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26 out - Regulação da expressão gênica na era ômica Eduardo Reis 

2 nov -  feriado; não haverá aula  

9 nov - análise de transcritomas- RNAseq (tutorial) Eduardo Reis 

16 nov - análise de células únicas (tutorial) Eduardo Reis 

23 nov - bancos de dados genômicos (tutorial) Eduardo Reis 

30 nov - análise de enriquecimento de categorias gênicas (tutorial) Eduardo Reis 

7 dez – estrutura de RNAs (tutorial) Eduardo Reis 

14 dez - microRNAs e redes regulatórias da expressão gênica 
(tutorial) 

Eduardo Reis 

21 dez - análise global de elementos regulatórios da expressão 
gênica (tutorial) 

Eduardo Reis 

22 dez – prazo de entrega dos exercícios do prof. Eduardo – 23h, 
hora de SP 

 

 



• Relembrando conceitos básicos sobre expressão gênica 
  
• Tecnologias NGS e aplicações no estudo global da regulação da 

expressão gênica em células e tecidos.  
 
• Análise de transcritomas, Geração, análise de dados e 

aplicações 
 
• Tutorial de análise de dados de RNAseq utilizando a ferramenta 

Galaxy   (próxima aula) 



Qual é a arquitetura e os componentes de um 
gene? 



•  RNAs precursores (pre-mRNAs) contem trechos codificadores  e UTRs (“exons”) intercalados por 
trechos não-codificadores (“introns”). 

 
•  Introns são removidos após a transcrição (“splicing”) durante o processamento do RNA  
 
• Implica em que o alinhamento de sequencias de RNA e cDNA no genoma deve considerar interrupções 

(“gaps”) devido a ausência de introns nessas moléculas. 
 
•  Deve tambem ser considerado a existencia de variantes  de splicing alternativo 

O que se entende por genes eucarióticos serem interrompidos? 



Ligação de fatores de transcrição (FT) a elementos 
regulatórios no DNA recrutam a RNA Polimerase e ativam 

a transcrição 

http://www.discoveryandinnovation.com/BIOL202/notes/lecture19.html 







A maior parte do genomas eucariotos é 
transcrita em RNAs que não codificam proteínas 

 
Projeto ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements, 2003 - 2012) 

Kellis M et al. PNAS 2014;111:6131-6138 



Ayupe e Reis, 2015. Biotecnologia Aplicada a 
Saúde, 
Cap. 5 “RNAs nãocodificadores longos: 
Genômica, Biogênese, Mecanismos e Função” 

 
RNAs 
nãocodificadores 
desempenham  
papéis centrais na 
regulação pós-
transcricional da 
expressão gênica  
 
 
ncRNAs curtos 
< 50-200 nt. 
ex. microRNAs, piRNAs 
 
ncRNAs longos (lncRNAs) 
> 200 nt, até milhares de bases 
ex. lincRNAs, antisense RNAs, 
lncRNAs intrônicos 



Regulação da 
expressão gênica é 
dinâmica e possui 
múltiplos níveis de 
controle 

•Epigenética  

•Transcricional 

•Pós-transcricional 

•  Traducional 

•Pós-traducional 



Como estudar alterações na expressão gênica 
em escala global? 
 

O surgimento de tecnologias de 
sequenciamento de DNA de alta-capacidade foi 
um desenvolvimento essencial 
 





Illumina - sequenciamento por polinização 
 

Fragmentação 

Amplificação 
Clonal 
(“bridge 
amplification”) 

Sequenciamento 
por síntese 

DNA genômico ou cDNA 

Ligação de adaptadores 
e geração de biblioteca 

Geração de “clusters” 
por PCR em fase sólida 

Seleção de fragmentos com 200 a 300 bases 



Análise estatística das fluorescências emitidas em cada 
ciclo permite determinar a sequencia do DNA presente 

no “cluster” 
Nº ciclo 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

Bilhões de “clusters” em cada corrida 



6 Tb 
 
20 Bi 
 
~1500 X 

1.8 Tb 
 
20 Bi 

1.5 Tb 
 
5 Bi 
 
~250 X 

120 Gb 
 
400Mi 
 
~ 20 X 

15 Gb 
 
25 Mi 
 

7,5 Gb 
 
25  Mi 

1,2 Gb 
 
4 Mi 
 
- - 

Estado da arte na acurácia e capacidade de 
sequenciamento NGS 

Número de bases de DNA sequenciadas em uma corrida: 
 
Número de reads geradas em uma corrida: 
 
Cobertura do genoma humano (diploide, 6 Gb) 
 

Alta-capacidade e acurácia, custo 
descrescente 





Limitações do NGS baseado em bibliotecas de 
fragmentos de DNA/cDNA 

• Tecnologias NGS geram sequencias curtas 
    (max 300 nt) 
 
• Ambiguidades no mapeamento/reconstrução devido a 

sequencias de baixa complexidade e sequencias repetidas no 
genoma 

 
• Informação descontinua (fragmentação do RNA) dificulta 

identificar variantes de genes expressos 
 
• Não detectam alterações na sequencia de bases do DNA/RNA 

(marcas epigenéticas) 
 
• Necessidade de tecnologias que permitam a leitura de 

cromossomos, genes e e RNAs completos  
 



Nanopore sequencing TM – Oxford Nanopore 

“Nanopore protein” 
“Processive enzyme” 

Nucleotídeos da 
cadeia de 
DNA/RNA são 
detectados a 
medida que a fita 
simples passa pelo 
nanoporo devido a 
mudança na 
condutância 
dentro do canal  

Vantagens: 
•  Não requer um equipamento de alto custo 
• Sequenciamento de moléculas únicas com até 300 Kb 
•  Permite detectar modificações  
químicas nas bases:  metilação de DNA, edição de RNAs 
 
Desvantagem: menor capacidade 



NGS na plataforma Oxford Nanopore 
 
Não requer equipamento caro. 



RNA-seq: NGS do conjunto de moléculas de RNA de uma 
amostra 

Dados ômicos gerados a partir de NGS 



ChIP-seq: NGS de DNA associado a sítios de ligação de 
fatores de transcrição e proteínas regulatórias da cromatina 



O sequenciamento do DNA 
evoluiu para tecnologias ômicas 

que geram dados biológicos 
massivos e multidimensionais  

Fontana et al.  Translational research in infectious disease: current paradigms and challenges ahead. 
Transl Res. 2012 Jun;159(6):430-53. doi: 10.1016/j.trsl.2011.12.009. 



Regulação da 
Expressão gênica 

microRNAs 
(redes regulatórias) 

Estrutura secundária 
de RNAs 
(relação com função) 

Enriquecimento 
de categorias gênicas 

(inferências biológicas)  

Nível de expressão 
(RNAseq, scRNAseq) 

Estado de ativação da cromatina 
(ChIP-seq) 



Sequenciamento completo do genoma humano revelou a 
presença de cerca de 30 mil genes codificadores de 

proteínas e pelo menos 60 mil RNAs não codificadores 

Categorias funcionais de proteínas codificadas no genoma 
(número genes e % do total de genes)  



Transcritoma 

Conjunto de todas moléculas de RNA (transcritos) existentes nas células 
em um dado momento/condição 
 
• Dinâmico 
• Variável 

Tão importante quanto o conteúdo gênico é como, onde e quando 
cada um dos genes é expresso (= transcrito pela RNA 
polimerase)! 



A análise do transcritoma permite definir as regiões ativas do 
genoma que contribuem para a estrutura e função da 

célula/organismo 



Laura J. van’t Veer et al. Gene Expression Profiling Predicts Clinical Outcome of Breast 
Cancer, Nature 415: 530-536, 2002 

Composição dinâmica do transcriptoma: 
varia em estados patológicos 

Assinatura de expressão gênica associada ao aparecimento de 
metástase em pacientes com câncer de mama 



Composição dinâmica do transcriptoma: 
Varia ao longo do desenvolvimento 

 
 

Alterações na expressão gênica ao longo do desenvolvimento 
embrionário da mosca Drosophila melanogaster 

Becker, et al. Quantifying post-
transcriptional regulation in the 
development of Drosophila 
melanogaster. Nat Commun 9, 4970 
(2018). 



Composição dinâmica do transcriptoma: 
varia com o tipo de tecido 

Comparação do transcriptoma de diferentes 
tecidos da planta Arabidopsis thaliana 

Hofmann et al. The embryonic transcriptome of Arabidopsis thaliana. Plant 
Reprod 32, 77–91 (2019) 



Etapas na análise do transcritoma através de RNAseq 



Diferentes estratégias para construção de bibliotecas em 
função do tipo de RNA de interesse 

 Análise global do transcritoma: depleção de RNA ribosomal 
 Análise de RNAs mensageiros: enriquecimento de RNAs poliadenilados 
 Análise de pequenos RNAs (ex. microRNAs): seleção por tamanho (<50 nt)  



Bibliotecas para sequenciamento de massivo 
de RNAs (RNAseq) 
•  Fragmentação mecânica ou química do RNA 
•  Ligação de adaptadores (bibliotecas direcionadas ou não-direcionadas) 
•  Conversão do RNA em DNA por transcrição reversa (cDNA).  
•  Sequenciamento de uma ou ambas as fitas (“paired-end”) 



Etapas na análise de dados de RNA-seq 
  Controle de qualidade, pre-processamento, filtragem 

  Alinhamento (genoma/transcritoma de referência) 

  Reconstrução (=montagem) de transcritomas com ou sem 

genoma/transcritoma de referência 

  Normalização, quantificação, expressão diferencial 

  Detecção de splicing alternativo, fusões/quimeras 

  Análises de enriquecimento de categorias gênicas, redes de 

co-expressão. 

Listagem atualizada de ferramentas para a análise de dados: 
https://en.wikipedia.org/wiki/List_of_RNA-Seq_bioinformatics_tools 



Passo 1: Avaliação da qualidade das sequencias 

Phred score = -10 * log10 (prob. de erro)   

Programa FastQC 



DESEq2: Correlação entre expressão gênica nas 
amostras 



Passo 2: Alinhamento de reads no genoma 
(“gapped alignment”) considera a presença de bordas exon/intron 

 Exemplos de programas: STAR, TopHat, HISAT, RSEM  

 



Passo 3: Reconstrução e quantificação de 
transcritomas a partir de dados de RNAseq 

 Haas and  Zody, 2010 Nature Biotechnology  28, 421–423  
 

•  organismos 
sem genoma 
conhecido 

 
•  meta-

transcritomas 

A etapa de reconstrução não 
é necessária quando o 
objetivo é 
detectar/quantificar 
transcritos já conhecidos  



Normalização pelo tamanho do transcrito (nº de pares de base) 
e  tamanho da biblioteca (nº de reads) permite comparar níveis 
de expressão entre genes com tamanhos diferentes  

FPKM =  n º de fragmentos (reads) que mapeiam em exons do transcrito 
n º total de sequencias (milhões) x tamanho dos exons (KB) 

Fragments per kilobase of exon model per million mapped reads 

Quantificação da expressão gênica através 
de RNA seq 

Outras formas de normalização são recomendadas para comparação entre amostras: 
Transcripts Per Million (TPM), Trimmed Mean of M-values (TMM) 

A protocol to evaluate RNA sequencing normalization methods.  BMC Bioinformatics (2019) Volume 20 Supplement 24  
  



Como lidar com a expressão de RNA com variantes de 
splicing?  



•  Para cada gene, conta o número de reads 
alinhados no genoma que se sobrepoe 
com seus exons. 

 
•  Contagens não normalizadas são mais 

apropriadas para a análise de genes 
diferencialmente expressos usando 
programas que empregam modelos  de 
inferência estatistica (ex. DESEq2) 

 
•  Não são adequados para comparar com 

precisão a abundância de genes com 
tamanhos diferentes 



Nova geração de programas de quantificação 

Salmon 

Kallisto 

•  Pseudoalinhamento de reads com transcritoma de referencia 
•  não necessitam fazer o alinhamento dos reads no genoma 
•  Ultra-rapidos 

Quantificação da expressão gênica através de RNA seq 



Esquema geral do pipeline de quantificação do Salmon 

https://ressources.france-bioinformatique.fr/sites/default/files/Quantification_RNASeq_AVIESAN_2017.pdf 



Passo 4: Identificação de genes com expressão 
alterada entre duas ou mais condições 

Genes com 
expressão 
aumentada na 
condição A em 
relação a B 

Genes com 
expressão 
diminuída na 
condição A em 
relação a B 

Exemplos de programas: 
DESeq2 
CufDiff 
EdgeR 
 
•  Utilizam como entrada 

dados de contagem 
•  Aplicam correções para o 

tamanho das bibliotecas 
 
•  Utilizam diferentes modelos 

para estimar e fazer 
inferência estatística na 
diferença de expressão entre 
condições 



DESeq2 
https://htseq.readthedocs.io/en/release_0.9.1/ 
 
•  Utiliza como entrada dados 

de contagem não 
normalizados (ex. HTseq). 

 
•  Aplica correções para o 

tamanho das bibliotecas 
 
•  Utiliza um modelo linear 

generalizado baseado em 
distribuição binomial 
negativa para estimar e fazer 
inferência estatística na 
diferença de expressão entre 
condições 



Precisão da medida da expressão gênica proporcional 
a contagem de reads 



Saida do DESeq2 
Análise de Componentes Principais 
  

Técnica de redução de dimensionalidade dos dados de expressão gênica. 
A expressão de todos os genes detectados (N vetores) é projetada em nas duas dimensões que melhor representam a variabilidade 
dos dados (PC1 e PC2, eixos X e y) . 



Distribuição de valores de significância (p-valor) para a diferença de 
expressão de genes entre grupos teste e controle 



Nature Protocols 7, 562–578 (2012) 



Protocolo Tuxedo 
Exemplo de pipeline para análise de dados de RNAseq 

Nature Protocols 7, 562–578 (2012) 

Alinhamento 

Montagem/ 
quantificação 

Expressão 
diferencial 





https://usegalaxy.org/ 





Criar conta no servidor Galaxy-Europa para executar o 
tutorial:  

https://usegalaxy.eu/ 
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