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RESUMO

A sindrome de Marfan (MFS) ¢ uma doenca hereditiria do tecido conjuntivo, com
manifestagdes multissistémicas, envolvendo os sistemas esqueléticos (grande
crescimento dos ossos e laxidez articular). As estimativas mais recentes apontam para
uma prevaléncia de 1:5000. Os critérios clinicos usados no diagnostico, designados de
Ghent, recaem mais sobre manifestagdes cardiovasculares, sendo que o aneurisma da
raiz da aorta e a ectopia lentis sdo as caracteristicas fundamentais. Na auséncia de
qualquer historia familiar, a presenga destas duas caracteristicas sdo suficientes para o
diagndstico inequivoco de MFS; no entanto, na auséncia de uma destas caracteristicas, ¢
necessaria a presenga de uma mutagdo no gene FBNI.

A MFS (OMIM #154700 - Online Mendelian Inheritance in Man) apresenta um padrao
de hereditariedade autossomica dominante, sendo causada por mutagdes no gene FBNI.
O teste genético assume uma grande importancia, visto que a esperanca média de vida
dos doentes com MFS quando ndo tratados ¢ de 32 anos podendo, no entanto, atingir
valores de 60 anos quando adequadamente tratados.

Este projeto visa a identificagdo e descricdo de novas mutacdes no gene FBN/ e assim:
aumentar o conhecimento sobre a base genética da doenga; analisar a patogenicidade de
novas mutagdes com programas informaticos in silico (predi¢cdes) e ainda realizar
estudos de correlagdo fenotipo-gendtipo, que irdo fornecer informagdes sobre o espectro
da variagdo fenotipica da doenga e que serdo usados como base de ajuste das diretrizes
mundiais a populacao portuguesa.

Os doentes foram clinicamente avaliados pelo departamento de cardiologia de hospitais
portugueses. Foram analisados 43 doentes com MFS, realizando o estudo genético
através da pesquisa de mutagdes no gene FBNI por PCR e sequenciacdo direta. A
patogenicidade das mutacdes encontradas foi estudada utilizando 7 programas
diferentes de analise por simulagao computacional.

Foram encontradas mutagdes em 12 doentes, 5 das quais ndo se encontram descritas na
literatura. A maioria dos programas de analise por simulacdo computacional classificou
como patogénicas as novas mutagdes encontradas.

Estes resultados realcam a importincia do teste genético em pacientes com MFS,
permitindo um diagnostico especifico e influenciando as opgdes terapéuticas. As
analises por simulagdo computacional, em relacdo a patogenicidade das mutagdes,
permitem uma simples e fidvel avaliagdo das novas variantes. Estes resultados podem
contribuir para estudos de correlagdo gendtipo-fendtipo.

Palavras-chave: Sindrome de Marfan, novas mutagdes, analise por simulagdo
computacional, associacdes gendtipo-fenotipo.




ABSTRACT

Marfan syndrome (MFS) is an inherited connective tissue disease with multisystem
manifestations involving the skeletal systems (large bone growth and joint hyperlaxity).
The most recent estimates suggest a prevalence of 1:5000. The clinical criteria used in
the diagnosis, called Ghent criteria, focus more on cardiovascular manifestations
wherein the aneurysm aortic root and ectopia lentis are the fundamental characteristics.
In absence of any family history, the presence of these two features is enough for
unambiguous diagnosis of MFS; however, in the absence of one these features, the
presence of a mutation in the FBNI gene is required.

MFS (OMIM #154700 - Online Mendelian Inheritance in Man) shows a pattern of
autossomal dominant inheritance, and is caused by mutations in the FBN/ gene.

Genetic testing assumes a major importance, given that the average life expectancy of
patients with MFS when untreated is 32 years old, and when properly treated may
achieve 60 years old.

This project aims at the identification and description of new mutations in the FBNI
gene, and thus: increase knowledge about the disease genetic basis; analyze the
pathogenicity of new mutations with in silico software (predictions) and also conduct
studies of phenotype-genotype correlations, which will provide information about the
spectrum of phenotypic variation of the disease and that will be used as an adjustment
basis of global guidelines to the Portuguese population.

Patients were clinically diagnosed by the cardiology department of Portuguese
hospitals. 43 patients with MFS were subject to genetic studies, through screening of
mutations in the FBNI gene by PCR and direct sequencing. The pathogenicity of the
mutations found was assessed using 7 different programs of analysis by computer
simulation.

Mutations were found in 12 patients, 5 of which are not described in the literature. Most
of the computational simulation analysis programs classified the new mutations found
as pathogenic.

These results highlight the importance of genetic testing in patients with MFS, allowing
specific diagnosis and influencing the treatment options. The analysis by computer
simulation, in relation to the pathogenicity of mutations, allows a simple and reliable
evaluation of new variants. These results can contribute to genotype-phenotype
correlation studies.

Key words: Marfan syndrome, new mutations, analysis by computer simulation,
associations genotype-phenotype.
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Anneling - A temperatura de annealing (T.) ¢ a temperatura a qual ocorre o
emparelhamento entre primer ¢ o ADN.

Caso index - Individuo afetado por uma doenga genética a determinar (primeiro caso
identificado na familia).

Caso preditivo - Individuo saudavel pertencente a uma familia em que foi identificada
uma determinada doencga genética (no caso index) e que, apos aconselhamento genético,
tem indicacdo para fazer um teste preditivo.

Fenétipo - Caracteristicas observaveis ou caracteres de um organismo ou populagdo
(i.e. morfologia, desenvolvimento, propriedades bioquimicas ou fisioldgicas e
comportamento).

Genotipo - ¢ a constitui¢ao genética de uma célula, organismo ou individuo. Deve-se a
presenca de material hereditario herdado dos progenitores.

Grandes rearranjos - Todas as variagdes estruturais detetdveis a nivel citogenético,
assim como variagdoes do mesmo tipo sé detetaveis a nivel nucleotidico (nomeadamente
inser¢des, delegdes, inversodes, duplicagdes); sdo rearranjos do ADN.
Haploinsuficiéncia - Variacdo do numero de cdpias de um gene que resulta numa
diminuicdo da dosagem de genes, devida a qualquer muta¢do de perda de funcdo. A
perda de heterozigotia esta associada a fendtipos anémalos, porque o produto do gene
remanescente ¢ insuficiente.

Heterozigotia - Um individuo designa-se heterozigotico se, para uma determinada
caracteristica, possui dois alelos diferentes (manifesta-se sempre o alelo dominante).
Hiperplasia - Aumento de tamanho de um 6rgao ou tecido, causada pela multiplicagdo
do niimero de células.

Metaloproteinases - Constituem uma familia de enzimas do grupo de proteinases.
Microfibrilas - Estdo presentes nas fibras elasticas que sao responsaveis pela resiliéncia
de tecidos como os pulmdes, pele e grandes vasos.

Mosaicismo - Um individuo ou tecido com pelo menos duas linhagens celulares que
diferem em gendtipo ou caridtipo, derivadas de um tinico zigoto.

Mutacio - Alteragao numa sequéncia de ADN.

Mutacio de novo - Uma nova mutagdo que nao foi herdada de nenhum dos pais.



GLOSSARIO

Mutacio de splicing - cria ou destréi o sinal de splicing normal de exao-intrdo.
Mutacio missense - Codifica para um aminoacido diferente.

Mutacao nonsense - quando a troca de nucleétidos leva a criagao de um codao STOP a
meio da cadeia de mARN levando a formacdo de uma cadeia peptidica mais curta e
provavelmente nao funcional.

Nucleétidos - sdo os blocos construtores dos acidos nucleicos: 0o ADN e o ARN.
Pontuacio Sistémica - Dado que muitas manifestagcdes da sindrome de Marfan podem
surgir com a idade, ndo ¢ aconselhavel estabelecer diagndsticos alternativos definitivos
em individuos com menos de 20 anos de idade, que tém manifestacdes fisicas
compativeis mas insuficientes para o diagnostico de sindrome de Marfan.

Populagdo de risco - Uma porcdo de individuos da populagdo em geral que estdo
afetados com uma doenga em particular ou sdo portadores da doenca. Muitas vezes
discutida no processo de aconselhamento genético como uma comparagdo com 0 risco
pessoal do doente, dado o seu historico familiar ou outras circunstancias.

Predicdes in silico - Através de andlise computacional, os programas prevéem se uma
dada alteragdao no ADN poderd ser patogénica ou nao.

Primers - Sdo segmentos de acidos nucleicos complementares do ADN. Sdo usados
para o inicio da replicagdo do ADN.

Teste preditivo - Fornece informagao sobre se um individuo ird ou ndo desenvolver ou
apresenta maior predisposi¢do de desenvolver um problema especifico, geralmente
numa fase tardia da sua vida. Permite saber se um individuo ¢ ou nao portador de uma
mutacdo previamente identificada na familia.

Tropoelastina- ¢ uma proteina que faz parte da matriz extracelular e ¢ a precursora da
elastina.

Z-score — Dilatacao da Aorta — O tamanho da aorta deve ser normalizado tendo em
conta a idade e tamanho do individuo para uma interpretacdo mais precisa. O Z-score
>2.0 infere um valor igual ou superior ao percentil 95, enquanto um Z-score >3.0 infere

um valor igual ou superior ao percentil 99.

Xi



1 INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

1.1 O que ¢é a sindrome de Marfan?

Em 1896, um pediatra francés, Antoine Marfan, diagnosticou pela primeira vez a
sindrome de Marfan (MFS) numa crianga de 5 anos' com vérias anomalias esqueléticas,
realcando o excessivo crescimento dos ossos longos. Posteriormente, outras
manifestagdes foram sendo reconhecidas como parte integrante do que hoje designamos
como sindrome de Marfan (OMIM #154700).>

A sindrome de Marfan é uma doenca hereditaria do tecido conjuntivo, com
manifestagdes multissistémicas, envolvendo os sistemas esqueléticos (grande
crescimento dos ossos, laxidez articular), cardiovascular e ocular (miopia em 60% dos
casos). As principais causas de morbidez e de mortalidade precoce estdo no entanto
associadas ao sistema cardiovascular, nomeadamente dilatagdo da aorta descendente,
dissecao da aorta descendente e prolapso da valvula mitral. As estimativas mais recentes
apontam para uma prevaléncia de 1:5000.%°

Ainda que existam casos raros de recém-nascidos gravemente afetados, os sintomas de

sindrome de Marfan desenvolvem-se durante as duas primeiras décadas de vida.?

1.2 Fisiopatologia

1.2.1 A identificacio do gene FBNI, que codifica a glicoproteina fibrilina-1

O gene FBNI codifica a proteina chamada fibrilina-1, o principal componente das
microfibrilas. Estas desempenham um papel importante na deposicao da tropoelastina e
na formacgdo de fibras elasticas, além de possuirem uma funcdo de suporte em alguns
tecidos.’ A pele e a aorta de pacientes com MFS mostram uma diminui¢io do contetido
de fibras elasticas.>*

O gene FBNI esta localizado no braco longo (q) do cromossoma 15, na posi¢ao 21.1

(Figura 1).
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Figura 1 - Localizagdo do gene FBNI no cromossoma 15.°
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O gene FBNI, primeiro estimado com 110kb, agora com mais de 230kb (Human
Genome Sequencing Project NT 034890 sequence), é altamente fragmentado em 65
exdes, transcritos em 10kb de mARN, que codifica 2871 aminoécidos (aa).’

Sakai® e a sua equipa foram os primeiros a identificar a fibrilina-1 como o principal
componente de microfibrilas da matriz extracelular (Figura 2), presente em todos os
tecidos com manifestagdes fenotipicas da doenca. Em 1991, uma analise mutacional do
gene FBNI em pacientes com MFS resultou na identificagdo de mutacdes missense de
novo, idénticas em dois pacientes ndo relacionados. A maioria das familias tem
mutacdes Unicas ou privadas.>*

As mutagdes afetam a sintese, o processamento, a secre¢do, a polimerizagdo ou a
estabilidade da fibrilina-1. Estudos de deposi¢ao da fibrilina-1 e ensaios de expressao
em cultura de células sugeriram uma patogenia dominante negativa, ou seja, a produc¢ao
de fibrilina-1 mutante inibe a formagao de microfibrilas normais pela fibrilina-1 normal,
ou estimula uma protedlise inapropriada de microfibrilas extracelulares. Evidéncias
mais recentes, obtidas de modelos de sindrome de Marfan em murganhos sugerem que
metade da quantidade normal de fibrilina-1 ndo ¢ o suficiente para iniciar uma
polimerizagdo microfibrilar eficaz. Portanto, a haploinsuficiéncia pode também

colaborar para a patogenia da doenga.>*’
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Figura 2 - Estrutura priméria da Fibrilina-1.'

As microfibrilas sdo necessarias para manter as fibras elasticas durante a vida pds-natal.
Na auséncia de ligagdes proprias entre fibras elésticas e células do musculo liso vascular
mediadas por fibrilina-1, as células adotam um reportorio sintético anormal que inclui
enzimas que degradam a matriz, como as metaloproteinases 2 e 9. Eventos subsequentes

incluem calcificagdo das fibras elasticas, inflamac¢ao da parede vascular, hiperplasia
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intima devido a migra¢ao e proliferacdo das células do musculo liso vascular e colapso

estrutural da parede dos vasos.**%!!

1.3 Genética

O gene FBNI ¢ o tnico gene que est4 associado a sindrome de Marfan clssica.’

A informa¢do mais importante do gene FBNI foi obtida através da homepage
GeneCards® (genecards.org). Nesta base de dados estd contida toda a informagdo
necessaria sobre o gene, a proteina e os nucledtidos.

A base de dados mais usada para a sindrome de Marfan ¢ a UMD-FBNI Locus Specific
Database, onde se encontram inumeras informagdes a varios niveis sobre as mutagdes
jé descritas, informacdes sobre o gene (exdes e numero de coddes), proteina (wildtype e
aminoacidos mutados) e informacdes clinicas (grupos fenotipicos).!

A MFS tem uma transmissio autossomica dominante (Figura 3),°° sendo que
aproximadamente 75% dos individuos com MFS t€ém um progenitor afetado e
aproximadamente 25% dos casos index com MFS tém uma mutag¢do de novo. O risco
para os irmados do caso index depende do status dos progenitores. Se um progenitor ¢
afetado, o risco ¢ de 50%. Se uma crianga afetada tem progenitores clinicamente nao
afetados, € provavel que a crianga tenha uma mutagdo de novo ¢ o risco de transmissao
aos irmaos ¢ muito inferior a 50% mas

. . N Autosomal dominant
superior ao risco da populacdo em geral, }

Affected 8 Unaffected
dados os raros casos reportados de father mother
mosaicismo somdtico e germinal. E

|
possivel fazer testes pré-natais a
B Affected

gestantes com risco aumentado, caso
Unaffected

exista conhecimento de uma variante
y . 2

patogénica na familia.

O tipo de mutagdo mais frequentemente

encontrada ¢ a mutagdo missense

(codifica para um aminoacido diferente),
, . Affected  Unaffected Unaffected  Affected
que resulta na sintese de uma fibrilina child child child child
. .5 Mational Librany of Medicine
defeituosa, mas capaz de formar um

polimero. As mutagdes nonsense Figura 3 - Doenga autossomica dominante.*
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originam coddes STOP prematuros e, quando a proteina ¢ traduzida, a fibrilina-1
apresenta-se incompleta e mais curta do que a normal e, consequentemente, a maioria
das mutacdes nonsense dio origem a proteinas nio funcionais.!* Em casos raros,

poderdo ser encontrados grandes rearranjos do gene.’

1.4 Diagnostico da doenca

O diagnostico clinico de MFS ¢ feito com base na historia familiar e pela observagao de
achados caracteristicos em multiplos sistemas (Tabela 1). O diagnéstico depende da
identificacdo de um conjunto de critérios clinicos, designados de Ghent. A subluxagao
do cristalino e o aneurisma da aorta sdo os achados mais significativos, critérios major,
para o diagnostico de MFS, dada a especificidade relativa ou frequéncia e significancia

clinica.?

1.4.1 Critérios de diagnostico Ghent

Os critérios de diagnostico colocam mais peso sobre as manifestagcdes cardiovasculares

e oftalmicas da doenca.>'

1.4.1.1 Caso index

Na auséncia de qualquer histdria familiar, a presenca dos critérios major sdo suficientes
para o diagnostico inequivoco de MFS.

Na auséncia de uma destas duas caracteristicas fundamentais, € necessaria a presenca de

uma mutagdo no gene FBNI.

1.4.1.2 No caso de auséncia de historia familiar de MSF, o diagnostico pode ser

estabelecido no caso index, de acordo com quatro cenarios:

e Dilatacdo da Aorta (Z-score >2.0) e uma das seguintes:
o Subluxacao do cristalino
o Uma variante patogénica no gene FBN/
o Pontuagdo sistémica >7
e Subluxacdo do cristalino ¢ uma variante patogénica no gene FBNI associado

a dilatacao da aorta.
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Na presenca de historia familiar (usando estes critérios), o diagnostico

pode ser estabelecido para um familiar direto do caso index, usando trés

cenarios:

e Subluxacao do cristalino

e Pontuagao sistémica >7

e Dilata¢do da aorta (Z-score >2.0 com idade >20 anos ou >3.0 com

idade <20 anos)>!*

Tabela 1 - Critérios de diagndstico para a Sindrome de Marfan.'

Sistema Critérios major Critérios minor
* Pectus excavatum necessitando de cirurgia + Pecius excavaum moderado
£ o Pectus carinatiom + Arcada do palato estreita e elevada
£ » Pés planos » Fiicies tipica
E 'E * Sinal do punho e polegar * Hipermobilidade das articulagBes
R = Escoliose 207 ou Espondilolistesis
= ' .
&7 * Comprimento total dos membros superiores em
g relaghio & altura do doente = 1,05
g s Protrusio acetabulae (RX, RM)
o = Exiensio reduzida dos cotovelos (< 170%)
k| + Luxzcio do cristaling + Aplanamentida cdrea (Queratometria)
2 « T Comprimento axial do globo ocular (Ezografia)
» Hipoplasia da (ris ou do mdsculo ciliar causando miose
* Dilatagiio da aorta ascendente, com ou sem + Prolapso da vilvula mitral com ou sem regurgitagio
g5 regurgitacio, envolvendo pelo menos, os seios de valvalar mitral
E Valsalva. + Dilatacio do tronco da artéria pulmonar, na auséneia de
& + Dissecgio da aorta ascendente estenose valvular ou pulmonar periférica ou de outra
8 causa Ghvin, antes dos 40 anos
= Caleificagio do anel mitral antes dos 40 anos
+ Dilatagdo oo dissecdo da aorta descendente, tordeica ou
abdominal. antes dos 30 anos
=
E Nenhum * Pneumatdrax espontineo
E = Bolhas apicais (Radiografia de tdrax)
&
E Menhum = Estrias
B Iy T o
* Hérnia recorrente ou incisional
2 + Betasia dural lombosagrada (TAC ou RM) Nenhum
gk + Pai, mie, irmio ou filho com critérios de diagndstico Nenhum
3 'E * Presenga de alelo afectado {(materno ou palerno)
G * Presenga de uma mutagio no gene da fibrilina (FBN1)
~ re
1.4.2 Apresentacio clinica

1.4.2.1 Manifestacoes musculo-esqueléticas

De forma geral, os doentes adultos portadores de sindrome de Marfan apresentam

estatura alta com despropor¢do entre os membros superiores e inferiores
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(dolicostenomelia), deformidade toracica anterior (pectus escavatum ou carinatum),
escoliose, pés planos, hiperextensibilidade articular, aracnodactilia, palato bem
arqueado, dentes aglomerados, face longa e estreita.!®!7:18

O aumento do comprimento dos membros pode ser estimado pelo calculo do
comprimento do membro inferior (do ramo pubico até ao chao) dividido pelo
comprimento do membro superior (altura menos o comprimento do membro inferior).
Esta relacdo de envergadura/altura varia com a idade durante o crescimento normal, mas
na pessoa afetada pela MFS ¢ normalmente pelo menos dois desvios-padrao abaixo da
média para idade, raga e sexo. A relagdo envergadura/altura pode ser exagerada devido
a alteragdes promovidas pela escoliose ou cifose anormal. A aracnodactilia apresenta-se
em numerosas outras sindromes e permanece de forma geral como uma caracteristica
subjetiva.!” Existem técnicas simples como o sinal Steinberg (Figura 4)*° ¢ o sinal do
punho de Walker-Murdoch (Figura 5),2° que sdo auxiliares quando positivos. Porém,

estas manobras estdo sujeitas a interpretagdo do observador e podem refletir a

elasticidade longitudinal da mio em vez de aracnodactilia."

Figura 4 - Sinal Steinberg.?

Murdoch.?®

O aumento do crescimento longitudinal das costelas produz deformidades no torax
anterior: depressdo (pectus escavatum) (Figura 6)*! ou protrusio (pectus carinatum) do

esterno (Figura 7).2!
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Figura 6 - Pectus carinatum.?! Figura 7 - Pectus escavatum.?'

Nestes casos o torax ¢ frequentemente assimétrico, com a alteragdo da fixacdo das
articulagdes costocondrais (normalmente a esquerda). A deformidade do térax anterior
pode mudar durante o crescimento dos arcos costais. Um pectus excavatum moderado
numa crianga podera evoluir negativamente em alguns anos, podendo ficar assimétrico,
ou ainda converter-se num defeito de pectus carinatum.' A flexibilidade articular esta
frequentemente presente, mas tem pouca especificidade diagnostica. Os dedos, pulsos,
cotovelos e joelhos (genu recurvatum) sdo geralmente hiperextensivos nestes doentes. O
relaxamento dos ligamentos carpais produz pés planos (pes planus com ou sem

calcaneo plano valgo)."’

1.4.2.2 Manifestacoes cardiovasculares

As alteragoes cardiovasculares incluem o prolapso da valvula mitral e insuficiéncia
mitral, sobrecarga ventricular esquerda e insuficiéncia cardiaca, dilatacdo da artéria
pulmonar, dilatagdo do arco aértico e insuficiéncia aortica. Aproximadamente 60% dos
adultos podem apresentar essas anomalias cardiovasculares, sendo as lesdes de carater
progressivo. As complicagcdes mais importantes (Figura 8) decorrem da dilatagdo e
consequente insuficiéncia adrtica, progressdo para aneurisma, dissecdo e rutura, cujo
risco cresce substancialmente com didmetros aorticos acima de 5,5 cm ao nivel do seio

de Valsalva (seios adrticos), culminando com morte subita.!”-??
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Figura 8 - Ecocardiograma transesofagico em paciente com MFS. A) Insuficiéncia mitral; B)
Prolapso mitral; C) Insuficiéncia adrtica; D) Dilatagdo aneurismatica da aorta ascendente.?

1.4.2.3 Manifestacoes oftalmologicas

Os achados oculares mais comuns sdo a miopia e a subluxagdo do cristalino'®!® (Figura
9), que consiste no posicionamento incorreto do cristalino a partir da sua localizagao
“ anatomica correta. O cristalino ¢ a lente do olho,

responsavel por focalizar os raios de luz sobre a

retina, na qual a imagem ¢ formada.'®

Figura 9 - Subluxagio do cristalino.?*

1.4.2.4 Manifestacoes dermatologicas

A anomalia predominante da pele sdo as estrias atroficas, geralmente localizadas acima
dos ombros, regido lombar e quadris laterais. As estrias gestacionais podem ser

caracteristicas de mulheres com MFS. A pele pode ser hiperextensivel.'’

1.5 Diagnostico diferencial

Muitas das caracteristicas do esqueleto associadas a sindrome de Marfan sd3o comuns a
populagdo em geral. A combinacdo destas caracteristicas severas, normalmente indica

uma doenga do tecido conjuntivo (Tabela 2).%
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Tabela 2 - Diagnostico diferencial 2540

Diagnéstico
diferencial

Sindrome
familiar do
aneurisma
toracico da
aorta

Valvula
bicuspide
da aorta
e
aneurisma
da aorta
ascendente

Sindrome
de Ehlers-
Danlos
(EDS)

Doenca de
Erdheim

Homocisti-
nuria

Expressio

Dissecdo da
aorta e
aneurisma da
aorta.

Dilatagao
maxima na
aorta
ascendente
depois da
jungdo
sinotubular.

Doengas do
tecido
conjuntivo,
sintese
anormal de
colagénio.
Afeta a pele,
ligamentos,
articulagdes,
veias e outros
0rgaos.
Prolapso da
valvula mitral.

Perda de
elasticidade e
fibra muscular
na aorta média,
com
acumulacgéo de
muco
polissacarido.

Morfologia
Marfanoide,
ectopia lentis,
atraso mental e
osteoporose.

Achados Achados
comuns diferenciais
Sem achados
oculares ou
musculo-
. esqueléticos.
Aneurisma q .
, . Sem manif.
toracico .
da aorta sistémicas de
’ MFS, histéria
familiar
relevante de
dissegao.
Ocorre Sem achados
ocasional- oculares
mente ou musculo-
na MFS. esqueléticos.
Aneurisma .
Tipo IV afeta
da aorta ou .
. mais frequente-
dissegdo da
mente a aorta,
aorta a
aumento de
quinllgie nodoas negras
idade. gras.

Sem achados
oculares
ou musculo-
esqueléticos.
Sem historia
familiar.

Dilatagdo ou
rutura da
aorta.

Deficiéncia de
cistationina 3
sintetase.
Estatura alta,
0SS0s muito
compridos e
ectopia lentis,
mas
normalmente
sem aumento
ou dissecgdo da
aorta.

Ectopia
lentis.

Teste
diferencial

Sem teste
diferencial

ECO, TAC,
ressonancia
magnética.

Biopsia de
pele para
determinagao
de colagénio e
testes de ADN
para mutacoes
no gene
COL5AL.

Sem teste
diferencial.

Concentra-
coes
aumentadas de
homocisteina
no plasma.

Etiologia

Quebra da matriz
extracelular da
elastina e colagénio
pelas proteases, tais
como colagenase,
elastase, varias
metaloproteinases da
matriz e plasmina.

Producao
inadequada de
fibrilina-1.

EDS Tipo IV
(mutagdes no gene
colagénio tipo III),
EDS VI (composto

het. e homo. no
gene lisil
hidroxilase), EDS

VIIA e VIIB
(mutagdes no gene
colagénio tipo I),

EDS VIIC
(deficiéncia de
procolagénio N-
protease e EDS IX
(diminuigao da
atividade da lisil
oxidase).

Incerta

Mutagdes nos
genes CBS,
MTHFR, MTR e
MTRR.
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Tabela 2 - Diagnéstico diferencial (cont.).

Diagnéstico ~ Achados
. . Expressiao
diferencial comuns
Dilatagao da
Doenga aorta,
Sindrome genética que aneurisma e
Loeys- afeta as veias, dissecdo
Dietz especialmente e prolapso
a aorta. da valvula
mitral.
Craniossinos-
tose, caract.
craniofaciais
distintas, Prolapso da
deformidade valvula
Sindrome esquelética, mitral,
Shprintzen anomalias regurgitagao
-Goldberg neurologicas, mitral e
atraso mental regurgitacao
médio a aortica.
moderado e
anomalias
cerebrais.
Prol d
Prolapso da ro.apso ¢a
, . valvula
valvula mitral, .
. N mitral,
dilatagao dilatacdo da
Fenotipo  média da aorta, r:iz
MASS estrias
, da aorta e
atroficas e ~
. alteragdes
envolvimento
o na pele e
esquelético.
esqueleto.
Caracteristi-
cas do
Virias esqueleto
contraturas de com
flexdo, MES, tais
aracnodactilia, como a
Sindrome cifoescoliose morfologia
de Beals grave, forma  marfanoide,
da orelha aracnodacti-
anormal e lia,
hipoplasia camptodac-
muscular. tilia e
cifoescoli-
ose

Achados Teste Etiologia
diferenciais diferencial g
Sem associagdo
ao
deslocamento .
.. Mutagdes nos
do cristalino, genes que
disseo da De momento codificam os
aorta ocorre ~
. N nao fatores de
numa dimensao , .
. . esta crescimento f3
muito mais . ,
equena. Uvula disponivel. receptor 1
beq i (TGFBRI) e 2
. TGFBR2).
tortuosidade ( )
arterial e
hipertelorismo.
Provavelmente
~ , De momento Incerto, mas
nao sera - .
nao possivelmente
encontrada , ~
dilatagéio da esta mutac¢oes na
. disponivel. fibrilina-1.
raiz da aorta.
Membros
longos, Um
deformidade da  acompanha-
caixa toracica, mento

estrias atro-
ficas, prolapso

cuidadoso para
distinguir o

Mutagdes na

da valvula fendtipo Fibrilina-1.
mitral e MASS de
dilatacdo leve e MEFS,
ndo- especialmente

progressiva da
raiz da aorta.
Multiplas contra-
turas articulares
(especialmente
cotovelo, joelho e
articulagdes dos
dedos), e
orelhas deformadas
na auséncia de
importante
dilatacdo da raiz da
aorta sao
caracteristica da
sindrome de Beals
€ raramente
encontrada na
MES.

em criangas.

Aparéncia
amarrotada
de hélice da
orelha e
contraturas
congénitas,
normalmente
sem
complicagdes
oculares
e cardiovascu-
lares.

Mutagdo no
gene FBN2 no
cromossoma
5q23.

10
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Tabela 2 - Diagnéstico diferencial (cont.).

Diagnéstico
diferencial

Ectopia
lentis
isolada

Sindrome
de Stickler

Sindrome
Klinefelter
47, XXY)

Expressio

Deslocagdo do
cristalino,
ocorre a
nascenca.

Hiperflexibili-
dade nas
articulagdes,
caracteristicas
faciais tipicas,
perda de
audigdo e
miopia.
Insuficiéncia
testicular,
infertilidade,
baixa
testosterona,
disfungao
erétil e
densidade
mineral dssea
baixa.

Achados
comuns

Ectopia
lentis, pode
estar
associado a
achados
esqueléticos
médios.

Estatura
alta,
prolapso da
valvula
mitral e
deslocamen-
to de retina.

Morfologia
marfanoide.

Achados
diferenciais

Atraso mental,
mobilidade
articular
diminuida e
articulagdes
rigidas, mas
sem anomalias
cardiovascula-
res

Retrognatia,
hipoplasia
facial,
sem o
envolvimento
da aorta.

Testiculos e
genitalia
pequenos e
dificuldade de
aprendizagem.

Teste . .
diferencial Etiologia
~ Mutagdes na
Nao. Fibrilina-1.
Mutagdes no gene
COL2A41
Nao. no cromossoma 12
na regiao
12q13.11-q13.2.
Elevados Mutagdes no gene
niveis de FSH FGFR3.
no soro.

11
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostra

Neste estudo foi analisada uma amostra de 43 doentes clinicamente diagnosticados com

MEFS em consultas de varios hospitais portugueses (Tabela 3). Destes, 33 correspondem

a casos index e 10 correspondem a casos familiares preditivos.

Tabela 3 - Casos ¢ informagdes clinicas.

Amostra

Caso 1

Caso 2

Caso 3

Caso 4

Caso 5

Caso 6

Caso 7

Caso 8

Caso 9

Caso 10

Data de
Nascimento

14-08-1966

04-05-1966

29-04-1969

11-11-1972

03-07-1977

14-12-2009

24-04-1971

23-01-1974

02-07-1982

10-06-1951

Hospital

HSM

HSM

HSM

HSM

HSM

PART

HSM

HSM

HSM

HSM

Informacio clinica

Com aneurisma

da aorta e diagndstico de MFS Progenitor com

MES;
Irmao morreu com rutura da aorta.

Irméao de caso 1 com duas
variantes no gene FBNI: c.5789-2A>G
e ¢.6700G>A; Progenitor com MFS;
irmdo morreu com rutura da aorta.

Suspeita morfoldgica e ecocardiografia de
MFS.

Prolapso da valvula mitral; MFS.

Quadro clinico de MFS;
Curva da aorta dilatada;
Prolapso da valvula mitral,
Escoliose; Miopia.

Doenga vascular, falso aneurisma VE;
Falso aneurisma da artéria renal.

Dissecdo da aorta e aneurisma
da artéria abdominal;
Alteragdo do cristalino/miopia;
Alteragdo de tecidos do esqueleto.

Caso

Index

Index

Preditivo

Index

Index
[ndex

Index

[ndex

Index

Index

12
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Tabela 3 - Casos ¢ informagdes clinicas (cont.).

Amostra

Caso 11

Caso 12

Caso 13

Caso 14

Caso 15

Caso 16

Caso 17

Caso 18

Caso 19

Caso 20

Caso 21

Caso 22

Caso 23

Caso 24

Caso 25

Caso 26

Caso 27

Data de
Nascimento

15-06-1989

05-06-1985

05-06-1992

02-02-1976

20-01-1984

29-06-1945

01-03-1978

08-07-2008

03-01-1970

12-05-1958

01-04-1966

01-04-1974

29-01-1975

08-10-1960

08-08-1972

28-12-1987

Hospital Informacio clinica
Poliartralgia, episodios febris repetitivos com
HSM tendinites diversas e hiperlaxidao articular;
Sem cardiopatia conhecida ou alteragdes
oculares.
HSM Morfotipo de MFS.
HSM .
HSM _
H FERNFONS Eventual MFS (prglapso da \{alvula mitral,
- hipoacusia e morfotipo).
HSM Suspeita de MFS.
Sindrome coronario agudo em doente jovem;
HSM . .
Sem fatores de risco cardiovascular.
HSM Filha do caso 5
Submetida a corre¢do de aneurisma da aorta;
Doente internada na UAVC por AVC isquémico
H_SFXAVIER pos-operatdrio; Antecedentes familiares de
morte subita de irmao de 42 anos.
HSM Critérios clinicos para MFS.
HSM MFS (disse¢ao da aorta).
HSM _
Doente com padrdo de Brugada no ECG com CDI
HSM colocado em 2010; Eco com aneurisma da raiz da
aorta, pectus excavatum; Sindrome Marfanoide?
HSM o
HSM .
HSM Suspeita de Ehlers-Danlos.
HSM Dissecdo da aorta tipo A.

Caso

index

Index

Index

index

index

index

Index

Preditivo

index

Index

Index

index

Index

Index

Index

index

index

13
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Tabela 3 - Casos ¢ informacdes clinicas (cont.).

Amostra

Caso 28

Caso 29

Caso 30

Caso 31

Caso 32

Caso 33

Caso 34

Caso 35

Caso 36

Caso 37

Caso 38

Caso 39

Caso 40

Data de
Nascimento

18-04-2013

24-10-1972

13-04-1973

19-03-1952

19-12-1955

12-03-1985

11-10-1953

05-10-1974

28-04-1958

20-01-1995

26-01-2000

04-01-2014

Hospital

HSM

HSM

HG-HORTA

HSM

HSM

HSM

HSM

HSM

HSM

HSM

HDFF

HSM

HSM

Informacio clinica

Pesquisa de mutagdo identificada noutro
laboratodrio, encontrada na progenitora
¢.5912G>A (p.Lys1971Tyr) no exao 47.

Pesquisa de mutagao identificada noutro
laboratdrio, encontrada na progenitora
¢.5912G>A (p.Lys1971Tyr) no exao 47.
Irméo de caso 28.

Critérios clinicos para MFS;
Alteragdes oculares.

Quadro clinico de MFS.

Irmao falecido com MFS.

Suspeita de MFS.

Quadro clinico de MFS;
Progenitor de caso 31 com MFS.

MEFS (fenotipo positivo); Irma de caso 31
com MFS.

Com prolapso de valvula mitral; Aracnodactilia;
Escoliose da coluna dorsal; Ansiedade extrema;
Alteragdes na ferritina descritas no MFS.

Suspeita de MFS;
Irmao do caso 30,
com mutagdo c.1766A>G
(p-Asn589Ser).

Filho de caso 34 com
mutacdo identificada. Pesquisa da variante
c.4348T>A
(p-Cys1450Ser).

Caso

Preditivo

Preditivo

index

Index

Preditivo

index

Index

Preditivo

Preditivo

Index

Index

Preditivo

Preditivo

14
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Tabela 3 - Casos ¢ informacdes clinicas (cont.).

Amostra Da?a de Hospital Informacio clinica Caso
Nascimento
Caso 41 10-06-1947 HSM Dissecdo da aorta toracica e abdominal. Index
Pesquisa das variantes ¢.5789-2A>G e
c.6700G>A .
Caso42  13-01-1941 HSM no gene FBNI previamente encontradas Preditivo
numa sobrinha (caso 1) com sindrome de Marfan.
Caso 43 12-09-1952 HSM Rutura da aorta em 2005. Index

2.2 Extracao de ADN

A extragdo de ADN a partir de sangue periférico foi feita através de um método in
house. Todo o procedimento de extracdo foi realizado numa camara de seguranca
bioldgica II-A. Os eritrdcitos presentes na amostra foram lisados por incubacdo com
uma solugio hipotdnica, Red Cell Lysing Buffer (RCLB) — (NH4Cl, Calbiochem®
#168320; KHCOs, Merck® #1.04854.0500; EDTA, Sigma® #E-5134) durante 20
minutos em gelo, recuperando-se os linfocitos por centrifugagdo (8 minutos, 2000g).
Seguidamente procedeu-se a lise dos linfocitos, usando uma solucdo de lise celular
(EDTA, Sigma® #E-5134; SDS, Fluka® #71725) e a precipitacdo das proteinas usando
solucdo de precipitagio de proteinas (acetato de amoénio, UBS® #11251) ndo agressiva
para o ADN, as quais foram separadas da solucdo através de centrifugagdo (20 minutos,
2500g). Finalmente o ADN foi precipitado com isopropanol (2-propanol, Merck®
#1096341000) e removeram-se os sais minerais eventualmente presentes com etanol a
70% (v/v) (Etanol absoluto, Merck® #1.00983.2511). O ADN obtido foi dissolvido em
TE (Tris 10mM; EDTA 0,ImM).

2.3 Quantificacao do ADN

O ADN foi quantificado utilizando um espectrofotometro de espectro completo (220-
750 nm), NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop® Technologies).

O ADN absorve radiagdo entre 220 e 320 nm, apresentando absorvancia méaxima nos
260 nm. Medic¢oes simultaneas a 230 nm e 280 nm foram realizadas, de forma a obter as

seguintes proporgoes:

15
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AbS 10,1, AbS 150,
= 20%260mm. R, = =200
AbS 130,m AbS 30,

1
A partir da analise espectrofotométrica, valores de R; = 1,8 e 1,8< R, <2,2 devem ser
observados, a fim de ser considerada uma solucio de ADN de alta pureza.?®
Um baixo valor de Ry ou Rz pode ser causado pela presenca de proteinas, fenol ou outro
reagente associado com o protocolo de extragdo. Um alto valor de R ndo ¢ indicativo
de um problema; no entanto, um elevado valor de R, pode ser o resultado de uma leitura
de branco contaminado ou do uso de uma solu¢do inadequada para a medi¢do do
branco.?¢

Apoés a quantificagdo, o ADN foi diluido para 100-150ng/ul e armazenado a 4 °C,

enquanto o ADN stock foi armazenado a -20 °C.

2.4 Pesquisa de mutacoes

A pesquisa de mutacdes no gene FBNI (15g21.1, OMIM #154700, NM_000138.4) foi

realizada através de polymerase-chain-reaction (PCR), usando primers intronicos
especificos (anexo 1), seguida de sequenciagdo dos produtos de PCR (Sanger
Sequencing, ABI Prism 3100-Avant Capillary Array, 36cm, Applied Biosystems),
usando BigDye v3.1 sequence kit (Applied Biosystems). Foram seguidas as HGVS
guidelines para descrever as variantes encontradas nos doentes. Toda a zona codificante
do gene (exdes e regides de jungdo intrdo-exao) foi analisada.

O transcrito usado foi o ENST00000316623, com a sequéncia nucleotidica de referéncia
NM 000138.4 e a sequéncia proteica NP _000129.3. O niimero de identificagdo da
Uniprot usado foi o P35555.

2.5 Condicoes dos PCRs

Para a amplificagdo da maioria dos exdes do gene FBNI foi seguido o protocolo
standard para a execugdo de PCRs (Tabela 4), utilizando a polimerase de ADN BioTaq
(Bioline, #Bi10-21040) e desoxirribonucleotideos trifosfatados (INTPs) a partir de uma
solucao de trabalho a 2mM (Bioline, #Bi0-39028), contendo nucledtidos a concentragao

de 25mM cada).
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No entanto, quando s3o observados produtos inespecificos de amplificacdo, pode fazer-
se uso de aditivos no PCR (i.e. DMSO, formamida, glicerol, gradiente de concentracao
de magnésio), como aconteceu no caso dos exodes 1, 25-26, 27-28, 47-48 e 65 (Tabela
5), em que foi adicionado 1,25p1 de DMSO. Para amplificar o exdo 21-22, foi
necessario adicionar 1,25u1 de DMSO e 1ul de MgCl, a 50mM (Tabela 6). De forma a
conseguir amplificar os exdes 31 e 58-59 foi usada a enzima Amplitaqg Gold® (Applied
Biosystems, #4311818), juntamente com o tampdo e magnésio respetivos (Tabela 7).
Estes pequenos acertos no protocolo de PCR sdao feitos de forma a melhorar a
especificidade do produto de PCR e/ou aumentar a qualidade do produto obtido para
facilitar a sequenciacao.

As enzimas estdo inativas a temperaturas baixas e s6 comeg¢am a sua atividade depois da
desnatura¢do inicial, prevenindo a amplificacdo de fragmentos inespecificos e annealing
inespecifico dos primers.

Nas reagdes de PCR foram usadas 100-150ng de ADN molde e um controlo negativo
por exdo. Desde modo, assegurou-se que s6 a amostra de ADN foi amplificada e foram
excluidas contaminagdes.

As condi¢gdes de PCR englobaram um passo de desnaturacdo inicial a 96°C durante 5
minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C durante 30 segundos, annealing a
uma temperatura especifica para cada ex@o durante 30 segundos, extensdo a 72°C
durante 45 segundos e por fim uma extensdo final a 72°C por 10 minutos (Tabela 8).
Estas condi¢des de PCR foram realizados no termociclador Veriti®. No caso dos exodes
47-48 as condicdes do PCR foram exatamente iguais as condigdes de sequenciagdo, ou
seja, uma desnaturagdo inicial a 96°C durante 1 minuto, seguida de 25 ciclos de
desnaturacdo a 96°C durante 10 segundos e annealing e extensdo a 60°C durante 4

minutos (Tabela 10). Este PCR foi realizado no termociclador Biometra.
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Tabela 4 - Mix de PCR standard.

Mix de PCR

Reagente Volume/pl
H.O 16,95
Tampao10X 25
dNTPs, 2ZmM 25
MgCl,, 50mM 0,75
Primer Flexdo* 1.25
Primer R/ exdo® 1,25
BioTaq Bioline 0,1
Total 24l

Tabela 6 - Mix de PCR com 1,25ul de DMSO
e 1ul de MgCl,.

Mix de PCR fragmento 21-22

Reagente Volume/pl
H.O 15,457
DMSO 1,25
Tampao10X 25
dNTPs, 2mM 25
MgClz, 50mM 1,0
Primer Flexao™ 0,6
Primer Riexao* 0,6
BioTaq Bioline 0,1
Total 24 ul

Tabela 8 - Condi¢Ges de termociclador.

Mix de PCR fragmentos
1, 25-26, 27-28, 47-48, 65

Reagente Volume/pl
H.O 1T
DMSO 1,25
Tampao10X 25
dNTPs, 2mM 25
MgClz, 50mM 0,75
Primer Flexao* 0,6
Primer Rlexao* 06
BioTaqg Bialine 0,1
Total 24 pl

Tabela 5 - Mix de PCR com 1,25 pl de DMSO.

Tabela 7 - Mix de PCR com AmpliTaq Gold.

Mix de PCR exao 31, 58-59

Reagente Volumne/pl
H,O 152
Tampao10X 25
dNTPs, 2mM 25
MgCl;, 25mM 25
Primer Flexao® 06
Primer Riexao* 08
AmpliTag Gold 0,1
Total 24 ul

Temperatura  Duragdo  N°Ciclos

Desnaturagao " 2

o a5 C 5 min 1
Inicial
Desnaturagdo | 94°C 30 seq
Annealing il 30 seg 35X
Extensio 72°C 45 seq
Extensio final | 72°C 10 min 1
Hold 15°C
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2.6 Eletroforese

Depois das reagdes de PCR, os produtos das mesmas foram analisados em gel de
agarose para verificar a especificidade da amplificagdo e excluir contaminacdes. Para os
fragmentos serem visualizados, os mesmos foram corridos em gel de agarose e expostos
a luz ultra-violeta (UV). Para tal, foi feito um gel de agarose a 2%, com 250 ml de
tampao TAE (Tris base, acido acético e EDTA) com 5 gramas de agarose e 6,25ul de
corante  Greensafe Premium (Nzytech, #MB13201). O Greensafe ¢ um
corante intercalante que cora a cadeia dupla de ADN de forma a que os fragmentos
sejam visualizados quando expostos a luz UV. Para que os produtos de PCR fossem
visualizados, foram adicionados a cada 5ul de produto de PCR 2pul de corante azul de
bromofenol, com um volume total para aplicar no gel de agarose de 7ul. O gel foi
submetido a corrente elétrica e visualizado a luz UV. O tamanho dos fragmentos
esperados (anexo 1) foram confirmados por um marcador de massas moleculares
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (Fermentas, #SM0241).

Ap6s ter-se verificado que os PCRs amplificaram os exdes respetivos € os controlos
negativos ndo apresentaram qualquer contaminagdo, estes foram eliminados e os PCRs

foram purificados.

2.7 Purificacao dos produtos de PCR

Para a purificacdo dos produtos de PCR foi utilizado um sistema de vacuo, Montage™
MultiScreen™ PCRos Cleanup Kit (Millipore, #LSKM PCR50). Foram adicionados 80pl
de agua Milli-Q a cada produto de PCR, para um volume total de 100ul. O volume total
de cada PCR foi transferido para um poco de uma placa de 96 pogos com uma
micropipeta multicanal de 100ul, com pontas de filtro. Esta placa contém uma
membrana que separa o ADN dos restantes reagentes e, quando ¢ submetida a vacuo, os
produtos de PCR sao absorvidos ¢ o ADN fica preso na mesma enquanto o restante
produto de PCR, de tamanho inferior ao do ADN, ¢ eliminado. Assim que 0s pogos se
encontraram vazios, a placa foi retirada do vacuo manifold e foram adicionados 25ul de
agua Milli-Q aos pocos respetivos. A placa foi colocada num agitador durante 15
minutos, para que o ADN através da forca mecanica se desprendesse da membrana; de
seguida foi recuperado o liquido de cada pogo para um novo microtubo de 0,2ml, tendo

como resultado final os produtos de PCR purificados.
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2.8 Sequenciacio

Para pesquisar mutagdes no gene FBN/ foram feitas reacdes de sequenciagdo, usando o

kit Big Dye v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, #4336917). Foi preparada

uma mix para o niumero de sequenciagdes a realizar, constituida pela mistura de Big

Dye, tampao Big Dye e agua Milli-Q (Tabela 9). Esta mix foi distribuida por microtubos

de 0,2ml previamente identificados e, de acordo com essa mesma identificagdo, foi

adicionado 0,5ul do respetivo primer e 1ul do produto de PCR purificado

anteriormente.

As reacdes foram colocadas no termociclador Biometra com as seguintes condigdes:

desnaturagdo inicial a 96°C durante 1 minuto, seguida de 25 ciclos de desnaturagdo a

96°C durante 10 segundos e por fim annealing e extensdo a 60°C durante 4 minutos

(Tabela 10).

Tabela 9 - Mix para reacdes de sequenciagdo.

Reagente Vol p/ amostra x 60
HxO 6,375 ul 382,5 ul
BigDye Terminator Sequencing Buffer 5x 1,875 ul 112,5 pl
BigDye Terminator v3.1 0,25 ul 15 ul
Total 8,5 ul 510 pl

Tabela 10 - Condigdes do termociclador para a reagdo de sequenciacao.

Temperatura Duragio N° Ciclos
Desnaturagao 2 )
. a8"C 1 min 1
Inicial
Desnaturagie | 95°C 10 seg
Annealing o ] 25X
= 60°C 4 min
Extensao
Hold 15°C
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Passado cerca de duas horas, as reagoes foram retiradas do termociclador. A eficiéncia
da anélise feita pelo sequenciador depende de uma prévia purificacdo das reagdes de
sequenciacdo. Para tal, adicionaram-se 50ul de TE a cada reacdo e transferiu-se o
volume total para uma placa de 96 pogos (Montage" SEQos Sequencing Reaction
Cleanup Kit, Ref. Millipore, #1.SKS09624), com uma micropipeta multicanal de 100ul.
De seguida, a placa foi colocada no vacuo manifold de forma a que todos os
componentes como sais, dNTP’s, ou primers que ndo foram incorporados na reagao,
fossem eliminados e nao interferissem com a fluorescéncia emitida pela sequéncia que
se quer analisar. Para aumentar a qualidade dos produtos, foi feita uma segunda
lavagem adicionando 60ul de TE em cada poco e a placa colocada novamente no vacuo
manifold. De seguida, a placa foi retirada do vacuo e foram adicionados 30ul de EDTA
0,ImM em cada pogo. A placa ficou a agitar 15 minutos, de forma a ressuspender o
produto purificado da membrana da placa. Ap6s os 15 minutos, foi retirado o produto
ressuspendido para uma placa de 96 pogos propria para ser introduzida no sequenciador.
Apos a eletroforese capilar no sequenciador ABI Prism 3100-Avant, os resultados foram
analisados através do programa DNA Sequencing Analysis' version 5.1 (Applied
Biosystems) e os eletroferogramas foram impressos e armazenados em suporte
informatico.

O programa Sequencher” (v.5.2, GeneCodes) foi usado para alinhar e analisar as
diferentes sequéncias do ADN dos doentes através da comparacdo destas com a
sequéncia de referéncia do gene FBNI. Esta analise permite a identificacdo das

variantes, patogénicas ou polimorficas, presentes em cada doente.

2.9 Programas de analise computacional in silico

De forma a determinar a patogenicidade das mutagdes encontradas neste estudo, foram
usados 7 programas de analise computacional in silico. De acordo com o tipo de
mutagdo, foram usados programas especificos. Para muta¢des missense foram usados:
Sift  Blink®, UMD-Predictor®, SNPeffect 4.0%, SNPs&GO®, PolyPhen-2® e
MutationTaster®. As mutagdes nonsense foram analisadas pelo programa
MutationTaster® e as mutagdes de splicing foram analisadas pelo Human Splicing
Finder® e pelo MutationTaster®.

Os diferentes programas in silico utilizam algoritmos de predigdes diferentes.
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2.9.1 Sift Blink®

A fungdo do SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) ¢ determinar o efeito funcional
causado por substituicdes de residuos de aminodcidos nas proteinas. O algoritmo
utilizado pela ferramenta ¢ baseado na premissa de que a evolugdo proteica estd
correlacionada com a fungdo proteica. Portanto, o alinhamento de proteinas de uma
mesma familia deve mostrar a conservagao de residuos de aminoacidos localizados em
posigdes importantes para a fungao proteica.

Através da homepage (http://sift.jevi.org/www/SIFT BLink submit.html), colocou-se a
sequéncia proteica NP _000129.3 e as posi¢des e substituicdes de residuos de
aminoacidos. Inicialmente, a sequéncia proteica de entrada é usada pela ferramenta
PSIBLAST (Position-Specific Iterated BLAST) para se recuperar sequéncias proteicas
similares, assim como um alinhamento multiplo de todas estas sequéncias. Em seguida,
o algoritmo utiliza as sequéncias resultantes desta primeira busca que obtiveram um
score de similaridade acima do limite de 90% para criar uma matriz de valores posi¢ao-
especifica (position-specific scoring matrix, PSSM) baseada no alinhamento destas
sequéncias. Esta matriz tenderd a fornecer scores mais altos para regides conservadas
dentro deste conjunto de sequéncias estudadas e scores baixos para regides pouco
conservadas. Usando a matriz de valores posi¢ao-especifica gerada, o algoritmo calcula
as probabilidades normalizadas para todas as substituigdes de residuos de aminoacidos
possiveis em cada posi¢cdo do alinhamento. As substituicdes que apresentam um valor
de tolerancia menor do que 0,05 sdo preditas intolerantes ou patogénicas, enquanto

aquelas que apresentam um valor maior do que 0,05 sio preditas tolerantes.?’

2.9.2 UMD-Predictor®

Este programa fornece um leque de probabilidade para uma dada alteracdo. Tem em
conta a sua localizagdo a nivel da proteina, ou seja, em que dominio e se 0 aminoacido
esta envolvido numa fungdo estrutural ou biologica. Verifica o grau de conservagao e
estima as diferengas das propriedades bioquimicas entre o aminoacido mutado e o wild-
ype.

Na homepage do UMD-Preditor (http://umd-predictor.eu/) colocou-se o ID do
transcrito, ENST00000316623, e procedeu-se a analise. O programa apresenta todas as

possibilidades na posi¢cdo do aminoacido pretendido, categorizando as combinagdes por:
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polimorfismo, com um score inferior a 50; provavelmente polimorfismo, com um score
de 50 a 64; provavelmente patogénico, com um score 65 a 74; e patogénico, com um

score acima de 74.%8

2.9.3 The Human Splicing Finder®

Este programa combina 12 algoritmos diferentes para identificar e prever os efeitos de
splicing nos locais dadores e aceitadores do splicing. Através da homepage
(www.umd.be/HSF3/), foi selecionada a opg¢do “analisar a muta¢do” e colocou-se o ID
do transcrito, ENST00000316623. De seguida, foi colocada a mutacao de splicing a
analisar e fez-se correr o programa que, consoante o resultado, apresenta diferentes

interpretagdes.?’

2.9.4 SNPeffect 4.0%

O SNPeffect prevé o impacto das variantes na agregacao de proteinas e formagdo
amiloide, ligacdo de chaperones e estabilidade estrutural. O SNPeffect revela se a
mutagdo vai estabilizar ou desestabilizar a estrutura da proteina. O programa obtém as
informagdes sobre as estruturas das proteinas, cruzando referéncias com a Uniprot
(Universal Protein Resource) e outras bases de dados conhecidas.*”

Na homepage (snpeffect.switchlab.org) colocou-se o Uniprot ID P35555, escolheu-se a
posicdo do aminodcido e o aminoacido alterado e procedeu-se a andlise. O programa

categoriza as mutagdes como: nao afeta a proteina ou afeta a proteina.

2.9.5 SNPs&GO"

O programa SNPs&GO foi otimizado para prever se uma variagdo pontual na proteina
pode ser classificada como associada a doenga ou neutra.

Na homepage do programa (http://snps.biofold.org/snps-and-go/snps-and-go.html), foi
colocado o Uniprot ID P35555 e as mutagdes a analisar. ApoOs varios algoritmos e
analise de probabilidades, o programa apresenta dois resultados: neutral

variation/polimorfismo e Disease associated variation/provavelmente patogénico.’!
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2.9.6 PolyPhen-2®

Este programa ¢ uma ferramenta que prevé o possivel impacto de uma substitui¢do de
um aminoacido na estrutura e funcdo da proteina humana, utilizando simples
consideracdes fisicas e comparativas. Esta previsdo ¢ baseada em regras empiricas
diretas que s3o aplicadas a sequéncia e a informacgdo estrutural e filogenética que
caracterizam a substitui¢do. A previsdo ¢ efetuada pela analise de scores entre o
aminoacido normal e o aminoacido alterado, sendo posteriormente calculado o valor da
diferenca entre os scores de ambas as variantes alélicas na posi¢ao polimorfica. Esta
diferenga pode variar entre zero, que corresponde a uma variagdo sem efeitos
fenotipicos (variacao benigna), e um valor superior a dois que corresponde a uma
variacdo rara ou pouco observada na familia da proteina (variagdo provavelmente
patogénica).®?

Na homepage do programa (genetics.bwh.harvard.edu/pph2) colocou-se o ID do
transcrito, ENST00000316623, a posi¢ao da mutacdo, o aminoacido correspondente a

sequéncia normal da proteina e o aminodcido alterado.??

2.9.7 MutationTaster®

O MutationTaster (mutationtaster.org) calcula a probabilidade de uma dada alteragdo
ser patogénica ou ser um polimorfismo. Para essa predi¢ao, foram estudadas numa larga
escala, composta por mais de 390.000 mutagdes patogénicas do HGMDProfessional e
mais de 6.8000.000 SNPs e polimorfismos indel do 1000 Genomes Project (TGP), as
frequéncias das alteragdes encontradas em individuos.*

O MutationTaster fornece quatro modelos, destinados aos diferentes tipos de alteragoes:
1) Alteracodes silenciosas;

2) Alteragdes que levam a substitui¢ao/inser¢ao/dele¢do de um tnico aminoacido;

3) Alteragdes mais complexas que levam a mudanca do aminoacido na sequéncia (ex.
mutagdes que levam a um codao STOP prematuro);

4) Alteracdes de splicing.

O score das alteragdes de aminoacidos ¢ feito a partir de uma matriz de substitui¢ao de
aminodcidos, que tem em conta as caracteristicas fisico-quimicas dos mesmos e o score

de substituicdes de acordo com o grau de diferenca entre o original € o novo
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aminoacido. Uma vez que esta matriz ndo fornece valores para inser¢ao/delecdao de
aminoacidos, nenhum score é dado nestes casos.

Se a variante esté sinalizada como provavelmente patogénica ou patogénica no ClinVar
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) (arquivo de informagdes com suporte cientifico)
¢ automaticamente associada a causadora de doenca. Sempre que uma mutagdo
patogénica descrita na base de dados HGMD (The Human Genetic Mutation Database)
¢ encontrada na mesma posi¢ao que a variante, o mesmo ¢ reportado no resultado.

O MutationTaster determina a posicdo de splice site change em relacdo a fronteira
exao/intrao: se ocorrer a perda/diminui¢do de um splice site na fronteira exao/intrdo ou
intrdo/exao, isto serd considerado uma “verdadeira” mudanca de splice site. Um ganho
de um novo splice site ¢ exibido, caso o score de confianga do local de unido recém-
formado seja superior a 0,3. Um aumento de um local de unido ja existente serd exibido,
se a alteragdo tiver um score de confianca superior a 10%.

A sequéncia de Kozak (gccRccAUGG; R = purina) comega upstream do codio de
iniciacdo (AUG) e desempenha um papel importante na iniciacdo da traducdo. A purina
(R) na posicao -3, bem como a G na posi¢do 4, sdo altamente conservadas. O programa
verifica se, para uma dada alteracdo, uma sequéncia previamente forte tiver sido
enfraquecida.

Para a analise de conservacao, sequéncias de aminoacidos ou nucledtidos homologos de
outras dez espécies (chimpanzé, macacus rhesus, rato, gato, galinha, claw frog,
pufferfish, peixe-zebra, mosca da fruta e minhoca) sdo alinhados com a sequéncia
humana correspondente do gene em questdo. O status do alinhamento de sequéncias de
nucledtidos ou aminoacidos ¢ conservado ou nio conservado.

A caracteristica da proteina pode perder-se se um exao inteiro for silenciado, devido a
uma mudanca de splice site, ou se uma proteina ¢ encurtada por causa de um codao
STOP prematuro; nestes casos as caracteristicas da proteina sdo indiretamente

afetadas.’
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3 RESULTADOS

3.1 Resultados genéticos

Dos 43 doentes analisados, 17 foram identificados com mutacdes no gene FBNI: 11
mutagdes em 33 casos index e 6 mutagdes em 10 casos preditivos. No total foram
identificadas 12 mutagdes diferentes, em que 5 das quais ndo se encontravam descritas
na literatura (Tabela 11). Todas as alteragdes foram encontradas em heterozigotia.

As cinco variantes novas incluem duas frameshifts (casos 2 e 7), uma mutacio missense
(casos 34 e 40) e duas mutagdes de splicing (casos 1, 3, 14 e 42). Uma das mutacdes
frameshift é causada pela inser¢cdo de um C apo6s a posicao c.7834. Esta inser¢do leva a
alteracdo do aminoéacido Leucina na posi¢cdo 2612 para uma Prolina, originando um
coddo STOP prematuro 29 residuos a partir do primeiro aminoacido afetado
(p.Leu2612Profs*29). A outra frameshift ¢ causada pela delegdo de um C na posicdo
c.3962, levando a alteracdo de uma Treonina para uma Lisina no residuo 1321,
originando um coddo STOP prematuro 92 residuos a partir do primeiro aminoacido
afetado (p.Thr1321Lysfs*92). A mutacdo missense consiste na substituicdo de um T
para um A na posicao c¢.4348, passando de uma Cisteina para uma Serina no codao 1450
(p.Cys1450Ser). Uma das mutacdes de splicing resulta na substituicdo de um A para um
G na posicdo ¢.5789-2 no intrdo 46, e a outra resulta de uma duplicagdo de um G na

posi¢ao ¢.862+2 no intrdo 8.

Tabela 11 - Resultados genéticos.

Resultados Genéticos Localizac¢io
Doentes Ly Exao/Intrao
¢.5789-2A>G
Nova
Caso 1 + Intrao 46
c.6700G>A Exao 54
(p.Val2234Met)
Reportada
¢.7834_7835insC
Caso 2 (p-Leu2612Profs*29) Exao 63

Nova
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Tabela 11 - Resultados genéticos (cont.).

Doentes

Caso 3

Caso 4

Caso 5

Caso 6

Caso 7

Caso 8

Caso 9

Caso 10

Caso 11
Caso 12
Caso 13

Caso 14

Caso 15
Caso 16
Caso 17

Caso 18

Caso 19
Caso 20

FBNI1

Exao/Intrao

c.5789-2A>G
Nova

Intrao 46

Negativo

c.5912G>A
(p.Cys1971Tyr)
Reportada

Exao 47

Negativo

¢.3962delC

(p-Thr1321Lysfs*92)

Nova

Exao 31

¢.4490G>C
(p.Cys1497Ser)
Reportada

Exao 36

Negativo

c.1426T>C
(p-Cys476Arg)
Reportada

Exao 11

Negativo

Negativo

Negativo

¢.862+2dupG
Nova

Intrao 8

Negativo

Negativo

Negativo

c.5912G>A
(p-Cys1971Tyr)
Reportada

Exao 47

Negativo

Negativo
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Tabela 11 - Resultados genéticos (cont.).

Doentes

Caso 21

Caso 22
Caso 23
Caso 24
Caso 25
Caso 26
Caso 27
Caso 28
Caso 29

Caso 30

Caso 31

Caso 32
Caso 33

Caso 34

Caso 35

Caso 36

Caso 37
Caso 38
Caso 39

Caso 40

FBNI1

c.1285C>T
p-Arg429*
Reportada

Exao/Intrao

Exao 10

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

c.1766A>G
(p-Asn589Ser)
Reportada

Exao 14

c.4061G>A
(p.Trp1354%)
Reportada

Exao 32

Negativo

Negativo

c.4348T>A
(p.Cys1450Ser)
Nova

Exao 35

c.4061G>A
(p-Trp1354%)
Reportada

Exao 32

c.4061G>A
(p.Trp1354%*)
Reportada

Exao 32

Negativo

Negativo

Negativo

c.4348T>A
(p.Cys1450Ser)
Nova

Exao 35
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Tabela 11 - Resultados genéticos (cont.).

Doentes Ll Exao/Intrao

Caso 41 Negativo —

Caso 42 €-9789:24=C Intrio 46
Nova

Caso 43 Negativo e

3.2 Patogenicidade das novas variantes

Para determinar a patogenicidade das variantes novas identificadas, foram realizadas
predicdes in silico com 7 programas diferentes. Todas as predi¢des in silico realizadas
encontram-se resumidas na tabela 12. Como controlo, foram feitas em paralelo analises
in silico das mutagdes ja reportadas, encontradas nos doentes. Como ja foi referido no
ponto 2.9, consoante o tipo de mutacdo foram usados determinados programas. As
mutagdes missense foram analisadas por 6 programas diferentes: SifiBlink®, UMD-
Preditor®, SNPeffect®, SNPs&GO®, PolyPhen-2® ¢ MutationTaster™. As mutagdes de
splicing foram testadas pelo MutationTaster™ ¢ Human Splicing Finder® e as mutacdes
nonsense apenas pelo MutationTaster®.

De forma geral, os programas in silico tornaram-se numa ferramenta de confianca, visto
que avaliaram o impacto patogénico das mutagdes ja descritas como sendo patogénicas.
Com base nos resultados obtidos, os programas in silico mostram que as alteracdes
novas encontradas nos doentes sdo provavelmente patogénicas, a exce¢do de uma

alteracdo que, segundo as predi¢des, serd um polimorfismo.
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4 DISCUSSAO

4 DISCUSSAO

A mutacdo p.Argd29* encontra-se descrita na literatura associada a doentes com
sintomas de MFS cléssico, principalmente apresentando sintomas cardiovasculares.!?*
Esta mutagdo foi encontrada num doente (caso 21) que sofreu uma disse¢do da aorta.

A mutagdo p.Cys476Arg encontra-se descrita na literatura em doentes com sintomas

12350 caso 10 apresenta, para além de sintomas cardiovasculares e

oculares.
esqueléticos, alteragdes no cristalino/miopia, pelo que o resultado genético obtido esta
concordante com a sintomatologia clinica.

O caso 30 estava referenciado como tendo critérios clinicos de sindrome de Marfan,
nomeadamente sintomas oculares, ¢ neste doente foi identificada a mutagdo

1236 se encontra descrita como associada a ectopia lentis.

p-Asn589Ser, que na literatura
A base de dados ClinVar associa a mutagdo nonsense p.Trpl354* a doentes com
dissecdo da aorta e aneurisma da aorta.'?3” A familia identificada com esta mutacdo
(casos 31, 35 e 36) apresentava um fenotipo positivo para Marfan e um deles tinha sido
submetido a uma operagdo por causa de uma dissecao da aorta.

A mutagdo p.Cys1497Ser encontrada no caso 8 esta associada a sintomas classicos de
MEFS, tal como a base de dados UMD refere.'?

A mutacdo p.Cys1971Tyr, encontrada numa familia (casos 5 e 18), afeta um dos seis
residuos de Cisteina dentro de uma das regides de ligacdo do célcio a um fator de
crescimento epidérmico das proteinas. De facto, ao longo do tempo estes doentes tém
vindo a mostrar sinais precoces de dilatagio da aorta.!>3®

A alteracao p.Val2234Met (caso 1) ainda nao se encontra bem definida quanto a sua
patogenicidade. Alguns estudos!>*’ e bases de dados como a ClinVar e a UMD-FBN1
Locus Specific Database concluem que a variante tem significado desconhecido, nio
podendo afirmar se ¢ um polimorfismo ou uma mutacdo patogénica. O mesmo foi

verificado pelas analises in silico efetuadas, que sugerem que ndo tenha efeito

patogénico, podendo tratar-se de um polimorfismo raro.
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5 CONCLUSOES

5 CONCLUSOES

O objetivo deste projeto foi analisar um grupo de doentes com Marfan, que foram
clinicamente diagnosticados em Hospitais portugueses, a fim de identificar mutagdes ja
descritas e por descrever e ainda fazer uma correlagdo gendtipo-fenotipo.

As mutacdes encontradas através da andlise genética por sequenciacdo do gene FBNI
foram avaliadas de acordo com a sua patogenicidade através de 7 programas de andlise
in silico. Estes métodos de diagndstico permitem identificar uma grande variedade de
alteracdes novas ou de significado desconhecido. Por conseguinte, ¢ importante dispor
de ferramentas simples e de confianga para a avaliagdo e interpretacao dessas alteragdes.
Mutacdes novas, principalmente mutacdes missense, sdo geralmente dificeis de
interpretar de acordo com a patogenicidade. Neste trabalho mostrou-se que os
programas in silico podem ser utilizados na rotina de laboratério de forma a facilitar
este trabalho.

Este ¢ o primeiro projeto em Portugal de andlise clinica e genética sistematica de
doentes com Marfan. Para além disso, foi criado um registo de doentes em Portugal
com as suas caracteristicas clinicas e genéticas. De modo a que seja do conhecimento
publico, todas as mutagdes novas identificadas neste estudo foram submetidas na base
de dados UMD-FBNI Locus Specific Database e aguardam confirmag¢do de publicagao.

A identificacdo de mutagdes e o reconhecimento da origem genética da doenga ¢
clinicamente util, permitindo evitar (ou descontinuar) terapias desnecessarias e até
agressivas para estes doentes, poupando-os dos efeitos secundarios significativos
associados a terapéutica e ainda fornecer um diagndstico pré-natal para as familias em
situagoes de risco. Neste sentido, para ser capaz de obter uma boa caracterizagao clinica
e genética do doente, em conjunto com o0s nossos colegas nos departamentos
hospitalares de Cardiologia, pretendemos elaborar sugestdoes de diretrizes que possam
facilitar os testes clinicos e genéticos em doentes com Marfan, em Portugal.

Os nossos resultados, juntamente com os dados clinicos, adicionaram mais informagao
sobre a correlagdo genotipo-fendtipo. A variagdo fenotipica da doenca serd usada como
base para definir diretrizes para testes genéticos. Por outro lado, os nossos resultados
apontam para a importancia da colaboragdo multidisciplinar entre o médico especialista,

o médico geneticista e o laboratorio de diagndstico genético.
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5 CONCLUSOES

Os nossos resultados reforcam a importancia dos testes genéticos em doentes com
Marfan, permitindo um diagndstico especifico e opcdes de terapéutica.

Este projeto poderd assegurar uma melhor compreensdo dos mecanismos bésicos de
MES e podera contribuir para uma melhor abordagem terapéutica. Assim, poderemos

traduzir investigacdo basica em aplicagdes clinicas com base individual.
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Anexo 1: Primers intronicos especificos.

Tamanho Primers
~ Nome do Sequéncia do primer do Condigao
Exdo : Y de
primer (5°—3) fragmento | do PCR —
sequenciacao
(bp)
BioTaq +
| FBNI1 1F ggatttgtctctgtgttgecag 465 DMSO IR
FBNI 1R gtggaagactccttggcaag Tann: 57°C
5 FBNI1 2F ctgccaggattcatcttgct 384 BioTaq R
FBNI1 2R tggtcaaaccctgtcaaagtt Tann: 58°C
3 FBNI1 3F agtacacctgaggcttaagg 311 BioTaq IF
FBNI1 3R ggaaaggctttccttcatctg Tann: 58°C
4 FBNI1 4F aactcctgtgagctgttge 789 BioTaq AR
FBNI1 4R gcatgtttacaagtgtccag Tam: 58°C
5 FBNI1 5F gtgtaactgtagagtgaccg 418 BioTaq SF
FBNI1 5R gccctgaatctatgcatgata Tam: 58°C
6 FBNI1 6F tgcatgattctgtcectgaa 452 BioTaq 6F
FBN1 6R atgcagtcagcgaaattgtg Tam: 58°C
7 FBNI1 7F ggaaacatggaaggtgggaa 543 BioTaq TR
FBNI1 7R cacaatttcgctgactgcat Tann: 58°C
FBN1 8F gctgtttccagggacatgat BioTaq
8 551 8R
FBNI1 &R gaacagaggcaccttgtgg Tann: 58°C
FBN1 9F | gggggcagaggtgtgagttaat BioTaq
9 481 9F
FBN1 9R | gcagatgtaatggaaacttggg Tann: 58°C
FBNI1 10F ttgttccagagtggttgctg BioTaq
10-11 = 1340 10F/11R
FBN1 11R gtaggttagtagtccaacag Tam: 60°C
12 FBNI 12F cactttaactgctcaaccag 410 BioTaq 19F
FBN1 I12R ataacccatgccggaagag Tam: 60°C
FBNI1 13F agccaagatcatgagtttge BioTaq
1 = 440 13R
3 FBNI1 13R gctaggagagcttgccatt Tam: 58°C
14 FBNI1 14F atgcacatgccaaaactcaa 459 BioTaq |4F
FBNI1 14R ccttgaattttggtttggga Tann: 58°C
15 FBNI1 15F gcttttgttgetgatgctge 185 BioTaq LSF
FBN1 15R | gcagagcaacaaaccaacag Tann: 54°C
16 FBNI 16F agttacaccagggatgatgg 427 BioTaq 16R
FBNI1 16R ccagtgtctagtcacaggta Tam: 58°C
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FBNI 17F atacctccttttcegttace BioTaq
17 320 17F
FBNI1 17R tacctgtgactagacactgg Tann: 58°C
18 FBNI1 18F ctcetgtagetcctaaggte 346 BioTaq ISF
FBN1 18R | ggactgggcaaatggacact Tann: 60°C
19.20 FBNI1 19F ttgcttgaattgatcacgteg 1029 BioTaq L19F/20R
FBN1 20R tctataattccaaggtgtatg Tam: 56°C
BioTaq +
+
2122 FBNI 21F tctataattccaaggtgtatg 1194 D;ZISO 21F/29R
gCl12
FBNI1 22R | cacagggagaaatatgcagc Tam: 58°C
FBNI1 23F acttaccaggttcaaaatggg BioTaq
2 = 23R
3 FBN1 23R gccactectttgacagtett 388 Tam: 60°C 3
FBNI1 24F | ggcaaggatacttaccccaga BioTaq
24 = 44 24R
FBN1 24R atcatcccagcatggacttt 6 Tann: 61°C
BioTaq +
2596 FBN1 25F tggatcatcacacattcttgg 691 DMSO 25F
FBN1 26R | ggtagaaagaatgagggaat Tam: 57°C
BioTaq +
2798 FBN1 27F gtcccaccttgagacaagg 699 DMSO 27F
FBN1 28R ggatctcatctccattatctg Tann: 58°C
79 FBNI1 29F gatcccaccatgagggtaga 507 BioTaq 2OF
FBN1 29R | agagcttaccatagtacctgg Tam: 60°C
FBNI1 30F cccaatgggctagtttatge BioTaq
30 — 444 30F
FBNI1 30R | accagcattccaaagagagc Tam: 58°C
AmpliTaq
Gold +
31 FBNI 31F ccagatgaaagccagtctg 504 MgCI2 3LF
2,5mM
FBN1 31R ttggatccaagttgcaggtt Tann: 55°C
FBNI1 32F tgggaagtttgaaggcaagt BioTaq
32-33 = 632 32F
FBN1 33R tcatttggcactagagctct Tam: 60°C
FBNI1 34F ccaaaacattgctgcactgg BioTaq
34 = 290 34F
FBN1 34R ggttatttaaacattcctgatg Tam: 58°C
35 FBNI1 35F gaagtgcccagattggtgtt 413 BioTaq I5R
FBN1 35R ttctcagacctggaactgatt Tam: 58°C
36.37 FBNI1 36F tctctgaagtggaagactge 931 BioTaq 36F/3TR
FBN1 37R cctggttggctcacactaaa Tann: 58°C
3839 FBNI1 38F atgggaagtgtacacaaagg 635 BioTaq 38F
FBN1 39R ggactaatgttactcaagtga Tann: 61°C
40.41 FBNI1 40F | gacacggatgaatgaaatacc 1323 BioTaq A0F/41R
FBN1 41R ccagacttgtagactcagca Tann: 60°C
FBN1 _42F ttatatctgt BioT
" N aggcaagattatatctgtagg 404 10Taq OF
FBN1 42R gcagctccacctaattgge Tam: 60°C
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FBNI1 43F gtcectattgecatcaccac BioTaq
43 = 411 43R
FBNI1 43R agtaaagggcatggtgtgga Tann: 60°C
FBNI1 44F gttgcttccaaattctgge BioTaq
= 500 44F
44 FBNI1 44R cctetttctggatgagatat Tann: 58°C
FBNI1 45F gcctggtaaatgagagtaag BioTaq
45 _ 478 45F
FBN1 45R | gcaatctgaacatgataaacc Tam: 58°C
FBNI1 46F cctggtatcttgcagggatg BioTaq
4 = 495 46F
6 FBNI1 46R | gtgagggatacattctgagac Tam: 58°C
BioTaq +
4743 FBNI1 47F ttggcatttcttgtttggceta 1264 DMSO ATF/ASR
FBN1 48R atccttctggcaagacaaga Tann: 60°C
FBNI1 49F tccagtccacagtgttatgg BioTaq
49 — 402 49F
FBN1 49R ggagagttttcattcaccca Tam: 58°C
50 FBNI1 50F aaggagtattgctgtggtcc 363 BioTaq S0F
FBN1 50R | ctgtaggccttaaagacagta Tam: 58°C
FBNI1 S5I1F caacatcttagggagtctcg BioTaq
1-52 = 4 51F
315 FBN1 52R gctgcageactgaaccaca 80 Tann: 61°C
53 FBNI1 53F agcactgcagtctggatgtc 399 BioTaq S3F
FBNI1 53R gctgeageactgaaccaca Tann: 60°C
54 FBNI1 54F ggaaatgggagaccacttga 371 BioTaq SAF
FBN1 54R agaaggctgggaattggaat Tann: 60°C
FBNI1 55F atactcaacagagcagaagg BioTaq
= 504 55F
> FBN1 55R ggcctttgtctgetttettg Tann: 60°C
56 FBNI1 56F | gaacaaagggagggaaggag 189 BioTaq S6F
FBN1 56R tggagatgccgtaatgactg Tam: 58°C
FBNI1 57F gctttccectettgettett BioTaq
57 — 441 STF
FBN1 57R tggagtttgcaatatgtgee Tam: 58°C
AmpliTaq
+
FBN1_58F tttatgctgtcatcttactgg Gold 58F/59R
58-59 - 782 MgCl2
2,5mM
FBN1 59R ggttaatgcctccatggga Tann: 60°C
FBNI1 60F gtggcttctttctagtcagg BioTaq
-61 = 2 60F
60-6 FBN1 61R gcacaggtcctgtatcttag 7 Tann: 60°C
6 FBNI1 62F ggtggtagaataatgtgtagg 447 BioTaq 6OF
FBN1 62R ggtgctttgagagceatctga Tann: 58°C
FBNI1 63F agccacctctgectgtctta BioTaq
= 473 63F
63 FBN1 63R gcagaggagaaccatgcttt Tann: 60°C
64 FBN1 64F gatcctccagtggacaage 512 BioTaq 6AR
FBN1 64R | gggagtggccatttgaaggtt Tann: 60°C
65 FBNI1 65F attgtgtatgcagcataagg 722 BioTaq 65F
FBN1 65R ggacgtgtatttccattgg Tam: 55°C
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7  ANEXOS

Anexo 2: Codigo genético e propriedades dos aminoacidos.
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