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RESUMO

Introducéo : As Mucolipidoses Il e 1l (MLII e MLIII) s&o doencas lisossdmicas raras
causadas pela deficiéncia da GlcNac-1-fosfotransferase (fosfotransferase), enzima
envolvida na sintese do marcador MgP responsavel pelo direcionamento de varias
enzimas lisossomais para o lisossomo. A fosfotransferase é codificada pelos genes
GNPTAB e GNPTG. O gene GNPTAB codifica as subunidades a e B da enzima;
mutacdes neste gene provocam tanto a MLII, forma mais grave, quanto a MLIII,
forma mais atenuada da doenca. O gene GNPTG codifica a subunidade y; mutacdes
neste gene provocam a MLIII. Objetivos: Identificar as mutacdes no gene GNPTAB
presentes em pacientes brasileiros com MLII e MLIIl. Metodologia: Os pacientes
com diagnéstico bioquimico de ML Il/lll foram identificados pelo Laboratério de
Referéncia para EIM do HCPA (LREIM-HCPA), Brasil, de 1983 até 2009. Treze
pacientes nao relacionados (MLII:6, MLIII:5, ML tipo n&o definido: 2), filhos de casais
nao-consanguineos, e oriundos de varias regibes do Brasil, foram incluidos no
estudo. Informacgdes clinicas foram obtidas a partir do banco de dados do LREIM-
HCPA, sendo que o tipo de ML e a altura foram fornecidos pelo médico assistente.
Amostras de sangue periférico foram coletadas para extracdo de DNA gendmico. Os
21 exons que compreendem o gene GNPTAB, e respectivas regides flanqueadoras,
foram amplificados a partir de sequéncias especificas de oligonucleotideos
projetadas para este trabalho. A sequéncia do gene GNPTAB utilizada como
referéncia para o sequenciamento foi a GenBank NM_024312.3. Resultados: Com
a estratégia utilizada, foi possivel a identificacdo de ambas as mutacdes patogénicas
em 6/13 pacientes, e de apenas uma mutacdo patogénica em cinco pacientes. Em
dois pacientes, ambos com MLIII, ndo foram identificadas mutacdes patogénicas.
Em todos os pacientes foi encontrada pelo menos uma variante nao-patogénica,
sendo a mais frequente a c.-41-39delGGC (16/26 alelos). A mutacao
c.3503_3504delTC (p.L1168QfsX5) foi a mais frequente na amostra estudada (n=
7/26 alelos). Considerando regides codificantes e ndo-codificantes, quatro novas
mutacOes estdo sendo descritas: €.2269 2273delGAAAC (exon 13), ¢.2808A>G
(exon 14), ¢.323+20delT (intron 3) e ¢.365+96 _97delGT (intron 4). Mutacdes sem



sentido e dele¢des com alteracdo na fase de leitura parecem estar relacionadas ao
fendtipo grave enquanto, mutacdes de sentido trocado, estdo relacionadas ao
fendtipo atenuado. Discussdo/Conclusdes : Este é o primeiro estudo do género
realizado em pacientes brasileiros com MLII/IIl. Assim como é descrito em pacientes
de outras populacdes, o gene GNPTAB apresentou grande heterogeneidade alélica
e a mutacao patogénica mais frequente encontrada foi a ¢.3503_3504delTC. Desta
forma, sugere-se que a analise de DNA dos pacientes brasileiros com MLII/III seja
iniciada pela pesquisa dessa mutacdo. Como a estratégia empregada detectou
17/26 dos alelos patogénicos, novas andlises deverdo ser realizadas para 0s
pacientes que apresentam o genoétipo parcialmente ou nao estabelecido, incluindo a
andlise do GNPTG. Palavras-chaves : GNPTAB. Mucolipidose. Doencas

Lisossbmicas. MgP. Doenca da Célula de Inclusdo. Polidistrofia Pseudo-Hurler.



ABSTRACT

Introduction: Mucolipidosis 1l and Il (MLII and MLIII) are rare lysosomal diseases
caused by a deficiency of GlcNac-1-phosphotransferase (phosphotransferase), the
enzyme responsible for the synthesis of marker MgP, which directs several lysosomal
enzymes to the lysosome. Phosphotransferase is codified by the GNPTAB and the
GNPTG genes. The GNPTAB gene codifies subunits a and [ of the enzyme;
mutations in this gene cause both MLII, the most severe form, and MLIII, the most
attenuated form of the disease. The GNPTG gene codifies subunit y; mutations in
this gene cause MLIII. Objectives: To identify mutations in the GNPTAB gene that
are present in Brazilian patients with MLII and MLIII. Methodology: Patients with a
biochemical diagnosis of ML II/lll were identified at the Reference Laboratory of
Inborn Errors of Metabolism of HCPA, Brazil, from 1983 to 2009. Thirteen unrelated
patients (MLII: 6, MLIII: 5, undefined ML: 2), born to nonconsanguineous couples and
from several regions of Brazil were included in the study. Clinical information was
obtained from the database of the LREIM-HCPA, and the type of ML and height of
patients were obtained with the assistant physician. Peripheral blood samples were
collected for extraction of genomic DNA. The 21 exons that comprise the GNPTAB
gene and their respective flanking regions were amplified from the specific
sequences of primers designed for this study. The sequence of the GNPTAB gene
used as reference for sequencing was GenBank NM_024312.3. Results: As a result
of the strategy used, it was possible to identify both pathogenic mutations in 6/13
patients and only one pathogenic mutation in five patients. In two patients, both with
MLIII, no pathogenic mutations were identified. At least one non-pathogenic variant
was found in all patients, and the most frequently found was c.-41-39delGGC (16/26
alleles). Mutation ¢.3503_3504delTC (p.L1168QfsX5) was the most frequently found
pathogenic mutation in the sample studied (n= 7/26 alleles). As to codifying and non-
codifying regions, four novel mutations are being described herein:
€.2269 2273delGAAAC (exon 13), c.2808A>G (exon 14), ¢.323+20delT (intron 3),
and ¢.365+96_97delGT (intron 4). Nonsense mutations and frameshift mutations

seem to be related to the severe phenotype, while inverse mutations are related to



the attenuated phenotype. Discussion/Conclusions:  This is the first study of its kind
conducted in Brazilian patients with ML II/lll. As it is described in patients of other
populations, the GNPTAB gene presented great allelic heterogeneity, and the most
frequently found pathogenic mutation was ¢.3503_3504delTC. Thus, we suggest the
DNA analysis of Brazilian patients with MLII/IIl to be initiated by testing this mutation.
As the strategy applied herein detected 17/26 of the pathogenic alleles, new
analyses should be conducted for the patients who present a partial or unestablished
genotype, including the analysis of the GNPTG gene. Key words: GNPTAB.
Mucolipidosis. Lysosomal Disease. MgP. I-cell Disease. Pseudo-Hurler
Polydystrophy.
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1 INTRODUCAO

As Mucolipidoses (ML) fazem parte de um grupo de doencas metabdlicas
denominadas Erros Inatos do Metabolismo (EIM), mais especificamente das
doencgas lisossOmicas (DL). As Mucolipidoses (ML) Il e Il (MIM#252500 e
MIM#252600) apresentam heranca autossémica recessiva, € sdo causadas pela
deficiéncia total ou parcial na atividade enzimatica da UDP-N-acetilglicosamina:
hidrolase lisossomal N-acetil-1-fosfotransferase, comumente conhecida como UDP-
GlcNac-1-fosfotransferase (GlcNac-PT ou fosfotransferase; EC 2.7.8.17) (1-3). Esta
enzima participa do processo de sintese do marcador manose-6-fosfato (MgP)
responsavel pelo direcionamento de hidrolases recém-sintetizadas ao lisossomo
(2,4,5). Sem a adicdo dos residuos MgP as hidrolases lisossémicas, o
direcionamento correto aos lisossomos € prejudicado, resultando em uma secrecao
massiva destas hidrolases no espaco extracelular e nos fluidos corporeos, e uma
diminuicdo da sua concentragcao no interior de varias células, como nos fibroblastos
(4-6). A auséncia total da atividade enzimatica causa MLII, forma grave, enquanto a
atividade parcial causa MLIII, forma atenuada (6-8).

Até o0 momento ndo ha tratamento especifico que reverta o curso natural tanto
das MLII/III quanto da maioria das DL (7). A intervencdo adotada é essencialmente
sintomatica e paliativa, baseada no atendimento global ao paciente e no
aconselhamento genético (1,9). Desta forma, o conhecimento da variabilidade
genética humana associada ao GNPTAB podera contribuir para um maior
conhecimento sobre a dinamica de direcionamento das enzimas lisossGmicas,
através da via MgP ou pela via alternativa, e para o avanco no tratamento das ML
(10).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

Os EIM séao disturbios geneticamente determinados que afetam a sintese,
degradacéo, atividade ou transporte de proteinas importantes para o funcionamento
normal do organismo (11). Eles compreendem aproximadamente 500 doencas,
sendo a maioria de heranca autossOmica recessiva e individualmente raras (11,12).
Em geral, as manifestacdes clinicas sao precoces e graves (11). O diagnéstico é
feito com base na anamnese, exame fisico e, na maioria dos casos, por meio da

medida da atividade enzimatica da enzima deficiente (13).

2.2 DOENCAS LISOSSOMICAS

Os lisossomos sao organelas que contém numerosas hidrolases acidas cuja
funcdo é a degradacdo de substratos como proteinas, &cidos nucléicos, lipideos,
sulfatos, fosfatos e carboidratos complexos (14). Além disso, 0s lisossomos
possuem outras funcbes como, por exemplo, a exocitose regulada de célcio,
importante para o reparo da membrana (9).

Doencas lisossdmicas (DL) s&o doencgas, geralmente de heranca autossomica
recessiva, que compreendem um grupo de mais de 50 doencas genéticas (14).
Estas doencas ocorrem quando uma ou varias enzimas lisossomais, especialmente
as hidrolases catabdlicas, estdo deficientes. Nestes casos, 0 substrato da enzima
afetada ndo é degradado, acumulando-se no organismo (15). Muitas destas doencas
sao decorrentes de defeitos nas hidrolases; no entanto, os defeitos de co-ativadores
de enzimas, de transportadores de membrana, ou defeitos tendo como alvo os
mecanismos de localizacdo de proteinas para o lisossomo e/ou o trafego vesicular

intracelular, também podem causar DL (9).
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2.3 MUCOLIPIDOSES

2.3.1 Historico e classificacdo das Mucolipidoses

O termo Mucolipidose foi introduzido em 1970 por Spranger e Wiedmann para
descrever as condicdes que apresentavam caracteristicas de Mucopolissacaridoses
e Esfingolipidoses (1).

A MLII (MIM#252500) foi primeiramente descrita por Leroy & DeMars em
1967 tendo sido denominada de “Doenca das células de inclusdo” (I-Cell Disease)
devido aos corpos de inclusdo que podem ser observados no interior das células de

pacientes com esta patologia (Figura 1).

Figura 1 - Cultura de fibroblastos de pele de
paciente com Mucolipidose mostrando
densas inclusbes em todo o citoplasma.
Fonte: Kornfeld & Sly (7).

A MLIII (MIM#252600 e MIM#252605) foi identificada posteriormente pelos
autores Maroteaux e Lamy em 1966 e Taylor et al. em 1973 como uma doenca
semelhante, mas na qual os pacientes, em geral, apresentavam fenétipo atenuado.
Na época, esta variante foi denominada de Polidistrofia Pseudo-Hurler (1). Estudos
de complementacdo em fibroblastos mostraram a existéncia de trés grupos
complementares para ML IlI: A, B e C (7). O grupo A é o mais comum, 0 grupo B é
raro e o C é incomum. (16). As MLII e MLIIIA sdo caracterizadas por mutagdes no
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gene que codifica as subunidades a e 3, onde reside o dominio catalitico da enzima.
A MLIIIC é caracterizada por mutacdes no gene que codifica a subunidade y e que
pode ser responsavel pelo reconhecimento do substrato (17). MLIIIA € o tipo mais
leve, em que a atividade enzimatica é reduzida, mas nao ausente (3). Clinicamente,
a MLIIA e MLIIC sao indistinguiveis, mas bioquimicamente, a MLIIC é
caracterizada por um nivel normal de atividade enzimatica da fosfotransferase para
substrato sintético e atividade reduzida para hidrolase lisossomal fisiologica (3). A
MLIIIB € o grupo raro e, assim como a MLIIIA, apresenta atividade enzimatica
defeituosa para todos os substratos (16). Até o momento, apenas um paciente foi
descrito para este subtipo de ML (18).

A MLIV catacteriza-se por ser uma doenca lentamente progressiva tendo
apenas o gene MCOLN-1 envolvido na sua fisiopatologia. Entre as caracteristicas
fenotipicas estdo o atraso psicomotor severo e a deficiéncia visual na primeira
década de vida, resultante de opacificagdo da cornea e degeneracdo da retina.
Alguns pacientes podem ainda apresentar neurodegeneracdo. E, segundo a
literatura, 70% dos individuos com MLIV sdo de ascendéncia judaica (Judeus
Ashkenazi) (19).

No estado de Michigan/EUA, em 2007, durante a Segunda Conferéncia
Internacional sobre Glicoproteinas e Doencas Lisossdmicas Relacionadas, um grupo
de pesquisadores sugeriu uma nova nomenclatura com base nos conhecimentos
adquiridos sobre a etiologia molecular das ML. Assim, as MLIl e MLIIIA, que
apresentam mutacdes no gene GNPTAB, foram classificadas como MLII a/f e MLIII
a/B, respectivamente. E a MLIIIC, que apresenta mutacdes no gene GNPTG, foi

classificada como MLIIly (5).

2.3.2 Mucolipidoses 1l e 11l

MLIa/B (MIM#252500), MLIIla/B (MIM#252600) e MLIIly (MIM#252605) s&o
doencas autossémicas recessivas do trafego de hidrolases lisossémicas causadas
pela deficiéncia total ou parcial da fosfotransferase. Na deficiéncia desta enzima as

hidrolases acidas ndo entram nos lisossomos da maioria das células/tecidos, sendo
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lancadas no espaco intercelular e nos fluidos corpéreos e tendo, consequentemente,
a sua atividade diminuida no meio intracelular (4-6,20).

A perda total da atividade enzimatica da fosfotransferase causa a MLIla/p,
clinicamente mais grave e evidente ao nascimento. Nos pacientes com MLIIIa/B ou
MLIIly, uma atividade residual desta enzima é detectavel, o inicio dos sintomas é
mais tardio e a progressao da doenca, mais lenta (1,5,6).

De acordo com informacdes do site Gene Clinics (21) as estimativas de
incidéncia para as Mucoliposes estdo entre 2.5x10° e 1x10™ recém-nascidos vivos
(RNs), mostrando que a mesma é bastante rara. As estimativas de prevaléncia
destas doencgas no mundo também cursam com valores baixos. Conforme estudos,
na Republica Tcheca, a prevaléncia é de 0,22/100.000 RNs (22), na Holanda,
0,24/100.000 e na Australia, 0,31/100.000 (23). Em Portugal, Pinto et al. (2004)
estimaram uma prevaléncia de 2,7/100.000 para o norte de Portugal enquanto
Coutinho et al. (2010) estimam para Portugal, uma prevaléncia de 0,16/100.000
RNs. No Brasil, possuimos 30 casos de ML diagnosticados pelo Laboratorio de
Referéncia de Erros Inatos do Metabolismo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(LREIM-HCPA) desde o inicio do seu funcionamento em 1983, até dezembro de
2009. Considerando a estimativa internacional, acreditamos que o numero de
pacientes brasileiros com MLII/IIl seja maior. Nossa hipotese € de que estejam
ocorrendo possiveis subdiagnosticos destes casos, devido a semelhancas

fenotipicas com outras doencas lisossdomicas, como as Mucopolissacaridores (MPS).

2.3.3 Caracteristicas Bioquimicas

A fosfotransferase € uma enzima heterohexamérica com peso molecular de
540 kDa, composta por duas cadeias a, duas B e duas vy, tendo sido caracterizada
por Bao et al.(1996). As subunidades a e B sdo codificadas pelo gene GNPTAB e a
subunidade v, pelo gene GNPTG (2,4,17,24).

O precursor das subunidades o/, com peso molecular de 144 kDa, contém a
porcdo catalitica da fosfotransferase e sua atividade é dependente da clivagem
destas subunidades entre a Lisina®*° e a Asparagina®® no exon 14. Acredita-se que



18

este processamento ocorra pela acdo de uma protease ainda desconhecida e
localizada no reticulo endoplasmatico (4,8,20). As subunidades o/ maduras
apresentam peso molecular de 105 e 39 kDa, respectivamente (4). A
fosfotransferase encontra-se na rede cis-Golgi e possui dois dominios
transmembrana, como pode ser visto na Figura 1 (4,25)

A porcdo y ndo apresenta dominios transmembrana e acredita-se que esta
subunidade tenha a funcdo de reconhecimento de enzimas lisossomais (17). No
entanto, Kollmann et al. (2010) salientam que os estudos apresentados até o
momento ndo sustentam a idéia de que a subunidade y tenha funcdo de
reconhecimento geral vinculado a enzimas lisossomais. Estes autores ainda
comentam que a capacidade das subunidades y reconhecerem seletivamente
subconjuntos de enzimas lisossomais, quando complexadas as subunidades a e 3,
ndo pode ser excluida. Alternativamente, esta subunidade pode facilitar o
dobramento apropriado das subunidades a/f ou manté-las em uma conformacéo

competente para o reconhecimento e ligacéo desta enzima (4,7,17).

luminal

R

cytosolic k
1
N 1256
H2 COOH

Figura 2 - Topologia proposta para os precursores das

subunidades ao/f da fosfotransferase demonstrando os
seus dois dominios transmembrana. A seta vermelha
indica o sitio de clivagem proposto entre 0 aminoacido

Lisina®*° e Asparagina®™’. Fonte: Braulke et al. (4).
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Em eucariotos superiores, muitas hidrolases lisossomicas sao direcionadas
para o lisossomo através da via dependente de MgP. Antes do direcionamento, as
enzimas lisossémicas sdo modificadas pela adicao de MgP em uma reacéo de duas
etapas (27). O primeiro passo acontece nas cisternas do cis-Golgi com a
transferéncia de residuos a-N-acetilglicosamina-1-fosfato da fosfotransferase para o
grupo hidroxila do carbono 6 (Cg) da manose terminal ou penultima manose de
hidrolases lisossomais que contenham oligossacarideos com muitas manoses,
gerando um fosfodiester (4,8,27). Em um segundo passo, na rede trans-Golgi, 0s
residuos N-acetilglicosamina sdo removidos pela N-acetilglicosamina-1-fosfodiester
a-N-acetilglicosaminidase (MIM#607985; EC 3.1.4.45), também chamada de
“uncovering enzyme” ou fosfodiesterase, expondo os residuos de M¢P (4,27). A
partir desta modificacdo pés-traducional, as hidrolases sé&o reconhecidas por um dos
dois receptores MgP (MPRs) que medeiam a triagem e o transporte de enzimas
lisossomais pela rede trans-Golgi e pela membrana plasmatica, dentro de vesiculas
revestidas por clatrina que, posteriormente, se fundem a compartimentos acidos pré-

lisossomais (4,7,20,28). O processo pode ser visto na Figura 3.

N-linked oligosaccharide with
terminal mannose residue
ump
UDP-GlcNAc K

U4 Uncovering o) 44

! enzyme 4 .
— (encoded by - GlcNAc
=5 NAGPA) (P

\ { )

Lysosomal hydrolase
with M6P exposed

GlcNAc-phosphotransferase (the
components of which are encoded
by GNPTAB and GNPTG)

_ GleNAc
. Mannose
@ Phosphate

__| Uridine

Endosome

Lysosome

Figura 3 - llustracéo da sintese do marcador MgP em enzimas lisossomais.
Fonte: Kang et al. (29).

O reconhecimento de hidrolases lisossdmicas pela fosfotransferase € o passo
inicial no trafego de hidrolases lisossomais (27). Na auséncia de direcionamento

destas enzimas ao lisossomo, 0s seus substratos se acumulam resultando no
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aparecimento de corpos de inclusdo no interior das células. Originalmente foram
estes achados que inspiraram o nome da doenca como “Doenca da célula de
inclusao” (18).

Apesar de todas as células e tecidos examinados de pacientes com MLII ou
MLIII apresentarem atividade deficiente da fosfotransferase, a deficiéncia das
hidrolases lisossémicas parece ser tecido especifica, pois as atividades destas
enzimas costumam ser normais em hepatoécitos, células de Kupffer, leucocitos,
figado, baco, rim e cérebro. Isto indica a existéncia de uma via de direcionamento ao
lisossomo independente da via MgP (7). Estudos anteriores com certos tecidos
isolados de paciente com ML ja demonstraram esta caracteristica, conforme citado
por Glickman e Kornfeld (1993). No entanto, estudos com linfoblastos B de pacientes
com ML, para internalizacédo de catepsina D, mostraram que a via independente de
MsP é menos eficiente que via dependente de MgP em linfoblastos normais. Neste
mesmo estudo, os autores ainda mostraram que esta internalizacéo de proteinas

pela via independente de MgP € seletiva para hidrolases acidas (30).

2.3.4 Caracteristicas Genéticas

O gene GNPTAB (MIM#607840) localiza-se no cromossomo 120g23.3, é
composto por 21 exons e apresenta um tamanho aproximado de 85 Kb (2,4) (Figura
4). Este gene codifica os precursores das subunidades a e 3, gerando uma proteina
madura com 1256 aminoacidos, com massa molecular de 144 kDa (2,4). Este gene
foi identificado em humanos por Tiede et al. (2005), indicando que as subunidades a
e B eram derivadas de um unico DNA complementar (cCDNA).

O gene GNPTG (MIM#607838) localiza-se no cromossomo 16p13.3, €
composto por 11 exons e apresenta um tamanho aproximado de 11,13 Kb (Figura
4). Este gene codifica a subunidade y da enzima, uma proteina madura com 305

aminoacidos, com massa molecular de 34 kDa (4,5).
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Figura 4 - (A) ldeograma do cromossomo 12 mostrando a
localizacdo do gene GNPTAB. (B) Ideograma do cromossomo 16
mostrando a  localizagdo do gene  GNPTG. Fonte:
www.nchi.nlm.nih.gov.

Estudos anteriores demonstraram alta heterogeneidade alélica para os genes
GNPTAB e GNPTG, havendo poucas mutacdes recorrentes (2,8,18,20,31). Algumas
destas mutacdes podem ser encontradas no Human Gene Mutation Database
(HGMD) (32) e estédo agrupados na Tabela 1.

O estudo de Coutinho et al. (2010) sobre a origem da delecdo comum
c.3503_3504delTC e no qual trés dos nossos pacientes integraram a amostragem,
demonstrou que o haplétipo composto pelos marcadores c.-41-39delGGC, c.18G>A,
c.1932A>G e D12S1607 esth em forte desequilibrio de ligagdo com
€.3503_3504delTC, indicando que esta delecdo ocorreu pela primeira vez em um
haplétipo fundador.



Tabela 1 - Alterag6es em pacientes com ML Il e lll no HGMD - banco de dados publico *

Alteracdo Fenotipo apresentado Referéncia

| naproteina pelo paciente
P KA ML 1A Fudo (2005) Am J Hum Genet 78, 451
p.S399F ML 111 Bargal (2006) Mol Genet Metab 83, 359
p. MAOTA ML Tiede (2005) Am J Med Genst A137® 236
p.REETP ML 114 Lam (2007 Clin Chim Acta 376, 250
p. K1236M ML Tiede (2008) Hum Mutat 27, 830
p.104x ML Paik (2005) Hum Mutat 28, 308
p.Q2TEX ML 114 Kudo (2008) Am J Hum Genet 78, 451
p.Q845X ML Tiede (2005) MatMed 11, 1109
p.WWES4X ML Paik (2005) Hum Mutat 26, 308
p.31058X ML Paik (2005) Hum Mutat 28, 308
p. R1188X ML Paik (2005} Hum Mutat 28, 308
p.R1205X ML Tiede (2008) MatMed 11, 1105
p.R1112fsx%2 ML 11 Bargal (2006) Mol Genet Metab 33, 359
p.RE3F: XS MLII Bargal (2006) Mol Genet Metah 83, 350
p. D905 X211 ML 114 Kudo (2008) Am J Hum Genet 78, 451
p.P1084fs X 1085 ML 114 Kudo (2008) Am J Hum Genet 78, 451
p 12015 X1202 ML 114 Kudo (2005) Am J Hum Gener 78, 451
Skipping of exon 17 ML Tiede (2005) MatMed 11, 1108
- ML 1 Paik (2005} Hum Mutat 28, 308
p.LT30Kis X737 ML Kudao (2008) Am J Hum Genet 78, 451
p.E8ERBEfsX3 ML 1A Paik (2005) Hum Mutat 28, 308
p.H1158QfsX15 ML Paik (2005) Hum Mutat 26, 308
p.P10BERfsXE ML Tiede (2005) MatMed 11, 1109
p.MOT2Ifs X3 ML Bargal (2008) Mol Genet Metab 88, 359
p.EB42Afs x4 ML Tiede (2005) MatMed 11, 1108
p.G1045RfsX15 ML Tiede (2005) MatMed 11, 1108
p.R11880fs X% ML Tiede (2005) MatMed 11, 1105
p.SE81fs X7 MLII Kudao (2008) Am J Hum Genet 78, 451
p. Y 10TOLTs X2 ML Kudo (2008) Am J Hum Genet 78, 451
p. T2068Qfs X6 ML Kudo (2008) Am J Hum Genet 78, 451
p.T284Lfs x4 ML Kudo (2008) Am J Hum Genet 78, 451
p.CE28WTsX18 ML Kudo (2005) Am J Hum Genet 78, 451
p.L11680Qfs X5 ML Kudo (2005) Am J Hum Genet 78, 451
p.25685LfsXE60 ML Fudo (2005) Am J Hum Genet 78, 451
p.O7TE0ERsX11 ML A7 Lam (2007) Clin Chim Acta 376, 250

*Maoinclui todas as mutacdes descritas.

2.3.5 Caracteristicas Clinicas

22

As manifestacdes clinicas na MLIla/B s@o perceptiveis ao nascimento,

progredindo para o 6bito ainda na infancia. O crescimento poés-natal € limitado,

deixando de acontecer no segundo ano de vida. Contraturas articulares, pele

espessa, face grosseira, gengiva hipertrofica, alteracfes 0sseas no térax, nos peés,

na coluna, nos 0ssos longos e luxacdo no quadril podem estar presentes em
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conjunto ou ndo. Em geral, o comprometimento cardiaco destas criancas parece
dever-se ao espessamento e a insuficiéncia da valvula mitral e, mais raramente, ao
da vélvula aortica. A causa mais comum de morte € a insuficiéncia respiratéria
devido ao enrijecimento da caixa toracica e ao espessamento progressivo da
mucosa que estreita as vias aéreas (7,33).

Nas MLIlla/B e MLIlly o quadro clinico € menos grave e o inicio dos sintomas
€ mais tardio, com progressdo mais lenta. A rigidez articular esta presente, as
dismorfias faciais sdo menos graves, a taxa de crescimento € lenta e a inteligéncia
pode ser normal, mas a maioria das criancas apresenta dificuldade de aprendizado e
isto pode estar relacionado com a reducao da acuidade auditiva destes pacientes
(17,34,35). Assim como na MLIla/B, as complicacbes cardiorespiratérias sdo as
causas mais comuns de morte no inicio da vida adulta e na meia idade. No entanto,
podem sobreviver até a oitava década (35).

A variabilidade dos sinais/sintomas clinicos nas Mucolipidoses corresponde
aos diferentes niveis de atividade residual da fosfotransferase, resultando em amplo

espectro de gravidade (Figura 5) (15).

110} 1o
100 100
90 90 -

Figura 5 - (A e B) Fotos de uma paciente com Mucolipidose II. (C e D) Fotos
de pacientes com Mucolipidose Ill. Fonte: Kornfeld & Sly (7).
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2.4 DIAGNOSTICO

O diagnéstico das Mucolipidoses inicia com a suspeita clinica. O exame
fisico é seguido de testes laboratoriais que verificam a atividade de enzimas
lisossomais no plasma e a atividade enzimética da fosfotransferase em leucdcitos ou
fibroblastos. Aceita-se como diagnostico um aumento de 10 a 20 vezes o valor de
referéncia de enzimas lisossomais no plasma e atividade reduzida em fibroblastos
(16,17,33,35,36). Na auséncia destas amostras, também ¢é possivel realizar a
analise de algumas enzimas a partir de amostra de sangue impregnado em papel
filtro (37).



25

2.5 TRATAMENTO

N&o ha tratamento especifico que possa mudar significativamente a histéria
natural das ML, apesar de j& ser possivel realizar o diagnostico pré-natal (15).

Estudos com um numero limitado de pacientes com MLII a/f tém descrito o
transplante de medula 6ssea como benéfico no que diz respeito a melhoria no
desenvolvimento neuropsicomotor e nas complicacdes cardiopulmonares, embora
0S mecanismos de acdo permanecam obscuros. E em pacientes com MLIII, o
tratamento com pamidronato bisfosfonado tem sido relatado para reducdo de dor
0ssea e para o melhoramento da mobilidade (15).

Em geral a intervencdo adotada €, essencialmente, sintomatica e paliativa,
baseada no atendimento global ao paciente e no aconselhamento genético
(9,33,35,36). Assim, faz-se necesséario uma abordagem de equipe multidisciplinar
envolvendo  geneticista,  ortopedista, gastroenterologista, = pneumologista,
oftalmologista, reumatologista, oncologista (transplante de células hematopoiéticas),
fisioterapeuta, terapeuta ocupacional, fonoaudiélogo, assistente social, nutricionista,
professores e psicélogo. O apoio psicoldgico é fundamental para o paciente e para a
familia e os grupos de apoio podem proporcionar um férum de grande valor para o

suporte emocional além de conselhos praticos nascidos da experiéncia (14).
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2.6 JUSTIFICATIVA

Este estudo devera gerar informacfes inéditas sobre o perfil genético das
MLII e Il no Brasil e possibilitara o estudo de associacao dos perfis clinico-genético
e genético-bioquimico, ainda ndo realizado em nossa populacdo. Futuramente estas
informacdes poderdo ser utilizadas para o entendimento e tratamento ndo somente
das ML, mas também de outras DL.

O Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (SGM-
HCPA) possui longa tradicdo na area de DL e possui uma equipe de profissionais
qualificados que realizam atendimento multidisciplinar a estes pacientes e o LREIM-
HCPA é o laboratorio brasileiro de referéncia para o diagnoéstico de EIM. No entanto,
a investigacdo molecular para esta doenca ainda ndo se encontra disponivel em
servicos publicos ou privados, como teste assistencial ou procedimento ligado a
pesquisa. Desta forma, estes fatores tornam o nosso trabalho pioneiro e,
certamente, os resultados irdo contribuir para o diagnostico complementar dos
pacientes com MLII e Ill e para uma melhor compreensdo dos mecanismos

envolvidos nesta doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Identificar as mutagcbes no gene GNPTAB presentes em pacientes

brasileiros com MLII e MLIII, por meio de sequenciamento direto de DNA gendmico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Delinear os aspectos genéticos das MLII e Il no Brasil.

- Estudar a associacao genotipo-fendtipo neste grupo de pacientes.
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Resumo

As Mucolipidoses Il e lll (MLII e MLII) sdo doencas lisossdbmicas raras
causadas pela deficiéncia da fosfotransferase, enzima responsavel pela sintese do
MsP, marcador que direciona as enzimas lisossomicas ao lisossomo. O gene
GNPTAB codifica as subunidades a e (3, enquanto o gene GNPTG codifica a
subunidade y desta enzima. Objetivos: Identificar as mutagées no gene GNPTAB
presentes em pacientes brasileiros com MLII e MLIIl. Metodologia: O
sequenciamento do gene GNPTAB foi realizado em amostras de DNAg, extraidas de
sangue periférico, de pacientes com MLII/III identificados a partir do banco de
diagnoésticos do Laboratorio de Referéncia para Erros Inatos do Metabolismo do
HCPA, Brasil. Resultados: Foram incluidos no estudo 13 pacientes nao
relacionados, filhos de casais ndo-consanguineos, oriundos de varias regides do
Brasil. Ambas as mutacdes patogénicas foram identificadas em 6/13 pacientes; em
cinco pacientes, apenas uma mutacao foi identificada. Dois pacientes com MLIII ndo
apresentaram mutacdes patogénicas no gene GNPTAB. A mutacéo
€.3503_3504delTC foi a mutagcédo patogénica mais frequente (n=7/26 alelos), sendo
que quatro novas mutacOes estdo sendo descritas: €.2269 2273delGAAAC,
€.2808A>G, €.323+20delT e ¢.365+96_97delGT. Discussdo/Conclusdes: Este € o
primeiro estudo do género realizado em pacientes brasileiros com ML Il/lll. Os
nossos achados confirmam que o gene GNPTAB apresenta grande heterogeneidade
alélica, e sugerem que a triagem de mutacdes neste gene, em pacientes brasileiros,
deva ser iniciada pelo exon 19. Novas analises deverdo ser realizadas para os
pacientes que apresentam o genotipo parcialmente ou ndo estabelecido, incluindo a
analise do GNPTG.

Palavras-chaves: GNPTAB; Mucolipidose; Doencgas Lisossomicas; MgP; Doenca de

Células I; Polidistrofia Pseudo-Hurler
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Introducao

As Mucolipidoses tipo Il (MLII; OMIM#252500) e tipo Il (MLIII; OMIM#252600)
sdo doencas lisossOmicas, de heranca autossdmica recessiva, causadas pela
atividade deficiente da UDP-N-acetilglicosamina: hidrolase lisossomal N-acetil-1-
fosfotransferase (UDP-GlcNac-fosfotransferase, GlcNac-PT ou fosfotransferase; EC
2.7.8.17) [1-3]. A fosfotransferase participa do processo de sintese do marcador
manose-6-fosfato (MgP) responsével pelo direcionamento de hidrolases lisossdmicas
ao lisossomo [2,4,5]. Na auséncia dos residuos MgP, o direcionamento correto das
hidrolases lisossémicas é prejudicado, resultando em secrecdo massiva destas
enzimas no espaco extracelular e nos fluidos corpéreos, e diminuicdo da sua
atividade em células como os fibroblastos [4-6]. A MLII é a forma mais grave,
frequentemente aparente ao nascimento e de rapida progresséo, e que leva ao 6bito
ainda na primeira década de vida por complicacbes cardiorrespiratorias. Na MLIII, a
progressao da doenca é mais lenta e o paciente pode sobreviver até a oitava década
de vida [6-8]. Embora as MLII e Ill correspondam aos fenoétipos classicos extremos
associados a deficiéncia de fosfotransferase, sdo descritos pacientes com
manifestagdes clinicas intermediérias a estes [8].

A fosfotransferase € uma proteina hexamérica composta por duas
subunidades a, duas B e duas y [2,9], onde as subunidades a e B sédo codificadas
pelo gene GNPTAB, localizado no cromossomo 12g23.3, e a subunidade y &
codificada pelo gene GNPTG, localizado no cromossomo 16p13.3 [3,5,6,10].
Pacientes homozigotos ou heterozigotos compostos para mutagcbes em GNPTAB
(MLa/B) apresentam fenoétipo compativel com MLII ou MLIII, enquanto homozigotos
ou heterozigotos para mutaces em GNPTG (MLy) apresentam fenotipo compativel
com MLIII [6,8,11-13].

Este estudo teve como objetivo principal analisar o gene GNPTAB em

pacientes brasileiros com MLII e lll.
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Metodologia

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Brasil.

Os pacientes com diagndstico bioquimico de ML IlI/lll foram identificados a
partir do grupo de pacientes (aproximadamente 40.000) investigados para
confirmacédo ou exclusdo do diagndstico de erros inatos do metabolismo (EIM) pelo
Laboratério de Referéncia para EIM do HCPA (LREIM-HCPA), Brasil, de 1983 (data
de inicio do funcionamento do laboratério) até 2009. O LREIM-HCPA ¢é laboratério
de referéncia nacional para o diagnostico de doencas lisossémicas, e 0 seu banco
de diagndsticos provavelmente inclui a maioria dos casos de MLII/III diagnosticados
no Brasil. O protocolo de diagndstico bioquimico das MLIV/II aplicado pelo LREIM-
HCPA inclui a verificagdo, em plasma, da presenca de Arilsulfatase A (ARSA; EC
3.1.6.8) e da medida da atividade de varias hidrolases lisossémicas, incluindo a-L-
Iduronidase (IDUA; EC 3.2.1.76), Iduronato-sulfatase (IDS; EC 3.1.6.12), B-
Glicuronidase (GUSB; EC 3.2.1.31) e B-Hexosaminidase (EC 3.2.1.30). Sempre que
existe amostra disponivel, também é realizada a medida da atividade de tais
enzimas em fibroblastos. Se somente amostra em papel-filtro é disponivel, sao
pesquisadas, entre outras, as atividades da IDS, GUSB e Hexosaminidases.

No periodo analisado, o LREIM-HCPA diagnosticou 30 pacientes brasileiros
com MLII/II, provenientes de todas as regides brasileiras. Na maioria dos casos,
havia suspeita prévia de mucopolissacaridose (MPS), a qual havia sido descartada
por meio de analise urinaria ou enzimatica (dados ndo mostrados). Os médicos
responsaveis por estes 30 pacientes foram contatados para verificacdo da
possibilidade de inclusédo dos mesmos no estudo. Caso houvesse concordancia por
parte dos pacientes/familiares, um termo de consentimento livre e esclarecido era
assinado, e amostra de sangue total, para extracdo de DNAg, era coletada.
Informacdes clinicas (idade atual, idade ao diagnostico, sexo, presenca de
consanguinidade parental) foram obtidas a partir do banco de dados do LREIM-
HCPA, enquanto que o tipo de ML e a altura atual foram informados pelo médico
assistente. Sempre que possivel, também era obtida amostra de DNAg dos pais

para confirmacao da presenca das mutacdes encontradas no probando.
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Os 21éxons que compreendem o gene GNPTAB, bem como as regides de
juncao intron-exon e parte das regides 5’ e 3’ ndo traduzidas, foram amplificados a
partir de sequéncias especificas de oligonucleotideos projetados para este trabalho.
Para as amplificacdes por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram utilizados
50ng de DNAg, 16 pmol de cada oligonucleotideo, 0,6 mM de dNTPs, 2,4 mM
MgCI2, 1x de Tampédo de reacdo e 1 unidade de tag DNA polimerase. As
temperaturas de anelamento e as sequéncias dos oligonucleotideos serao
disponibilizadas caso haja interesse. O sequenciamento das amostras foi realizado
utilizando o sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyser (Applied
Biosystems). A sequéncia do gene GNPTAB utilizada como referéncia foi a
GenBank NM_024312.3. Cada mutacdo encontrada foi confirmada com um novo
sequenciamento realizado a partir de um novo produto de amplificacdo e com o
oligonucleotideo de sentido inverso ao utilizado na primeira etapa. A analise in silico
do potencial efeito de mutacdes com sentido contrario foi feita por meio do
PolyPhen2 (Polymorphism Phenotyping) [14] e do SIFT (Sorting Intolerant From
Tolerant) [15].

Resultados

Treze pacientes com ML Il/lll, ndo-relacionados, foram incluidos no estudo
(Tabelas 1 e 2; pacientes A a M). Os resultados encontrados estdo descritos na
Tabela 3 (mutacbes patogénicas e associacdo genotipo-fenotipo) e na Tabela 4
(mutacdes nao-patogénicas). A Figura 1 mostra a localizacdo das mutacbes
encontradas em regiao codificante.

Foram identificadas ambas as mutacdes patogénicas em 6/13 pacientes, e
apenas uma mutacao patogénica em cinco pacientes. Em dois pacientes, ambos
com MLIII, ndo foram identificadas mutacdes patogénicas (Tabela 3). Em todos os
pacientes foi encontrada pelo menos uma variante nado-patogénica, sendo a mais
frequente a c¢.-41-39delGGC (n= 16/26 alelos) (Tabela 4). A mutagao
€.3503_3504delTC [p.L1168QfsX5], localizada no exon 19, foi a mais frequente
mutacdo patogénica encontrada na amostra estudada (n= 7/26 alelos) (Tabela 3).

Considerando regides codificantes e nao-codificantes, quatro novas mutagdes estado
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sendo descritas: €.2269 2273delGAAAC, .2808A>G, ¢.323+20delT e
€.365+96_97delGT (Tabelas 3 e 4, Figura 1).

Discussao

Este é o primeiro estudo que descreve a variacao patogénica/ndo-patogénica
de GNPTAB em pacientes brasileiros com MLII/IIl. A analise realizada confirmou,
assim como é descrito para outras populagfes, que esse gene apresenta grande
heterogeneidade alélica, havendo poucas mutacbes recorrentes, e que
c.3503_3504delTC € a mutacdo patogénica com maior prevaléncia [2,8,11,16,17].
Além disso, quatro novas variantes estdo sendo descritas.

O numero de pacientes incluidos (n= 13) é altamente significativo,
considerando que todos sdo oriundos de uma mesma populacdo e que as
estimativas de incidéncia da doenca (entre 2.5/1.000.000 e 1/100.000 recém-
nascidos vivos) [18] mostram que a mesma € bastante rara. Estudos semelhantes,
mas com maior tamanho amostral, incluem pacientes oriundos de diferentes
paises/etnias ou com alto grau de consanguinidade/endogamia. Por exemplo,
Tappino et al. [12], investigaram 46 pacientes originarios da Italia (n=37), Argentina
(n=4), Bulgaria (n=1), Hungria (n=1), Paquistdo (n=2) e Bangladesh (n=1). Bargal et
al. [11], por sua vez, investigaram 24 pacientes; destes, 16 eram filhos de casais
consanguineos de origem &rabe-muculmana advindos de Israel e da Palestina, trés
eram de origem turca, trés eram de origem irlandesa e um era francés. Ja Plante et
al. [19], investigaram 16 familias com MLII na provincia de Quebec/Canada, local
que apresenta maior incidéncia mundial dessa doenga, e encontraram evidéncias
para a existéncia de efeito fundador.

A obtencdo de amostras, em nosso estudo, para um numero significativo de
pacientes, so foi possivel porque o LREIM-HCPA é um centro de referéncia nacional
para o diagnostico de doencgas lisossémicas. Infelizmente, nem todos os pacientes
incluidos apresentavam investigacdo bioquimica realizada em plasma e em
fibroblastos, o que teria sido mais adequado. Uma das pacientes, inclusive, havia
sido investigada somente em papel-filtro (paciente H), mas a analise de GNPTAB

confirmou o seu diagnostico de MLa/B; a possibilidade de identificagdo de pacientes
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com MLII/III, por meio de ensaios enzimaticos realizados em papel-filtro, foi descrita
pela primeira vez por Chamoles et al. [20]. E importante frisar, entretanto, que todos
0S pacientes apresentavam fenotipo clinico compativel com MLII/III e que o

diagnoéstico de MPS ja havia sido excluido para todos eles.

Gene GNPTAB

A estratégia utilizada no presente estudo foi capaz de identificar 17/26 alelos
patogénicos (aproximadamente 65%) da amostra. Excluindo os dois pacientes MLIII
sem mutacdes patogénicas identificadas (e que, portanto, podem apresentar
mutacdes em GNPTG), a sensibilidade da estratégia aumentaria para 17/22 alelos
(aproximadamente 80%), taxa inferior aquela descrita na literatura
(aproximadamente 95%) [18]. Consideramos que esta diferenca seja possivelmente
secundaria a uma maior frequéncia de alelos, em nossa amostra, com duplicacdes
completas do gene, ou que ndo tenham sido identificados por estarem em uma area
da regido promotora ou da regido 3'UTR ndo contempladas pelos nossos
oligonucleotideos, o que devera ser averiguado em estudos futuros. A hipétese de
delecdo completa de um dos alelos ndo se aplica para estes casos porque eles
apresentam alteracbes em heterozigose. A paciente H € a Unica paciente da nossa
amostra que € homozigota para todos o0s marcadores avaliados, embora
consanguinidade parental ndo seja relatada; neste caso, a possibilidade de
existéncia de alelo com delecdo completa do gene devera ser excluida.

A mutacdo patogénica mais frequentemente encontrada em nosso estudo foi
a ¢.3503_3504delTC, presente em homozigose em um paciente com MLIl e em
heterozigoze em outros cinco pacientes (MLII=2; MLIII=1; tipo nao-definido: 2).
Entretanto, essa mutacdo parece apresentar uma prevaléncia menor em nossa
amostra (aproximadamente 27% dos alelos) do que aquela descrita para outras
populacdes. Bargal et al. [11], por exemplo, encontraram esta mesma mutagcdo em
homozigose para 11/24 pacientes, sendo 10 pacientes filhos de casais
consanguineos, a maioria de origem arabe-muculmana e todos com MLII.
Encarnacéo et al. [6] encontraram esta microdelecdo em cinco pacientes MLII (n=

9/18 alelos), sendo quatro pacientes homozigotos para esta mutagéo. Tappino et al.
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[12] identificaram esta mutacdo em 47/92 alelos, tendo sido encontrada em
homozigose para 14 pacientes MLIl, a maioria italianos e filhos de casais nao
consanguineos. A ¢.3503_3504delTC foi a Unica mutac&o patogénica identificada na
amostra estudada por Plante et al. [19].

Trés dos nossos pacientes com a mutacgéo ¢.3503_3504delTC (pacientes E, F
e I) foram incluidos no estudo de haplotipos realizado por Coutinho et al. [21]. Neste
estudo foi verificado que a regido que engloba os marcadores polimérficos c.-41-
39delGGC, ¢.18G>A, c.1932A>G e D12S1607, que formam a matriz alélica
7:G:G:12, estd em forte desequilibrio de ligagdo com ¢.3503_3504delTC, indicando
que esta mutacdo ocorreu apenas uma vez em um haplétipo fundador. O Brasil
possui uma populacéo constituida de uma mistura étnica de europeus, africanos e
amerindios. Por um longo periodo recebeu uma imigracdo colonizadora constante
das mais diversas regibes de Portugal, em especial, no século XVI de judeus e
cristdos-novos (judeus e mugulmanos convertidos ao cristianismo) que vinham do
Velho Continente para a América. Durante o século XIX, imigrantes da Italia,
Alemanha e Espanha se somaram aos primeiros e também vieram se estabelecer
no pais, especialmente nas regides Sul e Sudeste, contribuindo indubitavelmente
para a formacado do background genético da populacéo brasileira [22]. Devido ao
fato do Brasil ter sido colonizado por portugueses, italianos, alemaes e espanhdis
faz com que levantemos a hipétese de que a mutacao ¢.3503_3504delTC tenha uma
origem mediterrdnea na nossa amostra de pacientes. Evidentemente, 0 nosso
namero de pacientes analisados é ainda pequeno, mas estudos de reconstrucao
genealdgica como o apresentado por Plante M. et al. [19], bem como a realizacdo de
estudos de perfis haplotipicos destes individuos como o realizado por Coutinho et al.
[21] serdo fundamentais para esclarecer o motivo da alta frequéncia dessa mutacao
no Brasil e a sua possivel origem ancestral por um efeito fundador.

A mutacéo silenciosa ¢.2808A>G, no exon 14, esta descrita pela primeira vez
em um paciente com o genoétipo c.[3503_3504delTC]+[?]. Para nos certificarmos de
que nédo se tratava da segunda mutacdo patogénica, uma vez que esta mutacéo
ocorre muito proximo ao sitio de clivagem proteolitica das subunidades a e 3, além
de criar uma sequéncia canbnica semelhante a do sitio do doador (AGGTRAGT -
GT), submetemos esta alteracdo ao NetGene2 [23], ferramenta que faz predicOes

por bioinformética para regides de Splicing, e nenhuma alteragdo foi demonstrada.
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Ainda assim, investigamos nos bancos de dados de codon usage [24] e, tanto o

AGA guanto o AGG, possuem frequéncia semelhante de 12.2 e 12.0.

Associacao genotipo-fenotipo

Os nossos dados sugerem que mutacbes sem sentido e delecdes com
alteracdo na fase de leitura parecem estar relacionadas ao fenétipo grave (MLII),
enquanto mutacdes de sentido trocado estdo relacionadas ao fenétipo atenuado
(MLIIIN). Estes achados estédo de acordo com o que € descrito na literatura [2,6,11].

A mutacdo c¢.3503_3504delTC causa uma troca de fase de leitura, gerando
um codon prematuro de parada [p.L1168QfsX5]. Esta microdelecdo esta presente na
regido que codifica a subunidade B, resultando em auséncia do produto final da
proteina. Segundo Kudo e Canfield [25], a subunidade B contém o dominio
transmembrana carboxi-terminal que € essencial para a clivagem das subunidades a
e B para uma Otima atividade enzimatica. Até o momento, a ¢.3503 _3504delTC
apresentou-se associada ao fenétipo grave quando encontrada em homozigose ou
quando encontrada em heterozigose com mutacdes sem sentido ou com delecdes
gue geram alteracdo na fase de leitura. A associacdo ao fenoétipo atenuado é feita
quando esta delecdo € encontrada em heterozigose com mutacdes de sentido
trocado [6,11]. Estudos funcionais de Kudo et al. [17] com expresséo transiente do
plamideo FS1172X (c.3503_3504delTC) em células 273T ndo mostraram qualquer
aumento na atividade enzimatica da fosfotransferase, indicando que a presenca
desta mutacdo em homozigose é suficiente para provocar MLII.

Apenas um dos nossos pacientes com MLII apresentou esta delecdo em
homozigose. Outros dois pacientes com MLII e um ML n&o definido, que apresentam
esta alteracdo, permanecem com a segunda mutacdo desconhecida. No entanto, um
paciente ML tipo ndo definido e um MLIII apresentaram esta delecdo com mutagcdes
de sentido trocado, sendo elas, respectivamente: ¢.1208T>C [p.l1403T] e ¢.1196C>T
[p.S399F], ambas no éxon 10, na regido que codifica a subunidade a da proteina.
Este mesmo gendtipo ¢.[1196C>T]+[3503_3504delTC] também foi apresentado por
um paciente francés com MLIII estudado por Bargal et al. [11]. Segundo estes

autores, a €.1196C>T esta localizada em um dominio conservado da subunidade a.
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Neste mesmo estudo, 0s autores relatam que este paciente apresenta fenotipo MLIII
grave e que exames em fibroblastos mostraram inclusdes citoplasmaticas tipicas de
pacientes com MLII; o nosso paciente também pode ser considerado um paciente
com MLIII grave, haja vista a gravidade do seu comprometimento esquelético e que
é refletido na sua altura atual (Tabela 2). Outros autores também relataram casos de
pacientes heterozigotos compostos para mutacdes nas subunidades a e (3 [8,12] e
Bargal et al. [11] sugerem que ndo existe uma complementacao intragénica entre
estas subunidades.

O genotipo ¢.[1208T>C]+[3503 _3504delTC] esta sendo descrito pela primeira
vez no paciente E, ML tipo ndo definido. No entanto, a mutagéo ¢.1208T>C [p.l1403T]
ja foi relatada por Tappino et al. [12], em homozigose, em um paciente italiano com
MLIII e por Encarnacdo et al. [6], em heterozigose, em um paciente portugués.
Estudos de expressdo da proteina mutante p.1403T em células COS realizados por
Tappino et al. [12], revelaram que esta mutac&do exibiu massa molecular esperada
(170 kDa) e presumiram que a proteina é parcialmente disfuncional.

O gendtipo ¢.[1514G>A]+[1759C>T] foi encontrado em dois pacientes com
MLIII, ndo relacionados, originarios das regides sul e sudeste do Brasil, de cidades
gue distam aproximadamente 1500 Km. O paciente da regido sul ainda possui um
irmao com MLIII com o0 mesmo gendtipo e fendtipo, mas que nado esta incluido nesta
amostra. Estas mutacfes encontram-se na regidao que codifica a subunidade a da
fosfotransferase. A primeira € uma mutacao de sentido trocado, [p.C505Y], enquanto
a outra é uma mutacado sem sentido, [p. R587X]. Este gendtipo estd sendo relatado
pela primeira vez, mas estas mutacdes ja foram mostradas por Cathey et al. [8], em
heterozigose, em um paciente MLII (c.1759C>T; [p.R587X]; presente na subunidade
a) e em um MLIII (c.1514G>A; [p.C505Y]; presente na subunidade a).

O gendtipo ¢.[1123C>T]+[?] foi encontrado em um paciente com MLII. A outra
mutacdo permanece desconhecida. Esta mesma mutacdo foi diagnosticada por
Tappino et al. [12], em homozigose, para um paciente com fendtipo grave e, em
heterozigose, em um paciente com fenotipo atenuado (c.[1965delC]+[1123C>T]),
ambos italianos. Cathey et al. [8] também diagnosticaram a mutacdo ¢.1123C>T em
quatro dos seus pacientes heterozigotos compostos, um com fendtipo grave
(c.[1123C>T]+[2693insA]) e trés com o fendtipo atenuado (c.[1123C>T]+[1196C>T] e
€.[3335+6T>G]+[1123C>T]). Esta mutacdo estad presente no exon 10 e gera um

codon de terminacdo prematuro, formando uma proteina truncada na regido a
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[p.R375X]. Tappino et al. [12] em seus estudos de expressao transiente em células
COS7 demonstrou que a mutacao ¢.1123C>T gera uma proteina de menor tamanho
(~50kDa), sugerindo que a atividade funcional desta enzima tenha sido perdida.

O gendtipo ¢.[242G>T]+[?]; [p.-W81L] foi encontrado em um paciente com ML
[I. A outra mutacdo permanece desconhecida. Encarnacéo et al. [6] apresentaram
esta mutacao, em homozigose, para um dos seus pacientes portugueses com MLIII.
Neste mesmo estudo ainda relatam que pacientes que apresentam as mutacdes
€.242G>T [p.W81L], ¢.1196C>T [p.S399F] e ¢.1208T>C [p.1403T] possuem reducao
nos niveis de mMRNA do gene GNPTG, sugerindo que este evento pode estar
relacionado com a existéncia de um mecanismo de feedback entre as subunidades
codificadas pelos genes GNPTG e GNPTAB e que os padrdes de expressao destes
genes parece depender da presenca de mutacOes especificas. Outra hipétese que
justificaria o fendtipo do paciente G, com apenas uma mutacdo patogénica
identificada, seria a presenca de duas mutagdes silenciosas no exon 1: c.18G>A e
c.27G>A. A primeira induz a troca do sexto codon de CUG (frequéncia de codon
usage= 39,6) para CUA (frequéncia de codon usage= 7,2). A segunda mutagéao troca
o0 nono codon de CAG (frequéncia de codon usage= 34,2) para CAA (frequéncia de
codon usage= 12,3). Isso poderia explicar uma maior alteracdo na cinética de
translacdo da proteina, gerando uma proteina final com conformacdo alterada
[24,26].

Conclusbes

Este € o primeiro estudo do género realizado em pacientes brasileiros com
MLII/II. Os seus dados sugerem que a analise de GNPTAB, nesses pacientes, deva
ser iniciada pelo exon 19, otimizando dessa forma a investigacdo e reduzindo
custos. Os resultados obtidos forneceram importantes informacdes que enfatizam a
necessidade de realizacdo de estudos adicionais, tais como: a aplicacado de outras
técnicas que nos permitam concluir a genotipagem para 0s pacientes com genotipo
nao completamente identificado; a determinacdo da alteracéo protéica conferida pela
mutacdo ¢.2269 2273delGAAAC; a realizacdo do estudo de expressdo génica para

a mutacdo c.2808A>G; a realizagdo do estudo de haplétipos para a delecdo
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c.3503_3504delTC na populacdo brasileira; e a determinagédo da frequéncia das

variantes recorrentes em individuos saudaveis.

Agradecimentos: Este estudo foi financiado pelo Programa de Apoio a Nucleos de
Exceléncia (PRONEX) do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (CNPqg) e da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio
Grande do Sul (FAPERGS); pelo CNPq; pela FAPERGS; e pelo Fundo de Incentivo

a Pesquisa e Eventos (FIPE) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brasil.



46

Referéncias

[1] D. Brooks, C.Turner, V.Muller, J. Hopwood, P. Meikle, I-cell disease, in J.A.
Barranger, M.A. Cabrera-Salazar, Lysosomal Storage Disease, Springer, 2007, pp.
529-535.

[2] S. Tiede, S. Storch, T. Lubke, B. Henrissat, R. Bargal, A. Raas-Rothschild, T.
Braulke, Mucolipidosis Il is caused by mutations in GNPTA encoding the alpha/beta
GlcNac-1-phosphotransferase, Nat. Med. 11(2005) 1109-1112.

[3] M. Zarghooni, S.S.R. Dittakavi, Molecular analysis of cell lines from patients with
mucolipidosis Il and mucolipidosis Ill, Am. J. Med. Genet. 149A(2009) 2753-2761.

[4] T. Braulke, P.S. Storch, Molecular analysis of the GlcNac-1-phosphotransferase,
J. Inherit Metab Dis 31 (2008) 253-257.

[5] S.S. Cathey, M.Kudo, S. Tiede, A. Rass-Rothschild, T. Braulke, M. Beck, H.A.
Taylor, W.M. Canfield, J.G. Leroy, E.F. Neufield, V.A.McKusick, Molecular order in
mucolipidosis Il and Ill nomenclature, Am. J. Med. Genet. 146(A) (2008) 512-513.

[6] M. Encarnacao, L. Lacerda, R. Costa, M.J. Prata, M.F. Coutinho, H. Ribeiro, L.
Lopes, M. Pineda, J. Ignatus, A. Mustonen, P. Vieira, M.R. Lima, S. Alves, Molecular
analysis of the GNPTAB and GNPTG gene in 13 patients with mucolipidosis type Il
or type Ill — identification of eight novel mutations, Clin Genet 76 (2009) 76-84.

[7] S. Kornefeld, W.S. Sly, I-cell disease and pseudo-hurler polydystrophy: disorders
of lysosomal enzyme phosphorylation and localization, in: C.R. Scriver, A.L. Beaudet,
W.S. Sly, D. Valle (Eds), The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease,
McGraw-Hill, New York, 2001, pp. 3469-3482.

[8] S.S. Cathey, J.G. Leroy, T. Wood, Phenotype and genotype in mucolipidosis I
and Ill alpha/beta: a study of 61 probands, J.Med.Genet. 4 (2010) 38-48.

[9] M. Bao, B.J. Elmendorf, J.L. Booth, R.R. Drake, W.M. Canfield, Bovine UDP-N-
acetylglucosamine: lysosomal-enzyme N-acetylglucosamine-1-phosphotransferase. I
Enzymatic characterization and identification of the catalytic subunit, J. Biol. Chem.
271 (1996) 31446-31451.



47

[10] M. Kudo, M. Bao, A. D"Souza, F. Ying, H. Pain, B.A. Roe, W.M. Canfield, The
alpha- and beta-subunits of the human UDP-N-acetylglucosamine: lysosomal
enzyme N-acetylglucosamine-1-phosphotransferase [corrected] are encoded by a
single cDNA, J. Biol. Chem. 280 (2005) 36141-36149.

[11] R. Bargal, M. Zeigler, B. Abu-Libdeh, V. Zuri, H. Mandel, Z. Ben Neriah, F.
Stewart, N. Elcioglu, T. Hindi, M. Le Merrer, G. Bach, A. Raas-Rothschild, When
mucolipidosis 1ll meets mucolipidosis Il: GNPTA gene mutations in 24 patients, Mol.
Genet. Metab. 88 (2006) 359-363.

[12] B. Tappino, N.A. Chuzhanova, S. Regis, A. Dardis, F. Corsolini, M. Stroppiano,
E. Tonoli, T. Beccari, C. Rosano, J. Mucha, M. Blanco, M. Szlago, M. Di Rocco, D.N.
Cooper, M. Filocomo, Molecular characterization of 22 novel UDP-N-
acetylglucosamine-1-phosphate transferase a- and [-subunits (GNPTAB) gene
mutations causing mucolipidosis types lla/f and Illa/B in 46 patients, Hum. Mutat. 30
(2009) E956-973.

[13] E. Persichetti,N.A. Chuzhanova, A. Dardis, B. Tappino, S. Pohl, N.S. Thomas, C.
Rosano, C. Balducci, S. Paciotti, S.Dominissini, A.L. Montalvo, M. Sibilio, R.Parini, M.
Rigoldi, M. Di Rocco, G. Parenti, A. Orlacchio, B. Bembi, D.N. Cooper, M. Filocamo,
T. Beccari, Identification and molecular characterization of six novel mutations in the
UDP-N-acetylglucosamine-1-phosphotransferase gamma subunit (GNPTG) gene in
patients with mucolipidosis Il gamma, Hum. Mutat. 30 (2009) 978-984.

[14] http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/. Ultimo acesso: 01/12/2010.
[15] http://sift.jcvi.org/www.SIFT_seq_submit2.html.Ultimo acesso0:01/12/2010.

[16] K.H. Paik, S.M. Song, C.S. Ki, HW. Yu, J.S. Kim, K.H. Min, S.H. Chang, E.J.
Yoo, I.J. Lee, E.K. Kwan, S.J. Han, D.K. Jin, Identification of mutations in the GNPTA
(MGC4170) gene coding for GlcNac-phosphotransferase alpha/beta subunits in
Korean patients with mucolipidosis type Il or type IIA, Hum. Mutat. 26 (2005) 308-
314.

[17] M. Kudo, M.S. Brem, W.M. Canfield, Mucolipidosis Il (I-cell disease) and

mucolipidosis IlIA (classical pseudo-hurler polydydtrophy) are caused by mutations



48

the GlcNac-phosphotransferase a/B-subunits precursor gene, Am. J. Hum. Genet.
78 (2006) 451-463.

[18] http://www.geneclinics.org. Ultimo acesso: 10/01/2011.

[19] M. Plante, S. Claveau, P. Lepage, E-M. Lavoie, S. Brunet, D. Roquis, C. Morin,
H. Vézina, C. Laprise, Mucolipidosis Il: a single causal mutation in the N-
acetylglucosamine-1-phosphotransferase gene (GNPTAB) in a French Canadian
founder population, Clin. Genet. 73 (2008) 236-244.

[20] N.A. Chamoles, M.B. Blanco, D. Gaggioli, C. Casentini, Hurler-like phenotype:
enzymatic diagnosis in dried blood spots on filter paper, Clin. Chem 47 (2001) 2098-
2102.

[21] M.F.Coutinho, M. Encarnacdo, R. Gomes, L. da Silva Santos, S. Martins, D.
Sirois-Gagnon, R. Bargal, M. Filocarmo, A. Rass-Rothschild, B. Tappino, C. Laprise,
G.K. Cury, I.V.D. Schwartz, O. Artigalas, M.J. Prata, S. Alves, Origin and spread of a
common deletion causing mucolipidosis type IlI: insights from patterns of haplotypic
diversity, Clin. Genet (2010) 1-8.

[22] S. Mozer, V. Telles, Descobrindo a histéria — descobrindo a independente, Atica,
Séao Paulo, 2007, pp. 86-96.

[23] http:/www.cbs.dtv.dk/service/NetGene?2/. Ultimo acesso: 06/01/2011.

[24] http://www.kasuza.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=9606. Ultimo
acesso: 06/01/2011.

[25] M. Kudo, W.M. Canfield, Structural requirements for efficient processing and
activation of recombinant human UDP-N-acetylglucosamine: lysosomal-enzyme-N-
acetylglucosamine-1-phosphotransferase, J.Biol.Chem. 28 (2006) 11761-11768.

[26] A.A. Komar, SNPs, silent but not invisible, 2006, 10.1126/science. 1138239,

disponivel em www.scienceexpress.org.



49

(eZ-21 ‘Brougiajad ap JojeA) JUALJOWL B0 -3581BYNs
-ojeuounpy [} ZEL-9'97 ‘eiougIsiad ap J0jeA) JLYOWL £9F JSI8j0] sasepiuiesoxasH-g {6/ FL-Z0F Je1ouziaed ap dofen) JUAOWU Ff SSSEPILCINIIL)
-g ‘sopeynsal sspunbss so opuejussadde ‘ougy jeded we sjuswos epefigseaw 10y H Susioed y ejussne - ‘Fjusssud [+ lopesieue oeu Ty

Sy
08-5t 9 WM Iz WM WN WM LT WN T WN WM WM 5015B|QUgld  S5E1B4NS-01BUCIND|
Sy fpowu
ST-ts g WN L3 WN W 3T 3 WN 06 WN WN L6 S015E(qoUgld ISEPIUOINE| — 1
Sy fpowu
T9E-I9 £z wN LE WM WM WM oh wN o't wN 3'g L'y S015E|QOUq1d SEEQIUCIND|S— 1
Sy fpowu
Ot T-taE 5'g W 0zz wH WN £z L's wN 20T wN IET i1 S0158|024q14 asepisoreles —d
Sy fpowu
00t-09 3’y wH tt wH N wH T'ET wN £T wN 5T wH S0152|02Iq1d SEEPISCUBN -1
T Y
EOt-TTT N TELT SL5T STLT FE0E T T 015 B35T LOLT £9ET +98T wN BWSBl{  25E1EYNS-01EUCIND|
Ty o 510101
06ET-000T LEFLE 2E00T 288IT T8TEE 99TIE DSETE LTHSET S5ETT EESSE S.8%T SL5ET O¥STE BWSEld  S3SEQIU|WesoXaH-]
Ty e
00E-08 5.8 £527 318 306 006 rEE 250T 20T fE0T SETT Sl 36 BLUSE|d 2EERICIND|S-d
- + + + + + + + + + + + + guse|d4 W 2SE1EY NS |y
HEIETETEN W 1 A [ | =) 4 3 a 2 g W R |
ERE-CILY IJUBITE4  IIUSIIEY E -] FJUBIIE]  BIUIIZE4  IIUIIDE4 FUIIIEH FIUBITE4  IIUSIIEY EM -] FJUIIIE]  IIUSIZEH BIE0WY

(g1 =u) opnisa 318U sopinjoul saluaned sop eaiwinbolg ordeZUSIDEIED )| 2 || @sopidijooniy "L ej@qel



50

‘opeleAe oeu (g Jaauodsip oeu oedewuouy 2 N iy xapuuaebe Jof whiey o0z oymgaagimodiuroym saangsapy)
spnes ep [epunyy oedeziuebi0 e WO OpJoJe 8P .. | WI GLL= 8 [ wod ssjusioed sop | Woggs 8 W wod ssjusioed
sop jeuly eanye e ‘fo] e 1o Aayjen wWoo opiode 3(] BUSSISSE 0JPSW O LLI0D Oplode ap ejiay 10 asopidijoanyy ap odiy op oe3ediysseld .

VN é T'0 T'0 OEN 9153pION w ! W
VN é TET LTT CEN S1s5apIonN W Opluijop 0EN 1
9T'e- S'L0T B'LT ¥'s CEN [n3 W 1 A
5'T- 0'TrT ETT ETT OEN 212pnNs i 1 r
BE‘G- 0‘og 1's 6T CEN 21530-04]ua] 0] 1 I
GZ'o- 0'EL t'E BT OEN S1sapns 4 1 H
S0'f- 0'eL 0'C 0z OEN 31sapns 4 ! 9
8- 0oL o't 9'1 OEN 2153png E| | 4
E¥'S- 0'e8 £'v £ OEN F153pJoN w Opid=p CEN E|
£4E- 06T BE 1'GE CEN NS W 1 a
or'r- E'vrT B'GE T OEN 2152pns W 1 2
99°z- S'TIrT T'vT 0‘s OEN JHON 4 1 d
N d z'n z'0 CEN S1sapns = 1 v
(soue) opnisa (soue) waduo
+=BINYE {wa) OU DESNIUI oJnsoudelp [eruzled 3p BN|ISEIG
7 210053 BINYY BU 3pep| OB 3pep| apepluInguesuoD oelgay 0X35 LW apodl  =21uaned

ajuasald ou sopInpul |11 @sopidijoaniy Wod sajuained Sop SEJIUID SEJNSUSIDRIED SEP OWINSaY Z ejagel



51

‘0pUDqoUd OU SOP0QUODUS S30J03NW 50 00d0ja) W3 JUSWOS SOPOSOUD WoJof S5i0d 50, ., SISADII0J-00U N0 SI3A0S3]03
w3 53giouoa S0 BOISSEYD 3 Uiy FUqns T Bas ™ e a0 Aol s A a0y wis jasuodsip 3 (415 0 ouonbus SouajaEp Auawsanaoid noSoua)aian SuaEsssod,Souldiuag
wa sagdouoa 5o oafissop & ‘Fydd/nps puowoy ymgsagesuslodgy wa aauodsip 3 Fusyddjogd © ‘0poiog OpQuss wod oquod S0 saodmn 3p 0SO03 OU SJUSWOS
DPOZID3Y . . [0055340X3 30 SOPMNS3 S000Z) 03 Wovof 00U ‘Duiajoid ou 00dou3y|o |SAssod 0 24qos DRuaful C, Joulou of3(o Y ‘opos|oun oou TN DpmyRusp-o0u opioanw i

WM WM WN 1A [exssogatT1]+[c¥ssogaTT]d [DL12e+05E E0SE]+[DLIRPF0SE E0SE]2 W

WN WM WN opluLEp oeN [é]+[gxsiogatTld [é]+[DLIepF05E EOGE] 2 1
[M1=[DLI2Pt05E 05E] 2 15 BLFIB|3P

[M1+11=096TT]2 3a1 [BARIZI01 0N 3IUALW|IABADI 1M [e¥syo89T1T1]+[d656E5]d [DL12or05E 2051+ [1<096TT] 2 b

WM WM WN 1M WM [il+[d]= r

WM WM WN 1A [é]+[sxsmgatTi]d [é]+[DLIept05E E0GE] D I

WM WM WM 1T SlTHsms s3]+ [Txsd g3l d [wvolRpsszr 6eEel+[DvWvoIspE 2 a9tL] 2 H
EURI2|2p

WM [BABIZICICEN  SWILUIINEADL Il [al+[TTEMm]d [i]+[L=9EEE] 2 9

WM WM WM 1T [d]+[sxsfogatTld [il+[DL=so405s S05E] 4
[N1=[DLI=PH05E E0GE] 2 218 BL2I3[30

[M]+[D<1902T]2 222 [BARIS01 0N JWIW[BABACL]  CDIULED OB [oxss089TT1+[LE0w ] d [DLepp0ss c05E]l+[0<1802T] 2 E|
V=R

WM [SARIS0I OBN  SIUSW[SABAC. 11 [xsggyl+[a1s0s0]d =65 T+ w9 TsT] a
[M]+1L=065.T]2 1ed EITEEE

IN]+Tv<opTST] 2 -2em [BHEIZOI OBN  SIUSLW[SAEATI 1 [(¢sggdl+[Ag0s2]d [L<085/ TI+[v<oT1ST]2 2

WM WM WM 11 WM [d]#[d]= |

[Mlsll<aezTT] 2 23 WM WM 11T [i]+[x5seu]d [é]+[1<oeTTT]2 v
IS guaydfjod

«xEUIZ01d (eursjoud) (wNa2)
25180 odiouag EU Oll@la Op OIS W as||euy odipouad odnouan odiguag sajUaned

11711 2@sopidijoony WOS SOPEUDIDE|3) OBU

soJiajiselq sauaioed ) Wl gy 4o 2uab ou sepenuooua seougbiojed sagdenpy ¢ ej@qe]



52

‘sopuegosd gou sagieia)e
weseuszasde anb sejanbe weig) sied sou sepeiauanbes saqifiss ey [ 1] 1B 18 0pny Jod BJUageD OBIBINW .. ‘ODMSE 81880 Zaa BNswWLd Bjad seluazap sagdenw .,
VaNS/RI08I0IGMOD YL WL IGIW MMMYTODY ) SH JNSSP. OPBSIBUE OBU 'WN ‘0B3EInw B Bied 0)0D1IZ0Woy ++ ‘0B3EINW B BJBD 0]0BIZ0sB1AY v+ 'OBIBINU B BIBG [EULIOU -

+/+ +/+ /- /- - - /- - W
+f+ /- /- /+ /- /+ /- /+ 1
++ ¥H ¥H ¥N ++ -+ -+ agw
-+ wN W ++ WM -+ -+ +'+ ted
o+ /- /- -+ - /+ /+ /+ y
wN wH ¥H WN wN -+ -f+ agw
wN wh wN +f ++ ¥N -+ of+ e
/- /- /- /+ /+ /- /+ /+ q
-+ -/- -+ -+ -+ -+ -+ -+ |
/- /- /- /- /- /- /- +/+ H
-f- ++ -/- ++ ++ -/- -[+ ++ 9
-+ -f- -f- -+ -+ -+ -[+ -+ E|
-+ wN ¥N wN ++ I+ o+ sgw
-+ wN WN WN -+ -+ -+ -+ 1ed
/+ /- 'A /+ +/+ /+ f+ f+ 3
++ ++ -f- -+ ++ -+ -f+ ++ a
-+ wN W ++ ++ -+ -+ +'+ agw
-+ W WN +f+ +f+ -f+ -f+ -~ -~ +f+ red
-+ +4 -/~ +/+ ++ -+ -+ - -+ ++ J
wN L -+ wN wH W
++ W W 4+ ++ +f+ -+ WN WN ++ 1ed
/+ /- /- /+ /+ /+ /+ A /+ a
¥H ¥H ++ ¥N wN agw
/+ /- /- /+ /+ /+ /+ LA /+ v
salua128g
LT uonu T uoiul T UOX3 £T uoxa 0T uoJu {r uoau £ uoaul T Uo%3 1 uoxa HIM.S oejez|elo]
SSiFGELES LSEEESLE . LEPTELLOTS - s s SOSTZES LSS9PSLPSS L S0S00E5.5

J<ISE-9EEE™  D<ISHSETE™ D<YBOBT™ DYZEGT  V<D99T-SEZTY  1OPPL6 96+S9E  LIBPOT+EZED  W<DLZY  V<DETD  JDOPpEE-Ty-2  S20ieng

11/11 @sopidijoan|ay wWod soalz|Iselq saualned 3p gyidnD 2uas ou sepesjuodua sesjugfoled opu sagiein|y ‘f ejaqel



53

"asela)suelloyso) ep g @ 0 sapepiun se sepejuasaldal oels] seouzboled oeu sepelapIsSUOD
sa0deniy, eines2y| eu sewosap el sagdeinw oiaad w3 opnisa auasasd ou Zoaa esiwiud
ejad sewiosap sagdenuw oypuwian w3 ([ZL] e 12 oudde| ap opedipow) gvidng =2uab
op 21ueolipoo oelfial eu ‘opnisa auasald ou ‘sepesuodUl SaQdBINW sep oedinguisi] ) eanBig

_ d “ 0 _

T¢ 02 6T 8T LT 9T &1 +T ET ET IT |0 |6 |8 L9 St €T

JLIFPr0OSE €05€72 +D<YB0BTD
IVYVOIIPELTT 69T 1<57H72

(3¥TELL0T 5] L O<WIZERT D

1<2654T2
YD FIST 2 (05222 5] W=D T2

J=lBOTT 3 1S59F9LF 5] L W<D2T 2

1=<396TT3

1=2JELTT3



ARTIGO VERSAO EM LINGUA INGLESA

Artigo a ser submetido, em lingua inglesa, a Molecular Genetics and Metabolism.
Qualis A2 para Medicina | e 1l (ano base: 2008)

Fator de Impacto 2,897 (ano base: 2009)

54



55

Title

Mucolipidosis Il and Ill in Brazil: the ~ GNPTAB gene also shows broad allelic

heterogeneity

Authors and Affiliations

Cury, G.K.2 Matte, U.P¢ Artigalds, O. ¢, Alegra T.¢, Burin, M. ®¢, Ribeiro, E.M. |,
Lourengo, C.M. ¢, Kim, C.A.", Valadares, E.R.', Schwartz, I.v.D *P¢

& Post Graduation Program in Medicine: Medical Sciences, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Brazil (gcuryl@hotmail.com; ischwartz@hcpa.ufrgs.br);

® Medical Genetics Service of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Rio Grande do

Sul, Brazil (umatte@hcpa.ufrgs.br; mburin@hcpa.ufrs.br; ischwartz@hcpa.ufrs.br);

¢ Department of Genetics and Molecular Biology, Universidade Federal do Rio
Grande do  Sul, Brazil (umatte@hcpa.ufrgs.br; artigalas@gmail.com;

tacieanealegra@gmail.com; ischwartz@hcpa.ufrs.br);

d Center of Genic Therapy of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Rio Grande do

Sul, Brazil (umatte@hcpa.ufrgs.br; ischwartz@hcpa.ufrgs.br);

¢ Laboratory of Inborn Errors of Metabolism of Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
Rio Grande do Sul, Brazil (mburin@hcpa.ufrgs.br);

" Association of Genetic Diseases of the State of Ceara, Ceara, Brazil
(erlaneribeiro@yahoo.com.br);

9 Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,

Brazil (charlesgenetica@gmail.com);

h Genetics Unit, Children Institute of Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo, Sao Paulo, Brazil (chong.kim@icr.usp.br);



56

' Department of Complementary Propedeutics, School of Medicine of Universidade
Federal de Minas Gerais, Minas Gerais, Brazil (eugeniavaladares@gmail.com).

Corresponding author:

Prof Dr Ida Vanessa Doederlein Schwartz
Service de Genética Médica

Rua Ramiro Barcelos, 2350

90035-903 Porto Alegre, RS, Brazil

email: ischwartz@hcpa.ufrgs.br



57

Abstract

Mucolipidosis Il and Il (MLII and MLIII) are rare lysosomal diseases caused by
a deficiency of phosphotransferase, the enzyme responsible for the synthesis of
M6P, a marker that directs lysosomal enzymes to the lysosome. The GNPTAB gene
codifies subunits a and 3, while the GNPTG gene codifies subunit y of this enzyme.
Objectives: To identify mutations in the GNPTAB gene that are present in Brazilian
patients with MLII and MLIII. Methodology: The sequencing of the GNPTAB gene
was performed in samples of DNAg extracted from the peripheral blood of patients
with MLII/IIl identified at the diagnostic database of the Reference Laboratory of
Inborn Errors of Metabolism of HCPA, Brazil. Results: Thirteen unrelated patients,
born to nonconsanguineous couples from several regions of Brazil were included in
this study. Both pathogenic mutations were identified in 6/13 patients; in five patients,
only one mutation was identified. Two patients with MLIII did not present pathogenic
mutations in the GNPTAB gene. Mutation ¢.3503 3504delTC was the most frequent
pathogenic mutation found (n=7/26 alleles), and four novel mutations are being
described herein: ¢.2269 2273delGAAAC, ¢.2808A>G, ¢.323+20delT, and
€.365+96_97delGT. Discussion/Conclusions:  This is the first study of its kind
conducted in Brazilian patients with ML [I/lll. Our findings confirm that the GNPTAB
gene presents great allelic heterogeneity and suggest that in Brazilian patients the
screening of mutations in this gene should be initiated in exon 19. Further analyses
should be conducted for patients who present a partial or unestablished genotype,
including the analysis of GNPTG.

Key words: GNPTAB; Mucolipidosis; Lysosomal Disease; MgP; I-cell Disease;

Pseudo-Hurler Polydystrophy
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Introduction

Mucolipidoses type Il (MLII; MIM#252500) and type 1ll (MLIII; MIM#252600) are
inherited autosomal recessive diseases caused by the deficient activity of UDP-N-
acetylglucosamine: lysosomal hydrolase N-acetyl-1-phosphotransferase (UDP-
GlcNac-phosphotransferase, GlcNac-PT or phosphotransferase; EC 2.7.8.17) [1-3].
Phosphotransferase participates in the process of synthesis of marker mannose-6-
phosphate (MgP), which is responsible for directing lysosomal hydrolases to the
lysosome [2,4,5]. In the absence of MgP residues, the correct directing of lysosomal
hydrolases is hampered, which results in the massive secretion of these enzymes in
both the extracellular space and bodily fluids, as well as in a decrease in its activity in
cells such as fibroblasts [4-6]. The MLII type is the most severe form of the disease
and is frequently apparent at birth; its progression is rapid, and it leads to death as
early as in the first decade of life due to cardiorespiratory complications. On the other
hand, the progression of MLIII is slower, and patients may survive until their eighth
decade of life [6-8]. Although MLII and Il correspond to the extreme classic
phenotypes associated to the deficiency of phosphotransferase, patients with
intermediate clinical manifestations have also been described [8].

Phosphotransferase is a hexameric protein composed of two subunits a, two 3,
and two y [2,9], where subunits a and 3 are codified by the GNPTAB gene, located in
chromosome 12023.3, and subunit y is codified by the GNPTG gene, located in
chromosome 16p13.3 [3,5,6,10]. Patients who are homozygous or compound
heterozygous for mutations in GNPTAB (MLa/B) present a phenotype compatible
with MLII or MLIII, while homozygous or heterozygous for mutations in GNPTG (MLy)
present a phenotype compatible with MLIII [6,8,11-13].

The present study had as main objective the analysis of the GNPTAB gene in

Brazilian patients with MLII/III.



59

Methodology

This study was approved by the Research Ethics Committee of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Brazil.

Patients with a biochemical diagnosis of ML Il/lll were identified from the group
of patients (approximately 40,000) investigated for diagnostic confirmation or
exclusion of inborn errors of metabolism (IEM) at the Reference Laboratory for IEM of
HCPA (LREIM-HCPA in its Portuguese abbreviation), Brazil, from 1983 (when the
laboratory opened) until 2009. The LREIM-HCPA is the national reference laboratory
for the diagnosis of lysosomal diseases, and its database of diagnoses probably
includes most cases of MLII/III diagnosed in Brazil. The biochemical diagnosis of
MLII/II applied by the LREIM-HCPA includes the verification in plasma of the
presence of Arylsulfatase A (ARSA; EC 3.1.6.8) and the measure of the activity of
several lysosomal hydrolases, including a-L-Iduronidase (IDUA; EC 3.2.1.76),
Iduronate-sulfatase (IDS; EC 3.1.6.12), B-Glucuronidase (GUSB; EC 3.2.1.31), and
B-Hexosaminidase (EC 3.2.1.30). The measure of the activity of these enzymes in
fibroblasts is also performed whenever samples are available. If only samples in filter
paper are available, the activity of IDS, GUSB, and Hexosaminidases, among other
are tested.

In the period analyzed, the LREIM-HCPA diagnosed 30 Brazilian patients with
MLII/I from all the Brazilian regions. In most cases, mucopolysaccharidosis (MPS)
had been previously suspected and had been ruled out by means of urinary or
enzyme analysis (data not shown). The physicians in charge of these 30 patients
were contacted and asked about the possibility of inclusion of these patients in the
study. When patients/relatives agreed to participate in the study, a free and clarified
consent form was signed, and a sample of total blood was collected for the extraction
of DNAg. Clinical information (present age, age at diagnosis, sex, presence of
parental consanguinity) was obtained from the database of the LREIM-HCPA, while
the type of ML and the present height of the patient were informed by the assistant
physician. Whenever possible, a sample of DNAg from the parents was also obtained

for the confirmation of the presence of the mutations found in the proband.
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The 21 exons that comprise the GNPTAB gene, as well as the intron-exon
boundary regions and part of the 5’ and 3’ untranslated regions, were amplified from
the specific sequences of oligonucleotides projected for this study. The following
were used for the amplifications by polymerase chain reaction (PCR): 50ng of DNAg,
16 pmol of each oligonucleotide, 0.6 mM of dNTPs, 2.4 mM of MgCI2, 1x reaction
buffer, and 1 unit of taq DNA polymerase. The annealing temperatures and the
sequences of oligonucleotides can be made available in case of interest. Sample
sequencing was performed using the automatic sequencer ABI-PRISM 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). The sequence of the GNPTAB gene used as
reference was GenBank NM_024312.3. Each mutation found was confirmed by a
new sequencing performed with a new product of amplification and with the
oligonucleotide inverse to that used in the first stage. The in silico analysis of the
potential effect of non-silent missense mutations was done by means of PolyPhen2
(Polymorphism Phenotyping) [14] and SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) [15].

Results

Thirteen unrelated patients with ML II/lll were included in the study (Tables 1
and 2; patients A and M). The results found are described in Table 3 (pathogenic
mutations and genotype-phenotype association) and in Table 4 (nonpathogenic
mutations). Figure 1 shows the location of the mutations found in codifying regions.
Both pathogenic mutations were identified in 6/13 patients, and only one pathogenic
mutation was identified in five patients. In two patients, both with MLIII, no pathogenic
mutations were identified (Table 3). In all patients at least one nonpathogenic variant
was found, and c.-41-39delGGC was the most frequent variant (n= 16/26 alleles)
(Table 4). Mutation ¢.3503_3504delTC [p.L1168QfsX5], located in exon 19, was the
most frequent pathogenic mutation found in the sample studied (n= 7/26 alleles)
(Table 3). As for codifying and non-codifying regions, four novel mutations are being
described herein: ¢.2269 2273delGAAAC, ¢.2808A>G, ¢.323+20delT, and
c.365+96_97delGT (Tables 3 and 4; Figure 1).
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Discussion

This is the first study to describe the pathogenic/non-pathogenic variation of
GNPTAB in Brazilian patients with MLII/IIl. As described for other populations, the
analysis performed confirmed that this gene presents great allelic heterogeneity, that
there are few recurrent mutations, and that ¢.3503 3504delTC is the pathogenic
mutation with the highest prevalence [2,8,11,16,17]. Moreover, four novel variants
are being described.

The number of patients included in this study (n= 13) is highly significant
considering that all patients were from the same population and that the estimates of
disease incidence (between 2.5x10° and 1.10 live newborns) [18] show that this
disease is quite rare. Similar studies but with a bigger sample include patients from
different countries/ethnic backgrounds or with high levels of
consanguinity/endogamy. For instance, Tappino et al. [12] investigated 46 patients
from Italy (n=37), Argentina (n=4), Bulgaria (n=1), Hungary (n=1), Pakistan (n=2),
and Bangladesh (n=1). Bargal et al. [11], on their turn, investigated 24 patients; of
these, 16 were born to consanguineous couples of Arab or Muslim descent from
Israel or Palestine; three were Turkish; three were Irish, and one was French.
Moreover, Plante et al. [19] investigated 16 families with MLII in the province of
Quebec, Canada, where the incidence of this disease is the highest in the world, and
found evidence for the existence of a founding effect.

In our study, it was only possible to obtain a significant number of patients for
our sample because the LREIM-HCPA is a national reference center for the
diagnosis of lysosomal diseases. Unfortunately, not all patients included in the study
had a biochemical investigation conducted in plasma and in fibroblasts available; this
would have been more adequate. One of the patients had even been investigated
using only filter paper (patient H), but the analysis of GNPTAB confirmed her
diagnosis of MLa/@; the possibility of the identification of patients with MLII/III by
means of enzyme assays conducted using filter paper was first described by
Chamoles et al. [20]. It is important to highlight, however, that all patients presented a
clinical phenotype compatible with MLII/IIl and that the diagnosis of MPS had already
been excluded for most of them.
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The GNPTAB gene

The strategy used in the present study was able to identify 17/26 pathogenic
alleles (approximately 65%) of the sample. Excluding the two patients with MLIII
without any pathogenic mutations identified (who, therefore, may present mutations
in GNPTG), the sensibility of the strategy would increase to 17/22 alleles
(approximately 80%), that is, a lower rate when compared to the one described in the
literature (approximately 95%) [18]. We consider this difference to be possibly
secondary to a higher frequency of alleles in our sample with complete duplications
of the gene or that were not identified because they were in an area of the promoter
region or the 3'UTR region not contemplated by our primers; this shall be
investigated in future studies. The hypothesis of complete deletion of one of the
alleles does not apply to these cases because they present alterations in
heterozygosis. Patient H was the only patient in our sample that was homozygous for
all the markers assessed, although parental consanguinity was not reported; in this
case, the possible existence of an allele with a complete deletion of the gene shall be
excluded.

In our study, the most frequently found pathogenic mutation was
¢.3503_3504delTC, which was present in homozygosis in one patient with MLII and
in heterozygosis in another five patients (MLII=2; MLIII=1; undefined type: 2).
However, this mutation seems to present a smaller prevalence in our sample
(approximately 27% of the alleles) when compared to that described for other
populations. For example, Bargal et al. [11] found this same mutation in homozygosis
in 11/24 patients: 10 born to consanguineous couples, most of Arab- Muslim origin,
all with MLII. Encarnacao et al. [6] found this microdeletion in five patients with MLII
(n= 9/18 alleles); of these, four patients were homozygous for this mutation. Tappino
et al. [12] identified this mutation in 47/92 alleles, which was found in homozygosis in
14 patients with MLII, most of whom were Italian and born to non-consanguineous
couples. Mutation ¢.3503_3504delTC was the only pathogenic mutation identified in
the sample studied by Plante et al. [19].

Three of our patients with mutation ¢.3503_3504delTC (patients E, F, and I)
were included in the study of haplotypes conducted by Coutinho et al. [21]. In that
study it was verified that the region that encompasses the polymorphic markers c.-
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41-39delGGC, ¢.18G>A, ¢.1932A>G, and D12S1607, which form the allelic matrix
7:G:G:12, is in linkage disequilibrium with ¢.3503_3504delTC, which indicated that
this mutation happened only once in a founding haplotype. The Brazilian population
is composed of an ethnic mix of European, African and Amerindian peoples. For a
long time, Brazil received constant colonizing immigration coming from the most
diverse regions of Portugal and, especially in the 16th century, of Jews and New
Christians (Jews and Muslims converted to Christianity) who came from the Old
Continent to America. During the 19th century, immigrants from Italy, Germany, and
Spain were added to the Portuguese and also came to Brazil, mostly to the south
and southeast regions, thus contributing to the formation of the genetic background
of the Brazilian population [22]. The fact that Brazil was colonized by Portuguese,
Italian, German, and Spanish people makes us raise the hypothesis that mutation
€.3503_3504delTC has a Mediterranean origin in our sample of patients. Evidently,
the number of patients analyzed herein is still small, but studies of genealogic
reconstruction, such as the one presented by Plante M. et al. [19], and the
conduction of studies of the haplotypic profiles of these individuals, such as the one
conducted by Coutinho et al. [21], will be instrumental to clarify the reason for the
high frequency of this mutation in Brazil as well as its possible ancestral origin by a
founding effect.

For the first time, the silent mutation ¢.2808A>G in exon 14 is described in a
patient with genotype c.[3503_3504delTC]+[?]. In order to certify that it was not the
second pathogenic mutation, since this mutation happens very close to the cleavage
site of subunits a and B, besides creating a canonic sequence similar to that of the
donor site (AGGTRAGT — GT), we submitted this alteration to NetGene2 [23], a tool
that uses bioinformatics to make predictions for splicing regions; no alteration was
present. Nevertheless, we investigated in codon usage databases [24], and both
AGA and AGG have similar frequencies of 12.2 and 12.0.

Genotype-phenotype association

Our data suggest that nonsense mutations and frameshift mutations seem to

be related to the severe phenotype (MLII), while missense mutations are related to
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the attenuated phenotype (MLIII). These findings are in line with what is described in
the literature [2,6,11].

Mutation ¢.3503_3504delTC causes a change during the reading phase,
generating a premature stop codon [p.L1168QfsX5]. This microdeletion is present in
the region that codifies subunit 3, resulting in the absence of the final product of the
protein. According to Kudo and Canfield [25], subunit B contains the carboxi-terminal
transmembrane domain that is essential to the cleavage of subunits a and B for
optimum enzyme activity. So far, ¢.3503_3504delTC was shown to be associated to
the severe phenotype when found in homozygosis or when found in heterozygosis
with nonsense mutations or with frameshift mutations. The association to the
attenuated phenotype is made when this deletion is found in heterozygosis with
missense mutations [6,11]. Functional studies conducted by Kudo et al. [17] with a
transient expression of plasmids for FS1172X (c.3503_3504delTC) in 273T cells did
not show any increase in the enzyme activity of phosphotransferase, which indicates
that the presence of this mutation in homozygosis is enough to cause MLII.

Only one of our patients with MLII presented this deletion in homozygosis. The
second mutation remains unknown in another two patients with MLII and one with
undefined ML, who presented this alteration. However, one patient with the
undefined ML type and one with MLIII presented this deletion with missense
mutations; these being, respectively: ¢.1208T>C [p.1403T] and ¢.1196C>T [p.S399F],
both in exon 10, in the region that codifies subunit a of protein. This same genotype,
C.[1196C>T]+[3503 3504delTC], was also presented by a French patient with MLIII
that was studied by Bargal et al. [11]. According to those authors, ¢.1196C>T is
located in a conserved domain of subunit a. In that same study, the authors report
that this patient presented a severe MLIII phenotype and that tests in fibroblasts
showed cytoplasmatic inclusions typical of patients with MLII; our patient may also be
considered a patient with severe MLIII given the severity of his skeletal compromise,
which is reflected in his present height (Table 2). Other authors have also reported
cases of compound heterozygous patients for mutations in subunits a and  [8,12],
and Bargal et al. [11] suggest that there is no intragenic complementation between
these subunits.

Genotype ¢.[1208T>C]+[3503_3504delTC] is being described for the first time
in patient E, who is an undefined ML type. However, mutation ¢.1208T>C [p.l403T]
has already been described by Tappino et al. [12], in homozygosis, in an Italian
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patient with MLIIl, as well as by Encarnagdo et al. [6], in heterozygosis, in a
Portuguese patient. Expression studies of the mutant protein p.1403T in COS cells
conducted by Tappino et al. (1) have showed that this mutation showed an expected
molecular mass (170kDa), and they presumed that that protein is partially
dysfunctional.

Genotype ¢.[1514G>A]+[1759C>T] was found in two unrelated patients with
MLIII who were from the south and southeast regions of Brazil, from cities that are
approximately 1,500 Km apart from each other. The patient from the south region
has a brother with MLIIl who has the same genotype and phenotype but who was not
included in the present sample. These mutations are in the region that codifies
subunit a of phosphotransferase. The first is a missense mutation, [p.C505Y], while
the other is a nonsense mutation, [p. R587X]. This genotype is being reported for the
first time, but these mutations have already been showed by Cathey et al. [8], in
heterozygosis, in a patient with MLII (c.1759C>T; [p.R587X]; present in subunit a and
in one patient with MLIII (c.1514G>A; [p.C505Y]; present in subunit a).

Genotype ¢.[1123C>T]+[?] was found in one patient with MLIl. The other
mutation remains unknown. This same mutation was diagnosed by Tappino et al.
[12], in homozygosis, in a patient with the severe phenotype, and, in heterozygosis,
in a patient with the attenuated phenotype (c.[1965delC]+[1123C>T]); both patients
were Italian. Cathey et al. [8] have also diagnosed mutation ¢.1123C>T in four of the
their compound heterozygous patients, one with the severe phenotype
(c.[1123C>T]+[2693insA]) and three with the attenuated phenotype
(c.[1123C>T]+[1196C>T] and c.[3335+6T>G]+[1123C>T]. This mutation is present in
exon 10 and generates a premature termination codon, thus forming a truncated
protein in the a region [p.R375X]. In their studies of transient expression in COS7
cells, Tappino et al. [12] showed that mutation ¢.1123C>T generates a protein of
smaller size (~50kDa), thus suggesting that the functional activity of this enzyme has
been lost.

Genotype c.[242G>T]+[?]; [p.W81L] was found in a patient with ML Il. The
other mutation remains unknown. Encarnacgéo et al. [6] presented this mutation, in
homozygosis, in one of their Portuguese patients with MLIII. In that same study,
those authors also reported that patients who present mutations ¢.242G>T [p.W8L1L],
€.1196C>T [p.S399F], and ¢.1208T>C [p.l1403T] show a decrease in their levels of
MRNA of the GNPTG gene, thus suggesting that this event may be related to the
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existence of a feedback mechanism between the subunits codified by the GNPTG
and GNPTAB genes and that patterns of expression of these genes seem to depend
on the presence of specific mutations. Another hypothesis that could justify the
phenotype of patient G, with only one pathogenic mutation identified, would be the
presence of two silent mutations in exon 1: ¢.18G>A and c.27G>A. The first induces
the change from the sixth CUG codon (frequency of codon usage= 39.6) to CUA
(frequency of codon usage= 7.2). The second mutation changes the ninth CAG
codon (frequency of codon usage= 34.2) to CAA (frequency of codon usage= 12.3).
This could explain a greater alteration in the translation kinetics of the protein,
generating an end protein with an altered conformation [24,26].

Conclusions

This is the first study of its kind conducted in Brazilian patients with MLII/III. Its
findings suggest that the analysis of GNPTAB in these patients should be initiated by
exon 19, thus optimizing the investigation and reducing costs. The results obtained
herein have provided important information that emphasize the need for further
studies to be performed, such as: the application of other techniques that will allow
us to conclude the genotyping of the patients whose genotype has not been
completely identified; the determination of the protein alteration conferred by
mutation ¢.2269 2273delGAAAC; the performance of the gene expression study for
mutation c¢.2808A>G; the performance of the study of haplotypes for deletion
c.3503_3504delTC in the Brazilian population; and the determination of the

frequency of the recurrent variants in healthy individuals.
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CONSIDERACOES FINAIS

No decorrer deste estudo tivemos alguns empecilhos. Eles iniciaram com a
imensa dificuldade na padronizacdo das reacbes de PCR e na falta de
reprodutibilidade das reacdes com amostras de pacientes e genitores. Isto gerou um
atraso no cronograma proposto, devido a necessidade de ajustes nas reacdes. Além
disto, pelo fato do gene possuir grande heterogeneidade alélica, foi necessaria a
repeticdo de muitos sequenciamentos para a confirmacdo dos achados.

Neste periodo, dois sequenciadores foram danificados de forma irreversivel
devido a grande variacdo na corrente elétrica local. Assim, tivemos que nos adaptar
a falta destes equipamentos por um longo periodo, até que fossem adquiridos novos
termocicladores por meio de editais de pesquisa. Atualmente, a rede elétrica ja se
encontra ajustada e estabilizadores adequados garantem a protecdo dos novos
equipamentos.

As auséncias de crescimento de algumas culturas de fibroblastos também
causaram transtornos, pois nao foi possivel realizar a confirmacé&o do diagnostico de

ML com a medicéo de atividade enzimatica nestas células.
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ACOES COMPLEMENTARES

Como possuiamos amostras de 11 genitores, optamos por analisar as
mutacOes também nestas amostras. Desta forma, confirmamos todas as mutagcbes
encontradas nos pacientes e iniciamos o banco de dados para o estudo de

haplotipos.
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PERSPECTIVAS

Para os proximos anos pretendemos realizar:

1. A investigacdo em controles e o0 estudo de expressdo génica para a
mutacao c.2808A>G, descrita pela primeira vez neste estudo, a fim de confirma-la
como alteragéo patogénica ou como a segunda mutacéo do paciente J deste estudo.

2. O estudo de haplétipos na nossa populacao.

3. A andlise do gene GNPTG para os dois pacientes para 0s quais nao
encontramos mutacdes no gene GNPTAB.

4. A investigagdo complementar dos pacientes para 0S quais a segunda
mutacdo permanece desconhecida (exclusdo de duplicacdo e de mutacdes em
regido ndo sequenciadas neste estudo).

5. Estudos de expressdo génica em amostras de fibroblastos para os
pacientes genotipados pelo SGM-HCPA.
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CONCLUSOES

As conclusdes serdo apresentadas em relacdo aos objetivos especificos

desse trabalho.

Objetivo Especifico 1:
- Delinear os aspectos genéticos das MLII e Il no Brasil.

Conclusoes:

1. O GNPTAB é um gene de dificil analise e que apresenta grande
heterogeneidade alélica;

2. A estratégia utilizada neste estudo (sequenciamento direto das regibes
codificantes e das juncdes exon-intron do GNPTAB) mostrou sensibilidade inferior
aquela descrita na literatura, achado que talvez indique a presenca de perfil diverso
de mutagdes em NOSSO Meio;

3. A analise de DNAg possibilitou a identificacdo de novas mutacfes néo-
patogénicas em regides ndo-codificantes, as quais ndo teriam sido identificadas
caso fosse analisado RNA;

4. A maioria dos pacientes brasileiros com MLII/IIl apresenta MLa/p;

5. A delecdo c¢.3503 3504delTC localizada no exon 19 é a mutacdo
patogénica mais frequente em pacientes brasileiros com MLII/III. Desta forma,
sugere-se gue a analise de DNA desses pacientes seja iniciada com a analise de tal

exon.

Objetivo Especifico 2:
- Estudar a associacao genotipo-fenétipo neste grupo de pacientes.

Conclusoes:
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1. O estudo da associacdo gendtipo-fendtipo nao foi realizado de forma
completa devido a falta de dados clinicos.

2. Em virtude da distancia fisica dos pacientes estudados, 0s ensaios
bioquimicos ndo puderam ser confirmados na sua totalidade, pela impossibilidade de
coleta de fibroblastos. Além disso, algumas amostras coletadas ndao puderam ser
analisadas devido a auséncia de crescimento dos fibroblastos em cultura.

3. Os nossos dados sugerem que mutacdes sem sentido e delecbes com
alteracdo na fase de leitura estédo relacionadas ao fenotipo grave (MLII), enquanto

mutacdes de sentido trocado estéo relacionadas ao fenotipo atenuado (MLIII).
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Anexo 2 — Termos de Consentimento Livre e Esclareci do

TERMO DE CORMSENTIMENTO LIVEE E ESCTARECTDO
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BRASIL: UMA OPORTUNIDADE PARA A COMPREENSAD DOS PROCESSOS
GENETICOS QUL CONTROLAM 0 TRAFEGO  INTHACELULAR 0F
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conela por profissinsl oeinado. Se vood pormiltie, o meterial colerado, o dgoe fesear ande &
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Yonessa 1), Schwartz, ro Scrvige de Uenftice Médica do Hospital de Chnicas de Foro
Mlepme,
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.tI]IﬂRI?AI.’.‘ﬂﬁ FARA PERMITIR PIES(OUITSA TS REGISTROS MEDICDS
. Vool tem direito 4 privacidade, Os remliados deste estude poderSa ser publicados,
Mmas ¢ seu noms ndo s revelado & todo esforge serd feito que a sun ideatidade aSo 2on

mevelncin. Por mein desle iermee, voul mieons gue o pesquissdores spvolvidos peste cetido ’

FesGUisem 05 wus regisirgs médbees o S e phwer inirmmeples necessinias parn o
real g desta pesguisa.

RECUSA OU DESCONTINUACAD NA PARTICIPACAQ DO ESTUDN

SaE ];HL-'li,t:'imqliln nn estiato & woelmidnz, Se vocd deciclir ride pg'r'li{:i'!'mr do ecfiedo,
ish né afistnr em nodn o sew raksmemtio o Se bospital, & = perticipacio pode tnmbém
=7 iMerampidn o guobqoer rmrmanio pof Yool mesoe (il Em qoalguer cose, vooE nsn

seri penalizndo (a).

Pelo presente termi, vood deslass gus fiol informado {a), de fosma clara e detalhada,

sobre & presemie  pesgulsa, e gse teve  mss ddvidas  esclarceidaz  por

__» Declars fey mido esclarceido gue nfio
receherd nenbama remuncmgio finerczim peln pamicipagiio no eshudo, Declom que fol
informado da garantin de receber pesposiz ou esclareciments sobre a pesquisa & ser
realizads, Teny como do liberdade de o pacticrmos do estudo & da possibalidade de desiatic,
cen gualguer ioimeo, da perticipecie, Akdm hisso, declara que reccbew chpia deste termo
de comsentimiio,

Distu: ¢ f

Feciemie:

Responsavel lezal:

Eu expliquei B a8 objetivas, riscos,

beneficies ¢ procedimentos necesarios Baro aila pesquise, ¢ eatrepuel copia deste fenme de
ComsEnmEALD TATA 0 TIesmi,

ATyl =L GorPG
WG APEL AN
f'-.f.'_.':-iiif_.Lr.f.é.?if

wl GTEAN

L
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Anexo 3 — Sequéncias de oligonucleotideos e tempera turas de anelamento
para a amplificacdo do gene GNPTAB.

Exon Sequéncia de oligonucleotideos Tamanho de fragmento  Temperatura de
de amplificacéo anelamento
)
1 (F) GTCGCCGGAGCTGCAATG 381 pb 66°C

(R) GGCAAAACCCCGTCTCTAATAATG

2 (F) CCACATCCTTTTAAACCTCTTTG 498 pb 55°C
(R) GCTAAAGTGAACACATCAGATGG

3 (F) CATAATCTCTGGGTTTAAACCCTGTG 425 pb 62°C
(R) CCTCCCACCTCCACCTCCC

4 (F) CCGTCTTGGTTACAGTGGGAGG 338 pb 65°C
(R) CCTCCCCAGTGCAGTGAAGC

5 (F) GGTGGGGATCTTATTAATGGGAG 608 pb 59°C
(R) GGTTAAGGCCAAAATACAATAGC

6-7 (F) GTGTTCTGCCAGACACCATAGTTG 611 pb 61°C
(R) GGACCACAAGAAAAGAATCACAC

8 (F) GGGAGGCGGAGGTTGAGG 441 pb 63°C
(R) CCTCTCTGTAAGTCCCCTTCC

9-10 (F) GCACCTTGAGAGCAGACGGG 814 pb 66,5°C
(R) GATCCACCCACCTCCGCC

11 (F) CGCTCAGTAAGAACGGTCAACG 512 pb 57°C
(R) CCTCCCAGCTCAGCTTTGC

12 (F) CACCACACCCAGTCCAGAACTG 402 pb 57°C
(R) GCAAGGCTGGTAAAGGGATACAC

13-A (F) CAGAGGAAAAATGCCCAGTT 516 pb 66°C
(R) GGTCTCCAAGTCCAGGGG

13-B (F) CAACAAGGAGAGCCCAGGAAG 383 pb 66,5°C
(R) GTTCCATGGCCGGCAC

14 (F) CCGTTAACATGTATTTCATTTGC 367 pb 53°C
(R) GCAAACAACTCAAACACGAGC

15 (F) GCTCGTGTTTGAGTTGTTTGC 664 pb 64°C
(R) TGTCTCAGCCTCCCAAGTAGC

16 (F) ACCACAGTCATTACTTACAATGCG 268 pb 61°C
(R) CCTGCTAGTTCTGAAGTGC

17 (F) CCTCCAGAGAGCATAGAATCAA 254 pb 56°C
(R) AGCCAGACCTTTGTGATTACTCTT

18 (F) GTGGATGTTGAGTCCACTACGGT 353 pb 61°C
(R) CTATCTCTCACTCAACCACCAGCTC

19 (F) CCCATAGCTAAAAGGCCATCTACC 436 pb 58°C
(R) GTATACACTCACCCACACACATGC

20 (F) GAAGTCCTCTCTCCTGCCTGG 507 pb 65°C
(R) GACTGTTATATTTGCTGCCTGAA

21 (F) TTGGAAGAGGAATGATGGAGAT 590 pb 62°C
(R) GCAATCACTCCCAGCTGGC

F: forward; R: reverso



