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The pictures tell the story 

This life has many shades 

I'd wake up every morning and before I'd start each day 

I'd take a drag from last night's cigarette 

That smoldered in it's tray 

Down a little something and then be on my way 

 

I traveled far and wide 

And laid this head in many ports 

I was guided by a compass 

I saw beauty to the north 

I drew the tales of many lives 

And wore the faces of my own 

I had these memories all around me 

So I wouldn't be alone 

 

 These scares, some may be from showing up 

Others are from growing up 

Sometimes I was so messed up and didn't have a clue 

I ain't winning no one over 

I wear it just for you 

I've got my name written here 

like a rose tattoo 

 

Adaptado de Dropkick murphys - Rose tattoo 
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Resumo 

 

A febre Q é uma zoonose causada por Coxiella burnetii, na qual cerca de 60% dos doentes 

apresentam quadros clínicos de infecção aguda, com recuperação após intervenção 

clínica. No entanto, nos casos de febre Q crónica, a infecção culmina em complicações 

graves, frequentemente endocardites. Mesmo com medidas preventivas, a incidência da 

febre Q tem vindo a aumentar, principalmente na Península Ibérica. A fisiopatologia da 

infecção por C. burnetii assemelha-se à do Mycobacterium tuberculosis. Em ambas as 

infecções, a via interleucina12—interferão gama (IL12-IFNγ) desempenha um papel 

importante na sobrevivência e replicação intracelular bacteriana. As doenças causadas 

por micobactérias apresentam homogeneidade fisiológica inerente à deficiência de 

interferão gama (IFNγ), o que é fundamentado pela identificação de determinantes 

genéticos dessas infecções na via IL12-IFNγ. No entanto, esta via permanece 

praticamente inexplorada em termos de associação genética com a febre Q crónica, 

enaltecendo a necessidade destes estudos. Assim, nesta investigação procurou-se 

identificar variantes associadas a febre Q crónica através de uma abordagem por estudos 

populacionais de associação genótipo fenótipo com base em genes candidatos 

(Candidate Gene Association Studies - CGAS).  

Esta abordagem insere-se numa arquitetura de estudo caso-controlo. Selecionaram-se 

genes candidatos e optou-se pela utilização de uma estratégia de sequenciação de nova 

geração (Next Generation Sequencing – NGS) para a genotipagem das regiões 5’UTR e 

os exões dos genes candidatos. Após consentimento informado, foram recrutados 34 

indivíduos saudáveis e 60 doentes com febre Q (43 formas agudas e 17 formas crónicas). 

Os genes do receptor β1 de interleucina-12 (IL12RB1), receptor 1 de interferão gama 

(IFNγR1) e receptor 2 de interferão gama (IFNγR2), com fragmentos de 2kb a 17kb, 

foram amplificados por polimerase de reação em cadeia (PCR) de longo alcance com 

ácido desoxirribonucleico (ADN) polimerase Takara LA Taq® para construção de 

bibliotecas Nextera e sequenciação com tecnologia da Illumina®. Uma vez que a NGS 

trabalha com milhares de milhões de dados em simultâneo requer a aplicação de várias 

métricas de controlo de qualidade de modo a garantir resultados fidedignos. Para além 

destas métricas foram ainda implementadas métricas específicas para CGAS que têm por 

objectivo diminuir a obtenção de erros por falsos positivos na análise estatística. 

Do presente trabalho de investigação resultou uma lista de polimorfismos de nucleótido 

único (Single Nucleotide Polymorphism - SNP) dos genes IL12RB1, IFNγR1 e IFNγR2 

em indivíduos com febre Q crónica, aguda e numa amostra de conveniência de indivíduos 
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saudáveis. Estes dados têm a necessária qualidade para constituir uma mais valia, 

podendo ser aplicados a diferentes estudos.  

Futuramente, esta lista de SNPs será usada em estudos de associação genótipo-fenótipo 

para compreender se existem variantes na via IL12-IFNγ associadas à apresentação 

clínica doença. Assim, estes resultados poderão vir a ser um importante avanço clínico 

não só para antecipar formas crónicas da doença como para o desenvolvimento de 

estratégias de prevenção e para prestação de melhores cuidados de saúde a estes doentes. 
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Abstract 

 

Q fever is a zoonosis caused by Coxiella burnetii, in which about 60% of the affected 

patients develop acute Q fever, recovering after clinical intervention. However, in chronic 

Q fever cases, the disease is accompanied with serious complications, mainly manifested 

as endocarditis. Even with preventive measures, the incidence of Q fever has been 

increasing, namely in the Iberian Peninsula. The pathophysiology of C. burnetii infection 

resembles that of Mycobacterium tuberculosis, both characterized by granuloma 

formation. In this context, the interleukin 12 - interferon γ (IL12-IFNγ) pathway plays a 

major role in intracellular bacterial survival and replication. Diseases caused by 

mycobacteria display physiological homogeneity inherent to interferon γ (IFN-γ) 

deficiency, since genetic determinants of these infections have been identified in the 

IL12-IFNγ pathway. Despite of the above mentioned, the association between genetic 

variants this pathway and chronic Q fever remains practically unexplored. Thus, in this 

investigation we seek to establish a list of variants within the IL12-IFNγ pathway with 

pathogenic potential associated with the development of chronic Q fever. therefore, we 

sought to identify variants associated with chronic Q fever resorting to candidate-gene, 

population association analysis in a Candidate Gene Association Studies (CGAS) 

approach. 

This approach is part of a case-control study architecture. Candidate genes were selected 

and a Next Generation Sequencing (NGS) strategy was chosen for the genotyping of the  

5’UTR region and exons of candidate genes. After informed consent, 34 healthy 

individuals and 60 Q fever patients (43 acute and 17 chronic forms) were recruited. The 

genes interleukin-12 receptor β1 (IL12RB1), interferon γ receptor 1 (IFNγR1) and 

interferon γ receptor 2 (IFNγR2), were amplified in 2kb to 17kb fragments, by long-range 

polymerase chain reaction (PCR) with Takara LA Taq® deoxyribonucleic acid (DNA) 

polymerase for Nextera library construction and Illumina® sequencing. Since NGS 

works simultaneously with billions of data points, it requires the application of several 

quality control metrics in order to guarantee reliable results. In addition to these metrics, 

specific metrics for CGAS were also implemented to reduce possible false positives in the 

statistical analysis of the data. 

The present research work provided a list of single nucleotide polymorphisms (SNPs) of 

the IL12RB1, IFNγR1 and IFNγR2 genes, observed in patients with chronic Q fever, acute 

Q fever and in a convenience sample of healthy individuals. These data have the 

necessary quality to constitute an asset and can be applied to different studies. 
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In the future, this list of SNPs will be used in genotype-phenotype association studies to 

understand whether there are variants in the IL12-IFNγ pathway associated with the 

clinical presentation of the disease. Thus, these results could prove to be an important 

clinical advance not only to anticipate chronic forms of the disease but also to develop 

prevention strategies and to provide better health care to these patients. 

 

Keywords 

 

Q Fever;Coxiella burnetii;Genetic variation of the human host;Innate 
immunity;Human genetics of susceptibility to infection;IL12-IFNγ biological 
pathway;Next generation sequencing;Quality control of geneotyping data;Candidate 
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Capítulo I 

Introdução 

 

 

 

 
A presente dissertação aborda a investigação da febre Q em Portugal. Esta urge da 

necessidade de aprofundar o conhecimento desta doença infetocontagiosa, por ser pouco 

discutida entre a comunidade clínica e científica. Além disso, a febre Q já provou ter 

capacidade de provocar surtos significativos capazes de interferir com a saúde, 

economia, produção agropecuária, bem-estar e segurança das populações.  

 

 

1. Febre Q 

 

A febre Q é uma zoonose de distribuição mundial, tem sido associada a surtos marcantes 

que afetaram animais de interesse pecuário e o Homem. No hospedeiro humano, provoca 

uma infeção assintomática, aguda ou crónica, com diferentes manifestações clínicas. 

Embora a infeção não tenha taxas de mortalidade altas, causa danos persistentes e 

difíceis de reverter particularmente em indivíduos com doença valvular ou vascular e 

imunocomprometidos. 

A febre Q conquistou particular relevância em 2007 após o aparecimento de um surto de 

grande escala na Holanda, o maior de que há registo, que resultou em 4026 casos de 

febre Q. Após estudos de coorte foram identificados oficialmente 284 casos com 

desenvolvimento crónico (Schimme, 2008; Delsing et al., 2010; van der Hoek et al., 

2012; Honarmand, 2012). O caótico surto Holandês provou que a febre Q pode tornar-

se uma ameaça séria para a saúde publica. Ocorreram ainda outros surtos significativos 

em números de casos,  em  países como Espanha (Errasti et al., 1984), Suíça (Dupuis & 

Vouilloz. et al, 1987), Inglaterra (Guigno et al., 1992), Alemanha (Schneider et al., 1993), 

Israel (Amitai et al., 2010), Eslováquia (Kováčová et al. 1998), nos trópicos (Angelakis et 

al., 2014) e igualmente durante o conflito armado no Médio Oriente (White et al, 2013). 

Estes episódios revelaram a presença de febre Q por todo o mundo. Geralmente o 

tratamento de febre Q crónica inclui um período de 3 a 4 anos com antibióticos, embora 

devastadora, atualmente é a única terapia eficaz. Para além da atenuação dos sintomas, 

continua a ser possível encontrar vestígios da C. burnetii no portador (Van Roeden et al., 

2018). 
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Em Portugal, como em vários outros países a febre Q é uma doença de notificação 

obrigatória, mas defende-se que a sua incidência real possa estar subestimada. É ainda 

hoje uma doença pouco estudada que requer consciencialização da comunidade clínica e 

científica, podendo assim evitar a disseminação da doença.  

 

1.1. Etiopatologia 

 
A febre Q é causada pela bactéria Coxiella burnetii, um cocobacilo de dimensões 

pequenas (compreendidas entre 0,2 a 0,4 µm de largura e 1 µm de comprimento). 

Pertence à subdivisão gama das proteobacterias na ordem Legionellale, pertence ainda 

à categoria B dos potenciais agentes biológicos do bioterrorismo(Baddour et al, 2007). 

Durante o ciclo de replicação intracelular ocorre formação esporos que conferem 

resistência no meio ambiente. A alta infecciosidade desta bactéria é conseguida por: 

apenas serem necessários  menos de 10 germes para causar a infeção (Santos, Bacellar, 

& Franca, 2007); existirem quatro plasmídeos associados à C. burnetii (QpH1, QpRS, 

QpDG e QpDV) (Dragan & Voth, 2020).  

Das estirpes de C. burnetii, destacam-se: Nine Mile (primeira a ser sequenciada nos 

Estados Unidos da América), a Z3055 (identificada como a origem dos surtos ocorridos 

na Alemanha e Holanda) e a Cb175 (associada ao surto da Guiana Francesa descrita como 

a estirpe mais virulenta) (Seshadri et al., 2003; D’Amato et al., 2014, 2015;)  

A C. burnetii é ainda um microrganismo intracelular obrigatório, com variação de fase 

ligada à presença do LPS de membrana. Uma vez na célula alvo, a C. burnetii é 

internalizada num lisossoma das células fagocíticas,  formando um vacúolo com 

características semelhantes a um fagolissosoma (Burette & Bonazzi, 2020). A C. burnetii 

é uma bactéria acidófila; é exatamente dentro do vacúolo de destruição que encontra as 

condições ideais para proliferar (Samanta & Gilk, 2017).  

Verifica-se a presença de lipopolisacárido (LPS) de fase I e de fase II (Narasaki & Toman, 

2012). O LPS em fase I é o mais presente na natureza, caracterizada pela presença de O-

antigénios (açúcares como virenose e dihidrohidroxistreptose). O LPS de fase II é mais 

imunogénico com subsequente eliminação dos microrganismos (Narasaki & Toman, 

2012). No decorrer da infeção existe modificação da fase do LPS (Alves et al., 2017). 

Em Portugal, o genótipo da bactéria é semelhante entre os países mediterrâneos (Santos 

et al., 2012). Através da primeira genotipagem de diversidade de C. burnetii foram 

detectados os plasmídeos QpH1, QpRS e QpDV (Santos et al., 2012).Os plasmídeos 
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QpDV e QpRS foram identificados nos distritos de Lisboa, Setúbal, Évora e Faro, 

clinicamente associados à febre Q aguda; os plasmídeos QpRS e QpH1 foram 

encontrados nos distritos de Lisboa e Castelo Branco, respetivamente, sendo estes 

associados à forma crónica da febre Q.  

É de destacar a semelhança fisiopatológica da febre Q com a da tuberculose. O 

Mycobacterium tuberculosis (agente da tuberculose), é também uma bactéria 

intracelular. A fisiopatologia da infeção por M. tuberculosis e a resposta imunitária é em 

muito semelhante à da C. burnetii.  

 

1.2. Epidemiologia 

 
Considera-se que tanto a incidência como a prevalência da febre Q real possa estar 

subestimada. Esta realidade pode ser em parte imputada à dificuldade em clinicamente 

reconhecer a infeção. 

Em animais a infeção é comum, especialmente em ruminantes domésticos. É estimado 

que nas zonas endémicas, 15 a 20% dos animais em rebanho sejam seropositivos (United 

States Department of Agriculture, 2013). Nas espécies não ruminantes a estimativa de 

seropositivos oscila entre 10% a 66% (Panel & Ahaw, 2010). A febre Q provoca abortos 

esporádicos com uma frequência entre 0,5 a 4%, no entanto no decorrer de um surto esta 

estimativa ascende para 5 a 50% em rebanhos de ovelhas e 90% em rebanhos de cabras 

(United States Department of Agriculture, 2013).  

Na população humana é estimado que esta doença tenha uma incidência global entre 1 a 

30 casos por milhão de habitante (United States Department of Agriculture, 2013). No 

continente Europeu e Americano, verificam-se pequenos surtos entre o final da 

Primavera e início do Verão. Nas zonas tropicais existem surtos meses depois da época 

das chuvas.   

Estudos retrospetivos de surtos e casos isolados apontam um aumento  de casos desde 

1999, com tendência crescente, contudo na Europa esta tendência têm sido controlada 

(Centre for Disease Prevention and Control, 2019). A reemergência ainda se verifica na 

Península Ibérica, Estados Unidos da América e outras partes do planeta (Nathalie. et al, 

2005). A prevalência real de febre Q não é conhecida. A seroprevalência está estimada 

entre 5 a 25% de casos por todo o mundo (United States Department of Agriculture, 

2013). Na tabela 1 encontram-se reunidos estudos de seroprevalência de imunoglobulina 

G (IgG) para a febre Q na população geral de vários países. Não existem evidências da 
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presença da febre Q na Nova Zelândia, Noruega, Islândia e Polinésia Francesa (Asamoah 

et al, 2020).  

 
Tabela 1. Resultados de estudos de Seroprevalência de febre Q (IgG) na população geral por vários países. 

 
País Seroprevalência  Amostra Referência 

Mali 40% 156 (Schelling et al., 2005) 

Malásia 9.8% 887 (Khor et al., 2018) 

Ilha Réunion 6.81% 241 (Jaubert et al., 2019) 

Austrália 5.6% 2785 (Gidding et al., 2020) 

Somália 27% 190 (Ibrahim et al., 2020) 

 

1.3. Vias de transmissão 

 
A maioria dos casos de febre Q é causada pela inalação de aerossóis contaminados por C. 

burnetii (Dupont & Raoult, 2008). A infeção começa após exposição a produtos animais 

infetados como: placenta, fetos, lãs, dejetos e poeiras que permanecem contaminadas 

por longos períodos. A ingestão de carne ou leite infetado é um fator de contaminação 

controverso, pois ainda não existem estudos conclusivos sobre esta questão (Rodolakis, 

2009). A transfusão de fluídos, terapias celulares e xenotransplantes de dadores 

infetados promovem a infeção (Kuehn, 2018). A transmissão sexual da infeção por febre 

Q é pouco conhecida; de facto a C. burnetii parasita os espermatozoides e a placenta 

(Milazzo et al., 2001) como também pode estar presente em fluídos biológicos (saliva, 

urina, sangue, fluido amniótico e líquido cefalorraquidiano). O funcionamento desta via 

de transmissão ainda é desconhecida, no entanto a troca de fluídos entre os 

intervenientes dissemina a infeção (Miceli et al., 2010). Em obstetrícia os fluidos 

biológicos infetados são uma via de transmissão na forma de aerossóis excretados 

durante o parto (Dupont et al., 1994). 

 
1.4. Aspetos clínicos 

 

1.4.1. Febre Q aguda 
 
A febre Q aguda apresenta manifestações variáveis e pouco específicas. O processo de 

incubação da C. burnetii no hospedeiro demora entre 2 a 3 semanas, a infeção primária 

é assintomática em 60% dos infetados. 

As manifestações da doença aguda são essencialmente o resultado do processo 

inflamatório com formação de imunocomplexos, e não tanto da proliferação do agente 
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nos tecidos. Os imunocomplexos definem-se por complexos antigénio-anticorpo que se 

depositam nos tecidos causando inflamação. A nível celular os imunocomplexos podem 

ligar-se a plaquetas, eritrócitos e neutrófilos causando trombocitopenia, anemia 

hemolítica e neutropenia, respetivamente. Outras manifestações clínicas de febre Q são 

as lesões cutâneas (Galache et al., 2004). Também podem ser detectados no sangue 

marcadores de autoimunidade (Fever et al., 2010). 

Um dos factos curiosos da febre Q é que a mesma infeção no continente europeu é 

marcada maioritariamente por hepatites enquanto que na América do Norte por 

pneumonias (Aguilar-Olivos et al., 2013; Marrie, 2010). 

Na verdade, nas infeções agudas a C. burnetii raramente é detectada noutro órgão ou 

tecido para além do sangue. O mesmo não se verifica nas manifestações crónicas, em que 

existe proliferação de C. burnetii nos tecidos afetados (Santos et al, 2007; Melenotte et 

al, 2020). As manifestações clínicas mais comuns estão descritas na tabela 2.  

 

1.4.2. Febre Q crónica 
 
O quadro crónico de febre Q é caracterizado por infeções persistentes. A cronicidade da 

febre Q tem um intervalo de evolução de 1 a 20 anos após a infeção primária (Bossi et al, 

2005). Os mecanismos deste processo ainda não foram elucidados pela comunidade 

científica; clinicamente, a forma crónica é identificada pela presença de LPS de fase II 

em maior concentração que o de fase I (Kampschreur et al., 2015). Empiricamente, 

considera-se febre Q crónica após persistência de 6 meses com sintomatologia.  

São ainda detectadas alterações imunológicas como presença do factor-reumatoide, 

imunocomplexos, crioglobulinas e auto-anticorpos (Marrie & Raoult, 2002). 

A persistência do processo inflamatório acaba por causar alterações hematológicas 

acentuadas. Em mais de metade dos casos verifica-se anemia, trombocitopenia, e 

alteração do perfil hepático e velocidade de sedimentação aumentada (Santos et al., 

2007). As manifestações clínicas estão descritas na tabela 2. 
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Tabela 2. Manifestações clínicas da febre Q (adaptada de Santos et al., 2007). 

 Manifestações Febre Q aguda Febre Q crónica 

Cutâneas Exantema maculopapular ou purpúrico, 

eritema nodoso; 

Vasculite cutânea, granuloma 

Hematológicas Anemia hemolítica, tromboflebite, rutura 

espontânea do baço; 

Angeíte 

Imunológicas Linfodenopatia, formação de 

imunocomplexos, hemofagocitose 

histolítica, tiroidite, paniculite mesentérica 

ou lobular, epididimite, orquite, prostatite 

aguda, osteoartrite; 

Infeção de aneurismas e próteses 

vasculares, osteomielite, osteoartrite, 

endometrite com aborto, amiloide, 

hipergamaglobulinémia;  

Neurológicas Síndrome febril, polineuropatia, síndrome 

de Guillain-Barré; 

Síndrome de fadiga crónica 

Cardiorrespiratórias Pneumonia, miocardite, pericardite, 

derrame pleural eosinófilo, bronquiolites 

agudas 

Endocardite, fibrose pulmonar, 

pseudo-tumor inflamatório do pulmão, 

bronquite 

Gastrointestinais Hepatite, colecistite, pancreatite, 

gastroenterite 

Hepatite crónica por fibrose hepática 

ou cirrose 

 

1.5.  Diagnóstico laboratorial 

 
O diagnóstico laboratorial de uma infeção por C. burnetii é realizado com diferentes 

técnicas e métodos de referência (Anderson et al., 2013), segundo a tabela 3.  

Tabela 3. Técnicas de diagnóstico de febre Q diretas e indiretas (adaptada de Santos et al., 2007). 

 
Técnica Método       

D
ir

e
to

 

Imunocitoquímica Observação 
   

PCR Biologia molecular 
   

Isolamento in vitro Cultura       

In
d

ir
e

to
 IFA Serologia IgM IgG Fase 

 

   Febre Q aguda ≥50 ≥200 II 

   Febre Q crónica   ≥800 I 
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Direto: deteção da bactéria C. burnetii ou dos seus componentes mais específicos; 

Indireto: deteção da reação do sistema imunitário do hospedeiro à bactéria; IFA: 

Imunofluorescência Indireta; PCR: Reação de Polimerase em cadeia. Observação: 

Coloração de Gimenez (Mori, Mertens, Cutler, & Santos, 2017). 

 

A presença de anticorpos anti-fase II IgG e IgM indiciam uma infecção primária, sendo 

detetáveis entre 7 a 15 dias após o início da sintomatologia (Frankel et al., 2011). Os 

anticorpos anti-fase I IgG estão relacionados com a progressão da infecção para 

cronicidade, a designada febre Q crónica (Frankel et al., 2011). No quadro crónico o 

aumento destes anticorpos mantém-se nos 6 meses após a infeção primária. No entanto, 

existem dados que revelam que alguns doentes desenvolveram febre Q crónica sem 

aumento de IgG fase I - a razão deste fenómeno ainda é desconhecida (Edouard et al., 

2013).  

Na infeção primária formam-se granulomas fibrosos em forma de anel, comparados 

visualmente com donuts, são visíveis em biópsias de tecido hepático, ósseo-medular e de 

válvulas cardíacas (Argov et al., 2008; Lee et al., 2012). No estudo de Lepidi e 

colaboradores, a análise histológica revelava fibrose, calcificação, inflamação com 

aumento do calibre vascular e vegetações, todos estes processos são infecciosos, lentos e 

degenerativos (Lepidi et al 2003). 

A quantificação das concentrações de interferão gama (IFNγ) pelo método de 

imunoabsorção enzimática (ELISA) é considerado um novo parâmetro de diagnóstico. A 

produção de IFNγ é descrita como significativamente elevada em doentes com infecções 

persistentes (Schoffelen et al., 2013), no entanto esta forma de diagnóstico ainda é 

controversa. 

 
1.6. Factores de risco 

 
O desenrolar da infecção é multifactorial, partindo de factores ambientais, do agente 

infeccioso e do hospedeiro. As variáveis ambientais agregam o contacto com animais, a 

influência das estações e demografia. Relativamente ao agente, os factores de risco estão 

associados à virulência da estirpe infecciosa e à presença de plasmídeos. Já as variáveis 

do hospedeiro categorizam a suscetibilidade à infecção, num espectro individual (tabela 

4) estes agrupam-se em factores: 

1) Gerais que representam um risco ligeiramente aumentado (Maltezou & Raoult, 

2002; Maltezou et al., 2004). 
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2) Focalizados que estão maioritariamente envolvidos no desenvolvimento crónico ou 

outros resultados adversos (Mboussou et al., 2019). 

3) Imunológicos que são o ponto fulcral no desenvolvimento crónico, tais como 

imunodeficiências adquiridas devido à utilização de terapias imunossupressoras, 

doenças oncológicas, transplante renal, infecção pelo vírus da imunodeficiência 

humana (Raijmakers et al., 2019).  

No entanto, estes factores clássicos não explicam, por si só, a totalidade do 

desenvolvimento crónico, o que sugere que possam existir também factores genéticos de 

predisposição. 

 

Tabela 4. Fatores de risco associados ao desenvolvimento de febre Q crónica (adaptada de Kampschreur et 
al., 2012 ). 

Categoria  Fator de risco 

Gerais Sexo masculino 

Tabagismo 

Idade > 60 > 15 anos 

Insuficiência renal 

Focalizados Valvulopatia cardíaca 

Vasculopatia 

Próteses valvulares e vasculares 

Gravidez 

Imunológicos Deficiência imunológica 

 

 

2. Resposta imunológica 

 

De um ponto de vista estratégico, a defesa do organismo é proporcional à resistência da 

bactéria. No caso da febre Q a resposta à C. burnetii chega a ser violenta, com efeitos 

colaterais no hospedeiro. 

 
2.1.  Imunidade inata 

  

No hospedeiro, a C. burnetii ultrapassa as primeiras barreiras defensivas do corpo; 

consegue sobreviver no muco nasal, flora do trato urogenital e às enzimas dos fluídos 

corporais. Uma vez dentro do organismo, a C. burnetii é intercetada, principalmente por 

monócitos, macrófagos, células exterminadoras (Natural Killer - NK) e células 

dendríticas (Ghigo et al., 2009b).  
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A interacção da C. burnetii com macrófagos difere consoante a fase do LPS (Hotta et al., 

2002). O LPS de fase I é reconhecido pelos receptores Toll (Toll Like Receptor - TLR) 2 

e 4 nos macrófagos, esta ligação, em particular, causa um rearranjo no citoesqueleto 

celular criando “rufles”2 que dificultam a fagocitose da C. burnetii (Omsland et al., 2009). 

O LPS de fase II é reconhecido com o apoio do receptor de complemento 3 (CR3)  

promovendo uma internalização com maior eficiência (Romano et al., 2007).  

A internalização da C. burnetii é feita através da formação de um fagossoma ácido (Howe 

et al., 2010) com propósito de destruir a bactéria em meio ácido – característica ideal 

para activação da C. burnetii - a C. burnetii de fase II consegue ser destruída após fusão 

do fagolisossoma, no entanto a C. burnetii de fase I sobrevive ao inibir o recrutamento 

das proteínas necessárias à conversão do fagossoma em fagolisosoma (Rab7 e catepsina 

D) (Romano et al., 2007; Medkour et al., 2020). A sobrevivência da C. burnetii 

desencadeia um novo alarme no sistema imunitário, a colonização das células 

protectoras é uma falha grave que compromete a viabilidade do organismo.  Nesta fase 

as células secretam interleucina 12 (IL-12) para o meio extracelular (Schoffelen et al., 

2013).  

O papel do sistema complemento e células NK é pouco descrito na febre Q. Um estudo 

realizado com dois grupos de ratos com Imunodeficiência Severa Combinada (Severe 

Combined Immunodeficiency - SCID) concluiu que ratos SCID βγ desprovidos da 

linhagem NK apresentavam lesões com maior gravidade e extensão que ratos SCID 

padrão.  

As células dendríticas fazem a ponte entre a imunidade inata e adaptativa, estas são 

células sentinela, com função bactericida e um elemento-chave na ativação de linfócitos 

T. Estas células têm um papel essencial na apresentação de antigénios da C. burnetii 

(Chen et al., 2009).  

 
2.2. Imunidade adaptativa 

 
A resposta adaptativa é acionada de forma a criar memória, activando novos mecanismos 

e aumentando a eficiência de resposta à infeção por C. burnetii. 

Nos linfócitos T imaturos, a estimulação com IL-12 leva à diferenciação e proliferação de 

linfócitos auxiliares tipo 1 (T helper 1 - Th1) (Benoit et al., 2008), adquirindo capacidade 

de produzir factor de necrose tumoral alfa (TNFα) e interferão gama (Xiong et al., 2014). 

 
2 Textura crespa e engelhada 



Aplicação de metodologia Next Generation Sequencing na pesquisa de determinantes 
genéticos da febre Q crónica na via de sinalização IL12-IFNγ 

 10 

Os linfócitos B têm um papel controverso na febre Q, são especializados em produzir 

anticorpos IgM contra o LPS fase I e IgM e IgG  para o LPS fase II para marcar o 

patogénio (Melenotte et al., 2016). Estes anticorpos não têm um papel relevante na 

resolução de febre Q (Teunis et al., 2013), ainda assim são fundamentais na regulação da 

resposta imunitária (Shannon et al., 2009). 

 

2.3. Eixo IL-12 IFNγ 

 
A via IL-12 IFNγ parece ter um papel fulcral na resolução da febre Q (Schoffelen et al., 

2017). Esta via é iniciada maioritariamente pelos macrófagos e células dendríticas. Esta 

via estimula simultaneamente as respostas imunitárias inata e adaptativa (Burke & 

Young, 2019). A via IL-12 IFNγ é extremamente importante na resolução de infecções 

por vírus e bactérias, incluindo C. burnetii e M. tuberculosis. Em casos complicados e 

desde que esteja completamente funcional, a via IL-12 IFNγ dita a viabilidade do 

organismo (Holland, 2005). A análise destas duas citocinas desvenda a importância 

desta via. A nível molecular, os mecanismos da cascata de sinalização revelam a 

complexidade dos fenómenos imunitários nesta guerra imunológica. 

 
2.3.1.  Interleucina 12 
 
Molecularmente, a ativação da via IL-12 IFNγ inicia-se pela secreção de IL-12 para o meio 

extracelular, estimulando a diferenciação de linfócitos T imaturos em linfócitos Th1. As 

células dendríticas e macrófagos quando estimulados por antigénios libertam IL-12, 

sendo solúvel em meio extracelular, liga-se ao receptor de IL-12 presente na membrana 

das células dendríticas, NK e linfócitos T. Ao serem detectados macrófagos parasitados 

por C. burnetii outros macrófagos libertam interleucina (IL)-12 – precursor da ativação 

da via interleucina12-interferão gama (IL12-IFNγ), em simultâneo há atividade das 

células dendríticas e exterminadoras naturais (NK), a libertação de IL-12 potencia a 

libertação de IFNγ levando a uma retroamplificação de respostas. O receptor de IL12tem 

dois domínios o β1 e β2 (Vignali, 2014). Ambos os domínios são transmembranares, com 

tirosina cinase 2 (Tyk2) acoplada ao domínio intracelular do β1 e janus cinase 2 (Jak2) 

acoplada ao domínio intracelular do β2. Quando a IL-12 se liga a este receptor os 

domínios β1 e β2 desencadeiam uma cascata de sinalização Jak/STAT, no espaço 

intracelular (figura 1). As cinases Tyk2 e Jak2 são fosforiladas para ligar a proteína 

transdutora de sinal e activadora de transcrição 4 (Signal Transducer and Activator of 

Transcription - STAT4), que é também fosforilada e desacoplada em forma de dímero 
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para o núcleo, onde actua como activador de transcrição e provoca a maturação 

específica do linfócito T para Th1 (Vignali, 2014). 

 

 

Figura 1. Cascata de sinalização do receptor de interleucina (IL)-12; a molécula de IL-12 ativa (p70) ao ligar 
no receptor de IL-12 (IL-12r) fosforila (P) dímeros da proteína transdutora de sinal e ativadora de 
transcrição 4 (STAT4) levando à resposta celular. Jak: Janus cinase; Tyk: Tirosina cinase (imagem criada a 
partir de biorender.com). 

 
2.3.2. Interferão Gama 
 
O IFNγ é uma citocina da classe II de interferões, como o próprio nome indica, tem o 

propósito de interferir na replicação viral ou bacteriana dentro das células do hospedeiro. 

O IFNγ é expresso por macrófagos, células dendríticas, monócitos e linfócitos NK, B e T 

(CD8, CD4 e gama delta) (Cooper et al., 2000; Gao et al., 2003; Robinson et al, 2009).  

O receptor de IFNγ é composto por dois domínios o receptor 1 e o receptor 2 (IFNγR1 e 

IFNγR2, respectivamente), ambos os receptores têm duas cadeias (Burke & Young, 

2019). Quando a molécula de IFNγ se liga no receptor, as cadeias do IFNγR1 e IFNγR2 

dimerizam. No espaço intracelular, o conjunto das subunidades do receptor leva à 

transfosforilação e activação das cinases Jak1 e Jak2. Estas fosforilam resíduos de 

tirosina formando um conjunto de ancoragem para a STAT1. Duas moléculas de STAT1 

ligam-se nestes locais de acoplamento, sendo também fosforiladas. As moléculas STAT1 
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quando fosforiladas dissociam-se do receptor e formam complexos homodiméricos no 

citosol. Os homodímeros STAT1 deslocam-se para o núcleo onde se ligam a sequências 

específicas, iniciando a transcrição de genes (Burke & Young, 2019). Esta cascata de 

sinalização, representada na figura 2, desencadeia diversas respostas do IFNγ, tais como: 

1) Regulação expressão de antigénios, citocinas inflamatórias e quimiotáxicas (Moran, 

2017); 

2) Activação e polarização de leucócitos (Zhang et al., 2020); 

3) Indução de expressão de IL-12 em macrófagos (Moschen et al., 2019); 

4) Regulação da génesis de óxido nítrico e espécies reactivas de oxigénio (Wang et al., 

2018); 

5) Indução de quimiocinas angioestáticas (Darakhshan et al., 2019); 

6) Supressão da expressão de IL-10 e TGF-β (Kang et al., 2017); 

7) Indução apoptose pela activação das caspases 1 e 8 (Takeda et al., 2002) e activação 

de Fas e ligando Fas (Lee et al., 2000); 

8) Restauro da fusão do fagolisossoma (Ghigo et al., 2009a). 

 

 
 

Figura 2. Cascata de sinalização do receptor de interferão gama (IFNγ); a molécula de IFNγ ao ligar no 
receptor e fosforila dímeros de proteína transdutora de sinal e ativadora de transcrição (STAT1), 
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desencadeia a resposta celular. IFNγR: Receptor de interferão; Jak: Janus cinase:  gama (imagem criada a 
partir de biorender.com). 

 

 

3. Modificadores genéticos 

 

Vários estudos prévios demonstraram que variantes genéticas relacionadas com a 

resposta do sistema imunitário à infeção por C. burnetii estariam associados a um 

aumento de risco para a febre Q crónica. Estes incluem: genes que codificam as 

metaloproteinases da matriz (Matrix Metalloproteinases - MMP); genes da via 

fagolisossomal; gene de IFNγ; genes dos receptores Toll.  

As metaloproteinases3 membranares clivam a matriz extracelular, estão envolvidas em 

infecções e manutenção de aneurismas (Rodríguez et al., 2010). O envolvimento das 

MMPs na febre Q crónica é expectável pois ambos estão fortemente associados a 

endocardites (Jansen et al., 2017). Além do mais, a MMP7 encontra-se mais concentrada 

no soro de doentes crónicos (em média 33.5 ng/mL) quando comparada com o grupo de 

indivíduos saudáveis (em média 20,6 ng/mL). No seu estudo, Jansen e colaboradores 

(Jansen et al., 2017), com 139 doentes com febre Q crónica e 220 saudáveis após febre Q 

aguda, concluem que o polimorfismo rs11568810 no gene MMP7 e o rs17576 no gene 

MMP9 são mais comuns em doentes crónicos. Alterações nos genes inibidores 

tecidulares de metaloproteinases (Tissue Inhibitor of Metalloproteinase - TIMPs), 

nomeadamente o TIMP1, TIMP2 e TIMP3 não atingiram significância nesta população 

(Jansen et al., 2017). 

Do estudo de Jansen e colaboradores (Jansen et al., 2019), sobre genes associados à 

destruição da C. burnetii no meio extracelular, resultaram novos dados relevantes. 

Foram analisados a 173 doentes de febre Q crónica mais 184 indivíduos com factores de 

risco de desenvolver cronicidade. Foram estudados os grupos de genes da via 

fagolisossomal (RAB5A, RAB7A, LAMP1, LAMP2, EEA1, CTSD, STX17, VPS35, TNF), 

vias microbicidas (CYBA, CYBB, NCF2, NCF4, RAC2, NOX1, NOX4, NOS2, IDO1, 

P2RX7) e da via autofágica (ATG10, ATG16L1, ATG5, EREG, ATG2B, LAMP3, IRGM, 

ATG9B, ATG18, MAP1LC3A). Os resultados revelaram uma presença acrescida em 

doentes crónicos das variantes rs13081864 e rs3751143 nos genes RAB7A e P2RX7, 

respetivamente. Neste estudo, foram ainda encontradas variantes que indiciam um papel 

protector contra febre Q, nomeadamente RAB5A (rs8682), P2RX7 (rs1718119), 

 
3 Família de protéases dependentes de cálcio e zinco que atuam a nível da matriz extracelular na 
degradação de várias proteínas 
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MAP1LC3A (rs1040747) e ATG5 (rs2245214). Os genes restantes não foram 

significativos na análise (Jansen et al., 2019). 

Os TLR são uma família importante de receptores de reconhecimento de padrões (PRR) 

que reconhecem padrões moleculares associados aos agentes patogénicos (pathogen-

associated molecular patterns - PAMPs), como os dos LPS.O envolvimento da família dos 

receptores TLR sugere um papel importante na internalização da C. burnetii. Schoffelen 

e colaboradores (Schoffelen et al., 2015), num grupo de 139 doentes de febre Q crónica e 

220 indivíduos com histórico de exposição a febre Q e presença de factores de risco 

cardiovasculares, foi averiguada a existência de variantes associados ao desenvolvimento 

crónico. A análise focou um painel de genes dos PRR e proteínas adaptadoras associadas. 

As variantes dos genes TLR1 (rs5743611), NOD2 (rs2066847) e MYD88 (rs4988453) 

estão significativamente presentes nos doentes crónicos, o que não se verificou no grupo 

controlo. Nesta investigação foram ainda analisados outros genes que não atingiram 

resultados significativos, sendo eles o TLR2, TLR4, TLR6, TLR8, ITGAV, ITGB3, ITCAM 

e TIRAP (Schoffelen et al., 2015). 

As variantes rs2430561 e rs1861493 do IFNγ, rs1914408 do STAT1 e rs2228570 do VDR 

foram investigadas em duas populações holandesas por Wielders e colaboradores 

(Wielders et al., 2015). A primeira população concentrou 85 indivíduos do surto holandês 

de 2007 provocado pela C. burnetii; a segunda população composta com 123 indivíduos 

provenientes do surto holandês de 2009. Foi averiguado que os portadores da variante 

rs2430561 do IFNγ apresentam sintomatologia mais evidente que os não portadores. A 

variante rs1861493 do IFNγ segue a mesma tendência embora com menos significância. 

As restantes variantes dos genes STAT1 e VDR não obtiveram correlações significativas 

(Wielders et al., 2015). 

 

 

4. Projeto de estudo 

 

Os genes IL12RB1, IFNγR1 e IFNγR2 pertencem à lista de genes associados a  

susceptibilidade mendeliana a infecções por micobactérias (Ramirez-Alejo & Santos-

Argumedo, 2014). Nestes genes, existem variantes genéticas associadas ao 

desenvolvimento de formas graves de tuberculose, cuja patofisiologia tem semelhanças 

com a febre Q (formação de granuloma, existência forma aguda e crónica, implicação da 

via IL-12 IFNγ) (Langan et al., 2020). 
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Os genes da via IL-12 IFNγ também têm um papel importante na febre Q, no entanto, 

fora o IFNγ, variantes nestes genes ainda não foram estudadas por métodos de 

associação genótipo-fenótipo, levantando a questão: será que existem determinantes 

genéticos nos receptores desta via que promovam o desenvolvimento crónico de febre Q? 

 
4.1. Estudo populacional de associação genótipo-fenótipo 

 
Os estudos populacionais de associação genótipo-fenótipo com base em genes 

candidatos (Candidate Gene Association Studies – CGAS) têm vindo a contribuir 

significativamente para a identificação de variantes genéticas causais e para o aumento 

da nossa compreensão da arquitectura genética das doenças humanas. Com os avanços 

tecnológicos, houve uma explosão na quantidade de ferramentas de análise e detecção. 

Actualmente é possível identificar variantes genéticas que predispõem a doenças 

infecciosas ou a formas graves das mesmas muito antes de estas se manifestarem (David, 

2020). 

As abordagens CGAS são relativamente baratas e rápidas de executar, estão focadas na 

selecção de genes que foram de alguma forma relacionadas anteriormente com a doença 

e, portanto, vêm com conhecimento prévio sobre a função do gene (Esparragón et al., 

2009). O CGAS começa com a selecção de um gene candidato putativo, cujo factor 

relevância se destaca no mecanismo da doença (característica) (Kwon & Goate, 2000). 

As abordagens CGAS são valiosas na identificação de variantes de risco, podendo estar 

na origem de deficiências no produto do gene, que possam afectar o fenótipo clínico ou 

aumentar o risco de desenvolvimento de formas graves da doença. A finalidade destes 

estudos é poder canalizar os doentes em risco para cuidados especiais (médicos, 

hospitalares, vacinação) e desenvolver novas opções terapêuticas capazes de superar 

essas deficiências. 

 

4.2. Sequenciação de nova geração 

 

Para associar determinantes genéticos como factores de risco para o desenvolvimento de 

febre Q crónica é necessário aceder à informação genética (Sheng & Christopher, 2016), 

isto requer a selecção de metodologias de genotipagem dos genes candidatos do  

hospedeiro e da análise desses dados (Yohe & Thyagarajan, 2017).  A tecnologia NGS tem 

diversas aplicações, nos estudos CGAS aplica-se para sequenciação massiva das amostras 

e devolve um relatório de dados com as variantes encontradas (sejam elas: 

polimorfismos de nucleótido único (Single Nucleotide Polymorphism - SNP), inserções 
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ou deleções (INDEL), variantes em número de cópias (CNV) ou variantes estruturais 

(SV)).  

Até à data, os genes da via IL12-IFNγ não foram contemplados em estudos de associação 

genética com a febre Q, ou seja, não existem variantes conhecidas que possam guiar uma 

selecção de genes ou variantes (Gargis et al., 2015), assim como não existem estudos 

descritos que abordem esta questão com sequenciação de nova geração (NGS)  

A NGS tornou-se uma metodologia de genotipagem acessível técnica e economicamente 

aos laboratórios de biologia molecular. Através do NGS obtém-se um número elevado de 

variantes, aumentando a possibilidade de analisar um maior número de genes e 

variantes. Outra mais valia desta metodologia é a robustez implícita na análise e a 

fiabilidade dos resultados (Gargis et al., 2015). Por estas razões, e por não terem sido 

exploradas até á data variantes candidatas nestes genes, é usada a metodologia NGS. 
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A metodologia NGS é tripartida: 

I. A fase primária decorre no aparelho de sequenciação. Nesta fase são geradas leituras 

(reads) através da amplificação por ponte. A sequenciação por síntese ocorre após a 

formação da ponte, para serem obtidas as leituras das bases (base call). Após a corrida 

é gerado um relatório geral com os parâmetros de qualidade da sequenciação. Neste 

relatório são descritos: 

• A dispersão da percentagem de leitura é um dado que expõe a 

homogeneidade da sequenciação; 

• Cluster é um conjunto de fragmentos clonados na célula de fluxo (flow cell). 

Estes resultam da amplificação em ponte dos fragmentos de ADN. Quando existe 

demasiada sobreposição de luminescência dos fragmentos pode gerar erros de 

leitura. O clustering é a unidade que representa o total número de clusters.  

São geradas ainda métricas de qualidade nomeadamente os índices de qualidade 

(Phred quality scores), que medem a qualidade de identificação das reads, são 

exemplo: 

• Quality Score 30 (Q30), significa que, durante o base call, a probabilidade de 

erro é de 1 em 1000 bases identificadas, ou seja, uma precisão de 99,9%. Este 

dado é indicado no ficheiro FASTQ (formato do ficheiro de saída da corrida) 

Representa-se pela equação 𝑄 = −10 log10 𝑃 (onde Q representa qualidade e P 

a probabilidade de uma base ser mal identificada). 

• Cobertura inclui métricas como a cobertura de leitura que define a 

percentagem em que o genoma de referência ou uma região alvo do genoma é 

coberto por leituras; e a cobertura de profundidade, uma métrica de eficiência, 

contabiliza a quantidade de leituras geradas num determinado locus. 

II. A fase secundária consiste na separação das leituras consoante os índices 

correspondentes a cada amostra (desmultiplexação). São feitos o mapeamento e o 

alinhamento das reads ao genoma de referência, a chamada das variantes, com 

recalibração dos parâmetros. Esta fase termina com a identificação de variantes 

(variant call). Nesta fase ainda se pode incluir a priorização, isto é, filtração com 

ajuste de parâmetros segundo o tipo de dados genotipados, por análise 

computorizada;   
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III. O objetivo desta fase terciaria final é a análise da lista de dados NGS gerada pelas fases 

anteriores, para identificar variantes relevantes e fornecer o respectivo relatório, seja 

para fins clínicos ou para estudos de associação genótipo-fenótipo. 

Uma vez que a NGS trabalha com milhares de milhões de dados em simultâneo, eleva-se 

a probabilidade em ser lida uma base incorreta, para ultrapassar esta limitação e garantir 

resultados fidedignos existem parâmetros e métricas de qualidade que permitem validar 

as fases I e II. Para além destas, são ainda aplicadas métricas de qualidade específicas 

para CGAS que têm por objetivo diminuir a obtenção de erros por falsos positivos na 

análise de associação. 
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Capítulo II 

Objectivos 

 

 

 

 
 
O objectivo principal desta dissertação é genotipar as regiões 5’UTR e os exões dos genes 

IL12RB1, IFNγR1, IFNγR2, recorrendo a tecnologias de NGS, e destacar desses 

resultados variantes do tipo SNPs, com a qualidade necessária na sequenciação e 

representatividade a nível da amostra para estudos de associação genótipo-fenótipo. O 

controlo de qualidade por amostra é fulcral na garantia da fiabilidade dos resultados de 

um CGAS.  

São apontados os seguintes objectivos laboratoriais: 

1) Desenhar um estudo caso controlo; 

2) Seleccionar os genes candidatos e fragmentos alvo; 

3) Genotipar por NGS, utilizando a tecnologia NGS da NexteraXT da Ilumina®: 

a. Amplificação por PCR dos fragmentos alvo dos genes;  

b. Sequenciação paralela dos amplicões: 

i. NGS Fase I e controlo de qualidade; 

ii. NGS Fase II e controlo de qualidade; 

4) Preparar os dados NGS de Fase III para análise de associação genótipo-fenótipo pela 

imposição de limiares (thresholds) de controlo de qualidade. 
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Capítulo III 

Materiais e métodos 
 

 

 

 

1. Materiais 

 
Amostras: neste estudo constam 94 indivíduos portugueses, separados em três grupos: 

caso crónico (17 indivíduos, grupo caso); caso agudo (43 indivíduos, grupo controlo); 

população geral (34 indivíduos). Para extrair ADN genómico foi usado o aparelho 

MagNA Pure nucleic acid extractor da Roche®. 

Kit PCR: os primers foram adquiridos através da Thermo Fisher Scientific®. Para a PCR 

foi usada água bidestilada (H2O), betaína, solução com trifosfato de nucleosídeos 

(dNTP’s), primers Foward e Reverse. A polimerase usada foi a Takara Taq polimerase 

do kit de Long-Range PCR (TaKara Holdings®). O termociclador T Gradient 

Biometra® foi usado para executar a PCR. O gel de eletroforese foi constituído por 

agarose da Seakem® LE Agarose, o brometo de etídio da Sigma®, e o marcador de peso 

molecular 1kb Ladder da Biolabs®. Para a corrida do gel foi usada a fonte de tensão 

BIORAD® PowerPac300. A purificação das amostras foi conseguida com esferas 

magnéticas AMPure XP (Beckman Coulter®). 

Kit sequenciação: na tagmentação do ADN genómico foi utilizada a enzima Nextera 

Transposon. Para a sequenciação foi usado o equipamento MiSeq™ da Illumina®. Para 

o fluxo de trabalho o kit bibliotecas Nextera XT combinado com o kit indexação Nextera 

XT Index v2 (Illumina®).  

Análise de dados: Para plotagem e construção de dados foi usado o programa Excel do 

Microsoft Office 365, com licença de uso pela Universidade da Beira Interior. Para 

tratamento de dados e controlo de qualidade foi usado o programa PLINK, versões 1.07 

e 1.9 (Purcell et al., 2007). 
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2. Métodos 

 

O plano geral do fluxo de trabalho inclui a obtenção de amostras biológicas através do 

recrutamento de participantes para grupos em estudo, recolha de amostras de sangue e 

isolamento de ADN.  Preparação da NGS com selecção e amplificação dos fragmentos 

alvos dos genes candidatos, agrupamento por amostra e purificação dos produtos PCR. 

Sequenciação NGS com preparação das bibliotecas, aplicação da metodologia Nextera 

XT (fase I NGS no aparelho MiSeq) e genotipagem (fase II NGS). E, por fim, a análise de 

dados da sequenciação para o controlo de qualidade referente a CGAS. O esquema geral 

de todo o processo está ilustrado no anexo 2 -Fluxo de trabalho. 

 
2.1. Amostras biológicas 

 
O recrutamento dos participantes e colheita de amostras para este estudo foi autorizado 

pelo comité de ética do Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge Instituto Público 

(INSA.IP). A declaração de consentimento informado foi de preenchimento obrigatório 

para inclusão no estudo, nos casos em que não foi possível, as amostras foram utilizadas 

à guarda do Artigo 19º da Lei nº 12/2005, de 26 de janeiro. A codificação dos 

participantes foi respeitada de acordo com as normas homologadas para a investigação 

no INSA, IP, em concordância com a declaração de Helsínquia (Association., 2001). 

Como critérios de elegibilidade, a inclusão para o grupo crónico requereu: indivíduos 

expostos a C. burnetii, febre Q crónica diagnosticada e título isolado de IgG ≥ 800 

(através de serologia por técnica de IFA - conforme a tabela 3); para o grupo agudo: 

indivíduos expostos a C. burnetii, febre Q aguda diagnosticada e título isolado de IgM ≥ 

50 e IgG ≥ 200 (através de serologia por técnica de IFA - conforme a tabela 3); para o 

grupo da população geral: amostra de conveniência com exposição à C. burnetii 

desconhecida. Amostras são independentes, os indivíduos não eram relacionados.  

Por indivíduo, foram extraídos 3 mL de sangue periférico em tubos com ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA). A partir destes tubos, o ADN genómico foi extraído 

automaticamente. As amostras biológicas de sangue foram armazenadas com registo de 

utilização e código atribuído. O ADN foi armazenado a -4ºC e o sangue periférico a -

20ºC. Foram reunidas 94 amostras, das quais: 17 de indivíduos com febre Q crónica, 43 

com febre Q aguda e 34 da população geral. 
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2.2. Preparação NGS 

 

2.2.1. Selecção dos fragmentos dos genes candidatos 
 
Em cada amostra foram amplificados, por PCR, fragmentos dos genes IL12RB1, o IFNγR1 

e o IFNγR2. Usando o principal transcrito disponível no Ensemble 96 da versão 

genómica GRCh38.p12 (Ensembl, 2019), os fragmentos para amplificação foram 

desenhados para incluir os exões, algumas regiões intrónicas e 1000 pares de base (pb) 

na região 5’UTR (figura 3). 

Os primers foram desenhados a partir da ferramenta informática Primer Blast, 

disponibilizada gratuitamente no National Center for Biotechnology Information 

(NCBI). Os dados sobre os primers estão disponíveis na tabela 9.  

 

Figura 3. Distribuição dos exões por fragmento amplificado ao longo do gene  (transcrito principal – 
Esemble 96, versão genómica GRCh38.p12) (Ensembl, 2019). IL12RB1: receptor 1 de interleucina 12; 
IFNγR1: receptor 1 de interferão gama; IFNγR2: receptor 2 de interferão gama. 

 
2.2.2. Amplificação dos fragmentos alvo  
 

Para garantir o máximo rendimento, a PCR foi optimizada com ensaios consecutivos. 

Diferentes concentrações de magnésio e betaína (potenciador de amplificação) foram 

testadas até obter o melhor resultado de amplificação. No termociclador foram testadas 
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temperaturas num intervalo de 65ºC a 70ºC (vector de gradiente). O número de ciclos 

foi posteriormente testado num intervalo de 30 a 40 ciclos. Todo o processo foi repetido 

e registado para cada fragmento até gerar o protocolo de execução. Para as misturas 

reaccionais, foi destacado o máximo rendimento e gerado o protocolo PCR (misturas - 

tabela 5; termociclador – tabela 6), os fragmentos foram agrupados em três misturas: 

1. LA e LB; 

2. G2C, G1B4, LC1 e G2A3; 

3. G1B8, G1B7, G2E, G1B5, G2B, G2D, G1A, LC2 e G2F. 

 

Tabela 5. Protocolo PCR. Secção Mistura reúne os reagentes com quantidades expressas em µL, num 
volume de reação final de 25 µL por fragmento a amplificar  

Mistura Mestre Reagente Ci (mM) Vi (L) 
 

Tampão takara 10x* 2,5 
 

dNTP 2,5 4 
 

Betaina 5 5 
 

ADN NA** 1 
 

Primer 0,025 2,5 

Mistura 1 
   

 
Takara polimerase 5 (U/mL) 0,25 

 
H2O NA 7,25 

Mistura 2 
   

 
Takara polimerase 5 (U/mL) 0,125 

 
H2O NA 7,375 

Mistura 3 
   

 
Takara polimerase 5 (U/mL) 0,125 

 
H2O NA 6,375 

 
Mg 25 1 

Mistura mestre comum a todas; Mistura 1 para os fragmentos LA e LB; Mistura 2 para os fragmentos G2C, 

G1B4, LC1 e G2A3; Mistura 3 para os fragmentos G1B8, G1B7, G2E, G1B5, G2B, G2D, G1A, LC2 e G2F. Ci: 

concentração inicial, Vi: volume inicial, Vf: volume final, NA: Não aplicável, mM: milimolar, µL: microlitro; 

*10 vezes, **A quantidade de ADN utilizada por reação foi de 30-100 ng. 

O programa PCR comum a todos os fragmentos, começou com um passo de desnaturação 

durante 1 minuto a 94ºC. Após este passo foram repetidos por um determinado número 

de ciclos os passos de desnaturação a 98ºC durante 10 segundos, e de hibridação com 

uma temperatura consoante ao fragmento durante 20 minutos (tabela 6). Por esta ser 

uma polimerase alta fidelidade de longo alcance, o passo de alongamento foi feito após a 

repetição dos ciclos a 72ºC durante 10 minutos, conforme as indicações do fabricante 

(Jia et al., 2014).  
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Tabela 6. Condições do termociclador consoante o fragmento. 

Temperatura  65ºC 66ºC 67ºC 69.7ºC 67.6ºC 68ºC 67ºC 

Ciclos 30 30 30 30 35 35 40 

Fragmento G1B8 
G1B7 G2E  

G1B5 G2B G2D 
G2C G1B4 

G2F G2A3 G1A LC2  LC1 LA 
LB 

 

A verificação das amplificações foi feita por electroforese em gel de agarose a 1% (1,5 g 

de agarose em 150 mL de tampão tris borato EDTA - TBE) e 12 µL de brometo de etídio 

(10 mg/mL). Para carregamento do gel foram usados 6 µL de amostra mais 1 µL de 

Loading Dye por poço. Para a corrida, a fonte de tensão foi regulada para 400mA, 80V 

contínuos durante 90 minutos, na tina de electroforese foi usado o tampão TBE a 10%.  

Durante a análise ao gel, ao ser visível uma banda nítida com o peso molecular esperado, 

a execução da PCR foi validada e os produtos armazenados a -20ºC. 

 

2.2.3. Agrupamento por amostra  
 
Após o PCR dos diferentes fragmentos, foram obtidas diferentes concentrações de 

amplicões, o que se verificou pela intensidade das bandas durante a electroforese. 

Segundo o fabricante, o protocolo Nextera XT requer uma padronização através da 

quantificação objectiva das concentrações dos produtos PCR, porém esta estratégia iria 

esgotar o produto PCR para as próximas fases.  

Uma vez que o método de amplificação foi constante (incluindo quantidades e 

concentração de reagentes utilizados no PCR, quantidade de amostra depositada para 

visualização no gel de agarose etc.), considera-se que as intensidades das bandas no gel 

de agarose reflectem as concentrações dos amplicões. Assim, foi desenvolvida uma 

estratégia de quantificação visual. A intensidade das bandas no gel foi classificada e 

anotada entre 1x, 3x, 5x e 10x concentrado (sendo 1 a classificação mais baixa, e 10 a 

classificação mais elevada - logo a mais concentrada). 

Através desta classificação foi adicionado produto PCR àqueles que tiveram uma 

classificação baixa para padronizar as concentrações (tabela 7). De seguida, os produtos 

PCR foram agrupados por amostra e verificados por electroforese sob as mesmas 

condições anteriores. 

 



Aplicação de metodologia Next Generation Sequencing na pesquisa de determinantes 
genéticos da febre Q crónica na via de sinalização IL12-IFNγ 

 27 

Tabela 7. Volume dos amplicões adicionados ao agrupamento da amostra de modo a padronizar as 
concentrações dos produtos PCR 

Classificação Volume (L) 

1 *Repetição 

3 10 

5 5 

10 1 

*Amostra insuficiente requerendo a repetição da PCR 

 

2.2.4. Purificação dos produtos de PCR 
 
Das amplificações por PCR resultam excedentes como restos de primers e reagentes 

(dDNTPs, sais e enzimas) que podem afectar o base calling, para evitar erros de leitura 

NGS os produtos de PCR foram purificados com recurso às esferas magnéticas AMPure 

XP (anexo 3- AMPure XP).  

A cada produto PCR foi adicionado 1,8 µL da solução com esferas magnéticas por 1 µL de 

amostra de ADN, com incubação de 5 minutos à temperatura ambiente (para as esferas 

ligarem ao ADN).  A placa com os produtos PCR foi colocada num suporte magnético 

para permitir a separação magnética das esferas ligadas ao ADN. O sobrenadante foi 

removido e descartado com o cuidado de não perturbar as esferas. As esferas foram ainda 

lavadas duas vezes com etanol a 70%. No passo final o ADN purificado foi eluído em 40 

µL de tampão de eluição para desagregar o ADN das esferas magnéticas (Beckman 

Coulter, 2002). 

 
2.3. Sequenciação NGS 

 

A sequenciação NGS segue um fluxo de trabalho característico por passos. Neste é ainda 

incluída a preparação das bibliotecas que antecipam a NGS. 

 

2.3.1. Preparação das bibliotecas de ADN 
 
A preparação das bibliotecas foi realizada com o kit Nextera XT da Illumina®, segundo 

as instruções do fabricante, todo o processo foi realizado numa placa de 96 poços com 

disposição conforme a figura 4.  Este procedimento incluiu os passos: 

Tagmentação: o ADN foi aleatoriamente fragmentado e adicionados os adaptadores nas 

extremidades. Estes adaptadores servem de ligação entre as bibliotecas geradas e a flow 
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cell (superfície de ancoragem onde ocorre a sequenciação). As amostras foram 

quantificadas e purificadas pela plataforma Qubit, e diluídas para 0,2 ng/µl.  

 

Amplificação de bibliotecas: foram adicionados aos adaptadores, 2 índices diferentes: 

um índice 1 (i7) e um índice 2 e (i5) (um de topo outro de base, respetivamente) - 

necessários para a gerar clusters e sequenciação e a identificação da amostra (figura 4).  

A organização dos índices foi escolhida segundo o software Illumina Experiment 

Manager, segundo configuração da figura 4. Foi executado o programa de PCR Nextera 

para amplificação, conforme o protocolo Nextera XT DNA Library Prep (Illumina, 

2016a). 

 

Clean Up de bibliotecas: para purificar as bibliotecas amplificadas, foram utilizadas 

novamente as esferas magnéticas AMPure XP, utilizando a metodologia de separação 

magnética. As esferas purificaram a biblioteca de ADN, além de removerem fragmentos 

muito pequenos.  Foi repetido o procedimento de purificação segundo o protocolo 

Instructions For Use AMPure XP (Beckman Coulter, 2002).  

 

Normalização das bibliotecas: os volumes de cada biblioteca foram normalizados, 

garantindo uma representação equitativa das bibliotecas quando agrupadas.   

 

Diluição e desnaturação de bibliotecas: após o processo de normalização foi feito um pool 

das bibliotecas, com 10 µL cada. A execução seguiu o protocolo MiSeq System - Denature 

and Dilute Libraries Guide (Kahl, 2015). Foi utilizado o genoma do fago Phix a 12,5 pM 

como controlo interno de sequenciação. A biblioteca PhiX fornece um controlo de 

qualidade para geração de clusters, sequenciação, alinhamento e calibração de leituras. 

 

 
 
Figura 4. Organização dos índices, visualização superior da placa de 96 poços. Número do índice do topo 
(S, correspondente ao i7) e do fundo (N, correspondente ao i5). Indicação da organização das amostras por 
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poço, C - crónico, A - agudo e T – controlo (imagem do sistema informático Illumina experiment 
manager™). 

 

 

2.3.2 Fase I da NGS 
 
O procedimento de sequenciação começou por transferir o produto de desnaturação das 

bibliotecas para o cartucho do MiSeq e carregados os reagentes necessários para o 

aparelho, segundo o fabricante (Illumina®, 2019). A flow cell foi limpa para retirar o 

excesso de tampão de armazenamento e colocada no compartimento respetivo. Todos os 

passos seguiram as instruções conforme o guia do sistema (Illumina®, 2019). 

Este passo permitiu a sequenciação massiva por síntese para identificação das 

sequências de ADN. A sequência dos índices foi reconhecida pelo software do 

equipamento MiSeq, apenas foram consideradas, como leituras, as a sequência entre os 

índices (i5 e i7) (figura 5- Fase I). Foram indicados pelo MiSeq os parâmetros de controlo 

de qualidade: dispersão de leituras, Cluster e Q30. 

 

2.3.3 Fase II da NGS 
 

Para reconhecimento do ADN e identificação dos SNPs, iniciou-se o processo de 

variant call recorrendo a metodologias bioinformáticas (anexo 5 - Imagem Docker), 

estas foram executadas pelos seguintes passos: 

 

Mapeamento: as sequências desmultiplexadas4 foram mapeadas no genoma de 

referência através do Bowtie 2 v2.3.4 (Langmead et al., 2019) (figura 5 - Fase II: 

Bowtie). Foi considerado, como referência, o genoma de humano versão GRCh38.p12, 

disponível em Ensembl.com (Ensembl, 2019). As leituras mapeadas foram agrupadas 

por coordenadas genómicas pelo software SAMtools v1.9 (figura 5– Fase II: SAM) (Li et 

al., 2009). As leituras duplicadas foram identificadas e marcadas pela ferramenta 

GATK v4.1.5.0 com o módulo MarkDuplicates (figura 5 – Fase II: GATK) (Van der 

Auwera et al., 2013; Broad Institute, 2020). 

 

Variant call: os valores de qualidade do base call foram corrigidos com o software 

GATK (ferramentas BaseRecalibrator e ApplyRecalibration) removendo “0”, entradas 

sem alelos alternativos e alelos alternativos ambíguos ou repetidos (erros sistemáticos) 

usando a base de dados Germline variations (transferida do Ensembl Release 96) 

(figura 5 - Fase II: GATK). O arquivo de alinhamento resultante foi usado para 

 
4 Sequências separadas por amostra sem adaptadores ou índices 
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determinação de variantes. Posições variáveis em comparação com a sequência de 

referência foram inicialmente chamadas para cada amostra usando a ferramenta GATK 

HaplotypeCaller no formato Genomic Variant Call Format (GVCF) (figura 5- Fase II: 

GATK).  

 
Anotação: Usando a base de dados Ensembl Release 96 germline variants, as variantes 

conhecidas foram anotadas. Para as variantes com minimum call confidence de 20 pelo 

HaplotypeCaller a genotipagem conjunta foi feita com a ferramenta GATK Genotype 

GVCFs (figura 5 - Fase II: GATK). 

 

Filtragem: Os genótipos das amostras e posições variáveis foram anotados e filtrados 

usando GATK (módulos SelectVariants and VariantFiltration), software BCFtools v1.9  e 

software PLINK v1.9 (Li, 2011; Chang et al., 2015). Em primeiro lugar, os genótipos das 

amostras foram filtrados (figura 5 - Fase II: BCF Tools) quando a profundidade de leitura 

(DP) foi inferior a 10x e um alto desequilíbrio de DP alélico na posição heterozigótica 

putativa foi observado (30% ≤ equilíbrio alélico aceite ≤ 70%, figura 5). Em seguida, 

várias posições foram filtradas sequencialmente quando:  

1) a variante foi encontrada numa região com mais de 8 unidades repetitivas; 

2) a variante SNP estava proximal em 2 bp de um INDEL5; 

3) não foi possível genotipar com segurança pelo menos 50% das amostras. 

 

Figura 5. Fluxo da metodologia NGS em fases (I, II, III), indicação das ferramentas bioinformáticas usada 
em cada paço com os respetivos parâmetros/métricas de qualidade. Formatos, FASTQ: formato baseado 
caracteres ASCII; BAM: ficheiro binário de armazenamento de dados; GVCF: Genomic Variant Call 
Format; VCF: Variant Call Format; MAP: mapa dos SNPs; PED: Pedigree Data; CQ: Controlo de 
Qualidade. *no genoma de referência; Instruções dos comandos presente no anexo “Imagem Docker”. 

 
5 Termo que descreve a inserção ou deleção de bases num gene. 
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2.4. Lista de dados - Preparação dos dados de Fase III para 

associação genótipo-fenótipo por CGAS 

 
Nos estudos de associação genética é recorrente existirem vieses, como inclusão de etnias 

diferentes, cruzamentos, migrações, perfis genéticos entre outros o que pode induzir 

vieses. Para diminuir o risco de ocorrerem vieses foi necessário aplicar critérios de 

ajustes específicos, uma vez que os dados finais são dirigidos para um CGAS. 

Foram incluídos controlos de qualidade: proporção de genótipos ausentes por indivíduo 

e proporção de genótipos ausentes por marcador; verificando o equilíbrio de Hardy-

Weinberg no grupo controlo e a frequência do alelo minoritário.  

Os estudos de controlo de qualidade foram realizados com a ferramenta PLINK. O 

PLINK permite realizar uma análise exploratória (summary statistics) sobre os dados 

da genotipagem através da aplicação de níveis de aceitação (thresholds) sobre 

parâmetros de qualidade específicos que incidem, tanto nas amostras como nos 

marcadores. Os thresholds valores threshold aplicados foram os recomendados para os 

CGAS (Anderson et al., 2010), conforme consta na tabela 8. 

 

Tabela 8. Lista de comandos utilizados na ferramenta PLINK para a análise exploratória e controlo de 
qualidade da lista de dados da NGS e níveis de aceitação (thresholds) correspondestes 

Ordem Função 
 Análise 

exploratória 
Comando 
threshold 

1º Ausência por amostra 1  --missing --mind 0,1 

2º Ausência por marcador 2  --missing --geno 0,05 

3º 
Equilíbrio Hardy-
Weinberg3 

 
--hardy --hwe 0,00001 

4º Frequência alélica4  --freq --maf 0,01 

1 Proporção de genótipos ausentes por indivíduo, threshold retido < 0,1 
2 Proporção de genótipos ausentes por marcador threshold retido < 0,05 
3 Significância do Equilíbrio Hardy-Weinberg (aplicados aos controlos), threshold retido < 0,00001 
4 Frequência do alelo minoritário, threshold retido > 0,01  

 

2.5.1. Ausência de genótipo 
 

Da genotipagem resultam grandes variações na qualidade de ADN por amostra, este 

efeito pode causar vieses na taxa de inclusão ou na identificação precisa do genótipo. 

Para apreciação dos dados ausentes foi aplicado o comando missing. Este comando 

devolve duas listas uma de dados ausentes por amostra e uma de dados ausentes por 

marcador (por exemplo SNPs). Para remoção de dados com baixo nível de genotipagem 
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foi aplicado o comando mind com o threshold 0,1 (removeu os indivíduos com uma 

proporção de genótipos ausentes superior a 10%) e o comando geno com threshold 0,05 

(removeu os marcadores com uma proporção na ausência de genotipagem superior a 

5%).   

O efeito da proporção de genótipos ausentes por indivíduo pode afectar a taxa de 

heterozigotia que por sua vez afecta os resultados em estudos de associação genótipo 

fenótipo. Para determinar o threshold aceitável para a proporção de genótipos ausentes 

por indivíduo foi examinado cuidadosamente a taxa de genotipagem ausente em todas 

as amostras através da taxa de heterozigotia observada por indivíduo (obtido pela 

equação 1) contra a proporção de SNPs ausentes. 

𝑂(𝑅𝐻𝑒𝑡) =
𝑁(𝑁𝑀) − 𝑂(𝐻𝑜𝑚)

𝑁(𝑁𝑀))
 

Equação 1. Cálculo da taxa de heterozigotia observada por indivíduo. O(RHet): taxa de heterozigotia 

observada por indivíduo; O(Hom): número genótipos homozigóticos observados; N(NM): número de 

genótipos presentes (Anderson et al., 2010) 

 
2.5.2. Equilíbrio de Hardy-Weinberg 
 

O equilíbrio de Hardy-Weinberg (HW) é um princípio que afirma que a variação genética 

numa população permanecerá constante entre gerações na ausência de factores 

perturbadores. Podendo estes factores tratar-se de evolução, selecção natural, 

estratificação da população, ou até mesmo associação real com a característica em 

estudo. 

Para garantir a fiabilidade dos resultados foi testado o equilíbrio de HW apenas no grupo 

controlo através da apreciação estatística com o comando hardy. As variantes que 

desviam dos pressupostos de HW, foram eliminadas com aplicação do comando hwe. No 

grupo de casos, os desvios do equilíbrio de HW podem resultar de associações com o 

fenótipo clínico e a eliminação das variantes em desequilíbrio seria contraproducente. 

Segundo as recomendações para CGAS, foi aplicado o threshold com valor de 

significância menor ou igual a 0,00001 (p-value). Este threshold é recomendado para 

detectar desvios de HW devidos a erros de genotipagem com o comando descrito na 

tabela 8 (Wigginton et al., 2005; Anderson et al., 2010). 
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Remover SNPs com diferenças significativas na taxa de genotipagem entre casos e 

controlos é outro meio de reduzir a discrepância e remover SNPs mal genotipados 

(Moskvina et al., 2006).  

 

2.5.3. Frequência do alelo minoritário  
 
Neste estudo é necessário determinar quais os SNPs mais relevantes. O poder de detectar 

efeitos genéticos é influenciado pela frequência de alelo minoritário (Minor Allele 

Frequency - MAF), este pode torna-se significativo ao desviar resultados concretos se a 

frequência for demasiado baixa. Na lista de SNPs existe uma ampla distribuição de 

MAFs, portanto, é crítico entender o efeito do MAF para remover dados que não sejam 

SNPs significativos, isto é, diminuir a taxa de falsos-positivos. Para tal foi feita a 

apreciação estatística com o comando freq e aplicado o comando de remoção com os 

critérios recomendados para este efeito, conforme a tabela 8. 
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Capítulo IV 

Resultados e discussão 
 
 

 
 

A finalização deste projecto agregou resultados pertinentes para a construção de um 

fluxo de trabalho para aplicar medidas de controlo de qualidade em estudos CGAS.  

Durante a execução do protocolo experimental destacaram-se pontos chave que 

determinaram a qualidade dos dados obtidos.  Estes pontos incluem a preparação da 

NGS pela optimização da PCR e quantificação dos amplicões; os controlos de qualidade 

durante as fases I e II da NGS pela base calling e variant calling, respetivamente; e, por 

fim, os controlos de qualidade da fase III da NGS pelo controlo de qualidade da lista de 

dados para associação genótipo-fenótipo.   

 

1. Preparação NGS 

 
Todos os fragmentos foram amplificados com sucesso conforme a figura 6. O mesmo 

processo de amplificação e verificação por gel de agarose foi executado nas 94 amostras, 

de forma a garantir a amplificação específica de cada fragmento.  

 
 

Figura 6. Resultado eletroforese de cada fragmento dos genes IL12RB1, IFNγR1 e IFNγR2. Com condições 
de corrida 80v durante 90 minutos em tampão TBE. MPM: Marcador de peso molecular, BIOLabs 1Kb. 
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O número elevado em pb de cada gene obrigou à construção dos fragmentos, para ser 

possível amplificar por PCR, consoante a tabela 9. Esta construção foi ainda projectada 

para ser possível estabelecer os efeitos das variantes na sequência da síntese proteica, 

fusão nos locais de disrupção do ADN (splicing) e ligação dos factores de transcrição ao 

ADN (Esparragón et al., 2009). 

A optimização do protocolo PCR permitiu maior eficiência e especificidade nos 

fragmentos amplificados (amplicões). Ainda assim, para algumas das amostras foram 

necessárias repetições das amplificações, isto pode ter-se devido a vários factores, desde 

a degradação do ADN, a degradação dos primers, à execução da PCR, ou até algum erro 

durante a preparação do gel. A amplificação dos fragmentos revelou ser um processo 

moroso, mas necessário para os resultados. 

Como para cada amostra foram obtidos 20 amplicões, foi necessário o passo de 

agrupamento dos amplicões por amostra. Este agrupamento segue habitualmente a 

metodologia proposta Nextera XT com uma quantificação numérica procurando 

estabelecer uma quantidade homogénea entre cada um dos amplicões (Seth-Smith et al., 

2019). A estratégia de agrupamento executada neste projecto baseou-se numa apreciação 

visual da fluorescência e verificação em gel de agarose dos grupos de amplicões. Esta 

quantificação visual revelou ser uma alternativa fiável neste projecto ao sugerido para a 

metodologia. Esta fiabilidade na qualidade dos amplicões reflectiu-se na qualidade dos 

dados após a sequenciação dos fragmentos. 

Uma curiosidade neste trabalho foi a necessidade de dividir o par de primers do amplicão 

G2A3 em alíquotas de uso único. Foi verificado que este primer deixou de amplificar, 

depois de nova construção e diversas optimizações específicas para este fragmento, foi 

concluído que este primer era demasiado instável. Este obstáculo foi ultrapassado pela 

alíquotação do primers para usar em alíquotas de uso único. 
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2. Fase I e II - Controlo de qualidade 

 
Existem diversas metodologias científicas para aplicar controlos de qualidades em 

estudos CGAS. É importante ter em conta que a NGS deste trabalho incluiu outros genes 

durante a sequenciação para outros estudos.  

 

2.1. Base call 

 
Da sequenciação massiva por NGS, resultaram milhares de milhões de leituras. A 

percentagem global de leituras identificadas alcançou os 97,094%, este dado revela uma 

altíssima percentagem de reconhecimento dos amplicões, conseguido pelas estratégias 

de optimização, amplificação e agrupamento que foram aplicadas.  

Dentro da percentagem global foram ainda identificadas as amostras com maior e menor 

sucesso, sendo elas a T5 (contribuiu com 1,7009%) e a T32 (contribuiu com 0,0015%), 

respectivamente (figura 7).  A associação dos pontos, índices e percentagens de leitura 

estão presentes no anexo 4 - Tabela de dispersão de leitura. Nestes resultados é possível 

verificar uma concentração homogénea no intervalo 0,6% a 1,4% com variação de poucos 

pontos. Estes pontos podem ter sido amostras cujo produto PCR degradou ou ocorreu 

um erro de sequenciação, pois, todos os produtos foram validados por electroforese antes 

da sequenciação NGS. 

 

 

Figura 7. Gráfico de dispersão da percentagem de identificação das leituras em função do índice. Dados 

numéricos no anexo “Tabela de dispersão de leitura”. 
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2.1.1. Cluster 
 
Nesta sequenciação foi obtida uma densidade média dos clusters de 1549 K/mm2, o filtro 

de densidade do cluster permitiu a inclusão 86,30% das leituras na lista de dados. Este 

determina-se como um resultado excelente, segundo os parâmetros de qualidade da 

Ilumina® (Illumina, 2016b).  

Uma vez que as leituras são feitas por luminescência, estas podem-se sobrepor, 

induzindo um erro na identificação da base. Se o clustering for alto, vão existir clusters 

sobrepostos (provenientes de fragmentos originais de ADN diferentes) que não 

permitem a detecção correcta da base a ler para cada um dos clusters (e 

consequentemente de cada um dos fragmentos de ADN originais). 

 

2.1.2. Q30 
 
A sequenciação por NGS tem margens de erro associadas, no meio de milhares de 

milhões de leituras é possível que ocorram trocas na identificação de uma base. Para 

identificar este problema foi tido em conta o qScore, cujo resultado foi 89.8% de Q30 

(figura 8). 

 

Figura 8. Dados de qScore após sequenciação, gerados pelo aparelho MiSeq. 
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Após o controlo de qualidade interno do MiSeq e filtragens de dados, contabilizaram-se 

129253693 leituras. Alguns destes representam erros de: leitura, cobertura do aparelho 

ou outros fatores imprevisíveis. A NGS permitiu uma rápida sequenciação em larga 

escala das amostras. A escolha pela metodologia Nextera XT assentou na rotina 

laboratorial e qualidade de sequenciação. 

Ainda que a tecnologia de genotipagem tenha tido um grande avanço tenológico na 

última década, a sequenciação por NGS continua a ser altamente dispendiosa. Uma vez 

que esta dissertação se insere num projecto de maior escala, esta corrida NGS foi incluída 

num painel de genes a serem aplicados em outros estudos, para assim rentabilizar tempo 

e fundos monetários.  

Em corrida NGS, dentro do mesmo painel de amostras podem existir leituras mais 

robustas que outras. No controlo interno do MiSeq, ao ser verificada uma grande 

dispersão nos dados são impostas dúvidas, tornando os resultados dúbios (Pfeifer, 2017). 

 

2.2.  Variant call 

 
Durante a fase II da NGS, após anotação e filtração dos dados, totalizam-se na via IL12-

IFNγ 393 SNPs. Na tabela 10 estão presentes os números de SNPs identificados por cada 

gene.  

 

Tabela 10. Resultados da genotipagem, em número de SNPs, nas 94 amostras. 

Gene Número de SNPs 

IL12RB1   249 

IFNγR1   52 

IFNγR2   92 

 

Os parâmetros usados na genotipagem partiram da experiência e conhecimento da 

equipa da Unidade de Tecnologia e Inovação do INSA, IP, responsável. Foi estipulada 

uma cobertura de profundidade de 10 vezes, ou seja, num determinado locus teriam de 

existir pelo menos 10 leituras igualmente representadas para estas serem validadas, isto 

garante que leituras pouco específicas não sejam incluídas aquando do reconhecimento 

pelo fragmento de referência (genoma de referência).  

O uso de metodologias baseadas em NGS, têm atingido um equilíbrio custo-benefício 

que torna os CGAS mais acessíveis para estudar genes candidatos a causar doenças. Esta 
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tecnologia permite a inclusão de mais indivíduos por grupo, estudar sequências alvos nos 

genes (sejam elas regiões codificantes, não-codificantes ou flanqueadoras, e locais de 

splicing ou regulação) (Jorgensen et al., 2009). Para além de outras vantagens como 

aplicação de investigações clínicas nos hospitais para variantes de baixa frequência, e a 

disponibilidade de bases de dados e ferramentas bioinformáticas (Patnala et al., 2013; 

David, 2021). 

 

 

3. Fase III - Controlo de qualidade 

 
A fase III utilizou os ficheiros decorrentes das análises anteriores, após aplicação dos 

vários controlos de qualidade associados à fase I e fase II. Os critérios de controlo de 

qualidade utilizados dependem da análise subsequente (clínica ou associação), no caso 

desta dissertação são próprios à preparação da lista de dados para fins exploratórios por 

CGAS. Estas métricas de controlo de qualidade devem ser aplicadas para reduzir ao 

máximo o risco de obter resultados espúrios (David, 2020).  

Nesta dissertação, a fase III da NGS ficou pela análise e implementação dos controlos de 

qualidade. As próximas fases seriam a análise de associação genótipo-fenótipo e a análise 

destes resultados nas bases de dados disponíveis (estudos in silico) e por eventuais 

estudos funcionais (laboratoriais) para se compreender as consequências destes SNPs. 

 

3.1. Controlo de qualidade para CGAS 

 
Nos CGAS existem diversos factores que elevam a margem de erro, sendo estes factores 

tanto internos ao estudo como externos. Para assegurar um estudo fiável e reprodutível 

os passos de controlo de qualidade são imprescindíveis para se obterem resultados 

concretos e com relevância científica (Border et al., 2019). 

Os problemas causados por falsas deduções conseguem ser minimizadas por um controlo 

de qualidade apropriado (Anderson et al., 2010). A garantia de qualidade também 

desempenha um papel importante na identificação de vieses ao serem reduzidos e até 

eliminados durante a fase de análise do CGAS (Morin et al., 2010). 

Este controlo de qualidade incidiu sobre 393 SNPs e, após remoção dos SNPs que não 

passaram os thresholds de inclusão, finalizou com 209 (figura 10). Em cada controlo foi 

contabilizada a remoção de SNPs e analisada a aplicação de cada threshold. 
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3.1.1. Missing 
 
Do controlo de ausência de dados ou baixa qualidade de genotipagem (missing), 

resultaram 11 remoções de indivíduos (threshold 0,1) e a remoção de 22 SNPs (threshold 

0,05). 

Referente às amostras, na tabela 11 estão presentes os indivíduos retirados com o número 

de SNPs ausentes e a proporção dos mesmos sobre os genes da via da via IL12-IFNγ. 

 

 
Tabela 11. Resultado da aplicação do tratamento missing. Lista de indivíduos retirados do estudo por baixa 
qualidade de genotipagem. Amostra de indivíduo: C- crónico, A- agudo, T-população geral.  

Indivíduo 
Número de SNPs 
ausentes 

Proporção de SNPs 
ausentes 

A11 44 0,112 

A47 46 0,117 

T27 48 0,1221 

A21 49 0,1247 

A15 57 0,145 

T18 65 0,1654 

C12 75 0,1908 

A10 80 0,2036 

T28 91 0,2316 

C16 142 0,3613 

T32 393 1 

 

Referente aos marcadores, o threshold aplicado pode alterar significativamente a taxa de 

inclusão de genótipos, logo altera também a qualidade da lista de dados final para os 

resultados em CGAS. 

Se o threshold estiver muito baixo, serão incluídas amostras com baixa qualidade nas 

genotipagens ou até mesmo genotipagens erradas. O que se iria reflectir nos resultados 

com baixa associação entre SNPs e a doença. Ou mesmo, associações erradas entre os 

grupos de estudo. 

 Se o threshold estiver muito alto, serão incluídos apenas genótipos com elevada certeza, 

o que pode resultar na exclusão excessiva de dados, além de que, um threshold alto neste 

controlo irá produzir uma alta proporção de SNPs ausentes, reduzindo assim a cobertura 

genómica e novamente a capacidade estabelecer associação.  



Aplicação de metodologia Next Generation Sequencing na pesquisa de determinantes 
genéticos da febre Q crónica na via de sinalização IL12-IFNγ 

 43 

A escolha do threshold adequando para este estudo fundamentou-se também na 

verificação da proporção dos genótipos ausentes contra a taxa de heterozigotia (figura 

9). Na figura 9, não se verifica uma maior incidência da ausência de genótipo por amostra 

sobre o rácio da heterozigotia. Por esta razão considerámos suficiente aplicar um critério 

de inclusão apenas sobre a amostra (proporção de genótipos em falta > 0,1), sem a 

necessidade de aplicar um critério de inclusão sobre o rácio da heterozigotia como no 

exemplo no anexo 1 - Exemplo de Anderson, onde se verifica em algumas amostras o 

efeito importante da ausência de genótipo sobre a dispersão no rácio da heterozigotia.  

 

Figura 9. Proporção de genótipos em falta por amostra versus taxa de heterozigotia. Cada ponto indica a 
proporção de genótipos ausentes por indivíduo, as linhas vermelhas indicam os threshold definidos: 0,1 
para indivíduos; 0,05 para SNPs. 

 
Não foram encontradas diferenças na taxa de genotipagem entre casos e controlos para 

todos os SNPs analisados. Os indivíduos não eram relacionados, pois caso acontecesse 

poderiam ocorrer uma vez que estas metodologias de análise assumem implicitamente a 

independência das amostras (Burton et al., 2007). 
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3.1.2. HWE 
 

A análise ao HWE destacou a remoção de 3 SNPs com p-value do teste menor que 

0,00001, estes SNPs, presentes na tabela 12, foram excluídos.  

Tabela 12. SNPs retirados pelo equilibro de Hardy-Weinberg com threshold 0,00001. 

Cromossoma SNP Fenótipo A1 A2 p-Value 

19 rs439409 Agudo A G 0,00000401000 

6 rs11914 Agudo C A 0,00000004850 

6 rs9389480 Agudo A G 0,00000951000 

A1: Alelo maioritário; A2: Alelo minoritário. 

 

No grupo de casos o desvio deste equilíbrio pode indicar evolução, selecção ou 

estratificação da população e, até mesmo, associação real com a característica em estudo 

(Cox, 2005). Mas neste nível muito baixo de threshold é utilizado apenas para verificar 

eventuais erros de genotipagem. 

Ao aplicar este teste no grupo casos, na presença de uma alteração causal também 

podiam ser eliminados os loci associados à doença, isto seria obviamente 

contraproducente (Wittke-Thompson et al., 2005). Portanto, apenas amostras do grupo 

controlo são usadas ao testar desvios para o equilíbrio HW. O limite de significância para 

declarar SNPs em equilíbrio de Hardy-Weinberg varia entre vários estudos,  p-value 

entre 0,001 e 5,7 × 10−7 foram relatados na literatura (Burton et al., 2007; Meyre et al., 

2009).  

A maioria dos estudos de associação genética opta por excluir marcadores que mostrem 

um desvio do equilíbrio de Hardy-Weinberg (HWE) a um nível extremo do p-value do 

teste porque, uma vez não esperadas alterações a nível populacional,  restam a 

possibilidade destes desvios serem resultado de erros de genotipagem ou inclusão 

(Anderson et al., 2010).  
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3.1.3. MAF 
 
Nesta etapa foram removidos 167 SNPs por apresentarem MAF inferior a 0,01. Os sinais 

de associação vistos nestes SNPs raros são menos robustos, porque o tamanho da 

amostra do estudo é pequeno. Sendo esse poder de detectar associação em variantes 

raras tão baixas, também a sua remoção não causa impacto excessivo no estudo (Morris 

& Zeggini, 2010).   

A etapa final ao conduzir o CQ é remover todos os SNPs com um MAF muito baixo. 

Normalmente é aplicado um threshold no MAF de 1-2% , mas estudos com pequeno 

tamanho de amostras podem precisar definir um threshold mais alto (Morris & Zeggini, 

2010). O threshold de 0,01, aplicado neste estudo, é o sugerido por Anderson e 

colaboradores para CGAS, uma vez que o objectivo fundamental de um estudo de 

associação de caso-controlo é comparar a diferença de frequência alélica entre casos e 

controlos, a inclusão de SNPs com baixa frequência alélica poderia causar vieses durante 

a associação dos SNPs entre casos e controlos, acabando por reduzir a capacidade para 

encontrar SNPs causadores de suscetibilidade à doença (Anderson et al., 2010). 

 

 

 
Figura 10. Diagrama de controlo de qualidade para associação genótipo-fenótipo (fase III); SNP: Single 
Nucleotide Polymorphism, MAF: Minor Allele Frequency, HWE:  Hardy-Weinberg Equilibrium. 
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3.2. Lista de dados para associação 

 
Ao contrário dos estudos de genoma completo, os estudos CGAS requerem um forte e 

rigoroso controlo de qualidade, caso não seja feito, é fortemente reduzida a eficiência em 

identificar e remover SNPs ou indivíduos que desviam a associação. Esta é talvez outra 

razão pela qual os estudos de genes candidatos tipicamente não rendem associações 

suficientes ou reproduzíveis entre genes e doenças (além do uso de amostras de tamanho 

reduzido, cobertura insuficiente da variação genética e escolha inadequada de 

candidatos). 

Repetir genotipagem dos erros considera-se uma boa prática para recuperar dados. No 

entanto, requer mais tempo de trabalho com custos avultados para resequênciar, com 

uma baixa probabilidade de sucesso. A possibilidade de encontrar dados relevantes nos 

indivíduos que falharam foi considerada baixa, pelo que não foram resequenciados. No 

entanto, as amostras foram arquivadas com a possibilidade de se fazer sequenciação 

automática de Sanger em locus que se demonstrem importantes. Em todo o processo de 

controlo de qualidade foram reunidos os SNPs relevantes para o estudo de associação na 

via IL12-IFNγ a evolução está ilustrada na figura 11.  

 

Figura 11. Evolução do número de SNPs ao longo do estudo. Número de SNPs após controlo de qualidade 
da Fase II da NGS no *painel de genes total e nos genes da via IL12-IFNγ, e número de SNPs após controlo 
de qualidade da Fase III dos genes da via IL12-IFNγ; CQ: Controlo de Qualidade. 
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Do controlo de qualidade resultou então uma lista de dados com 83 amostras e 209 SNPs 

prontos para o CGAS (tabela 13). 

Tabela 13. Resultado em número de SNPs após controlo de qualidade para CGAS nos genes da via IL12- 

IFNγ. 

Gene Número de SNPs 

IL12RB1   144 

IFNγR1   16 

IFNγR2   41 

 

Mesmo nos estudos bem projectados, com arquitectura caso-control, podem existir 

subestratificações genéticas escondidas na população (ou a inclusão inadvertida de 

indivíduos de outra população), é uma possibilidade a ter em conta. A confusão ocorre 

quando a população subestruturada não é igualmente distribuída entre os grupos de caso 

e controlo. Neste cenário, um sinal de associação surgirá para um SNP ancestralmente 

informativo, não por causa de uma associação com o risco de doença, mas por causa das 

diferenças de frequência de alelos entre as populações que compõem os casos e controlos 

(Anderson et al., 2010). 
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Conclusão e perspectivas futuras 
 

O tratamento da febre Q crónica inclui um período de antibioterapia longo, de 3 a 4 anos. 

Esta terapia é extremamente agressiva para o doente, sendo reduzidas as chances de 

sucesso terapêutico. Terapêuticas baseadas em antibióticos são, cada vez mais, um factor 

agravante na resistência bacteriana, isto leva ao desenvolvimento de antibióticos mais 

agressivos o que acaba por avançar a resistência em simultâneo. As terapias com 

administração de factores imunológicos recombinantes, ao invés da administração de 

antibióticos, começam a ser um caminho explorado para escapar à resistência 

bacteriana. A febre Q, com o seu potencial de agente bioterrorista, é uma ameaça latente 

pouco caracterizada em Portugal. O conhecimento sobre os genes envolvidos no 

desenvolvimento da febre Q crónica é muito reduzido, embora se saiba que a 

administração exógena de IFNγ tenha efeitos terapêuticos noutras patologias, não foram 

estudados SNPs nos receptores desta e outras interleucinas na febre Q. A falta de dados 

e conhecimento básico é uma limitação séria, por essa razão este estudo resume-se a um 

estudo pré-exploratório destas possíveis alternativas. 

O estudo de determinantes genéticos da febre Q crónica iniciou há dois anos. Através do 

meu trabalho de dissertação foi gerada por NGS uma lista de SNPs em genes candidatos 

previamente selecionados, com a qualidade requerida para estudos de associação 

genótipo-fenótipo. O meu papel neste projecto foi desempenhado na finalização das 

amplificações dos fragmentos, verificação e preparação dos amplicões como também 

desenho estratégico, seguimento das fases I e II da NGS e aplicação das medidas de 

controlo de qualidade de fase III da NGS. Dediquei particular atenção à justificação da 

seleção dos genes da via IL12- IFNγ, IL12RB1, IFNγR1 e IFNγR2. Foram aplicados todos 

os controlos de qualidade requeridos para que esta lista de dados possa ser utilizada em 

CGAS. 

Estes resultados contribuíram para iniciar uma nova vertente de investigação. Os 

mesmos dados genéticos podem ser aplicados e transformados em diferentes bases de 

dados.  

No futuro, este estudo poderá sustentar novas linhas de investigação para gerar novos 

marcadores de diagnóstico precoce. Este estudo poderá ainda potenciar a prevenção de 

surtos ao compreender se existem variantes associadas à doença na via IL12-IFNγ que 

promovem a febre Q crónica. Antecipar a cronicidade desta doença seria um importante 

avanço clínico para prevenção e prestação de melhores cuidados de saúde. 
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Anexos 

 

 

 

1- Exemplo de Anderson 
 

 
Figura 12. Exemplo de Anderson e colaboradores para estudos de associação genética. Taxa de falha do 
genótipo (Genotype failure rate) versus heterozigotia (heterozygosity rate) em todos os indivíduos do 
estudo. Sombreado indica densidade de amostra e linhas tracejadas denotam limites de controlo de 
qualidade (Anderson et al., 2010). 
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2- Fluxo de trabalho  
 

 

Figura 13. Protocolo científico - fluxo de trabalho geral. Formação de grupos: composição dos grupos 
de estudo; recolha de amostras e isolamento de ADN: extração de sangue de cada indivíduo; 
Amplificação dos genes: multiplicação do número de cópias de cada gene proposto por cada 
indivíduo; Sequenciação: sequenciar e multiplicar número de fragmentos de interesse; Genotipagem: 
reconhecimento de fragmentos de interesse (bioinformática); Análise de dados: análise de resultados 
e cruzamento de dados. (imagem criada a partir de biorender.com).   
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3- AMPure XP 
 

 
 
Figura 14. Protocolo AMPure XP. Em cada poço da placa, com produtos PCR (1), adicionam-se as esferas 
magnéticas (2), os ADNs ligam às esferas magnéticas sendo estas ancoradas no poço através por 
magnetismo (3), são feitas lavagens (4) e separadas as esferas dos ADNs (4 e 5) (imagem retirada do 
protocolo Instructions For Use AMPure XP). 

 

 

4- Tabela de dispersão de leitura 
 

Tabela 14. Identificação dos resultados de dispersão de leitura. 

ID NGS Amostra Index 1 (i7) Index 2 (i5) 
% Leituras 

identificadas 

     

1 C1 ACTCGCTA CTCTCTAT 1.0084 

2 C10 GGAGCTAC CTCTCTAT 0.8456 

3 C18 GCGTAGTA CTCTCTAT 0.8239 

4 A15 CGGAGCCT CTCTCTAT 0.7085 

5 A27 TACGCTGC CTCTCTAT 0.8606 

6 A37 ATGCGCAG CTCTCTAT 1.1593 

7 A45 TAGCGCTC CTCTCTAT 1.2172 

8 A56 ACTGAGCG CTCTCTAT 0.8145 

9 T5 CCTAAGAC CTCTCTAT 1.7009 

10 T13 CGATCAGT CTCTCTAT 0.9653 

11 T21 TGCAGCTA CTCTCTAT 1.501 

12 T29 TCGACGTC CTCTCTAT 1.3895 

13 C2 ACTCGCTA TATCCTCT 1.4849 

14 C11 GGAGCTAC TATCCTCT 0.9191 

15 A1 GCGTAGTA TATCCTCT 0.8398 

16 A16 CGGAGCCT TATCCTCT 0.8044 

17 A28 TACGCTGC TATCCTCT 0.7857 

18 A38 ATGCGCAG TATCCTCT 1.0473 

19 A46 TAGCGCTC TATCCTCT 1.1563 
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20 A57 ACTGAGCG TATCCTCT 0.9087 

21 T6 CCTAAGAC TATCCTCT 1.434 

22 T14 CGATCAGT TATCCTCT 0.8476 

23 T22 TGCAGCTA TATCCTCT 0.8847 

24 T30 TCGACGTC TATCCTCT 1.3148 

25 C3 ACTCGCTA GTAAGGAG 1.2741 

26 C12 GGAGCTAC GTAAGGAG 1.178 

27 A2 GCGTAGTA GTAAGGAG 1.2449 

28 A17 CGGAGCCT GTAAGGAG 0.8958 

29 A29 TACGCTGC GTAAGGAG 0.6863 

30 A39 ATGCGCAG GTAAGGAG 0.8351 

31 A47 TAGCGCTC GTAAGGAG 1.2144 

32 A58 ACTGAGCG GTAAGGAG 1.2282 

33 T7 CCTAAGAC GTAAGGAG 1.2185 

34 T15 CGATCAGT GTAAGGAG 0.8333 

35 T23 TGCAGCTA GTAAGGAG 0.7889 

36 T31 TCGACGTC GTAAGGAG 0.7514 

37 C4 ACTCGCTA ACTGCATA 1.283 

38 C13 GGAGCTAC ACTGCATA 1.2677 

39 A4 GCGTAGTA ACTGCATA 0.8752 

40 A19 CGGAGCCT ACTGCATA 1.1822 

41 A30 TACGCTGC ACTGCATA 1.0208 

42 A40 ATGCGCAG ACTGCATA 0.8762 

43 A51 TAGCGCTC ACTGCATA 1.2144 

44 A59 ACTGAGCG ACTGCATA 1.1381 

45 T8 CCTAAGAC ACTGCATA 1.1059 

46 T16 CGATCAGT ACTGCATA 1.2627 

47 T24 TGCAGCTA ACTGCATA 0.4593 

48 T32 TCGACGTC ACTGCATA 0.0015 

49 C5 ACTCGCTA AAGGAGTA 1.4638 

50 C14 GGAGCTAC AAGGAGTA 1.2935 

51 A8 GCGTAGTA AAGGAGTA 1.1314 

52 A20 CGGAGCCT AAGGAGTA 0.9838 

53 A31 TACGCTGC AAGGAGTA 1.0379 

54 A41 ATGCGCAG AAGGAGTA 0.8059 

55 A52 TAGCGCTC AAGGAGTA 1.1234 

56 T1 ACTGAGCG AAGGAGTA 1.0668 

57 T9 CCTAAGAC AAGGAGTA 1.1019 

58 T17 CGATCAGT AAGGAGTA 0.96 

59 T25 TGCAGCTA AAGGAGTA 0.7216 

60 T34 TCGACGTC AAGGAGTA 1.2346 

61 C6 ACTCGCTA CTAAGCCT 1.0348 

62 C15 GGAGCTAC CTAAGCCT 1.4249 

63 A10 GCGTAGTA CTAAGCCT 1.1621 

64 A21 CGGAGCCT CTAAGCCT 1.0883 

65 A34 TACGCTGC CTAAGCCT 0.794 
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66 A42 ATGCGCAG CTAAGCCT 1.1879 

67 A53 TAGCGCTC CTAAGCCT 1.0347 

68 T2 ACTGAGCG CTAAGCCT 1.0594 

69 T10 CCTAAGAC CTAAGCCT 0.861 

70 T18 CGATCAGT CTAAGCCT 0.7995 

71 T26 TGCAGCTA CTAAGCCT 1.0501 

72 T44 TCGACGTC CTAAGCCT 1.4234 

73 C7 ACTCGCTA CGTCTAAT 1.4502 

74 C16 GGAGCTAC CGTCTAAT 1.05 

75 A11 GCGTAGTA CGTCTAAT 1.3608 

76 A24 CGGAGCCT CGTCTAAT 1.1477 

77 A35 TACGCTGC CGTCTAAT 0.8882 

78 A43 ATGCGCAG CGTCTAAT 1.4155 

79 A54 TAGCGCTC CGTCTAAT 1.1815 

80 T3 ACTGAGCG CGTCTAAT 1.0712 

81 T11 CCTAAGAC CGTCTAAT 1.3489 

82 T19 CGATCAGT CGTCTAAT 0.8508 

83 T27 TGCAGCTA CGTCTAAT 0.9919 

84 C9 ACTCGCTA TCTCTCCG 1.3349 

85 C17 GGAGCTAC TCTCTCCG 0.327 

86 A14 GCGTAGTA TCTCTCCG 0.9686 

87 A26 CGGAGCCT TCTCTCCG 0.9115 

88 A36 TACGCTGC TCTCTCCG 0.8425 

89 A44 ATGCGCAG TCTCTCCG 0.7115 

90 A55 TAGCGCTC TCTCTCCG 0.9125 

91 T4 ACTGAGCG TCTCTCCG 1.1067 

92 T12 CCTAAGAC TCTCTCCG 1.1883 

93 T20 CGATCAGT TCTCTCCG 0.6989 

94 T28 TGCAGCTA TCTCTCCG 0.2321 

 

 

5- Imagem Docker 
 

 
Tabela 15. Lista de acesso processamento via Docker. 

Função Ferramenta Imagem Docker 

Mapeamento Bowtie 2 v2.3.4  miguelpmachado / bowtie2: 2.3.4.3-02 

Agrupamento SAM Tools miguelpmachado / samtools: 1.9 

Identificar duplicados GATK broadinstitute / gatk: 4.1.5.0 

Filtragem BCF Tools miguelpmachado / bcftools: 1.9-01 

 


