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Contextualização 

 

Os resultados presentes nessa tese foram desenvolvidos durante o curso de doutorado 

no Programa de Pós-Graduação em Genética e Biologia Molecular do Departamento de 

Genética, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Estes resultados fazem parte de 

uma ampla pesquisa em andamento, coordenada pela Profa. Dr. Ida Vanessa D. Schwartz, e 

que tem como objetivo principal produzir novas informações úteis para o entendimento das 

Mucolipidoses II e III alfa/beta. Os estudos foram desenvolvidos no Laboratório BRAIN – 

Basic Research and Advanced Investigations in Neurosciences - que está localizado no 

Centro de Pesquisa Experimental, também no Serviço de Genética Médica e no Centro de 

Pesquisa Clínica, todas estruturas pertencentes ao Hospital de Clínicas de Porto Alegre. Uma 

parte dos resultados descritos nessa tese foram desenvolvidos como um doutorado sanduíche 

realizado no grupo liderado pelos pesquisadores Dr. Thomas Braulke e Dr. Sandra Pohl, 

localizado no Department of Osteology and Biomechanics da University Medical Center 

Hamburg‐Eppendorf, localizada na cidade de Hamburg na Alemanha.  

Os projetos desenvolvidos nessa tese foram realizados com o apoio financeiro da 

Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES), do Conselho 

Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq), do Fundo de Incentivo à 

Pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (FIPE) e do Deutsche 

Forschungsgemeinschaft (DFG, German Research Foundation, SFB877‐B3, PO 1539/1‐1, 

KU 1240/10‐1). 

 



 

 

Agradecimentos 

 

As minhas orientadoras, Ida Vanessa Doederlein Schwartz e Fernanda Sperb-

Ludwig. Obrigado pela confiança depositada lá em 2013, quando começamos a trabalhar 

juntos. Foi aquele ato de confiança e todas as experiências com vocês, e através de vocês, 

que possibilitaram meu crescimento profissional e pessoal. Obrigado pela dedicação do seu 

tempo e energia para contribuir com a minha formação profissional, sempre lembrarei disso. 

Também gostaria de agradecer aos meus orientadores internacionais, Thomas Braulke e 

Sandra Pohl, que mesmo num curto espaço de tempo contribuíram com a minha formação. 

Aos meus colegas de laboratório, do Brain, do Centro de Pesquisa Experimental e 

Clínica e grupo de pesquisa com Mucolipidose do Brasil e Alemanha. Gostaria de agradecer 

pelas conversas sobre protocolos, sobre experimentos, sobre a carreira, sobre a vida e sobre 

o cotidiano. Pelos momentos de descontração, pelas brincadeiras e por fim, pela boa 

convivência. 

Aos meus amigos. Aqueles que estão por perto, compartilhando desse momento da 

minha vida. Mas também aqueles que não estão aqui ao meu lado, que minhas escolhas de 

vida os distanciaram de mim. A todos esses, agradeço por quebrar a rotina, por tornar 

pequenos momentos em grandes lembranças, por pertencer a minha história e também por 

possibilitar que eu pertença as suas. 

A minha família. Simplesmente por tudo, sem vocês esse momento não seria 

possível. Obrigado pelo carinho, pela compreensão, pela dedicação, pelo amor e pelo apoio. 

Obrigado por estar aqui, por eu ter para onde voltar. Obrigado pelos exemplos de vida e de 

pessoas que vocês são para mim. Aos meus pais, obrigado por me ensinar a sonhar, por 

possibilitar que eu fosse atrás desse sonho, e por todo o apoio que vocês já me deram, que 

estão dando nesse momento e que ainda darão. Obrigado por me possibilitar o que vocês 

dois não tiveram. Tudo o que eu conquistei é de vocês, eu espero um dia poder retribuir. 

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq), a 

Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES), ao Fundo de 

Incentivo a Pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (FIPE-HCPA), ao Programa 

de Pós-Graduação em Genética e Biologia Molecular (PPGBM) e a Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul (UFRGS) que possibilitaram que esse trabalho fosse desenvolvido. 

 



 5 

Sumário 
Introdução ............................................................................................................................ 12 

Lisossomos ...................................................................................................................... 12 
A via de manose-6-fosfato ............................................................................................... 14 
As Mucolipidoses II e III ................................................................................................. 19 

As ML II e III apresentam um espectro de manifestações clínicas ............................. 19 

Características fisiopatológicas ................................................................................... 20 

Características moleculares ......................................................................................... 24 

As subunidades α, β e γ são constituídas de diferentes domínios ............................... 24 

Os genes GNPTAB e GNPTG são considerados heterogêneos ................................... 35 

As variantes patogênicas e a consequente gravidade do fenótipo ............................... 39 

As ML II e III são doenças raras ................................................................................. 41 

A necessidade de um diagnóstico diferencial .............................................................. 42 

Tratamentos: uma série de abordagens in vitro ........................................................... 44 

Justificativa .......................................................................................................................... 47 
Objetivos .............................................................................................................................. 49 

Capítulo 1 – Combined in vitro and in silico analyses of missense mutations in GNPTAB 

provide new insights into the molecular bases of mucolipidosis II and III alpha/beta ....... 50 
Capítulo 2 – GNPTAB missense mutations cause loss of GlcNAc-1-phosphotransferase 

activity in mucolipidosis type II through distinct mechanisms ........................................... 58 
Capítulo 3 – A multi-technique approach to genetic diagnosis: a case report of a ML III 

alpha/beta patient in Brazil .................................................................................................. 64 
Capítulo 4 – A decade of molecular diagnosis of Mucolipidosis II and III in Brazil: a pooled 

analysis of 33 patients.......................................................................................................... 71 

Discussão ............................................................................................................................. 93 

O sítio catalítico da GlcNAc-1-fosfotransferase ............................................................. 93 
As variantes do tipo troca de sentido retiradas no RE ..................................................... 94 
Diagnóstico das ML II/III ................................................................................................ 95 

Avaliação da atividade da GlcNAc-1-fosfotransferase ................................................... 97 
Conclusões por objetivo ...................................................................................................... 98 

Considerações finais e perspectivas .................................................................................... 97 
Referências Bibliográficas ................................................................................................... 98 
Anexos e Apêndices .......................................................................................................... 109 

Anexo A - Carta de Aprovação do Projeto 2019-0374 pelo Comitê de Ética e Pesquisa do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre ............................................................................ 109 

Apêndice A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Pacientes Participantes 

do Projeto de Pesquisa 2018-0639 ................................................................................. 115 

Apêndice B – Pôster apresentado em congressos da área ............................................. 120 
Apêndice C – Produção científica não relacionada à tese ............................................. 122 

 



 6 

Lista de abreviaturas, símbolos e unidades 

 

RE - Retículo endoplasmático  

COP - Coatômero 

M6P - Manose-6-fosfato 

GlcNAc - N-acetylglucosamine 

UDP - Uridina Difosfato 

Enzima descobridora - N-Acetylglucosamina-1-phosphodiester α-N-acetilglucosaminidase 

MPR - Receptores de manose-6-fosfato 

ML - Mucolipidose(s) 

GNPTAB - Gene que codifica as subunidades α/β da enzima GlcNAc-1-fosfotransferase 

GNPTG - Gene que codifica a subunidade γ da enzima GlcNAc-1-fosfotransferase 

S1P - Proteína Site-1-protease 

HR-M6P - Domínio de homologia ao receptor de M6P  

α-MM - α-metil D-Manosídeo 

aa - aminoácidos 

 



 7 

Lista de Figuras e Tabelas 

 

Figura 1 - Sistema endolisossomal e a via de manose-6-fosfato. ........................................ 15 

Figura 2 - Síntese dos Marcadores de Manose-6-fosfato. ................................................... 17 

Figura 3 – Estrutura das subunidades da GlcNAc-1-fosfotransferase.. ............................... 25 

Figura 4 - Representação da estrutura de domínios presente na subunidade γ. ................... 26 

Figura 5 - Domínios identificados no precursor α/β do gene GNPTAB. ............................. 29 

Figura 6 – Distribuição dos dados genéticos de pacientes descritos com ML II e III. ........ 37 

Figura 7 – Realização da mensuração da atividade da GlcNAc-1-fosfotransferase. ........... 43 

 

Tabela 1 – Estudos funcionais de variantes patogênicas do gene GNPTG ......................... 26 

Tabela 2 – Resultados de estudos funcionais com variantes patogênicas do gene GNPTAB

 ..................................................................................................................................... 33 

 

 



 8 

Resumo 

As hidrolases lisossômicas são peptídeos sintetizados em ribossomos acoplados à 

membrana, e concomitantemente incorporados ao lúmen do retículo endoplasmático. Ainda 

nessa organela, essas proteínas são modificadas com oligossacarídeos padrão em resíduos 

de asparaginas contidos em sua estrutura primária. A geração de resíduos de manose-6-

fosfato (M6P) nos oligossacarídeos presentes nas hidrolases lisossômicas garante o 

direcionamento destas aos compartimentos lisossomais. A primeira etapa da geração de M6P 

é realizada pela GlcNAc-1-fosfotransferase, que é residente da porção cis do complexo de 

Golgi, e realiza o reconhecimento das hidrolases e a transferência de um resíduo de GlcNAc-

1-fosfato do doador UDP-GlcNAc para o resíduo de manose na posição 6 do oligossacarídeo 

presente na hidrolase. A GlcNAc-1-fosfotransferase é um complexo hexamérico formado 

por duas subunidades α, β e γ (α²β²γ²), onde as duas primeiras são codificadas pelo gene 

GNPTAB e a terceira pelo gene GNPTG. Variantes patogênicas identificadas no gene 

GNPTAB causam as doenças lisossômicas raras Mucolipidoses (ML) II e III alfa/beta, e 

variantes em GNPTG causam a ML III gama. Essas doenças são graves e caracterizadas por 

um extravasamento de hidrolases lisossômicas ao ambiente extracelular e, 

consequentemente, a ausência destas nos compartimentos lisossomais, o que ocasiona um 

acúmulo de macromoléculas não degradadas. Objetivos: 1) Caracterizar os mecanismos 

fisiopatológicos de variantes patogênicas de GNPTAB; 2) Caracterizar pacientes brasileiros 

com ML II e III alfa/beta em relação a variantes patogênicas em GNPTAB. Metodologia: 

Etapa 1 - estudo in vitro, no qual construtos contendo as variantes p.Asp76Gly, p.Ser385Leu, 

p.Glu389Lys, p.Asp408Asn, p.His956Tyr, p.Arg986Cys e p.Leu1168Glnfs*5 do gene 

GNPTAB foram geradas através de mutagênese sítio-dirigida, e transfectados por 24 horas 

em células HEK ou HeLa em condições normais de cultura celular. Extratos celulares foram 

avaliados através de deglicosilação enzimática, western blotting, imunofluorescência e 

microscopia confocal, e atividade enzimática residual. Etapa 2 - estudo transversal com 

amostragem por conveniência, no qual foi obtida amostra de DNA genômico ou RNA total 

de 18 pacientes não relacionados com ML II (n=10) ou III (n=8). O gene GNPTAB foi 

analisado através de sequenciamento de Sanger (n=17) e sequenciamento de nova geração 

(n=1). As variantes do tipo troca de sentido, ainda não descritas na literatura, foram 

pesquisadas em 200 alelos controles brasileiros. Etapa 3 - estudo retrospectivo que incluiu 

32 pacientes brasileiros não relacionados (consanguinidade, n=6/32) com diagnóstico clínico 
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e genético de ML II/III alfa/beta. A frequência regional dos alelos alterados foi determinada. 

Resultados: Etapa 1 – as variantes p.Ser385Leu, p.Glu389Lys, p.Asp408Asn, p.His956Tyr 

e p.Arg986Cys são expressas, transportadas e clivadas por S1P de maneira comparável à 

proteína selvagem, contudo todos os mutantes apresentam atividade residual inferior a 5%. 

Já a proteína mutante p.Asp76Gly é modificada com estruturas de glicosilação, permanece 

retida no retículo endoplasmático e, por consequência, possui atividade residual indetectável. 

Etapa 2 - O genótipo foi determinado em 18 pacientes (ML II= 10, III alfa/beta= 8). Um total 

de 16 diferentes variantes foram encontradas, sendo nove ainda não descritas na literatura: 

r.86_116conNM_024312.5:19_49, c.227A>G, c.831delT, c.1154C>T, c.1763insA, 

c.1927delAATT, c.2034dup, c.2720_2721del e c.3333T>G. Somente as variantes 

c.3503_3504del (n=10/31), c.1208T>C(n=4/31), c.242G>T (n=3/31) e c.2249dup (n=2/31 

alelos) foram recorrentes. Etapa 3 - Os pacientes eram originários de todas as regiões do 

Brasil (Sudeste n=14, Nordeste n=10, Sul n=4, Centro-oeste n=3, Norte n=1), sendo 6/32 

consanguíneos. As variantes mais prevalentes foram a c.3503_3504del (n= 19, Nordeste 

n=9, Sudeste n=4, Centro-oeste n=4, Sul n=2), associada à forma grave da doença, e a 

c.1208T>C (n= 6, Nordeste n=3, Sudeste n=2, Centro-oeste n=1), associada à forma mais 

branda. A variante c.3503_3504del é a mais frequentemente encontrada nas regiões Centro-

oeste, Nordeste e Sudeste do Brasil, enquanto a c.1196C>T é identificada em 42,8% dos 

alelos da região Sul. Conclusões: a caracterização do impacto funcional de variantes do tipo 

troca de sentido permitem concluir que os resíduos p.Glu389, p.Asp408, p.His956 e 

p.Arg986 são importantes para a função da catalítica da GlcNAc-1-fosfotransferase, 

enquanto que o aminoácido p.Asp76 pode estar envolvido no transporte da enzima ao 

complexo de Golgi. A análise genética dos pacientes brasileiros com ML II e III confirma a 

alta heterogeneidade genética e a alta frequência de variantes patogênicas privadas do gene 

GNPTAB, além de reiterar a variante c.3503_3504del como a predominantemente 

identificada nessa população. Sob a perspectiva de todos os pacientes diagnosticados com 

ML II/III no Brasil, é possível concluir que diferentes regiões apresentam frequências 

alélicas de variantes patogênicas específicas, o que pode ser explicado através da ocorrência 

de efeito fundador ou altas taxas de consanguinidade, ou uma combinação de ambas. 
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Abstract 

Lysosomal hydrolases are peptides synthesized in ribosomes attached to the membrane, and 

concomitantly incorporated to the lumen of the endoplasmic reticulum. Still in this organelle, 

these proteins are modified with standard oligosaccharides in asparagine residues contained 

in their primary structure. The generation of mannose-6-phosphate (M6P) residues in the 

oligosaccharides present in lysosomal hydrolases guarantees the direction of these to the 

lysosomal compartments. The first stage of M6P generation is performed by GlcNAc-1-

phosphotransferase, which is resident in the cis portion of the Golgi complex, and performs 

the recognition of the hydrolases and the transfer of a residue of GlcNAc-1-phosphate from 

the UDP-GlcNAc donor to the mannose residue in position 6 of the oligosaccharide present 

in the hydrolase. GlcNAc-1-phosphatetransferase is a hexameric complex formed by two 

subunits α, β and γ (α²β²γ²), where the first two are encoded by the GNPTAB gene and the 

third by the GNPTG gene. Pathogenic variants identified in the GNPTAB gene cause rare 

lysosomal diseases Mucolipidosis (ML) II and III alpha/beta, and variants in GNPTG cause 

the ML III gamma. These diseases are severe and characterized by an overflow of lysosomal 

hydrolases into the extracellular environment and, consequently, their absence in lysosomal 

compartments, which causes an accumulation of non-degraded macromolecules. 

Objectives: 1) To characterize pathophysiological mechanisms of GNPTAB pathogenic 

variants; 2) To characterize Brazilian patients with ML II and III alpha/beta in relation to 

GNPTAB pathogenic variants. Methodology: Section 1 - in vitro study, in which constructs 

containing the variants p.Asp76Gly, p.Ser385Leu, p.Glu389Lys, p.Asp408Asn, 

p.His956Tyr, p.Arg986Cys and p.Leu1168Glnfs*5 of the GNPTAB gene were generated by 

site-directed mutagenesis, and transfected for 24 hours in HEK or HeLa cells under normal 

cell culture conditions. Cell extracts were evaluated by enzymatic deglycosylation, western 

blotting, immunofluorescence and confocal microscopy, and residual enzymatic activity. 

Section 2 - cross-sectional study with convenience sampling, in which a sample of genomic 

DNA or total RNA was obtained from 18 patients unrelated ML II (n=10) or III alpha/beta 

(n=8). The GNPTAB gene was analyzed through Sanger sequencing (n=17) and new 

generation sequencing (n=1). Missense variants not described in the literature were 

researched in 200 Brazilian control alleles. Section 3 - retrospective study that included 32 

unrelated Brazilian patients (consanguinity, n=6/32) with clinical and genetic diagnosis of 

ML II/III alpha/beta. The regional frequency of the altered alleles was determined. Results: 
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Section 1 - the variants p.Ser385Leu, p.Glu389Lys, p.Asp408Asn, p.His956Tyr and 

p.Arg986Cys are expressed, transported and cleaved by S1P as the wildtype protein, 

however all mutants present residual activity lower than 5%. The p.Asp76Gly mutant is 

modified with glycosylation structures, remains retained in the endoplasmic reticulum and, 

consequently, has undetectable residual activity. Section 2 - The genotype was determined 

in 18 patients (ML II= 10, III alpha/beta= 8). A total of 16 different variants were found, 

nine of which have not yet been described in the literature: 

r.86_116conNM_024312.5:19_49, c.227A>G, c.831delT, c.1154C>T, c.1763insA, 

c.1927delAATT, c.2034dup, c.2720_2721del and c.3333T>G. Only variants 

c.3503_3504del (n=10/31), c.1208T>C (n=4/31), c.242G>T (n=3/31) and c.2249dup 

(n=2/31 alleles) were recurrent. Section 3 - The patients were from all regions of Brazil 

(Southeast n=14, Northeast n=10, South n=4, Midwest n=3, North n=1), with 6/32 being 

consanguineous. The most prevalent variants were c.3503_3504del (n=19, Northeast n=9, 

Southeast n=4, Midwest n=4, South n=2), associated with the severe form of the disease, and 

c.1208T>C (n=6, Northeast n=3, Southeast n=2, Midwest n=1), associated with the milder 

form. Variant c.3503_3504del is the most frequently found in the Midwest, Northeast, and 

Southeast regions of Brazil, while c.1196C>T is identified in 42.8% of the alleles in the 

South. Conclusions: The characterization of the functional impact of missense variants 

allows the conclusion that the p.Glu389, p.Asp408, p.His956 and p.Arg986 residues are 

important for the catalytic function of GlcNAc-1-phosphotransferase, while the amino acid 

p.Asp76 may be involved in the transport of the enzyme to the Golgi complex. The genetic 

analysis of Brazilian patients with ML II and III alpha/beta confirms the high genetic 

heterogeneity and the high frequency of individual pathogenic variants of the GNPTAB gene, 

and reiterates the variant c.3503_3504del as the predominant one identified in this 

population. From the perspective of all patients diagnosed with ML II/III in Brazil, it is 

possible to conclude that different regions present allelic frequencies of specific pathogenic 

variants, which can be explained by the occurrence of a founding effect or high inbreeding 

rates, or a combination of both. 
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Introdução 

 

Lisossomos 

 

Inicialmente descritos como “estruturas membranosas no formato de bolsa”, a 

história da descoberta dos lisossomos advém de pesquisas realizadas na década de 1950. 

Christian de Duve e seu grupo trabalhavam com a enzima glicose-6-fosfatase em 

hepatócitos, particularmente interessados em determinar a localização intracelular dessa 

proteína. Para tal, trabalhavam com uma série de centrifugações em meios de sacarose com 

o intuito de obter diferentes fracionamentos celulares em que pudessem identificar a enzima 

supracitada. A estratégia acabou se mostrando efetiva, uma vez que os autores identificaram 

que a enzima se encontrava em estruturas denominadas de microcosmos, contudo também 

foi importante para plantar a pergunta que anos depois levaria a descrição dos lisossomos 

(Duve et al. 1954). 

Como forma de caracterização do particionamento de organelas intracelulares que 

pudessem conter a enzima glicose-6-fosfatase, os autores utilizavam a enzima fosfatase ácida 

como marcador. Contudo, a atividade residual dessa enzima se apresentava indetectável nas 

frações analisadas após a centrifugação, porém quando as frações eram reavaliadas após 

alguns dias a atividade residual aumentava e atingia os valores normais. A conclusão foi de 

que a fosfatase ácida estava inserida em um compartimento membranoso que a separava de 

seu substrato, e que algum tratamento físico ou químico, ou mesmo a baixa temperatura onde 

as amostras eram mantidas, era aplicado durante o armazenamento e isso ocasionava o 

rompimento da membrana e permitia que a enzima encontrasse seu substrato. A descoberta 

modificou os rumos de pesquisa do grupo, que passou a estudar e identificar outros exemplos 

de enzimas nesse contexto, que levaram a descoberta e descrição das enzimas β-

glucuronidase, Catepsina D, ribonuclease e desoxirribonuclease. Como todas eram 

caracterizadas como hidrolases que apresentavam atividade em ambientes ácidos e digeriam 

diferentes substratos, o termo lisossomo (palavras gregas “Lysis” e “Soma”, que significam 

destruir e corpo) foi consequentemente indicado (Duve et al. 1954; de Duve 2005). 

Desde então, muitas descobertas foram realizadas e o entendimento sobre o 

funcionamento dessa organela evoluiu. Lisossomos são organelas delimitadas por 

membranas que contêm uma série de proteínas que realizam a degradação de um diverso 
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grupo de macromoléculas. As proteínas que realizam essa degradação são chamadas de 

hidrolases lisossômicas, um grupo de 60 proteínas que podem ser classificadas como 

proteases, sulfatases, nucleases, lipases, fosfatases, glicosidases e que apresentam atividade 

ótima em ambiente de pH 5. Além de hidrolases, o lisossomo também apresenta em sua 

membrana uma grande variedade de proteínas transmembrana que possuem a função de 

controlar o fluxo de íons, criar um ambiente luminal ácido, posicionar a organela no 

citoplasma, realizar o transporte de moléculas através da membrana ou garantir a homeostase 

membranal e intraluminal. O material encontrado no lúmen de um lisossomo pode ser de 

origem endocítica, fagocítica ou autofágica, e após degradação esse material pode ser 

liberado no citoplasma para ser utilizado em outros processos celulares (Sabatini and 

Adesnik 2015; Trivedi et al. 2020). 

Lisossomos são estruturas com diâmetro médio de 0.2–0.3 μm e não são organelas 

uniformes, seu conteúdo intraluminal pode ser variado e determinar seu tamanho e 

morfologia. Uma única célula pode conter centenas de lisossomos, todos diferentes entre si, 

mas todos realizando a mesma função. Função essa que modificou drasticamente ao longo 

do tempo, passando de uma organela que apenas degrada macromoléculas para uma organela 

que controla e responde a diferentes estímulos fisiológicos e que tem sido atribuído papel 

essencial na homeostase celular (Sardiello 2016; Perera and Zoncu 2016; Lamming and Bar-

Peled 2019; Trivedi et al. 2020). 

A síntese dessas organelas é um processo ainda não estabelecido, e não há consenso 

entre as hipóteses existentes (Trivedi et al. 2020). Lisossomos fazem parte do que atualmente 

é chamado de sistema endolisossomal, este formado por endossomos precoces/tardios, 

corpos multivesiculares e lisossomos. Endossomos precoces estão normalmente situados na 

periferia celular e são os receptores usuais da via de internalização endocítica. O material 

incorporado é mantido em vesículas intraluminais e o acúmulo gradual destas é chamado de 

corpos multivesiculares, que são importantes componentes na maturação de endossomos 

precoces para endossomos tardios. Concomitante ao contínuo recebimento de materiais para 

degradação, endossomos precoces/corpos multivesiculares passam por mudanças 

fisiológicos e estruturais, como diminuição do pH intraluminal e aumento da quantidade de 

hidrolases lisossômicas, e reposicionamento da organela na região perinuclear. Finalmente, 

endossomos tardios são fundidos a lisossomos e a degradação do material intraluminal é 

realizada (Hu et al. 2015; Trivedi et al. 2020). 
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A via de manose-6-fosfato 

 

Parte vital para o correto funcionamento do sistema endolisossomal é a presença das 

hidrolases lisossômicas no lúmen da organela final na via de degradação de macromoléculas, 

que é o lisossomo. Hidrolases lisossômicas são sintetizadas por ribossomos presos à parede 

citoplasmática do Retículo endoplasmático (RE), e através de sinalização são incorporadas 

ao lúmen dessa organela, onde são modificadas com oligossacarídeos adicionados aos 

resíduos de asparagina (N-glicosilação), especificamente do tipo rico em manose (Braulke 

et al. 2015; Sabatini and Adesnik 2015). 

O complexo de Golgi é uma organela apontada como o centro distribuidor de 

proteínas endereçadas a diversos compartimentos intracelulares e/ou para secreção. Essa 

organela pode ser subdividida em rede cis; cisternas cis, medial e trans; e rede trans. Uma 

vez que hidrolases lisossômicas são identificadas no RE por adaptadores específicos (di 

Ronza et al. 2018), o transporte por vesículas especializadas do tipo coatômero (COP) tipo 

II faz a entrega destas na rede cis do complexo de Golgi, onde é realizada a síntese da 

marcação que direcionará as hidrolases lisossômicas aos compartimentos lisossomais 

(Figura 1) (Braulke et al. 2015; Trivedi et al. 2020). 
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Figura 1 - Sistema endolisossomal e a via de manose-6-fosfato. A síntese de Hidrolases Lisossômicas é realizada por ribossomos que estão 

associados à face citoplasmática da membrana do Retículo Endoplasmático (RE) rugoso (A), a sequência de polipeptídios é então 

internalizada vesículas COPII que emergem da membrana do RE liso. Essas vesículas são fusionadas a membrana da porção cis do complexo 

de Golgi (B), e é nessa região que a enzima GlcNAc-1-fosfotransferase adiciona o marcador de manose-6-fosfato (M6P) nas hidrolases 

lisossômicas que serão enviadas aos compartimentos lisossomais. O passo seguinte é o transporte destas através do Complexo de Golgi em 

direção à porção trans, onde a enzima descobridora realiza a remoção do N-acetilglucosamina (GlcNAc) e expõe os resíduos de M6P (C). 

Receptores de M6P (MPRs) reconhecem e se ligam as hidrolases lisossômicas, o complexo é incorporado em Vesículas cobertas por Clatrina 

que emergem da membrana e realizam a entrega aos compartimentos lisossomais (endossomos precoces ou tardios, E e F, respectivamente). 

Uma vez internalizadas, o ambiente intraluminal ácido ocasiona a liberação do ligante pelo receptor, que pode então voltar à porção trans do 

complexo de Golgi e realizar novos turnos de entrega de hidrolases lisossômicas. Endossomos tardios são fusionados aos lisossomos, que 

então realizam a degradação das macromoléculas (D). Adaptado de Sabatini & Adesnik (2015). 
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A marcação que ocasionará o transporte das hidrolases é chamado de manose-6-

fosfato (M6P), que é sintetizado através da ação sequencial de duas enzimas diferentes. Na 

rede cis do complexo de Golgi, hidrolases são reconhecidas pela enzima N-

acetilglucosamina (GlcNAc)-1-fosfotransferase que catalisa a transferência de um resíduo 

de GlcNac-1-fosfato, do doador difosfato de uridina (UDP)-GlcNAc, para a manose na 

posição 6 do oligossacarídeo presente na hidrolase lisossômica. Em contínuo transporte 

através de vesículas, na rede trans do complexo de Golgi a ação da enzima N-

acetilglucosamina-1-phosphodiester α-N-acetilglucosaminidase (enzima descobridora, do 

inglês uncovering enzyme) remove o resíduo de GlcNAc e expõe a marcação de fosfato no 

oligossacarídeo (Figura 2) (Braulke et al. 2015). 

Assim que os resíduos de fosfato são expostos, receptores transmembrana de M6P 

(MPR), localizados na rede trans do complexo de Golgi, reconhecem e interagem formando 

um complexo MPR-hidrolase lisossômica, que é preferencialmente formado em ambiente 

com pH 6.5 – 6.7. Esse complexo é reconhecido por proteínas acessórias que realizam a 

inserção em vesículas cobertas por clatrina, que brotam da rede trans do complexo de Golgi 

e fazem o transporte das hidrolases lisossômicas aos compartimentos lisossomais (Figura 

1C). Após fusão com os compartimentos lisossomais, o pH ácido intraluminal garante a 

dissociação entre hidrolase e MPR, que então pode retornar a rede trans para novas rodadas 

de transporte. É importante apontar que uma parte dos complexos MPR-hidrolase 

lisossômica pode ser enviado a membrana plasmática (Braulke et al. 2015; Bajaj et al. 2019). 
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Figura 2 - Síntese dos Marcadores de Manose-6-fosfato. Proteínas modificadas com 

oligossacarídeos sintetizadas no Retículo endoplasmático (RE) são transportadas a porção 

cis do complexo de Golgi em vesículas membranares (A). A enzima GlcNAc-1-

fosfotransferase adiciona resíduos de N-acetilglucosamina-fosfodiéster (GlcNAc-

fosfodiéster) (B) nas glicoproteínas que serão direcionadas aos compartimentos lisossomais. 

Essas proteínas percorrem o complexo de Golgi em direção à porção trans da organela, onde 

a enzima descobridora realiza a remoção do GlcNAc e expõe os resíduos de fosfato (C), 

possibilitando assim que as hidrolases lisossômicas sejam reconhecidas pelos receptores de 

manose-6-fosfato e prossigam aos compartimentos lisossomais através das vesículas 

cobertas por Clatrina. Adaptado de Braulke et al. e Sabatini and Adesnik (2015). 
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Foram descritos dois tipos de MPR, que apresentam particularidades em relação à 

estrutura, disposição intracelular e peso molecular. O primeiro deles é o MPR300 (também 

conhecido como receptor cátion-independente MPR, CI-MPR, ou receptor tipo-insulina do 

fator de crescimento II), que apresenta dois domínios de ligação para M6P, de ocorrência 

preferencial em ambiente neutro, e é encontrado na rede trans, endossomos precoce e tardio 

e também na membrana plasmática. Já o MPR46 (também conhecido como receptor cátion-

dependente, CD-MPR) é uma proteína transmembrana que depende de Mn2+ e um ambiente 

mais ácido para que a ligação ocorra e é observado na rede trans e endossomos precoce e 

tardio, porém não o é na membrana plasmática. Não é totalmente estabelecida a função 

específica de um e outro, mas em função da força de ligação entre receptor e resíduo de M6P 

e preferências de pH, acredita-se que o MPR300 realiza o envio de hidrolases aos 

endossomos tardios enquanto o MPR46 aos endossomos precoce, e que ambos não são 

identificados em lisossomos (Braulke et al. 2015; Hu et al. 2015; Bajaj et al. 2019). 

O fato da enzima GlcNac-1-fosfotransferase apresentar a capacidade de fosforilação 

de poucas proteínas outras que não hidrolases lisossômicas (Lin Liu et al. 2017), indica uma 

grande especificidade desse complexo enzimático para mais de 50 hidrolases diferentes. 

Esforços em tentar identificar uma característica comum a todas as hidrolases falharam em 

apontar sequências sinais na cadeia de aminoácidos ou mesmo a presença de 

oligossacarídeos em posições específicas, o que pode indicar que a GlcNac-1-

fosfotransferase deve reconhecer uma característica global e demonstra a flexibilidade desse 

complexo hexamérico (Braulke et al. 2015; van Meel et al. 2016). 

A via de M6P não é a única a realizar o direcionamento de hidrolases lisossômicas 

aos compartimentos lisossomais (Coutinho et al. 2012; Braulke et al. 2015). Já foi 

evidenciado que a proteína lisossomal transmembrana LIMP-2 realiza a interação com a 

hidrolase β-glucocerebrosidase ainda no RE e, através da presença de um sinal dileucina na 

posição C-terminal, realiza o transporte até os compartimentos lisossomais. Interessante 

notar que a proteína LIMP-2 pode ser substrato da GlcNAc-1-fosfotransferase e que interage 

com receptores MPR (Zhao et al. 2014; Blanz et al. 2015). Outro exemplo é a proteína 

Sortilina-1, que tem sido relacionado ao envio das hidrolases prosaposina (proteína ativadora 

de outras hidrolases) (Lefrancois et al. 2003; Hassan et al. 2004; Zeng et al. 2009), 

esfingomielase ácida (Ni and Morales 2006) e as catepsinas D e H (Canuel et al. 2008). 
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As Mucolipidoses II e III 

 

Descritas pela primeira vez na década de 1970 (Leroy and Demars 1967; Spranger 

and Wiedemann 1970), esse grupo de doenças pode ser dividido em Mucolipidose (ML) II 

(ML II - MIM #252500) e ML III alfa/beta (ML III alfa/beta; MIM #252600), causadas por 

variantes no gene GNPTAB, e a ML III gama (ML III gama; MIM #252605), causada por 

variantes patogênicas no gene GNPTG. Ao longo dos últimos 50 anos a nomenclatura das 

três doenças foi modificado, onde ML III alfa/beta já foi chamada de ML IIIA e a ML III 

gama de ML IIIC. Todas são classificadas como doenças autossômicas recessivas, e podem 

ser agrupadas como Erros Inatos do Metabolismo e Doenças Lisossômicas (Cathey et al. 

2008; Braulke et al. 2015). 

 

As ML II e III apresentam um espectro de manifestações clínicas 

 

As ML II, III alfa/beta e III gama podem ser clinicamente distinguíveis através da 

idade de aparecimento dos sintomas e gravidade da progressão da doença (Leroy et al. 1993; 

Braulke et al. 2015). A avaliação de uma coorte de pacientes do Brasil demonstrou que 

pacientes com ML II apresentam uma média de idade ao aparecimento dos sintomas de 4 

meses, que é significativamente precoce quando comparado com pacientes com diagnóstico 

de ML III alfa/beta (~7 anos) e III gama (~12 anos) (Alegra et al. 2019). Dados semelhantes 

são encontrados em outras populações de pacientes (Cathey et al. 2010; David-Vizcarra et 

al. 2010; Tabone et al. 2019). 

ML II é uma doença grave, sistêmica, que pode apresentar sintomas ainda no período 

gestacional e/ou ser evidente ao nascimento com a maior parte dos pacientes apresentando 

medidas antropométricas abaixo do normal. Os pacientes apresentam retardo de crescimento 

no primeiro ano de vida e que evolui para ausência de crescimento no segundo; normalmente 

a doença evolui com atraso na obtenção de estágios do neurodesenvolvimento motor. Entre 

os sintomas mais comumente observados estão a face infiltrada, presença de hiperplasia 

gengival, disostose múltipla, restrição articular generalizada, craniostenose, baixa estatura e 

mãos em garra. Capacidade de caminhada sem suporte e desenvolvimento da fala, limitada 

a algumas palavras, é de rara ocorrência. A doença evolui rapidamente e normalmente o 
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desfecho óbito está relacionado a infecções respiratórios e ocorre na primeira década de vida 

(Cathey et al. 2010; Alegra et al. 2019; Ceroni et al. 2019; Tabone et al. 2019). 

Em conjunto, as ML III são doenças mais brandas. Dados de diversas coortes de 

pacientes descrevem ausência de sintomas no período gestacional ou nascimento com 

valores antropométricas dentro do esperado. Os primeiros sintomas podem surgir ainda na 

infância, sendo a contratura das mãos um dos primeiros sintomas observados. A evolução 

pode acarretar restrição articular de membros superiores e inferiores, dores e problemas 

ósseos, para o último tem sido relatado a necessidade de intervenção cirúrgica. Outras 

manifestações clínicas que podem ser observadas incluem problemas oftalmológicos e 

infecções respiratórias. Esses pacientes podem apresentar algum atraso na conquista dos 

marcos do neurodesenvolvimento, contudo participam em regimes escolares tradicionais e 

podem cursar o nível superior. A ML III gama é considerada clinicamente mais leve que a 

ML III alfa/beta (Cathey et al. 2010; David-Vizcarra et al. 2010; Alegra et al. 2019; Ceroni 

et al. 2019; Nampoothiri et al. 2019). 

 

Características fisiopatológicas 

 

Inicialmente denominada de I-cell disease (Inclusion cell disease), que em tradução 

literal significaria “doença de células com inclusões”, as ML II/III receberam essa 

denominação em função da observação de uma infinidade de pequenos pontos espalhados 

no citoplasma celular de fibroblastos de pacientes (Leroy and Demars 1967; Spranger and 

Wiedemann 1970), e que posteriormente também foram identificados em modelos animais 

(H. Maxrier et al. 2003; Kollmann et al. 2012). Pacientes com variantes patogênicas que 

afetem a atividade da enzima GlcNAc-1-fosfotransferase vão apresentar uma inabilidade em 

transportar hidrolases lisossômicas aos lisossomos, que em última instância serão 

extravasadas ao ambiente extracelular. Por consequência, lisossomos acabam por acumular 

todo o material que deveria ser degradado pelas hidrolases ausentes, e são essas estruturas 

que foram observadas em 1970 e que originaram o nome dessas doenças (Braulke et al. 

2015). 

Nos últimos cinquenta anos, muitos estudos de caracterização com linhagens 

primárias de pacientes ou modelos animais identificaram uma grande variedade de materiais 

acumulados nos lisossomos de pacientes com ML II/III. Em fibroblastos foi observado um 
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acúmulo de gangliosídeos GM2, glicoconjugados caracterizados, através do uso de lectinas, 

com resíduos do tipo galactose, N-acetilglucosamina e manose (Kawashima et al. 2007), 

além disso foi demonstrado o acúmulo do aminoácido cisteína (Tietze and Butler 1979; 

Greene et al. 1985), bem como de fosfolipídios e colesterol total (Otomo et al. 2011). Uma 

vez que esse tipo de análise é restrita aos tipos celulares de fácil acesso, a caracterização de 

outros tecidos foi realizada predominantemente em modelos animais. No sistema nervoso 

central foi evidenciado o acúmulo de materiais muito semelhantes em lisossomos de 

neurônios corticais, no hipocampo e cerebelo. Além disso, foi demonstrado que modelos 

animais de ML II apresentam uma significativa redução do número de neurônios e células 

de Purkinje que, em conjunto com a atrofia cerebral, são achados indicativos de 

neurodegeneração progressiva (Kollmann et al. 2012). 

Com compartimentos lisossomais saturados de materiais não degradados, não é 

surpreendente a identificação de que fibroblastos de pacientes com ML II apresentam três 

vezes mais lisossomos que células selvagens, e que esses apresentam um pH mais básico que 

o normal (5,29±0,08 versus 4,79±0,10 para ML II e selvagens, respectivamente) (Otomo et 

al. 2011). Modelos animais confirmam esses achados e ainda demonstram que essas 

estruturas lisossômicas são maiores quando comparados às selvagens (500nm-2µm versus 

300-600nm, respectivamente) (Boonen et al. 2011). Como lisossomos são importantes para 

o correto funcionamento da autofagia, estudos de imunofluorescência demonstraram a 

presença significativamente elevada das proteínas LC3-II e cadaverina, que estão 

relacionadas às estruturas de autofagossomos e autolisossomos, respectivamente. Importante 

ressaltar que essas estruturas colocalizam com os marcadores lisossomais LysoTracker e 

Lamp-2, demonstrando que há fusão destas com o lisossomo. Contudo, o acúmulo de 

proteínas p62 indicam a inabilidade das estruturas lisossomais em realizar a degradação 

desse material, o que é esperado em função da ausência de hidrolases lisossômicas nestas 

organelas. Dados de modelos animais confirmaram o mesmo padrão em neurônios (Boonen 

et al. 2011; Kollmann et al. 2012). Interessante notar que a inibição da autofagia, através da 

droga 3-MA, foi capaz de restaurar alguns aspectos da disfunção mitocondrial observado em 

fibroblastos de pacientes (Otomo et al. 2009a). 

Outro aspecto observado em uma coorte de pacientes com ML II foi a pobre resposta 

na formação de antígenos em reposta a vacinação. Estudos subsequentes identificaram 

baixos níveis das imunoglobulinas IgG, IgA e IgM, além de uma baixa percentagem de 
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linfócitos B, em sua maioria imaturos. Ao contrário desses, linfócitos T foram encontrados 

em quantidade elevadas em relação a controles pareados por idade (Otomo et al. 2015). 

Dados de três pacientes com ML III gama aparentemente demonstraram que a atividade 

residual maior do que em ML II da GlcNAc-1-fosfotransferase, característica nesses 

pacientes, parece garantir uma adequada função imunológica nessa doença (Fernanda Sperb-

Ludwig et al. 2019). 

Catepsinas B, H e S tem sido indicadas como importantes proteases para degradação 

e posterior apresentação de antígenos, realizados por linfócitos B, através do complexo de 

histocompatibilidade (MHC) II (Sadegh-Nasseri and Kim 2015). A utilização de modelo 

animal de MLII demonstrou que linfócitos B apresentaram a mesma capacidade de 

internalização de antígenos que células selvagens, contudo, o processamento proteolítico é 

significativamente reduzido no modelo animal, o que pode ser explicado pelos baixos níveis 

intracelulares encontrados de diferentes Catepsinas. Em última instância, foi observado uma 

diminuição de ~50% na apresentação de moléculas do complexo MCH II na membrana 

plasmática de linfócitos B, que é suportado pela presença de acúmulo de material nesse tipo 

celular (Yokoi et al. 2018), e consequentemente uma diminuição nos níveis de apresentação 

de antígeno para linfócitos T. Possivelmente, essas características fisiopatológicas previnem 

o sistema imunológico de responder de forma eficaz contra patógenos, fato que é 

evidenciado pela baixa resposta a vacinas por parte dos pacientes com ML II (Otomo et al. 

2015). 

Como visto anteriormente, a presença de sintomas relacionados ao sistema ósseo é 

comum em todas as três ML II/III. Na literatura, dados sobre a fisiopatologia desse sintoma 

se resumem a uma amostra de biópsia da crista ilíaca de uma paciente ML II de três anos de 

idade. As análises indicaram a presença de marcadores de hiperparatireoidismo, que é um 

achado clínico mencionado em outros pacientes (Unger et al. 2005; David-Vizcarra et al. 

2010; Alfadhel et al. 2013; Alegra et al. 2013; Lai and Lachman 2016), que é caracterizado 

pelo aumento da produção do hormônio paratireóide (PTH). A quantificação de PTH no soro 

da paciente foi comparável a controles pareados por idade, porém a quantificação de 

deoxipiridinolina, um marcador de reabsorção óssea, estava aumentada em amostra de urina 

(Kollmann et al. 2013).  

Para explorar em mais detalhes esse processo, estudos com modelo animal de ML II 

confirmaram a presença de elevada reabsorção ósseo, que é até duas vezes maior que animais 
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normais. Adicionalmente, foi evidenciada a atividade prejudicada de osteoblastos e 

osteoclastos, muito em função da presença de acúmulo de material no interior das células e 

diferentes padrões de secreção e ativação de uma série de hidrolases lisossômicas. Essas 

características são apontadas como responsáveis pela desregulada osteoclastogênese 

observada nessa doença (Meel et al. 2011; Kollmann et al. 2013). 

Outro ponto que pode contribuir para a fisiopatologia óssea observada é a 

interleucina-6 (IL-6), que tem sido apontada como indutora de osteoclastogênese. 

Caracterização in vitro de um modelo ML II demonstrou um aumento de cinco vezes na 

expressão gênica de células e na imunoquantificação do meio de cultura, indicando uma 

maior produção e secreção de IL6 em osteoblastos, e que esses aumentos estão relacionados 

ao acúmulo de colesterol em estruturas lisossômicas. Recentemente, uma abordagem 

terapêutica de terapia gênica para modelo animal de ML II demonstrou que após restituição 

da expressão de GlcNAc-1-fosfotransferase, houve uma subsequente diminuição na 

produção e secreção de IL-6 em cartilagem articular e melhora de biomarcadores do tecido 

ósseo (melhor descrito no item Tratamentos: uma série de abordagens in vitro) (Kollmann 

et al. 2013; Ko et al. 2016). 

Por último, existem evidências que a via de TGF-β também pode influenciar 

negativamente a fisiopatologia dos sintomas ósseos observados em ML II/III. Estudos com 

um modelo zebrafish de ML II (Flanagan-Steet et al. 2009) demonstraram variações na 

expressão das proteínas Sox9 e Smad2, este último é uma proteína pertencente a via de 

sinalização de TGF-β, nos primeiros estágios de desenvolvimento embriológico. As 

proteínas Sox9 e Smad2 tem sido conectadas a regulação do colágeno tipo II em tecido 

cartilaginoso, que em conjunto com altos níveis de secreção de diversas catepsinas, em 

decorrência da ausência de resíduos de M6P em células de ML II, podem contribuir para o 

desbalanço do crescimento e manutenção da matriz extracelular. Recentemente, foi 

demonstrado que fibroblastos de pacientes com ML II apresentaram aumento da expressão 

do receptor Sortilina-1, que é acompanhado por uma diminuição na secreção de TGF- β e 

aumento da presença deste em lisossomos (Barnes et al. 2020). 
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Características moleculares 

 

As subunidades α, β e γ são constituídas de diferentes domínios 

 

A GlcNAc-fosfotransferase é um complexo hexamérico de 540 kDa composto de três 

diferentes subunidades, duas α, duas β e duas γ (Reitman et al. 1984; Bao et al. 1996). As 

subunidades α e β são transcritas juntas em um precursor αβ codificado pelo gene GNPTAB, 

enquanto a subunidade γ é codificada pelo gene GNPTG como uma proteína solúvel (Raas-

Rothschild et al. 2000; Tiede et al. 2005). Estudos de modelos animais nocaute para o gene 

GNPTAB demonstram a completa ausência de formação de sinais de M6P, indicando assim 

que a função catalisadora da enzima se encontra nas subunidades α e β. Já estudos com 

modelo animal nocaute para o gene GNPTG indicam que a subunidade γ é importante para 

um grupo das hidrolases lisossômicas, pois esse modelo animal ainda apresenta a capacidade 

de realizar a fosforilação do restante das hidrolases (Qian et al. 2010; Di Lorenzo et al. 2018). 

O precursor αβ possui sequências de sinalização para endereçamento para o RE, que 

estão presentes no domínio transmembrana na região N-terminal e que garantem o 

reconhecimento deste pela partícula de reconhecimento de sinal (SRP). Esse reconhecimento 

e interação causam a parada momentânea da tradução do ribossomo livre e realizam a 

translocação e acoplamento do complexo SRP-ribossomo livre ao receptor de SRP presente 

na membrana do RE. O complexo é então vinculado a Proteína Translocadora, que está 

presente na membrana do RE. Por consequência, o complexo receptor SRP-SRP é liberado 

e a tradução da proteína reinicia, onde a cadeia nascente de polipeptídios é diretamente 

adicionado ao lúmen do RE. Ainda, os domínios transmembrana N- e C-terminais garantem 

que a proteína será inserida na membrana do RE (Egea et al. 2005; Alberts et al. 2017; Lee 

et al. 2020). 

Sendo assim, o precursor α/β é uma proteína de membrana tipo III com 190 kDa que 

apresenta 1256 aminoácidos. Ainda no RE, o precursor recebe oligossacarídeos normais pré-

formados (composto de N-acetilglucosamina, manose e glicose) em alguns dos 20 potenciais 

sítios de N-glicosilação (17 na porção correspondente da subunidade α e 3 da subunidade β). 

Após formação do complexo com a subunidade γ, sinais presentes nas porções N- e C-

terminais da cauda (5Leu-Leu6 e um motivo 1253Arg-Ile-Arg1255, respectivamente) garantem 

o transporte por vesículas revestidas por COP II, evento dependente da proteína Sar1, até o 
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Complexo de Golgi. Através da clivagem proteolítica pela site-1-protease (S1P) (Figura 3), 

crucial para garantir a função catalítica, entre as posições Lys928 e Asp929, as subunidades 

α e β ativas são formadas como proteínas com 145 e 45 kDa de massa, respectivamente 

(Encarnação et al. 2011; Franke et al. 2013; Coutinho 2014; Braulke et al. 2015; Velho et al. 

2017). 

 

 

Figura 3 – Estrutura das subunidades da GlcNAc-1-fosfotransferase. A Ainda no retículo 

endoplasmático (RE), o complexo entre precursor αβ e a subunidade γ é formado e então 

transportado ao complexo de Golgi (Golgi). B No complexo de Golgi, a clivagem pela 

enzima S1P garante a formação das subunidades α e β maduras e um complexo da GlcNAc-

1-fosfotransferase ativo. Adaptado de Velho et al (2019). 

 

Após clivagem pela enzima S1P, a subunidade α humana madura é uma proteína de 

membrana tipo II que compreende 928 aminoácidos, subdivididos em uma extremidade N-

terminal de 19 aminoácidos, um domínio transmembrana de 22 aminoácidos e um 

subsequente domínio luminal compreendendo 886 resíduos. Já a subunidade β madura é uma 

proteína de membrana tipo I que possui o domínio transmembrana, citoplasmático e luminal 

contendo 23, 21 e 284 aminoácidos, respectivamente (Tiede et al. 2005; Kudo et al. 2005). 

Por sua vez, a subunidade γ é uma proteína solúvel de 36 kDa que apresenta 305 

aminoácidos e é altamente conservada entre várias espécies (Figura 4) (Raas-Rothschild et 

al. 2000; Tiede et al. 2005). Por se tratar de uma proteína solúvel, o processo de tradução 

ocorre de maneira semelhante ao precursor αβ, contudo o produto do gene GNPTG não é 

inserido a membrana e sim liberado no lúmen do RE. Neste ambiente, a subunidade γ recebe 

duas cadeias de N-glicosilação do tipo rico em manose, seguido da interação com a 

subunidade α do precursor αβ, para que então o complexo seja transportado ao complexo de 

Golgi (Encarnação et al. 2011). 
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Figura 4 - Representação da estrutura de domínios presente na subunidade γ. O produto 

do gene GNPTG é traduzido como uma proteína solúvel com 305 aminoácidos (aa) divididos 

em um peptídeo sinal (cinza escuro, aa 1-24) e um domínio de homologia ao receptor de 

M6P (HR-M6P, azul, aa 69-170). Adaptado de Velho et al (2016). 

 

A sequência de 305 aminoácidos da proteína solúvel de GNPTG apresenta uma 

região de homologia ao receptor de M6P (HR-M6P) (Figura 4) (Munro 2001; Castonguay et 

al. 2011). A similaridade da sequência de aa desse domínio pode indicar que essa região 

seria responsável por realizar a interação com os oligossacarídeos presentes nas hidrolases 

lisossômicas. As proteínas mutantes p.Gly106Ser, p.Gly126Ser e p.Cys142Tyr (Tabela 1), 

identificadas em pacientes e que estão presentes nesse domínio, quando analisadas 

funcionalmente demonstram que há interação com o precursor αβ e transporte ao complexo 

de Golgi, contudo a atividade residual foi capaz de restaurar apenas ~20% da fosforilação de 

quatro hidrolases lisossômicas diferentes (van Meel and Kornfeld 2016). Ainda, os dois 

sítios de N-glicosilação estão presentes nesse domínio e sua ausência, avaliada pela inserção 

de mutantes p.Asn88Gln e p.Asn115Gln, está relacionada à proteínas instáveis e com 

diminuição significativa do transporte ao complexo de Golgi, possivelmente relacionado a 

problemas de interação com a subunidade α (Encarnação et al. 2011). 

 

Tabela 1 – Estudos funcionais de variantes patogênicas do gene GNPTG 

Domínio 
Alteração Patogênica 

Transporte1 
Atividade 

enzimática² 
Referência 

cDNA Proteína 

HR-M6P c.316G>A p.Gly106Ser +/- >20% van Meel and Kornfeld 2016 

 
c.376G>A p.Gly126Ser 

NA >20% van Meel and Kornfeld 2016) 

 +/- NA Barea et al. 2015 

 c.425G>A p.Cys142Tyr +/- >20% van Meel and Kornfeld 2016 

 c.857C>T p.Thr286Met + 100% van Meel and Kornfeld 2016 

 Artificial³ p.Asn88Gln - NA Encarnação et al. 2011 

 Artificial³ p.Asn115Gln - NA Encarnação et al. 2011 

NA – Não avaliado. ¹ Transporte avaliado através da co-localização da proteína de GNPTG no complexo de 

Golgi pela técnica de imunofluorescência. ² Avaliado através da atividade residual das hidrolases lisossômicas 

β-hexosaminidase, α-galactosidase A, β-manosidase e α-manosidase em células GNPTG–/– HeLa. ³ Variantes 

patogênicas que não foram identificadas em pacientes, mas sim geradas artificialmente em laboratório. 
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Através de análises de similaridade de sequência de aminoácidos do precursor αβ, 

foram identificados diferentes domínios (Figura 5) que tem sido extensivamente estudados 

utilizando uma combinação de diagnóstico genético dos pacientes e estudos funcionais das 

variantes patogênicas identificadas (Tabela 2). 

Como mencionado anteriormente, a GlcNac-1-fosfotransferase é uma enzima 

residente da porção cis do complexo de Golgi. As sinalizações que garantem o transporte do 

complexo enzimático para o complexo de Golgi são conhecidos (Franke et al. 2013), porém 

tão importante quanto o transporte ao destino final é garantir que a enzima permanecerá onde 

deve realizar sua função. As primeiras evidências que surgiram nesse sentido, são oriundas 

de estudos com as proteínas mutantes identificadas na porção N-terminal, p.Lys4Gln e 

p.Ser15Tyr. Estes mutantes apresentaram diminuições nos níveis de subunidade β e a 

atividade residual de 32% e 41% para p.Lys4Gln e p.Ser15Tyr, respectivamente (Tabela 2). 

Contudo, contrariando a presença no complexo de Golgi, que é indicado pela formação de 

subunidade β, a localização intracelular, avaliada através da imunofluorescência, não 

coincide com o marcador das organelas complexo de Golgi e RE, e sim com pequenos pontos 

espalhados no citoplasma. A presença de estruturas de N-glicosilação do tipo híbrida e 

complexa na proteína mutante, modificações estas realizadas por enzimas residentes das 

cisternas medial e trans do complexo de Golgi, indicam que a localização da proteína 

mutante possivelmente seriam estruturais lisossomais. Por fim, a utilização de marcadores 

de imunofluorescência demonstraram que as proteínas mutantes colocalizavam com 

endossomos precoces e eram rapidamente degradados. Uma vez que as modificações pós-

traducionais das proteínas mutantes estavam presentes e que a atividade enzimática residual 

era relativamente alta (30% não é esperado causar a doença), foi concluído que as 

modificações nos aminoácidos p.Lys4 e p.Ser15 tornam a GlcNAc-1-fosfotransferase 

mutante incompatível com a permanência na membrana do complexo de Golgi e causam o 

direcionamento desta para degradação nos compartimentos lisossomais (van Meel et al. 

2014). O mesmo efeito foi reportado posteriormente para os mutantes p.Phe24Val, 

p.Gly26Asp, p.Ala34Pro e p.Glu36Pro, identificados na porção transmembrana da 

subunidade α (Lee et al. 2020). 

Outras duas proteínas mutantes, p.Val27Asp e p.Val28Asp, apresentaram um padrão 

particularmente diferente do então evidenciado. Também encontradas no domínio 

transmembrana da subunidade α, estes mutantes apresentaram considerável decréscimo na 
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expressão proteica, com subsequente atividade residual nula e ausência da subunidade β. 

Além disso, a proteína do precursor α/β mutante apresentou uma migração mais rápida que 

a proteína selvagem, indicando um peso molecular inferior. Utilizando a glicosidase endoH, 

enzima que realiza a clivagem de cadeias de oligossacarídeos do tipo rico em manose, foi 

demonstrado que, diferente da proteína selvagem, os mutantes não apresentaram nenhuma 

mudança no peso molecular, indicando a ausência desse tipo de modificação. Assim, foi 

concluído que as proteínas mutantes p.Val27Asp e p.Val28Asp não eram inseridas no lúmen 

do RE, onde a inserção desse tipo de oligossacarídeos acontece, o que também explica a 

diminuição da expressão proteica, uma vez que esses mutantes seriam rapidamente 

degradados no citoplasma (Lee et al. 2020). 

A identificação da presença de estruturas do tipo híbrida e complexa nos 

oligossacarídeos da GlcNac-1-fosfotransferase requer que esta seja processada pela 

maquinaria da N-glicosilação presente nas porções medial e trans do complexo de Golgi 

(van Meel et al. 2014). Como o complexo enzimático é residente da porção cis desta 

organela, há a necessidade de que ocorra o transporte retrógrado da enzima da porção trans 

à cis. Concomitante, há o fato de que a deleção da porção citoplasmática da região C-terminal 

não afeta o transporte, clivagem por S1P e atividade residual (van Meel et al. 2014), e de que 

os mutantes discutidos previamente estão presentes na região citoplasmática N-terminal. 

Neste contexto, foi identificado que a porção citoplasmática N-terminal da proteína tem a 

capacidade de interagir com as subunidades δ e ζ da proteína COP I, que são vesículas de 

transporte interno do complexo de Golgi, através da sequência sinal provável ϕ-(K/R)-X-L-

X-(K/R). Importante ressaltar que as proteínas mutantes p.Lys4Gln e p.Arg8Gly afetariam 

aminoácidos dessa sequência sinal indicada e que estes mutantes de fato apresentam prejuízo 

na interação com as subunidades supracitadas. Ainda que essa sequência sinal tenha sido 

identificada em outras glicosiltransferases residentes do complexo de Golgi, não é possível 

definir com exatidão que apenas estes aminoácidos estão envolvidos na sinalização, uma vez 

que o mutante p.Ser15Tyr apresenta incapacidade de permanecer no complexo de Golgi e 

está localizado fora dessa sequência (Liu et al. 2018; Welch and Munro 2019). 

Como previamente mencionado, a interação entre a subunidade γ e o precursor α/β 

acontece ainda no RE, pois esse possui a sinalização para garantir o transporte ao complexo 

de Golgi. Estudos de clonagem e mutagênese demonstraram que essa interação ocorre 
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especificamente em uma região da subunidade α, mais especificamente entre os resíduos 535 

e 698, que então foi denominada de domínio γ-binding (Velho et al. 2016a). 

 

 

Figura 5 - Domínios identificados no precursor α/β do gene GNPTAB. Por análise de 

similaridade foram identificados os seguintes domínios: Stealth (azul claro) divididos em 

quatro regiões (73-86, CR1; 322-421, CR2; 955-1003, CR3; 1138-1194, CR4), Notch repeat-

like 1 e 2 (rosa), γ-binding (azul escuro), DMAP (amarelo), regiões altamente conservadas 

(verde) e regiões sem similaridade identificada (cinza). O precursor conta com 20 possíveis 

sítios de N-glicosilação (círculos brancos) e dois domínios transmembrana (preto). O sítio 

de clivagem da enzima S1P é demonstrado entre os aminoácidos 928-929. Adaptado de 

Velho et al (2016). 

 

O complexo enzimático da GlcNAc-1-fosfotransferase realiza a transferência de um 

grupamento GlcNAc-1-fosfato para os oligossacarídeos presentes nas hidrolases 

lisossômicas. Para tal, a enzima necessita reconhecer e interagir com esses substratos, função 

essa ainda não bem estabelecida. Contudo, estudos de análises funcionais tem gerado 

informações que permitem criar hipóteses sobre esse tema. A subunidade α possui dois 

domínios denominados de Notch-repeat-like (NOTCH), 1 e 2, entre os resíduos 433-474 e 

500-535. Variantes patogênicas identificadas no primeiro domínio não afetam o transporte 

ou a formação da subunidade β (p.Cys442Tyr, p.Cys461Gly e p.Cys468Ser), enquanto as 

identificadas no segundo domínio apresentam redução significativa, porém ainda há 

presença dos mutantes no complexo de Golgi (p.Cys505Tyr e p.Cys523Arg). A distinção 

das proteínas mutantes entre os dois domínios NOTCH também se expressa na atividade 

residual, utilizando como aceptor o α-metil D-manosídio (α-MM), os mutantes que são 

normalmente transportados ao complexo de Golgi apresentam atividade igual ao WT, 

enquanto os mutantes que exibem prejuízo no transporte apresentam em torno de 40% da 

atividade normal. Contudo, a utilização da enzima lisossômica α-iduronidase como aceptor 

demonstrou que todos os mutantes apresentam uma diminuição expressiva da atividade 

residual (em média, 15%) (Qian et al. 2014; Velho et al. 2015b; van Meel et al. 2016). 
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Estudos com proteínas onde os domínios NOTCH foram artificialmente deletados 

demonstraram que a proteína ΔNOTCH2 apresentou uma diminuição expressiva da 

fosforilação das hidrolases lisossômicas β-hexosaminidase, α-galactosidase A, β-

galactosidase e α- e β-manosidase, o que não é observado em mutantes ΔNOTCH1. Ainda, 

a deleção de qualquer um dos domínios ΔNOTCH parece afetar igualmente as enzimas 

palmitoil tioesterase 1 e o transportador de colesterol NPC2. Lembrando que os domínios 

apresentam apenas 40% de similaridade e que são altamente conservados em diferentes 

espécies, esses estudos demonstram que ambos os domínios NOTCH são importantes para 

o reconhecimento e interação da GlcNAc-1-fosfotransferase com as hidrolases lisossômicas, 

e que individualmente cada domínio parece ter importância diferente para subpopulações 

específicas desses substratos (van Meel et al. 2016). 

Outro domínio identificado na subunidade α é a região identificada entre os 

aminoácidos 694 e 819. Em função da alta homologia desta região com uma porção do gene 

codificador da DNA metiltransferase (DNMT1), sendo essa região denominada de proteína 

associada a DNA metiltransferase (DMAP), é proposto que esse seja o domínio responsável 

pela interação proteína-proteína. A função desse domínio no contexto da GlcNAc-1-

fosfotransferase começou a ser desvendada através da utilização de uma proteína mutante 

contendo a enzima Glutationa S-transferase (GST) fusionada com a sequência de 

aminoácidos do domínio DMAP (GST-DMAP). É sabido que a enzima GST não possui a 

capacidade de interagir com hidrolases lisossômicas, contudo a proteína GST-DMAP obteve 

sucesso em imobilizar as enzimas α-iduronidase e Catepsina D, demonstrando assim que o 

domínio DMAP possui informações suficientes para garantir a interação com hidrolases 

lisossômicas (Qian et al. 2013; van Meel et al. 2016). 

Até o presente momento duas variantes patogênicas foram identificadas na sequência 

de aminoácidos que compreende o domínio DMAP, ambas em pacientes diagnosticados com 

ML II. As variantes p.Lys732Asn e p.Leu785Trp apresentam um comportamento 

semelhante quando avaliadas funcionalmente, em ambos os casos a proteína mutante é 

transportada ao complexo de Golgi e há a presença de subunidade β, indicando clivagem por 

S1P. Quando a atividade residual enzimática foi avaliada utilizando o açúcar α-MM, os 

resultados demonstraram que ambos os mutantes apresentam a mesma capacidade de 

fosforilação em comparação a proteína selvagem. Contudo, quando o aceptor utilizado foram 

as enzimas lisossômicas α-iduronidase e Catepsina D, a atividade residual dos mutantes foi 
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de 15%. Proteínas mutantes ΔDMAP também apresentam uma diminuição da quantificação 

de diferentes hidrolases precipitadas utilizando beads-CI-MPR e na quantificação de 

fosforilação, isto é, o número de resíduos de M6P inseridos nas mesmas proteínas. 

Importante ressaltar que o nível de diminuição é hidrolase lisossômica dependente, onde é 

possível determinar ainda que algumas enzimas não são afetadas (Qian et al. 2013; Qian et 

al. 2014). 

Como pontuado nos últimos parágrafos, há informação suficiente para sustentar a 

hipótese de que as estruturas necessárias para realizar o reconhecimento e ancoragem das 

hidrolases lisossômicas se encontram nos domínios NOTCH 1 e 2, γ-binding e DMAP, todos 

presentes na mesma região da GlcNac-1-fosfotransferase. Os resultados dos estudos 

funcionais com proteínas mutantes, sejam de variantes patogênicas identificadas em 

pacientes ou artificiais, demonstram a manutenção das informações que garantem o 

transporte ao complexo de Golgi, a clivagem pela enzima S1P e a capacidade catalítica da 

enzima (com pequenas reduções quando utilizado o α-MM com aceptor). No entanto, a 

incapacidade das mesmas proteínas mutantes em sustentar a atividade residual quando 

utilizadas diferentes hidrolases lisossômicas como substrato, e a distinção de atividade 

residual entre diferentes mutantes e hidrolases específicas, claramente indica a importância 

desses domínios para o reconhecimento e interação do diverso conjunto de 70 proteínas 

responsáveis pela degradação de moléculas no lisossomo (van Meel et al. 2016). 

Nesse sentido, van Meel e cols (2016) sustentam a hipótese que a GlcNAc-1-

fosfotransferase de mamíferos evoluiu de um gene ancestral que codificava uma enzima que 

realizava a transferência de grupamentos fosfatos para açúcares. Uma vez que as sequências 

de aminoácidos das diferentes hidrolases lisossômicas e a presença de oligossacarídeos em 

posições específicas não apresentam uma similaridade, seria necessário adquirir estruturas 

suficientes que garantissem que esse complexo enzimático reconhecesse um grupo de 

substratos diversos (em torno de 70 hidrolases). A diversidade de substratos reconhecidos 

pela GlcNAc-1-fosfotransferase requer flexibilidade estrutural que comporte o 

reconhecimento de estruturas proteicas diferentes, que é possível com a presença dos 

domínios NOTCH, DMAP e a capacidade de interagir com a subunidade γ. 

Contudo, essa flexibilidade estrutural não deve significar interagir e modificar outras 

proteínas que não hidrolases lisossômicas. Nesse sentido, quando se compara a sequência de 

aminoácidos do precursor αβ encontrado em humanos com a do amebóide D. discoideum, 
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uma das únicas diferenças observadas é na região denominada Space-1 (aminoácidos 87 a 

322). No amebóide, essa região é substituída por 26 resíduos dos aminoácidos Glicina e 

Serina. Com o intuito de estudar a implicação dessa diferença, a região Space-1 humana foi 

modificada com a sequência de aminoácidos encontrada no amebóide. O mutante, 

denominado de ΔSpace-1, é transportado ao complexo de Golgi e clivado por S1P, porém 

em um novo sítio (p.Arg879), e a atividade residual foi de 60% quando utilizado como 

aceptor o α-MM ou três hidrolases lisossômicas. Contudo, a atividade de fosforilação desse 

mutante em proteínas não lisossomais foi aumentada em 1.4 – 2.3 vezes (Lin Liu et al. 2017). 

Resultados semelhantes foram observados com uma GlcNAc-1-fosfotransferase mutante 

que, além da modificação na região Space-1, incluiu ainda a deleção de toda a sequência de 

aminoácidos entre as posições 438-928 (que compreende os domínios NOTCH 1 e 2, γ-

binding, DMAP e a região sem similaridade entre os aminoácidos 819-928). A proteína 

mutante resultante é expressa e transportada ao complexo de Golgi normalmente, porém 

deixa de ser substrato de clivagem para S1P. Contudo, a atividade enzimática residual foi 21 

vezes superior quando utilizado o açúcar α-MM e entre 56% a 117% quando utilizado 

diferentes hidrolases lisossômicas (β-hexosaminidase, α-galactosidase A e β-manosidase). 

Por último, a superexpressão dessa GlcNAc-1-fosfotransferase mutante em conjunto com 

plasmídeos das hidrolases lisossômicas α-manosidase, α-glicosidase, α-galactosidase A e 

glucocerebrosidase, resultaram em um aumento de 2.1- 4.9 vezes mais fosforilação do que a 

proteína de GNPTAB selvagem, o mesmo aumento foi observado em outras proteínas que 

não hidrolases lisossômicas (Liu et al. 2017). 

Outro domínio identificado por similaridade de sequência é o denominado Stealth, 

que é uma família de proteínas normalmente composta por quatro regiões conservadas 

denominadas Conserved regions (CR1 até CR4). Em bactérias, esses domínios são 

fundamentais para aderência celular e proteção contra o sistema imunológico do hospedeiro, 

uma vez que estão relacionados a síntese da cápsula de polissacarídeos (Sperisen et al. 2005; 

Muindi et al. 2014). No transcrito precursor α/β, os domínios são encontrados em quatro 

regiões distintas (CR1 - CR4) (Figura 5). 
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Tabela 2 – Estudos funcionais com variantes patogênicas do gene GNPTAB 

Domínio 

Alteração Patogênica 

Transporte1 

Atividade 

enzimática 
Referência 

cDNA Proteína α-MM³ 
Hidrolas

e 

Transmembrana c.70T>G p.Phe24Val + 65% NA Lee et al. 2020 

 c.77G>A p.Gly26Asp +/- 42% NA Lee et al. 2020 

 c.80T>A p.Val27Asp - <2% NA Lee et al. 2020 

 c.83T>A p.Val28Asp - <2% NA Lee et al. 2020 

 c.100G>C p.Ala34Pro +/- 25% NA Lee et al. 2020 

 c.107A>C p.Glu36Pro +/- 26% NA Lee et al. 2020 

Stealth 
c.242G>T p.Trp81Leu 

+/- <2% NA Qian et al. 2014 

 +/- NA NA (De Pace et al. 2014) 

 c.1001G>A p.Arg334Gln - <2% NA Qian et al. 2014 

 c.1001G>T p.Arg334Leu - <2% NA Qian et al. 2014 

 Artificial² p.Ile346Ala +/- NA NA Velho et al. 2015a 

 c.1042A>C p.Ile348Leu + 82% 100% Qian et al. 2014 

 Artificial² p.Trp357Ala - NA NA Velho et al. 2015a 

 c.1120T>C p.Phe374Leu + <2% NA Qian et al. 2014 

 Artificial² p.Leu380Ala +/- NA NA Velho et al. 2015a 

 Artificial² p.Glu389Ala +/- NA NA Velho et al. 2015a 

 
c.1196C>T p.Ser399Phe 

+/- 8% NA Velho et al. 2015a 

 +/- NA NA De Pace et al. 2014 

 
c.1208T>C p.Ile403Thr 

+/- 11% NA Qian et al. 2014 

 - 4-6% NA Qian et al. 2015 

 c.1220A>C p.Asp407Ala + 8% NA Qian et al. 2014 

 Artificial² p.Asp408Ala + NA NA Velho et al. 2015a 

 Artificial² p.Tyr421Ala + NA NA Velho et al. 2015a 

 c.2864C>T p.Ala955Val + 9% NA Qian et al. 2014 

 c.2866A>G p.His956Tyr + 4% NA Qian et al. 2014 

 
c.2956C>T p.Arg986Cys 

+ <2% NA Qian et al. 2014 

 + NA NA De Pace et al. 2014 

 c.3002T>C p.Leu1001Pro +/- 5% NA Qian et al. 2014 

 c.3053A>G p.Asp1018Gly +/- <2% NA Qian et al. 2014 

 c.3458A>G p.Asn1153Ser + <2% NA Qian et al. 2014 

Notch c.1325G>A p.Cys442Tyr + 94% 18% Qian et al. 2014 

 c.1381T>G p.Cys461Gly + 94% 15% Qian et al. 2014 

 c.1402T>A p.Cys468Ser + 105% 18% Qian et al. 2014 

 
c.1514G>A p.Cys505Tyr 

+/- 42% 36% Qian et al. 2014 

 +/- 4-6% NA Velho et al. 2015a 

 c.1567T>C p.Cys523Arg +/- 29% 18% Qian et al. 2014 

 c.1723G>A p.Gly575Arg +/- 4-6% NA Velho et al. 2015a 

γ-binding c.1760G>C p.Arg587Pro +/- 26% 16% Qian et al. 2014 

 c.1774G>A p.Ala592Thr + 23% 25% Qian et al. 2014 

 c.1931C>T p.Thr644Ile + 50% NA Velho et al. 2015a 

 c.2777A>C p.Gln926Pro + <2% NA Qian et al. 2014 

 c.3160C>G p.Leu1054Val + 85% 95% Qian et al. 2014 

DMAP c.2196G>T p.Lys732Asn + 100% 12% Qian et al. 2014 

 c.2354T>G p.Leu785Trp + 103% 15% Qian et al. 2014 

Space 
c.10A>C p.Lys4Gln 

+/- 32% NA Van Meel et al. 2014 

 NA NA 38% Qian et al. 2014 

 c.22A>G p.Arg8Gly +/- NA NA Liu et al. 2018 

 
c.44C>A p.Ser15Tyr 

+/- 41% NA van Meel et al. 2014 

 NA NA 35% Qian et al. 2014 

 c.545T>A p.Val182Asp +/- 8% NA Qian et al. 2014 

 c.569A>T p.Asp190Val + 86% 76% Qian et al. 2014 

 Artificial² p.Arg879Ala + 35%  Velho et al. 2015a 

 Artificial² p.Arg925Ala + <2%  Velho et al. 2015a 

 
c.3707A>T p.Lys1236Met 

+/- NA NA De Pace et al. 2014 

 + 77% 81% Qian et al. 2014 

NA – Não avaliado. ¹ Transporte avaliado através da presença de subunidade β ou co-localização da proteína 

de GNPTAB no complexo de Golgi pela técnica de imunofluorescência. ² Variantes que não foram identificadas 

em pacientes com ML II/III, mas que foram geradas em laboratório. ³ α-Metil-Manosídeo. 
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Até o presente momento, 40% (n=28/66) das variantes do tipo troca de sentido estão 

localizadas em algum dos quatro CRs, sendo que 19 (68%) destas estão associadas a ML II 

(Velho et al. 2019). Do total de variantes descritas, 20 foram analisadas funcionalmente. 

Duas delas, p.Arg334Leu e p.Arg334Gln, apresentaram proteínas mutantes presas no RE e, 

consequentemente, com subunidade β indetectável e atividade residual nula. O mesmo 

padrão pode ser visto na proteína mutante p.Trp357Ala, que foi artificialmente introduzida 

em laboratório e não foi identificada em pacientes (porém sem atividade residual avaliada). 

Esses dados demonstram que variantes patogênicas no domínio Stealth podem gerar 

proteínas instáveis o suficiente para que o transporte, e todas as possíveis interações proteína-

proteína que o evolvem, não aconteça (Qian et al. 2014). 

Um segundo grupo de proteínas mutantes apresenta diferentes níveis detectados de 

subunidade β e co-localização no complexo de Golgi, indicando transporte parcialmente 

afetado. Estes podem ser divididos entre as variantes que geram atividade residual parcial, 

como p.Ser399Phe e p.Ile403Thr, ou inferior a 2%, como p.Trp81Leu, p.Leu1001Pro e 

p.Asp1018Gly. Ainda é possível identificar um terceiro grupo, que são aquelas proteínas 

mutantes que apresentam co-localização predominantemente no complexo de Golgi e 

formação normal de subunidade β, indicando um transporte regular entre as organelas, 

contudo a atividade enzimática é residual, como p.Ile348Leu, p.Asp407Ala e p.Ala955Val, 

ou nula, como p.Phe374Leu, p.His956Tyr, p.Arg986Cys e p.Asn1153Ser. Em uma análise 

conjunta, as sete proteínas mutantes que são transportadas ao complexo de Golgi, são 

clivadas para formação de subunidade β, porém apresentam atividade residual muito baixa 

ou nula, indicam que os domínios Stealth podem estar diretamente relacionados a um dos 

processos essenciais para a atividade catalítica da GlcNAc-1-fosfotransferase (Qian et al. 

2014; Velho et al. 2015a; Velho et al. 2019). 

Para realizar a transferência de um GlcNAc-1-fosfato para o oligossacarídeo presente 

na hidrolase, além de realizar a transferência propriamente dita, a GlcNAc-1-fosfotransferase 

necessita interagir com os seguintes substratos: o resíduo de manose presente no 

oligossacarídeo da hidrolase lisossômica, a própria hidrolase lisossômica e o doador UDP-

GlcNAc. Mesmo que haja consenso sobre o envolvimento dos domínios Stealth com a 

atividade catalítica da GlcNac-1-fosfotransferase, atualmente não é possível definir em quais 
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das funções acima citadas os domínios Stealth estão envolvidos (Qian et al. 2014; Velho et 

al. 2019). 

 

Os genes GNPTAB e GNPTG são considerados heterogêneos 

 

As bases genéticas das ML II e III foram descobertas no início dos anos 2000. Raas-

Rothschild e cols (2000) publicaram as primeiras evidências relacionando variantes 

genéticas em pacientes acometidos com ML IIIC ao cromossomo 16p, especificamente em 

uma região conhecida na época como EST T30150. Os autores descreveram variantes nessa 

região em pacientes de três famílias de origem Drusa e Árabe, provando assim a ligação de 

variantes na região determinada e a doença ML IIIC. No ano de 2005, duas publicações 

evidenciaram as primeiras relações entre ML II e ML IIIA e o gene então chamado de 

GNPTA. Com estratégias muito semelhantes ao trabalho do ano de 2000, Paik e cols (2005) 

demonstraram que pacientes de origem asiática diagnosticados com ML II e IIIA 

apresentavam variantes em uma região denominada de MGC4170, que estava localizada no 

cromossomo 12, a mesma região previamente relacionada a essas doenças. No mesmo ano, 

Tiede e cols (2005) também reportaram as primeiras variantes no mesmo gene, agora em 

pacientes de origem europeia. Esses três trabalhos são considerados os primeiros que 

descreveram variantes patogênicas em genes que atualmente são conhecidos como GNPTAB 

e GNPTG. 

Desde então, uma extensa literatura de descrição de casos de pacientes estabeleceu 

esses dois genes como os relacionados às ML II e III. O gene GNPTAB está localizado no 

cromossomo 12q23.2 e compreende 5720 nucleotídeos divididos em 21 éxons. Sua 

transcrição dá origem ao mRNA precursor das subunidades α/β e variantes patogênicas neste 

gene podem resultar nas doenças ML II e ML III alfa/beta. Por sua vez, o gene GNPTG está 

localizado no cromossomo 16p13.3 e compreende 1975 nucleotídeos divididos em 11 éxons, 

sua transcrição origina a subunidade γ e variantes patogênicas neste gene causam a doença 

ML III gama (Raas-Rothschild et al. 2000; Paik et al. 2005; Tiede et al. 2005). 

Em recente revisão da literatura das diferentes variantes patogênicas em ambos os 

genes, foi identificado 75 trabalhos na base de dados PUBMED que descrevem um total de 

308 variantes patogênicas observadas em 518 pacientes. A distribuição dos pacientes 
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engloba todos os continentes (Figura 6), e em sua maioria os dados são referentes a variantes 

encontradas no gene GNPTAB (Velho et al. 2019). 
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Figura 6 – Distribuição dos dados genéticos de pacientes descritos com ML II e III. 

Dados de distribuição geográfica dos 517 pacientes descritos com ML II/III. Países em preto 

indicam dados do gene GNPTAB, em cinza de GNPTG e em listra de ambos os genes (Velho 

et al. 2019). 

 

Segundo dados da revisão, para o gene GNPTAB foram descritas 258 variantes 

patogênicas, que se apresentam na maioria como do tipo mudança de fase de leitura (39%), 

troca de sentido (26%) e sem sentido (23%), com apenas 3% das variantes relacionadas a 

grandes deleções, inserções ou duplicações. Outro aspecto importante das variantes 

identificadas é que 72% destas são consideradas privadas, ou seja, identificadas apenas em 

uma família, e que apenas 25 das variantes (10%) foram identificadas em mais de duas 

famílias. A alteração patogênica c.3503_3504del é a mais frequentemente encontrada (131 

pacientes) e possui distribuição geográfica ampla, mas não é encontrada em populações 

asiáticas. A segunda alteração mais frequente, a troca de sentido c.3565C>T, foi identificada 

em 43 indivíduos e apresenta frequência particularmente alta em populações da Ásia, porém 

foi encontrada também em países da Europa, Oceania, América do Norte e Oriente Médio. 

Também é possível observar que algumas variantes possuem distribuição geográfica 

exclusiva, particularmente em populações asiáticas, como é o caso das variantes 

c.2715+1G>A no Sudeste da Ásia (Paik et al. 2005; Otomo et al. 2009b; Zhan et al. 2011; 

Ho et al. 2018; Kwak et al. 2018; Wang et al. 2018), a sem sentido c.1090C>T na China(Zhan 

et al. 2011; Yang et al. 2013; Liu et al. 2016; Wang et al. 2018) e a troca de sentido 
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c.1120T>C no Japão (Otomo et al. 2009b; Hara et al. 2013; Shibazaki et al. 2016; Wang et 

al. 2018). Desde a publicação da revisão, três novos trabalhos relatando outros 5 pacientes 

da China (Pan et al. 2019; Yu et al. 2019) e Paquistão (Khan et al. 2020) descreveram 3 

novas variantes, elevando o total para 261 variantes patogênicas identificadas no gene 

GNPTAB. 

Em função da alta prevalência de alelos afetados em diferentes populações e de 

estudos de haplótipos realizados com cromossomos contendo a c.3503_3504del de 

diferentes países, a teoria é de uma única origem a 3.000 anos atrás numa região próxima ao 

Mediterrâneo à leste da Europa, possivelmente no Oriente Médio. Migrações populacionais 

da região introduziram o alelo na Europa, e que mais recentemente foi disseminado para o 

novo Mundo (Coutinho et al. 2011). No Brasil, análises mais abrangentes em número de 

pacientes e de marcadores genéticos também permitiu identificar a presença de um haplótipo 

predominante, porém com uma diversidade maior (0.839 versus 0.709) de haplótipos que 

apresentam a alteração patogênica, possivelmente em função de eventos de recombinação 

gênica (Soares et al. 2020). 

Padrão semelhante de variantes patogênicas é observado para o gene GNPTG, que 

apresenta um total de 50 variantes descritas que se dividem majoritariamente em mudanças 

de fase de leitura (35%) e sem sentido (23%). Além disso, 80% das variantes identificadas 

são consideradas únicas e apenas nove foram identificadas em duas ou três famílias. Uma 

particularidade interessante é a presença expressiva de variantes em sítio de splicing, que 

abrangem 21% das variantes descritas (no gene GNPTAB são 9%), e que estão presentes em 

sua maioria no íntron 8 (45%) (Velho et al. 2019). 

Os dados de variantes patogênicas para a América Latina são poucos e restritos ao 

Brasil, onde os primeiros trabalhos que relatam informações sobre as doenças no país são do 

começo da década de 2010. O trabalho de Cury e cols (2013) descreve informações de 

diagnóstico genético de 13 pacientes não relacionados e avaliados por sequenciamento de 

Sanger. Utilizando sangue periférico como amostra, os autores identificaram nove variantes 

patogênicas diferentes, sendo duas destas descritas pela primeira vez. Dos 24 alelos 

analisados (um paciente consanguíneo e outro com apenas amostra materna para 

confirmação), a alteração mais frequentemente encontrada foi a c.3503_3504del, 

responsável por 45,8% (11/24) dos alelos. Outros trabalhos nos anos subsequentes 

descrevem outros dois pacientes (Sperb-Ludwig et al. 2015; Velho et al. 2015a). 
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Para o gene GNPTG há dados disponíveis de três pacientes provenientes de duas 

famílias diferentes. O primeiro caso é uma paciente, filha de casal não consanguíneo, que 

apresentou as variantes patogênicas c.244_247dup e c.328G>T, em heterozigose. Análises 

de segregação nos pais confirmaram a alteração apenas no pai (c.328G>T). Após 

sequenciamento de diferentes fontes de DNA e análises de PCR em tempo real do trio (mãe, 

pai e paciente demonstraram níveis de 88,5%, 54% e 1,6%, respectivamente, do gene 

GNPTG), os autores concluem o caso como uma possível alteração de novo (Velho et al. 

2014). 

O segundo caso é de dois irmãos, filhos de casal não consanguíneo, que apresentaram 

a alteração do tipo sem sentido c.328G>T (p.Glu110*), em homozigose. Uma vez que 

análises de RT-PCR falharam em identificar a alteração patogênica, e que as possibilidades 

de alteração no número de cópias, mosaicismo e pseudogene foram excluídas, os autores 

concluem que a provável explicação para o fenômeno observado é a ocorrência de edição de 

RNA (Velho et al. 2016b). 

 

As variantes patogênicas e a consequente gravidade do fenótipo 

 

Uma vez que as ML II e III são doenças raras e de difícil diagnóstico, e que as 

variantes patogênicas são em sua grande maioria consideradas privadas, o estabelecimento 

da relação genótipo – fenótipo se torna particularmente desafiante. No entanto, diversos 

estudos realizados nos últimos anos permitiram a identificação de centenas de pacientes e 

variantes (Bargal et al. 2006; Kudo et al. 2006; Tappino et al. 2009; Otomo et al. 2009b; 

Encarnação et al. 2009; Cathey et al. 2010; Cury et al. 2013), que estudadas através de 

técnicas de biologia molecular em modelos celulares tem elucidado os mecanismos do 

complexo α2β2γ2 (Qian et al. 2014; Velho et al. 2019). 

Dados de análise da atividade residual da GlcNAc-1-fosfotransferase de células de 

pacientes demonstram que valores inferiores a 10% dos observados em controles estão 

associados ao fenótipo mais grave, ML II (Steet et al. 2005; Cathey et al. 2010; Leroy et al. 

2013). Valores semelhantes são observados em modelos celulares expressando diversas 

proteínas mutantes de GNPTAB (Velho et al. 2019). 

A GlcNAc-1-fosfotransferase é uma enzima residente da porção cis do complexo de 

Golgi, onde é clivada pela protease S1P para adquirir a conformação ativa. Logo, todas as 
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variantes que impossibilitam o transporte da enzima para a organela supracitada estarão 

relacionadas a uma proteína inativa. Variantes patogênicas que resultam em mudança da fase 

de leitura invariavelmente afetam o motivo C-terminal 1253Arg-Ile-Arg1255, um dos 

sinalizadores para o transporte ao complexo de Golgi. Além disso, essas variantes podem 

gerar códons de parada prematuro, que, em conjunto com as variantes do tipo sem sentido, 

podem ser alvo da via de decaimento mediado por mutação de códon de parada prematuro 

(nonsense mRNA decay - NMD), ocasionando a degradação do mRNA (Coutinho et al. 

2016). Sendo assim, essas classes de variantes são esperadas a resultar em alelos nulos, isto 

é, em proteínas truncadas que não serão transportadas ao complexo de Golgi e 

consequentemente apresentarão atividade residual nula. O que se observa em pacientes com 

genótipos compostos de uma combinação dessas variantes é o fenótipo mais grave de ML II 

(Otomo et al. 2009b; Cathey et al. 2010; Velho et al. 2019). 

As variantes do tipo mudança de splicing podem apresentar efeitos diversos, mas que 

em sua maioria tem como resultado uma modificação do reconhecimento dos diferentes 

níveis de controle do spliceossoma, que podem acarretar mudanças do sítio canônico de 

splicing. Entre as diversas possibilidades de consequência, estão a geração de moléculas de 

mRNA com deleções de éxons inteiros, ou de partes desses, ou inserções de partes de íntron, 

bem como a ativação de éxons crípticos (Abramowicz and Gos 2019). Em geral, essa 

alteração ocasionará a modificação da fase de leitura e a presença de códons de parada 

prematura, que por fim apresentam o mesmo efeito das variantes do tipo mudança de fase de 

leitura e sem sentido. Contudo, pacientes que apresentam esse tipo de alteração estão mais 

frequentemente representados no grupo de fenótipo mais leve, a ML III alfa/beta (Velho et 

al. 2019). Uma explicação para essa observação é que o efeito deletério causado pela 

alteração que gera a mudança de splicing não é universal, isto é, o alelo que apresenta a 

alteração não gerará apenas uma molécula de mRNA. Na verdade, as variantes do tipo 

mudança de splicing são caracterizadas por apresentar um grupo de isoformas de mRNA, 

que podem inclusive ser compostas pela isoforma selvagem. Esse fato explica a relação dessa 

classe de alteração com fenótipos mais leves de ML III. Importante ressaltar que uma 

significativa parte das variantes identificadas possui apenas análises de bioinformática que 

suportam seu efeito deletério (Abramowicz and Gos 2019; Velho et al. 2019). 

Já as variantes da classe troca de sentido estão associadas na sua maioria ao fenótipo 

mais leve (64%, n=41/64) (Tabela 2). No entanto, 23 variantes estão relacionadas a atividade 
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enzimática residual abaixo de 10% e foram identificadas em pacientes com o fenótipo mais 

grave. Essas proteínas podem (1) falhar em ser inseridas no lúmen do RE, ou (2) serem 

incapazes de deslocamento ao complexo de Golgi, ou quando transportados podem (3) serem 

incapazes de permanecer nesta organela e ainda (4) serem incapazes de realizar a adição de 

M6P em hidrolases lisossômicas ou no açúcar α-MM. Variantes patogênicas dessa classe 

que impactam o transporte da GlcNAc-1-fosfotransferase ao complexo de Golgi (1 e 2) estão 

identificadas em pacientes com ML II, pois são associadas à atividade residual nula. Já as 

proteínas mutantes identificadas no domínio Stealth que são transportadas ao complexo de 

Golgi apresentam atividade residual variável, desde valores inferiores a 2% e associadas ao 

fenótipo ML II, quanto valores em torno 5-10% que estão associadas ao fenótipo ML III 

alfa/beta (Qian et al. 2014; Velho et al. 2019).  

As variantes patogênicas que afetam domínios que estão envolvidos no 

reconhecimento de hidrolases lisossômicas como NOTCH 1 e 2, DMAP e γ-binding, 

normalmente apresentam atividade residual comparável ao controle quando utilizado o 

açúcar α-MM, porém essa atividade é reduzida quando diferentes hidrolases são utilizadas 

como aceptores, mas ainda suficiente para garantir o fenótipo mais leve ML III alfa/beta 

(Qian et al. 2013; van Meel et al. 2016; Velho et al. 2019). 

 

As ML II e III são doenças raras 

 

A incidência das ML II/III varia entre os diferentes países para os quais existem 

dados disponíveis. No Japão a incidência foi de 1: 252.500 (Okada et al. 1985) nascidos 

vivos, em Portugal de 1:123.500 (Pinto et al. 2004), na Austrália foi 1:325.000 (Poorthuis et 

al. 1999) e na Holanda de 1:625.500 (Meikle 1999). Na região de Quebec, no Canadá, 

estima-se uma incidência de 1:6.184 recém-nascidos vivos e frequência de heterozigotos de 

1:39 (De Braekeleer M. 1991; Plante et al. 2008), mas cabe ressaltar a presença de efeito 

fundador na região. No Brasil, a incidência mínima estimada é de 1:2.357.000 nascidos vivos 

(Alegra et al. 2019). 
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A necessidade de um diagnóstico diferencial 

 

O diagnóstico das ML II e III é realizado através da avaliação da sintomatologia 

apresentada pelos pacientes, como a idade de aparecimento dos sintomas, progressão da 

doença e gravidade dos sintomas. Este diagnóstico não diferencia as doenças ML III alfa/beta 

e gama. No Brasil, seguido da suspeita clínica, o diagnóstico das doenças pode ser 

confirmado através da mensuração da atividade enzimática de diversas hidrolases 

lisossômicas no plasma e em células (usualmente fibroblastos), que é o diagnóstico 

bioquímico, ou pela análise dos dois genes envolvidos na doença, que é o diagnóstico 

genético (Cathey et al. 2008; Braulke et al. 2015; Alegra et al. 2019). 

O diagnóstico bioquímico é realizado baseado na fisiopatologia das ML II/III, onde 

o defeito na síntese de marcadores de M6P nas hidrolases lisossômicas causa o acúmulo 

destas na rede trans do complexo de Golgi e o subsequente envio para o ambiente 

extracelular. Sendo assim, a mensuração das hidrolases lisossômicas em plasma de pacientes 

pode apresentar um aumento entre 5 a 25 vezes do normal. Além do plasma, analisado a 

partir de 5 mL de sangue total, a mensuração das mesmas hidrolases em células como 

fibroblastos de pacientes (através de biópsia de pele) encontrará uma atividade residual 

abaixo do normal. Não há consenso sobre quantas e quais hidrolases avaliar, mas em geral é 

realizada a mensuração de cinco hidrolases. Em conjunto, ambas as avaliações confirmam o 

diagnóstico de ML II/III, pois não é possível distinguir entre as doenças realizando esse tipo 

de avaliação. A mensuração das hidrolases em amostras de plasma apenas, caracteriza-se 

como diagnóstico bioquímico parcial (Raas-Rothschild et al. 2012; Braulke et al. 2015). 

O diagnóstico genético é realizado através do sequenciamento dos genes relacionados 

à doença e é caracterizado pela presença de duas variantes patogênicas, uma vez que se trata 

de doenças autossômicas recessivas. Uma amostra de 5 mL de sangue total é suficiente para 

extração de DNA para a análise, que baseada na suspeita clínica pode direcionar por qual 

gene se iniciará a investigação, onde pacientes com suspeita de ML II podem ser iniciados 

pelo gene GNPTAB e pacientes com ML III pelo gene GNPTG. A técnica comumente 

utilizada é o sequenciamento de Sanger, que apresenta taxa de diagnóstico entre 90 a 95%, 

mas é possível utilizar as diferentes abordagens do Sequenciamento de Nova Geração (NGS) 

(Braulke et al. 2015). É importante ressaltar que ambas as técnicas são direcionadas para 

analisar as regiões codificantes, os éxons, e as junções éxon-íntron e que, portanto, podem 
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não identificar algumas classes de variantes patogênicas reportadas em ambos os genes, 

como variantes de mudança de splicing e grandes deleções (Velho et al. 2019). Nesse 

sentido, uma possibilidade a considerar é realizar o sequenciamento do DNA complementar 

do paciente através da técnica conhecida como RT-PCR, mas que também pode apresentar 

problemas de sensibilidade (Coutinho et al. 2016). 

Nos últimos anos uma série de estudos demonstraram que é possível realizar a 

avaliação do acúmulo de diferentes subtipos de glicosaminoglicanos (GAGs) através da 

Espectrometria de Massas em Tandem (MS/MS) em amostras de urina, papel filtro e plasma 

de pacientes com ML II/III (Tomatsu et al. 2010; Langereis et al. 2015; Ellsworth et al. 2016; 

Kubaski et al. 2016; Pino et al. 2019; Chien et al. 2020). Mesmo com resultados positivos, 

o alto custo de implementação da técnica e o baixo número de amostras avaliadas, tornam a 

utilização dessa estratégia para diagnóstico de ML II/III uma promessa para o futuro. 

 

 
Figura 7 – Realização da mensuração da atividade da GlcNAc-1-fosfotransferase. 

Representação molecular da transferência de uma molécula de N-acetil-glucosamina-1-

fosfato do doador difosfato de uridina (UDP)-GlcNAc, modificado com o isótopo do 

hidrogênio tritium (³H), para o aceptor α-metil D-manosídio (α-MM), com subsequente 

liberação de uma molécula de Uridina monofosfato (UMP). Adaptado de De Pace (2014). 

 

A utilização de papel filtro (Dried Blood Spots – DBS) é uma possibilidade que 

ganhou destaque em função da facilidade de coleta e transporte da amostra, e pode ser 
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utilizado para o diagnostico bioquímico e genético das doenças(Cobos; et al. 2013). Outra 

possibilidade é realizar a atividade residual da GlcNAc-1-fosfotransferase, a partir de 

leucócitos ou fibroblastos de pacientes, em substratos sintéticos (normalmente o α-MM) 

(Figura 7), porém a necessidade de reagentes radioativos tornam o experimento de alto custo 

e de difícil logística, e que até então é realizado em poucos centros de pesquisa (Braulke et 

al. 2015). 

 

Tratamentos: uma série de abordagens in vitro 

 

Atualmente inexiste tratamento específico disponível para as ML II e III. A 

abordagem terapêutica mais utilizada foi o transplante de células tronco hematopoiéticas 

(TCTH). O primeiro relado de caso é de uma paciente com ML II que recebeu a intervenção 

aos 8 meses de idade, e que apresentou resultados satisfatórios como restabelecimento dos 

níveis de atividade residual da GlcNAc-1-fosfotransferase e outras hidrolases lisossômicas 

em leucócitos três meses após o transplante. Contudo, foi observada uma leve diminuição 

da atividade enzimática de diferentes hidrolases lisossômicas em plasma. Os autores 

concluem que há evidência clínica de que o TCTH havia alterado a evolução da doença 

(Kurobane et al. 1986). 

Uma revisão da literatura descreve as experiências do transplante de TCTH em 22 

pacientes com ML II entre os anos de 1991 e 2011. A mediana de idade ao transplante foi 

de 9 meses (2 - 23) e de três meses após diagnóstico (2 - 20). O tempo médio de sobrevida 

foi de 27.6 meses e no último seguimento a taxa de sobrevivência era de apenas 27%, com 

uma probabilidade de sobrevida de 5 anos de 33%. Os autores concluem que inexistem 

evidências de melhora no desenvolvimento neurológico e, mesmo após alguns anos ao 

transplante (2 pacientes sobreviveram mais de 10 anos após transplante), a diminuição dos 

níveis enzimáticos de várias enzimas lisossômicas no plasma se mostrou pequena e 

insuficiente para a melhora dos sintomas característicos da doença (Lund et al. 2014). Em 

2016, um relato de caso de um paciente ML II transplantado aos 26 meses de idade 

demonstrou uma diminuição de 20-40% da atividade residual de diferentes hidrolases 

lisossômicas em plasma, mas que mesmo assim continuavam de 2 a 10 vezes aumentadas 

em relação aos controles. Os autores também concluem que as células transplantadas não 

são suficientes para normalizar os níveis das diferentes hidrolases em plasma e 
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consequentemente não apresentam benefício terapêutico e mudança da história natural da 

doença (Shibazaki et al. 2016). Não há relatos de casos dessa intervenção em pacientes com 

ML III, possivelmente porque os riscos associados ao transplante não são justificados pelos 

benefícios apresentados (Naumchik et al. 2020). 

Em uma abordagem de prova de conceito, a suplementação in vitro de uma fração 

enriquecida de hidrolases lisossômicas a partir do meio de cultura de células normais 

demonstrou recuperação de alguns aspectos fisiopatológicos comumente observados em 

células de pacientes com ML II/III. Foi observado o desaparecimento dos corpos de inclusão 

do citoplasma, o reestabelecimento da função normal das mitocôndrias, do status da 

autofagia e aumento da atividade de várias hidrolases lisossômicas, com eficiência enzima 

específica (Otomo et al. 2011). Em outra abordagem terapêutica in vitro, a administração de 

Genisteína foi utilizada em uma estratégia de terapia de redução de substrato, uma vez que 

ela está relacionada à diminuição da síntese de GAGs. Células de pacientes tratadas com o 

composto evidenciaram uma redução significativa de Heparan sulfato de forma dose 

dependente, porém também foi observada uma redução da proliferação celular (Otomo et al. 

2012). Em outra abordagem de prova de conceito, fibroblastos de um modelo animal de ML 

III gama foram tratados com a enzima recombinante arisulfatase-B, e os resultados 

demonstraram uma redução de 42% da fração de Heparan sulfato e sulfato de condroitina. 

Os autores concluem que a hidrolase arisulfatase-B depende da subunidade γ para o 

direcionamento aos compartimentos lisossomais, e que a reposição enzimática foi efetiva em 

diminuir em parte o material acumulado (Di Lorenzo et al. 2018). 

A terapia gênica foi avaliada em camundongos MLII, em uma estratégia de injeção 

intravenosa única aos seis meses de vida com vetor do tipo adenovírus (AVV) contendo a 

sequência de GNPTABWT. Os animais tratados não apresentaram diferenças no ganho de 

peso ou crescimento corporal, contudo foi observado um aumento na densidade mineral 

óssea e na composição de massa magra após 32 semanas do tratamento, que possivelmente 

estão relacionados a uma diminuição da expressão de IL-6 em condrócitos articulares de 

ossos longos. Os autores concluem que a intervenção foi capaz de inibir o fenótipo ósseo 

observado na história natural desse modelo animal (Ko et al. 2016). 

Recentemente, foi descrita uma estratégia terapêutica através da utilização de 

oligonucleotídeos desenvolvidos para causar a perda do éxon 19 do gene GNPTAB, região 

onde se identifica a pequena deleção c.3503_3504del. O tratamento in vitro com diferentes 



 46 

oligonucleotídeos direcionados para ambas as junções éxon-íntron, bem como posições na 

porção codificante, foram capazes de acarretar a retirada do éxon 19, em um padrão dose 

dependente, da molécula final de mRNA do gene GNPTB. Importante ressaltar que a perda 

desse éxon não originará mudança de fase de leitura, o que não compromete a sequência 

sinal C-terminal para o transporte da GlcNAc-1-fosfotransferase ao complexo de Golgi. 

Estudos futuros devem avaliar a capacidade funcional dessa proteína mutante para 

determinar o potencial efeito terapêutico que essa estratégia poderá trazer aos pacientes com 

ML II/III portadores dessa alteração patogênica (Matos et al. 2020). 

Como apresentado nos últimos parágrafos, existem evidências in vitro de uma série 

de possibilidade terapêuticas em modelos celulares e animais de ML II/III. Contudo, 

nenhuma das estratégias descritas evoluiu para estudos clínicos até o presente momento. 

Sendo assim, atualmente se realiza o aconselhamento genético e a intervenção adotada é 

paliativa (Braulke et al. 2015). 
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Justificativa 

 

As ML II/III são doenças genéticas que afetam diferentes órgãos, que podem 

apresentar sintomas visíveis ainda no período intrauterino e que, ao longo do 

desenvolvimento do paciente, evoluem para graves problemas ósseos, cardiorrespiratórios e 

neurológicos. Esses sintomas implicam em morbimortalidade elevada e forçam a 

necessidade de cuidados em tempo integral do paciente, que pode afetar a vida profissional 

e financeira dos familiares, além de frequentes internações hospitalares por problemas 

relacionados ao defeito bioquímico. Uma vez que essas doenças necessitam de diagnóstico 

diferencial e que informações sobre as mesmas são concentradas em poucos centros de 

referências para doenças genéticas, é comum que os pacientes experimentem uma “odisseia 

diagnóstica”, onde o período entre o aparecimentos dos primeiros sintomas e o diagnóstico 

pode se estender por anos, o que pode proporcionar longos períodos de sofrimento e angústia 

aos familiares. A incidência para as ML II/III encontrada no Brasil é de 1:2.357.000 nascidos 

vivos, que é substancialmente inferior ao encontrado em outros países, o que provavelmente 

indica que essas doenças são subdiagnosticadas. 

Desde sua descrição no início da década de 2000, o gene GNPTAB tem sido 

extensivamente pesquisado em pacientes com diagnóstico clínico e bioquímico de ML II/III 

em diversas populações. Esses esforços resultaram na identificação e descrição de dados 

moleculares de mais de 450 pacientes em 75 trabalhos diferentes indexados na base de dados 

PUBMED. Esses dados permitiram evidenciar que a alteração patogênica mais 

frequentemente encontrada é a c.3503_3504del, mas que a maior parte das mudanças que 

causam o fenótipo são restritas às famílias únicas. 

Desde as primeiras publicações no começo dessa década, os estudos funcionais para 

caracterizar as proteínas mutantes identificadas em pacientes com ML II/III foram uma 

importante ferramenta para ampliar o entendimento sobre a fisiologia intracelular da 

GlcNAc-1-fosfotransferase. Essa estratégia possibilitou a identificação de que os domínios 

NOTCH 1 e 2 e o DMAP são responsáveis pelo reconhecimento e interação com as 

hidrolases lisossômicas, também foram estudos nessa categoria que identificaram a região 

de reconhecimento e interação da subunidade γ na subunidade α, que foi chamado de γ-

binding. Esses avanços no entendimento da GlcNAc-1-fosfotransferase são um resultado 

direto da utilização da informação gerada através do diagnóstico genético para o 
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desenvolvimento de modelos celulares que avaliam o efeito fisiopatológico que uma dada 

modificação no mRNA do gene GNPTAB pode ocasionar. Umas das intervenções 

terapêuticas mais utilizadas para o tratamento de pacientes acometidos por diferentes 

doenças metabólicas, a terapia de reposição enzimática, é baseada na via de M6P que foi 

identificada inicialmente estudando linhagens primárias de pacientes com ML II na década 

de 1980. Além disso, é crescente o número de evidências relacionando variantes em 

GNPTAB e GNPTG com a gagueira persistente e que pode, em conjunto com o fato de 

também ser identificado variantes no gene NAGPA (que codifica a enzima descobridora), 

indicar um envolvimento da via de M6P com o fenótipo patológico supracitado, através de 

um mecanismo ainda não resolvido. Pesquisas por marcadores genéticos relacionados a um 

possível efeito protetor à infecção viral por Ebola, em decorrência da crise de saúde gerada 

pelo surto deste vírus no continente africano no ano de 2016, identificou o gene GNPTAB 

como possível marcador de resistência a infecção. Muito provavelmente, variantes que 

ocasionem ausência de atividade da GlcNAc-1-fosfotransferase inibem a infecção viral, o 

que foi posteriormente demonstrado pelo fato de células de pacientes com ML II 

apresentarem resistência a infecção, indicando que o mecanismo de entrada do vírus em 

células eucariotas é dependente do sistema endolisossomal. 

A realização da presente tese é um passo adiante na linha de pesquisa sobre as ML II 

e III no Brasil. Nosso grupo desenvolve pesquisas com essas doenças a mais de 10 anos e 

contribuiu cientificamente para o aprimoramento do conhecimento em aspectos clínicos, 

bioquímicos, moleculares e de possíveis tratamento. À parte das questões científicas, o grupo 

também apresenta um braço de extensão para com a sociedade, uma vez que as informações 

moleculares geradas através da pesquisa de variantes patogênicas dos genes envolvidos nas 

ML II/III retorna para os pacientes e suas famílias, o que é extremamente importante pois 

possibilita a realização do aconselhamento genético. 
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Objetivos 

 

Gerais 

• Caracterizar os mecanismos fisiopatológicos de variantes patogênicas de GNPTAB; 

• Caracterizar pacientes brasileiros com ML II e III alfa/beta em relação a variantes 

patogênicas em GNPTAB. 

 

Específicos 

• Caracterizar o impacto funcional das variantes p.Asp76Gly, p.Ser385Leu, 

p.Glu389Lys, p.Asp408Asn, p.His956Tyr e p.Arg986Cys de GNPTAB, identificadas 

em pacientes com ML II/III; 

• Caracterizar o perfil de variantes patogênicas identificadas no gene GNPTAB em 

pacientes brasileiros com diagnóstico clínico e bioquímico de ML II/III, e sua 

distribuição nas regiões brasileiras; 

• Desenvolver um protocolo de diagnóstico genético para o gene GNPTAB de 

pacientes com diagnóstico clínico e bioquímico de ML II/III. 
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Capítulo 1 – Combined in vitro and in silico analyses of missense mutations in GNPTAB 

provide new insights into the molecular bases of mucolipidosis II and III alpha/beta 

 

Citação: 

Danyukova, Tatyana, Nataniel F. Ludwig, Renata Voltolini Velho, Frederike L. Harms, 

Nilay Güneş, Henning Tidow, Ida V. Schwartz, Beyhan Tüysüz, and Sandra Pohl. 2019. 

“Combined In‐vitro and In‐silico Analyses of Missense Mutations in GNPTAB Provide New 

Insights into the Molecular Bases of Mucolipidosis II and III Alpha/Beta.” Human Mutation 

41:133– 139. 
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Mucolipidosis (ML) type II (MIM# 252500) and type III alpha/beta 

(MIM# 252600) are autosomal recessive lysosomal storage disorders of 

childhood (Cathey et al., 2008; Cathey et al., 2010). Both diseases are 

caused by mutations in the GNPTAB gene encoding the 

α/β‐precursor of N‐acetylglucosamine (GlcNAc)‐1‐

phosphotransferase (EC 2.7.8.17; Tiede et al., 2005). This enzyme 

complex is required for the formation of mannose 6‐phosphate 

(M6P) residues on lysosomal enzymes, which is essential for their 

intracellular trafficking to lysosomes (Braulke & Bonifacino, 

2009). Cells from patients with MLII and MLIII alpha/beta are 

biochemically characterized by 
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Abstract 

Mucolipidosis (ML) II and III alpha/beta are inherited lysosomal storage disorders 

caused by mutations in GNPTAB encoding the α/β‐precursor of GlcNAc‐1‐

phosphotransferase. This enzyme catalyzes the initial step in the modification of 

more than 70 lysosomal enzymes with mannose 6‐phosphate residues to ensure their 

intracellular targeting to lysosomes. The so‐called stealth domains in the α‐ and β‐

subunit of GlcNAc‐1‐phosphotransferase were thought to be involved in substrate 

recognition and/or catalysis. Here, we performed in silico alignment analysis of 

stealth domain‐containing phosphotransferases and showed that the amino acid 

residues Glu389, Asp408, His956, and Arg986 are highly conserved between different 

phosphotransferases. Interestingly, mutations in these residues were identified in 

patients with MLII and MLIII alpha/beta. To further support the in silico findings, we 

also provide experimental data demonstrating that these four amino acid residues 

are strictly required for GlcNAc‐1‐phosphotransferase activity and thus may be 

directly involved in the enzymatic catalysis. 

 

KEYWORDS 

catalytic activity, GlcNAc‐1‐phosphotransferase, GNPTAB, lysosomal storage 

disorder, site-1 protease, stealth domains 
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FIGURE 1  Continued. 
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missorting and hypersecretion of lysosomal enzymes into the 

extracellular space. The subsequent intracellular deficiencies of 

these lysosomal enzymes result in the accumulation of 

nondegraded material in dysfunctional lysosomes, which strongly 

impairs cellular function and homeostasis (Kollmann et al., 2010). 

Clinical features of MLII‐affected individuals include facial 

dysmorphism, growth retardation, severe skeletal abnormalities, 

progressive psychomotor retardation, organomegaly, and 

cardiorespiratory insufficiency leading to death in early 

childhood. MLIII alpha/beta is an attenuated form of the disease, 

with later onset and slower progression of the clinical course, 

which enables survival into adulthood. So far, 258 mutations in 

the GNPTAB gene have been identified in individuals with MLII 

and MLIII alpha/beta (Velho et al., 2019). Frameshift and 

nonsense mutations on both alleles are associated with absent or 

strongly reduced GlcNAc‐1‐phosphotransferase activity and 

result generally in the severe MLII disease. Conversely, missense 

GNPTAB mutations are mainly associated with residual GlcNAc‐1‐

phosphotransferase activity and result in the MLIII alpha/beta 

disease with less severe progression (Cathey et al., 2010). 

Nevertheless, approximately 40% of all identified GNPTAB 

missense mutations were found in severely affected patients with 

MLII (Velho et al., 2019). 

The GlcNAc‐1‐phosphotransferase is a hexameric complex 

consisting of two α‐, two β‐, and two γ‐subunits (Bao, Elmendorf, 

Booth, Drake, & Canfield, 1996). The α‐ and β‐subunits that are 

synthesized in the endoplasmic reticulum (ER) as common α/β‐

precursor membrane protein assemble with the soluble γ‐

subunits to an inactive complex. Cytosolic sorting motifs of the 

α/β‐precursor mediate its subsequent transport from the ER to 

the Golgi apparatus (Franke, Braulke, & Storch, 2013). In the Golgi 

apparatus, the α/β‐precursor is proteolytically cleaved between 

Lys928 and Asp929 by site‐1 protease (S1P) into the enzymatically 

active α‐ and β‐subunits (Figure 1a; Marschner, Kollmann, 

Schweizer, Braulke, & Pohl, 2011). We and others have previously 

shown that binding of the γ‐subunit to the α‐subunit enhances 

the GlcNAc‐1‐phosphotransferase activity for M6P modification 

of specific lysosomal enzymes (De Pace et al., 2015; Di Lorenzo et 

al., 2018; Qian et al., 2010). 

For catalytic reaction, the GlcNAc‐1‐phosphotransferase 

complex has to exhibit binding sites for the substrates UDP‐

GlcNAc (phosphate donor) and lysosomal enzymes (phosphate 

acceptors). Following the transfer of GlcNAc‐1‐phosphate from 

the UDP‐GlcNAc to the high‐mannose‐type oligosaccharides on 

lysosomal enzymes, an α‐N‐acetylglucosaminidase catalyzes the 

hydrolysis of the GlcNAc residues, thus exposing the M6P signal 

(Pohl, Marschner, Storch, & Braulke, 2009; Reitman, Varki, & 

Kornfeld, 1981). 

The binding site for lysosomal enzymes was found to be 

located in the luminal Notch repeat‐like domains and DNA 

methyltransferase‐associated protein domain of the α‐subunit 

(Qian et al., 2015; Qian, Flanagan‐Steet, van Meel, Steet, & 

Kornfeld, 2013; van Meel et al., 2016). The α‐ and the β‐subunit 

both contain two so‐called stealth conserved regions: CR1 and 

CR2 in the α‐subunit and CR3 and CR4 in the β‐subunit (Figure 1a). 

Stealth domains were found in a number of bacterial hexose‐1‐

phosphotransferases involved in the biosynthesis of α‐1,4‐linked 

GlcNAc‐1‐phosphate in capsule polysaccharides (Muindi et al., 

2014; Sperisen, Schmid, Bucher, & Zilian, 2005; Tzeng, Noble, & 

Stephens, 2003), suggesting that the stealth domains harbor the 

UDP‐GlcNAc binding site. Interestingly, amino acid substitutions 

in the stealth domains of GlcNAc‐1‐phosphotransferase represent 

the majority of all missense mutations in patients with MLII and 

MLIII alpha/beta (Velho et al., 2019). Functional analyses of 

selected GNPTAB missense mutations in the stealth domains 

revealed reduced or absent GlcNAc‐1‐phosphotransferase 

activity, which was not caused by impaired ER‐Golgi transport 

and/or proteolytic activation of the α/β‐precursor (De Pace et al., 

2014; Ludwig et al., 2017; Qian et al., 2015; Velho et al., 2015). 

To analyze the role of the stealth conserved regions for 

catalytic activity of GlcNAc‐1‐phosphotransferase in more detail, 

first we selected 40 members of the phosphotransferase family 

from yeast and bacteria, which comprise at least one stealth 

conserved region (Figure 1b; Table S1), and performed alignment 

of their amino acid sequences against each of the known stealth 

conserved regions within the GlcNAc‐1‐phosphotransferase α/β‐

precursor. We identified a number of amino acid residues that are 

fully or highly conserved between the given phosphotransferases, 

including Pro355, Trp357, Leu358, Leu380, Pro381, Glu389, Ile392/Leu, 

Ile395/Leu, Ile/Leu398, the Asn406‐Asp407Asp408 motif, and Phe420 in 

the CR2 domain as well as His956 and Arg986 in the CR3 domain 

(Figure 1b, indicated by red asterisks or plus signs below the 

alignment). Whereas the Trp357, Leu358, Leu380, Ile392, Ile395, Leu398, 

and Phe420 residues in the CR2 domain may be crucial for 

intermolecular and/or intramolecular hydrophobic interactions of 

GlcNAc‐1‐phosphotransferase, the conformation of Pro355 and 

Pro381 may stabilize the molecular structure of the enzyme and, in 

particular, of the CR2 domain (Dill, 1990). Most importantly, 

among conserved residues within the stealth domains, missense 

mutations leading to amino acid substitutions of Glu389, Asp408, 

His956, and Arg986 have been identified in individuals affected by 

MLII and MLIII alpha/beta, 

 

 

FIGURE 1     Multiple sequence alignment of stealth domain‐containing phosphotransferases. (a) Schematic representation of the 

GNPTAB‐encoded α/β‐precursor. The luminal domain flanked by the C‐ and N‐terminal domains (black boxes) comprises four stealth 

conserved regions, CR1 and CR2 in the α‐subunit and CR3 and CR4 in the β‐subunit. The cleavage site of site‐1 protease (S1P), which 

generates the mature α‐ and β‐subunit, is indicated. (b) Multiple sequence alignments of the four stealth conserved regions CR1 (amino 

acids 73–87), CR2 (amino acids 322–421), CR3 (amino acids 955–1003), CR4 (1148–1185) of the α/β‐precursor (GNPTAB) of GlcNAc‐1‐

phosphotransferase and a set of 40 selected phosphotransferases are shown. For each sequence, the UniProt accession number and the 

gene name are given. The alignment was performed using the Clustal alignment program and visualized with the Jalview graphical tool. 

Each residue is assigned a color according to the default Clustal alignment criteria. The conservation rate is shown for each residue, and 

the fully conserved (*) and highly conserved (+) residues are indicated. The numbers of the amino acid residues omitted are indicated in 

square brackets. N/A: gene not available 
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FIGURE 2 Functional analysis of GlcNAc‐1‐phosphotransferase carrying GNPTAB missense mutations in the stealth domains. (a) 

Schematic representation of the GNPTAB‐encoded α/β‐precursor (similar to Figure 1a). The locations of the missense mutations in the 

stealth domains CR2 and CR3 studied here are marked in red. (b) HeLa cells overexpressing wild‐type (WT) or mutant p.Glu389Lys, 

p.Asp408Asn, p.His956Tyr, and p.Arg986Cys α/β‐precursors were fixed and stained with monoclonal antibodies against the α‐subunit 

(green), the cis‐Golgi marker protein GM130 (red) or the ER marker protein PDI (red). Nuclei were visualized by 4′,6‐diamidino‐2‐

phenylindole staining (blue). Yellow indicates colocalization. Scale bar: 10 μm. (c) Extracts of HEK‐293 cells overexpressing WT or the 

indicated mutant α/β‐precursors were analyzed by anti‐myc western blot detecting α/β‐precursors (α/β) and β‐subunits (β). GAPDH 

and extracts of nontransfected cells were used as loading and negative control, respectively. The positions of molecular mass marker 

proteins in kDa are indicated. (d) GlcNAc‐1‐phosphotransferase activity in extracts of HEK‐293 cells overexpressing WT or indicated 

mutant α/β‐precursors was measured using UDP‐[3H]GlcNAc as phosphate donor and α‐methylmannoside as phosphate acceptor for 

60 min at 37°C. The activity of WT overexpressing cells was set to 100%. Data are average values of three independent experiments, 

and error bars represent SD. *p < .05. PDI, protein disulfide isomerase 

 
that is, p.Glu389Lys (Velho et al., 2019), p.Asp408Asn (Wang et 

al., 2018), p.His956Tyr (Otomo et al., 2009), p.His956Arg (Cathey 

et al., 2010), p.Arg986Cys (Cobos, Steglich, Santer, Lukacs, & Gal, 

2015; Coutinho et al., 2012), p.Arg986Gly (Velho et al., 2019), 

and p.Arg986His (Mistri et al., 2018). The clinical description and 

the molecular analysis of the patient with severe MLII harboring 

the homozygous mutation p.Glu389Lys (Velho et al., 2019) have 

become available and are presented here for the first time 

(Supporting Information). In addition, all used in silico 

pathogenicity prediction programs, including CADD, REVEL, and 

M‐CAP (Ioannidis et al., 2016; Jagadeesh et al., 2016; Kircher et 

al., 2014), predict each of the abovementioned variants to have 

a deleterious effect (Table S2). The data suggest an essential role 

of these amino acids for the function of GlcNAc‐1‐

phosphotransferase. 

Amino acid substitutions in the α/β‐precursor may impair 

the transport of the newly synthesized α/β‐precursor protein 

from the ER to the Golgi apparatus, the proteolytic activation by 

S1P, or the substrate binding and subsequent catalytic reaction 

of GlcNAc‐1‐phosphotransferase. Therefore, to assess molecular 

consequences of GNPTAB missense mutations, a comprehensive 

functional analysis of the mutant enzyme is necessary. Whereas 

the missense mutations p.His956Tyr and p.Arg986Cys have been 

analyzed in previous studies (De Pace et al., 2014; Qian et al., 

2015; Velho et al., 2019), functional analyses of the recently 
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identified mutations p.Glu389Lys and p.Asp408Asn have been 

performed for the first time in this study. To adequately support 

the hypothesis that we raised based on the in silico sequence 

alignment, the in vitro data obtained for all the four missense 

mutations are shown side by side for better presentation (Figure 

2). Briefly (for details, see the online Supporting Information), the 

missense mutations were individually introduced into the wild‐

type (WT) complementary DNA of a human α/β‐precursor 

construct by site‐directed mutagenesis (Figure 2a). For the 

analysis of the subcellular localization of the mutants, we 

performed immunofluorescence microscopy of transfected HeLa 

cells using a generated monoclonal antibody against the α‐

subunit (De Pace et al., 2014) and organelle‐specific marker 

proteins. In agreement with previously published data, the WT 

α/β‐precursor as well as the p.His956Tyr and p.Arg986Cys 

mutants were found to colocalize with the cis‐Golgi marker 

protein GM130 (Figure 2b; De Pace et al., 2014; Qian et al., 2015). 

Similarly, the hitherto noncharacterized p.Glu389Lys and 

p.Asp408Asn mutants can also exit the ER and reach the cis‐Golgi 

apparatus (Figure 2b). Of note, a portion of both p.Glu389Lys and 

p.Asp408Asn mutant proteins was localized in the ER, as revealed 

by costaining with the ER marker protein disulfide isomerase 

(Figure 2b). In line with the localization of the mutants in the cis‐

Golgi apparatus, 190‐kDa α/β‐precursors and 45‐kDa β‐subunits 

were detectable in HEK‐293 cell extracts overexpressing the WT 

or the mutant proteins (Figure 2c), demonstrating proper 

cleavage by S1P required for GlcNAc‐1‐phosphotransferase 

activity. Finally, the in vitro GlcNAc‐1‐phosphotransferase activity 

was measured in extracts of HEK‐293 cells overexpressing the WT 

or the mutant α/βprecursors using [3H]UDP‐GlcNAc and α‐

methylmannoside as phosphate donor and acceptor, respectively 

(Qian et al., 2015; Velho et al., 2015). All the mutants exhibited 

less than 5% of WT GlcNAc‐1phosphotransferase activity (Figure 

2d). In summary, these data clearly demonstrate that amino acid 

substitutions of the conserved Glu389, Asp408, His956, and Arg986 

residues do not abolish the intracellular transport to the Golgi 

apparatus and the subsequent S1P‐mediated cleavage of the α/β‐

precursors, but they do lead to a drastic reduction of the GlcNAc‐

1‐phosphotransferase activity. 

Based on the previously obtained and newly generated data, 

we hypothesize that the conserved Glu389, Asp408, His956, and 

Arg986 residues, which are located in the stealth domains CR2 and 

CR3 of GlcNAc‐1‐phosphotransferase and are related to MLII and 

MLIII alpha/beta, play a pivotal role in the UDP‐GlcNAc binding 

and/or may be directly involved in the GlcNAc‐

1phosphotransferase‐mediated catalysis. It has previously been 

published that the mutant GlcNAc‐1‐phosphotransferase 

α/βprecursor that does not undergo cleavage by S1P is inactive 

(Marschner et al., 2011), indicating that both α‐ and β‐subunits 

mediate catalytic function of the active complex. Intriguingly, the 

identified conserved residues in GlcNAc‐1phosphotransferase are 

located on the opposite sides of the S1P cleavage site; Glu389 and 

Asp408 reside in the CR2 domain of the α‐subunit whereas His956 

and Arg986 are found in the CR3 domain of the β‐subunit (Figure 

2a). It is thus tempting to speculate that following S1P cleavage of 

the GlcNAc‐1‐phosphotransferase α/β‐precursor and assembly of 

the active complex, these four residues may appear proximate 

enough to drive catalysis. According to the EzCatDB database  

 
(http://ezcatdb. cbrc.jp), residues that are most frequently found 

to be catalytic in transferases responsible for the transfer of 

nucleotidyl and phosphorous‐containing groups include arginine, 

lysine, aspartic acid and, to a lesser extent, histidine and serine. 

In addition, aspartic and glutamic acid residues may also play a 

role in binding divalent ions, such as Mg2+ and Mn2+, which are 

strictly required for GlcNAc‐1‐phosphotransferase activity (Bao et 

al., 1996). Although the conserved residues Glu389, Asp408, His956, 

and Arg986 are likely directly involved in GlcNAc‐1‐

phosphotransferase catalysis, the exact mechanism of the 

catalytic reaction mediated by GlcNAc‐1‐phosphotransferase 

remains unknown due to lack of data on the tertiary structure of 

the enzyme. Therefore, further in‐depth investigation of the 

enzyme catalysis demands structural analysis of either the whole 

GlcNAc‐1phosphotransferase protein complex or other stealth 

domaincontaining phosphotransferases, as knowledge of the 

structure and biochemistry of these enzymes will help us to better 

understand the pathogenesis of MLII and MLIII. 
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1. Introduction 1 

Mucolipidosis (ML) II and III are autosomal recessive disorders due to the 2 

deficiency of the enzyme GlcNAc-1-phosphotransferase, which participate in the 3 

generation of manose-6-phosphate residues that are important for delivery of lysosomal 4 

enzymes to lysosomal compartments. The GlcNAc-1-phosphotransferase are codified by 5 

two different genes, the GNPTAB, an 85 kb long and structured in 21 exons located in the 6 

chromosome 12q23.2, and the GNPTG which comprised 10 exons located in the 7 

chromosome 16p13.3. Pathogenic variations in the first gene can result in the ML II and III 8 

alpha/beta, whereas in the GNPTG gene leads to ML III gamma (Raas-Rothschild et al. 9 

2000; Tiede et al. 2005; Cathey et al. 2010). 10 

Since the mild phenotype ML III gamma usually is misdiagnosed, genetic 11 

information of ML II/III patients were richer for GNPTAB gene. Up to date, more than 250 12 

pathogenic alterations have been described in patient’s cohort of different countries, and 13 

these data indicated that frameshift and missense variants were the most common (39 and 14 

26%, respectively). Even that all types of variations were found, gross deletions and 15 

duplications, del-ins and rearrangements were uncommon and accounts for 3% of 16 

pathogenic variations described so far (Velho et al. 2019). The most common technology 17 

applied for genetic diagnosis are Sanger sequencing, which achieves success rate of ~95%, 18 

but in some cases the next generating sequencing was successfully implemented 19 

(Fernández-Marmiesse et al. 2014; Sperb-Ludwig et al. 2015). Aside of the high rates of 20 

success, there is cases in the literature with just one pathogenic variation identified 21 

(Tappino et al. 2009; Encarnação et al. 2009; Cury et al. 2013), which possibly represent 22 

types of genetic lesions that PCR based techniques have less sensitivity, such as allelic 23 

dropout or copy number variations (gross deletions or duplications), or difficult to amplify 24 

of rich GC content regions, as untranslated region of exon 1 of the GNPTAB gene (~70%) 25 

(Braulke et al. 2015; Velho et al. 2019). 26 

In 2019, our group described an ML III patient (P18) who was investigated by 27 

Sanger sequencing of exons/exon-introns boundaries of GNPTAB and GNPTG genes 28 

(Alegra et al. 2019). The results showed no variations in the GNPTG gene and identified 29 

the c.242G>T (p.Trp81Leu) pathogenic variation in heterozygosity in the GNPTAB gene. 30 

No other pathogenic variant was identified. DNA analysis of both parents (Sanger 31 

sequencing) confirmed the father as being a carrier of the c.242G>T variation, and no 32 
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variation was found in the mother. We describe herein the additional genetic investigation 1 

performed in this patient, which allowed us for the identification of the second pathogenic 2 

allele. 3 

 4 

2. Methodology 5 

2.1 Genetics analysis 6 

DNA from the patient and his parents were extracted from peripheral blood with 7 

Easy-DNA purification kit (Thermo Fisher Scientific), following manufactures’ 8 

instructions. GNPTAB and GNPTG genes were amplified as previously described (Cury et 9 

al. 2013 and Velho et al. 2014, respectively), and DNA samples were submitted to 10 

automated sequencing in ABI-PRISM 3500 for Sanger method. Confirmation of 11 

pathogenic variations was defined after two independent replicates, sequenced with 12 

forward and reverse primers. For the sequencing of gDNA exon 1, we used one set of 13 

traditional sequencing primers that anneal in the 5’ UTR and intron 1 regions 14 

(Supplementary Table 1 – set 1 and Figure 1C – yellow boxes) and a second set of primers 15 

to avoid the 5’UTR region and amplify a long region of intron 1 (Supplementary Table 1 – 16 

set 2 and Figure 1C – red boxes). 17 

For next-generation sequencing (NGS) was used a panel with the Ion 314TM chip 18 

v2 (Thermo Fisher Scientific) and sequenced in the Ion PGM Hi-Q sequencing kit (Thermo 19 

Fisher Scientific). The panel of primers used by NGS are different for eight exons (1, 2, 8, 20 

11, 12, 13, 20 e 21) of GNPTAB gene in comparison to primers used in the Sanger 21 

sequencing. 22 

RNA of the patient was extracted with PAXgene blood RNA kit (Qiagen) and 23 

cDNA was generated with High Capacity cDNA reverse transcription kit (Thermo Fisher 24 

Scientific), following manufactures’ instructions. The sequence of primers used to amplify 25 

GNPTAB cDNA exons 1-6 are described in Supplementary Table 1, set 3. 26 

 27 

3. Results 28 

The previously genotype identified in the patient was the c.242G>T, in 29 

heterozygosity. To exclude both possibilities of allelic dropout or mosaicism, we 30 

performed next-generation sequencing (NGS) of the same patient DNA sample with the 31 

Ion PGM Platform (Thermo Fisher), the results showed a mean coverage of 463x and 321x 32 
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for GNPTAB and GNPTG genes, confirmed previous results (Table 1) but were unable to 1 

conclude the diagnosis. The results of NGS highlighted some inconsistencies in 2 

comparison to Sanger sequencing, as the polymorphisms c.18A>G on exon 1 and 3 

c.323+20del on intron 3 (corresponding amplicons coverage was 21x and 719x, 4 

respectively). 5 

With a new blood collection, we performed RNA extraction followed by reverse 6 

transcription and Sanger sequencing of complementary DNA (cDNA) of GNPTAB gene. 7 

The results confirmed the r.242G>T and identified a new pathogenic variation, the 8 

conversion r.86_116conNM_024312.5:19_49 (Figure 1). On the affected allele there is the 9 

conversion of the exon 1 nucleotides r.19_49 to the position r.86_116 of the same exon, 10 

which is expected to change the reading frame of the last 11 amino acids of exon 1, 11 

although it does not create a premature stop codon or change the length pattern of 12 

GNPTAB mRNA.  13 

The Sanger sequencing applied to patient gDNA sample with a new set of primers 14 

to sequence from exon 1 until 400 nucleotides downstream on intron 1 (Supplementary 15 

Table 1 and Figure 1C – red boxes), identified the polymorphisms variations 16 

c.117+215C>T and c.117+229C>T, in heterozygous, and no other alterations (Table 1). 17 

 18 

4. Discussion 19 

Here, we described a complex diagnosis of a male ML III alpha/beta patient, in 20 

which, despite the clinical and biochemical diagnosis, standard genetic analysis of patient 21 

gDNA with Sanger sequencing and NGS of the two genes were able to identify just the 22 

c.242G>T pathogenic alteration, which characterizes an incomplete molecular diagnosis. 23 

After new blood sample collection and RNA analysis with RT-PCR, we were able to 24 

identify the new r.86_116conNM_024312.5:19_49 pathogenic alteration in exon 1 of 25 

GNPTAB, therefore confirming the molecular diagnosis of ML III alpha/beta. 26 

The work described here highlights the importance of mRNA samples analysis to 27 

conclude the molecular diagnosis. The cDNA, generated from mRNA, can easily be 28 

sequenced through Sanger sequencing, a technique known as RT-PCR, which has been 29 

used in molecular diagnosis of ML II/III in Brazil (Cury et al. 2013) and for different word 30 

wild laboratory’s (Bargal et al. 2006; Kudo et al. 2006; Encarnação et al. 2009; Coutinho et 31 

al. 2012). For many of these studies, the RT-PCR technique was used mostly to confirm 32 
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the pathogenicity of predicted splicing alterations. The analysis described here show that 1 

the size of exon 1 on mRNA patient is normal (117 nucleotides), indicating that the site of 2 

normal splicing was recognized by the spliceosome, which is corroborated by the 3 

maintenance of critical nucleotides at 3’ and 5’ splice sites of exon and intron 1 4 

boundaries, respectively. 5 

Our framework for molecular diagnosis of ML II/III patients utilizes mostly Sanger 6 

sequencing and this strategy has successfully diagnosed 90 - 95% of patients, which are in 7 

agreement with published work (Braulke et al. 2015). However, there are some cases 8 

where the Sanger sequencing and NGS are unable to identify the two pathogenic 9 

alterations responsible to cause the disorders, most likely because the technique based on 10 

PCR has limitations as allelic drop-out due to single nucleotide variants or large deletions 11 

(Coutinho et al. 2012; Coutinho et al. 2016). Another limitation for these techniques is the 12 

problems with amplification of high GC content regions, which can explain the low 13 

coverage of the amplicon of GNPTAB exon 1 in the NGS panel. In the case report 14 

described here, we analyze 600 nucleotides of exon 1 and surrounding regions in the 15 

patient gDNA using three different sets of primers which allowed the identification of 16 

single nucleotide variations in heterozygous, excluding the possibility of large deletions 17 

and decreasing the potential of allelic dropout related to SNV in the region analyzed. 18 

 19 

5. Conclusion 20 

In conclusion, the work described here highlights the Sanger and NGS limitations to 21 

identified pathogenic variations in a high polymorphic gene as GNPTAB, and indicate the 22 

importance to include techniques to analyze RNA in the framework of the genetic 23 

diagnosis to guarantee the genetic counseling for ML II and III patients. 24 
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Figures and Tables 1 

 2 

Table 1 - Patient molecular analysis results from three different techniques. 3 

Region Variation Sanger NGS 
RT-

PCR 
Reference SNP 

5’UTR c.-41_-39delGGC -/- -/- NA rs76300806 

Exon 1 c.18G>A +/- +/+ NA rs4764655 

Exon 1 r.86_116conNM_024312.5:19_49 -/- -/- +/- - 

Intron 1 c.117+215C>T +/- NA NA rs7980363 

Intron 1 c.117+229C>T +/- NA NA rs4764825 

Exon 3 c.242G>T +/- +/- +/- rs281864953 

Intron 3 c.323+20delT +/- ? NA rs546617430 

Intron 4 c.365+145C>T -/- -/- NA rs2108694 

Intron 10 c.1285-166G>A -/- NA NA rs7963747 

Exon 13 c.1932A>G -/- -/- -/- rs10778148 

Intron 15 c.3135+5T>C -/- -/- NA rs759935 

3’UTR c.3771+43C>T +/- +/- NA rs79089208 

NA = not accessed. The signal “-“ represent presence and “+” absent of the specified variation. 4 
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 1 
Figure 1 – The new r.86_116conNM_024312.5:19_49 pathogenic variation identified in the ML III alpha/beta patient. A The Sanger 2 

sequencing of the patient cDNA sample showing the exon 1 and 2 boundaries and the out of frame 30 base pairs region (black arrow). B 3 
The scheme of both patient alleles. The pathogenic variation region is shown in the wild type allele (black arrow) and the altered allele 4 
(black dotted arrow), which showed the conversion of nucleotides r.86_116 and insertion in this position of the nucleotide sequence 5 
r.19_49 (black dotted arrows) of the same exon. C The gDNA exon 1 region and the first 6 exons of the patient mRNA are demonstrated. 6 

The variations identified in the molecular diagnosis and the primers used are presented in rectangle boxes: yellow, primer set 1; red, primer 7 

set 2; blue, primer set 3; green, primer set 4 (also in Supplementary Table 1). 8 
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Supplementary material 1 

 2 
Supplementary Table 1 – Information of primers set used. 3 

Name Technique Biological Target Exon Forward Reverse 

1 Sanger gDNA 1 cgtccgtcgccggagctgcaatg ggcaaaaccccgtctctaataatg 

2 Sanger gDNA 1 cctatacctgcctgtcccaca gacttccagaccaacctg 

3 NGS gDNA 1 ggaggctgtgacctgcgc ccgctactcacctctcc 

4 RT-PCR cDNA 1 - 5 gcagagacagacctatacctg ggcatcttcaacatccttagta 

 4 
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Capítulo 4 – A decade of molecular diagnosis of Mucolipidosis II and III in Brazil: a pooled 

analysis of 33 patients 
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Introduction 1 

 The Mucolipidosis (ML) type II, III alpha/beta, and III gamma are autosomal 2 

recessive disorders caused by a defect in the pathway of targeting lysosomal enzymes to 3 

lysosome through the mannose-6-phosphate (M6P) signal. Lysosomal enzymes synthesized 4 

in the Endoplasmic Reticulum were transported to the Golgi complex, where an enzymatical 5 

two-step process generates the M6P signal that guarantees the recognition of lysosomal 6 

enzymes by M6P receptors in the trans-Golgi network and subsequent delivery to lysosomal 7 

compartments (Braulke et al. 2015). 8 

The GlcNAc-1-phosphotransferase, responsible for the first step in the M6P pathway, 9 

is a cis-Golgi transmembrane resident and hexameric complex formed by α-, β- and γ-10 

subunits (α2β2γ2), codified by two genes. The GNPTG gene is located on chromosome 11 

16p13.3, has 11 exons, and codified the soluble γ-subunit. The GNPTAB gene is located on 12 

chromosome 12q23.3, expands to 21 exons that encode a transmembrane precursor protein 13 

of 1256 amino acids that is activated by Golgi-resident S1P protease proteolytic in the α- 14 

and β-subunits (Raas-Rothschild et al. 2000; Tiede et al. 2005).  15 

 Pathogenic variations in GNPTAB can be related to the severe ML II disease 16 

(MIM#252500), which patients may present symptoms at born, progress fast and death 17 

occurs in the first’s years of life. However, variations in this gene can be associated with ML 18 

III alpha/beta (MIM#252600), which shows mild symptoms normally not present at birth, 19 

progression is slower and life expectance is unclear but longer than ML II. ML III gamma 20 

(MIM #252605) is caused only by pathogenic variations in the GNPTG gene and presented 21 

as the milder disease, with joints and bone symptoms and normal life expectancy (Cathey et 22 

al. 2008; Braulke et al. 2015; Alegra et al. 2019). 23 

The functional characterization of pathogenic variations in the GNPTAB gene over 24 

the last years demonstrated that levels of 10% of GlcNAc-1-phosphotransferase residual 25 

activity appear to protect against the severe phenotype ML II (Velho et al. 2019). The 26 

spectrum of pathogenic variations described so far highlight the wide distribution of the 27 

c.3503_3504del in different patients’ populations, mainly to the possibility of a single event 28 

in the Mediterranean region of Europe and then spread to others European colonized 29 

countries, but not Japan and South Korea (Paik et al. 2005; Otomo et al. 2009; Coutinho et 30 

al. 2011; Soares et al. 2020). A recent review of genetic data shows that 258 pathogenic 31 

variations in GNPTAB gene have been described in 459 patients, and in opposite to 32 
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c.3503_3504del, 72% were related to individual families and just 10% found in more than 1 

two families, which demonstrated the high heterogeneity of this gene (Velho et al. 2019). 2 

The data for incidence is scarce, however, are described the estimated incidence of 3 

1:123.500 in Portugal, 1:650.000 in the Netherlands, and an estimated global incidence of 4 

2.5 to 10 cases per 1.000.000 live births. However, in Quebec, Canada, the high incidence 5 

of 1:6.184 of ML II was further explained by a founder effect connected to six founders of 6 

the local population, this is the only population with high rates of ML II/III described so far 7 

(Pinto et al. 2004; Plante et al. 2008; Raas-Rothschild et al. 2012). In this work, we described 8 

new clinical and genetic information of four ML II/III alpha/beta patients and review the 9 

distribution and frequencies of pathogenic variations identified in the last ten years in Brazil. 10 

 11 

Material and Methods 12 

Patients 13 

The patients' genotype included in this study are described in detail in previous works 14 

published by the group (Cury et al. 2013; Sperb-Ludwig et al. 2015; Velho et al. 2015; 15 

Ludwig et al. 2017; Alegra et al. 2019) or under publication (Di Lorenzo et al and Ludwig 16 

et al 2020) and four patients are described here for the first time. Sanger sequencing was 17 

used to genetic diagnosis, the patients P1 to P26 have the entire gene analyzed (21 exons), 18 

and P27 to P32 were analyzed until concluding diagnosis (variable amounts of exons). The 19 

consanguinity rate was 18,7% (n= 6/32), totalizing 58 alleles in this study. 20 

Biochemical and molecular diagnoses were performed at the Medical Genetics 21 

Service of the Hospital de Clínicas de Porto Alegre (SGM-HCPA). The SGM-HCPA is the 22 

reference center for the diagnosis of lysosomal diseases in the country and the only research 23 

laboratory that performs genotyping of the GNPTAB and GNPTG genes (this analysis is not 24 

available in the health system). Since 2010, the SGM-HCPA performs research with ML II 25 

and III in clinical, biochemical, and genetic data of patients diagnosed with the disease in 26 

the country (approved in the local ethical committee). 27 

The patients' genotype data included in this study are described in detail in previous 28 

works published by the group (Cury et al. 2013; Sperb-Ludwig et al. 2015; Velho et al. 2015; 29 

Ludwig et al. 2017; Alegra et al. 2019) or under publication (Di Lorenzo et al and Ludwig 30 

et al 2020) and four patients are described here for the first time. Sanger sequencing was 31 

used to genetic diagnosis, the patients P1 to P26 have the entire gene analyzed (21 exons), 32 
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and P27 to 32 were analyzed until concluding diagnosis (variable amounts of exons). The 1 

consanguinity rate was 18,7% (n= 6/32), totalizing 58 alleles in this study. 2 

 3 

Molecular diagnosis of patients P28 to P33 4 

 Molecular diagnosis was performed as previously described (Cury et al. 2013). In 5 

brief, genomic DNA was extracted from blood samples using the Easy-DNA purification kit 6 

(Thermo Fisher Scientific). GNPTAB gene amplification was performed by standard PCR 7 

and samples were submitted to automated DNA sequencing on an ABI Prism 3500 Genetic 8 

Analyzer (Applied Biosystems). Sanger sequencing results analysis was performed using the 9 

reference sequence NM_024312.4 and pathogenic nomenclature follows the 10 

recommendations of Human Genome Variation Society. Positive samples were twice 11 

independently sequenced with forward and reverse primers. 12 

 13 

Development and validation of molecular diagnosis protocol 14 

To perform molecular diagnosis faster and more costly-effective, we use 15 

retrospective genetic data of 26 patients (Table 1 –  P1 to 26) to define a rational sequential 16 

order of exon sequencing, where the firsts exons to be analyzed were the ones with more 17 

affected alleles. These 26 patients have the entire coding GNPTAB gene sequenced. Next, as 18 

a prospective cohort, we use the second group of patients (Table 2, P27 to 32) to validate the 19 

protocol, these exons in these patients were analyzed just until concluding the diagnosis. 20 

For specific patients, the molecular diagnosis through Sanger sequencing was not 21 

sufficient to conclude the molecular diagnosis, therefore patients’ samples were submitted 22 

to further analysis that concludes it (P26, pathogenic variation 23 

r.86_116conNM_024312.5:19_49 - RT-PCR analysis, described in detail on Ludwig et al 24 

2020). For generation and analysis of the protocol, the pathogenic variations identified 25 

through other techniques rather than Sanger were not considered. 26 

 27 

Results 28 

The new patients  29 

Here, we describe genetic information of four new ML II/III patients. P29 and P30 30 

were clinically diagnosed with ML III alpha/beta, the first patient present the missense 31 

c.1196C>T (p.Ser399Phe), in homozygous, and the second is compound heterozygous for 32 
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the small deletion c.3503_3504del and the missense c.1208T>C; P31 is an ML II patient 1 

homozygous to the well-known c.3503_3504del. P32 is an ML II patient diagnosed with two 2 

variations identified for the first time, c.2034dupT (p.Phe678Phefs*1) and c.2720_2721del 3 

(p.Glu907Glyfs*11) (Table 1). Both variations were not identified in genetic databases 4 

(gnomAD and 1000genomes) and frameshift variations were expected to cause the disease 5 

with severe phenotype, which agrees with the clinical diagnosis. Using ACMG 6 

recommendations for the classification of variants, both were considered pathogenic. 7 

 8 

The characterization of the total cohort of Brazilian patients 9 

 Of the 32 patients included in this report, eighteen (56,2%) were clinically diagnosed 10 

with ML II and the genetic diagnosis rate with Sanger and with Sanger and others techniques 11 

are 90,6% (n=29/32) and 93,7% (n=30/32), respectively. In the total cohort, we identified 24 12 

unique pathogenic variations that vary from missense (n= 10; 41,7%), frameshift (n= 10; 13 

41,7%), nonsense (n= 2; 8,3%), conversion (n=1; 4,2%) and splicing variation (n= 1; 4,2%) 14 

(Figure 1 and Table 1). The pathogenic variation that account for the higher number of 15 

affected alleles is the small deletion in exon 19, c.3503_3504del (n= 19; 32,7%), followed 16 

by the missense c.1208T>C (n= 6; 10,3%), the frameshift c.2249dup (n=4; 6,8%), the 17 

missense c.242G>T and c.1196C>T (n=3; 5,1%) and the missense c.1514G>A (n=2; 3,4%). 18 

The others pathogenic variations were identified in one allele. 19 

 Most of the pathogenic variations identified were associated with the severe form of 20 

the disease ML II (n=15/24; 62,5%), which all frameshift as well the nonsense c.3333T>G 21 

and the splicing c.2808A>G variations are included. The nonsense variations c.832C>T and 22 

c.1759C>T are expected to generate a premature stop codon in the amino acids 278 and 587, 23 

respectively, and to be associated with ML II. However, P19 and P5 are compound 24 

heterozygous to the missense c.1208T>C and c.1514G>A, respectively, which can explain 25 

the mild ML III alpha/beta phenotype observed. The data indicate that the presence of 26 

missense variations is associated with both phenotypes, the mild phenotype ML III 27 

alpha/beta (n=5/9; 55,5%), and the severe ML II (n=3/9; 33,3%). The missense c.242G>T is 28 

the only variation found in ML II P14 and P18, and III alpha/beta P26, in compound 29 

heterozygous with c.2249dup, c.1924_1927del, and r.86_116delins86+19_49, respectively. 30 

The distribution of the pathogenic variations shows that some alleles were specific 31 

to regions of the country (Figure 2), for instance, the missense variation c.1196C>T accounts 32 
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for three alleles found just in the South region of the country, specifically in the SC state 1 

(P29 is homozygous with consanguineous parents). The four alleles of the small duplication 2 

c.2249dup were identified in SP state, localized in the Southeast region, where P27 was born 3 

from non-consanguineous parents and diagnosed as homozygous for this variation. In this 4 

same region, the missense c.242G>T were identified in three alleles from three different 5 

patients, although in two different states (SP and MG). 6 

The two pathogenic variations that account for the higher number of affected alleles 7 

presented a broader distribution in the country. The worldwide identified c.3503_3504del 8 

were found in all regions, except in the North. In the Northeast and Midwest regions of the 9 

country the variation account for 50% (n= 9/18) and 66,7% (n= 4/6) of alleles, respectively. 10 

In the Northeast region of the country, there is a high frequency of the missense c.1208T>C 11 

(n=3/6), however, this pathogenic variation had been identified too in the Southeast and 12 

Midwest. Also, the compound heterozygous genotype the c.3503_3504del/c.1208T>C were 13 

found in four patients, and three of these patients were from the Northeast region (P8, 23 and 14 

24). 15 

Using gnomAD (version 2.1.1) database to search for alleles frequencies of the six 16 

pathogenic variations identified in more than one allele in the Brazilian ML II/III patients, 17 

we found that the c.3503_3504del were identified in all except in the Ashkenazi Jewish and 18 

East Asian populations. The higher frequencies were observed in the South Asian and non-19 

Finish European, followed by the Latinos and Others (S Table 1). The others pathogenic 20 

variations were mainly identified in the non-Finnish European, the more frequent are the 21 

c.1196C>T, with five alleles (one from South Asia and four from non-Finnish Europeans), 22 

the c.1514G>A with 3 alleles (Other non-Finnish European), the c.2249dup with 2 alleles 23 

(North-western Europeans) and the c.1208T>C identified once (Other non-Finnish 24 

European) (S Table 1 and 2). The missense c.242G>T was not identified in the gnomAD 25 

database. In the ABraOM database, a 609 cohort of elderly Brazilian people, only one allele 26 

of the c.3503_3504del (0.000821) was observed. 27 

 28 

A protocol for GNPTAB genetic diagnosis 29 

 Since the GNPTAB gene coding sequence presented as 85.461 base pairs long 30 

divided through 21 exons, we used retrospective genetic data from 27 patients to evaluate 31 

the exons with higher frequencies of pathogenic variations. We identify pathogenic 32 
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variations in 10 exons (Table 2) and with the specific frequencies of variations by exon we 1 

proposed Protocol 1 (Figure 3). 2 

 Following the protocol, we perform the molecular diagnosis of patients P27 to 32, 3 

where we analyze the patient DNA until identifying the two pathogenic variations expected. 4 

We conclude the diagnosis of all six patients in the first 4 steps, with the mean number of 5 

exons analyzed of 4.6, which vary from one exon (P31, homozygous for variation in exon 6 

19) to nine exons (P28 and 32, which have been analyzed until step 4). 7 

 8 

Discussion 9 

 Here we described genetic and clinical information of four new patients diagnosed 10 

with ML II and III alpha/beta in Brazil, with the protocol newly established. This new 11 

information, pooled with more 28 patient’s data previously published by our group, enables 12 

the analysis of frequencies and distribution of pathogenic variations in the country. The 13 

grouped analysis allows us to design and validate the protocol that will conclude the 14 

molecular diagnosis efficiently, which is a powerful tool to deliver the information for 15 

genetic counseling of affected families in a country with limited resources. 16 

The analyses confirm the expected high frequency of the worldwide spread 17 

c.3503_3054del variation in the Brazilian population, which accounts for 33,3% of affected 18 

alleles and are found in all regions of the country. This is confirmed by healthy individual 19 

control databases that present high frequencies of this variant in different genetic 20 

backgrounds, although absent in the East Asian populations as in patients populations 21 

previously described (Paik et al. 2005; Otomo et al. 2009). The detected greater proportions 22 

of this variation in the Northeast region of the country agrees with recent data from 23 

haplotypes analysis, which demonstrate the presence of six different haplotypes containing 24 

the variation in this region of Brazil. This sustain the hypothesis that different migration 25 

events of European populations, that correspond for the majority of Brazilian genetic 26 

background (Rodrigues de Moura et al. 2015), introduce the variant, which diversified 27 

through mutational and recombinant events (Soares et al. 2020). 28 

In contrast to most pathogenic variations identified in the GNPTAB gene in different 29 

patients’ populations, a subset of variations identified in Brazil presented with a high 30 

frequency. The missense c.1208T>C was the second most identified variation and account 31 

for 10,3% of affected alleles (n=6/58), was found in the Southeast, Midwest, and Northeast 32 
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of the country. Despite the low frequency in the gnomAD database (S Table 1 and 2), the 1 

variation was identified in three patients from European populations, from Portugal 2 

(Encarnação et al. 2009), Italy (Tappino et al. 2009), and Spain/Portugal (Fernández-3 

Marmiesse et al. 2014). Even that these countries were important contributors to Brazilian 4 

genetic background, the frequency of this variation in patient populations from Europe and 5 

genetic healthy database is insufficient to explain the high proportion in Brazilian patients. 6 

 Further, the small duplication c.2249dup was identified in four alleles in Brazil 7 

(6,8%) and one patient from Finland (Encarnação et al. 2009), a well know country with a 8 

distinct genetic background (Lim et al. 2014). However, the variation was found just in 9 

North-western Europeans in the gnomAD. The missense c.1196C>T was identified in three 10 

alleles in the Brazilian population, and in the gnomAD database was found in five alleles 11 

(South Asia and non-Finnish Europeans), indicating a broad distribution. In previously 12 

published patients, the variation was identified in Portugal (n=3) (Encarnação et al. 2009; 13 

Coutinho et al. 2016), France (n=1) (Bargal et al. 2006), Belgium/Romania (n=1) (Gheldof 14 

et al. 2019) and in USA (different origins, n=3) (Cathey et al. 2010). 15 

Interesting to note that the four alleles of the c.2249dup and the three alleles of 16 

c.1196C>T were identified, in each case, specifically in patients from the same state; the first 17 

variation in three non-consanguineous patients from SP, and the second in three patients, one 18 

consanguineous, from SC. Clusters of isolated populations with a high prevalence of 19 

autosomal recessive disorders, most likely attributed to the elevated rates of consanguinity, 20 

have been identified in the Northeast and Southeast regions of Brazil (Castilla and Schuler-21 

Faccini 2014; Cardoso et al. 2019). Since the number of auto-reported consanguinity is low 22 

in the Brazilian ML II/III alpha/beta patients, whether the high rates of affected alleles 23 

identified in these areas could be related to, or even constitute another, one of these clusters 24 

will need further studies to address this question. 25 

 The molecular diagnosis of ML II/III alpha/beta diseases are time and resource-26 

consuming tasks, which involves sequencing two genes that are highly heterogeneous 27 

regarding pathogenic variations, therefore presenting a considerable amount of private 28 

variations (in Brazil, n=18/24, 75%) (Velho et al. 2019). Besides, the rate of successful 29 

molecular diagnosis with Sanger sequencing achieves ~95% worldwide (Braulke et al. 30 

2015), but recent works demonstrate the necessity of utilizing a complementary approach to 31 

conclude special cases (Coutinho et al. 2016). To improve the efficiency of the molecular 32 
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diagnosis in Brazil, we implemented a simple protocol to perform the investigation of the 1 

GNPTAB gene that prioritizes exons with more variations, and ours results with six new 2 

samples shown that the conclusion of the patient molecular diagnosis requires fewer exons 3 

to be sequenced. 4 

 In conclusion, our effort to study the genetic characteristics of the Brazilian ML II/III 5 

alpha/beta patients in the last decade provide data to achieve an overview of GNPTAB 6 

pathogenic variations frequencies and specific distributions. These efforts highlight distinct 7 

and private frequencies in different states of the country, which support the hypothesis of 8 

founder effect or high rates of consanguinity, or a combination of both, that will need more 9 

studies to be addressed, and reveal the importance of molecular studies to provide cost-10 

effective and accurate information for patients genetic counseling. 11 
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Figures and Tables 1 

 2 

 3 
Figure 1 – Pathogenic variations in a cohort of Brazilian patients with ML II and III 4 

alpha/beta. Black boxes represent exons of the GNPTAB gene in proportional size, and the numbers on the 5 
top of the boxes represent the last nucleotide of that exon. The pathogenic variations identified in ML II or ML 6 
II and III alpha/beta patients are represented with * and #, respectively. The dotted line represents the S1P 7 
cleavage site. 8 
 9 

 10 
Figure 2 – The distribution of pathogenic variations identified in the Brazilian ML II 11 

and III alpha/beta patients. The five regions of the country are shown with different colors, the two 12 
letters code identified the state. Private pathogenic variations are the variations identified once in the 13 
population. 14 
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 1 
Figure 3 – The sequential protocol for molecular diagnosis of ML II and III alpha/beta 2 

patients for diagnose Brazilian patients.3 
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Table 1 – The Clinical, geographical and genetic information of the 33 Brazilian patients included in this work 1 
Patient 

ID 
Phenotype Consanguinity 

Region of 

Origen 

Genotype (cDNA) 

Allele 1/ Allelle2 
Exon Reference 

1 II No Northeast c.3503_3504del/c.3503_3504del 19/19 Cury et al. 2013 

2 II No Midwest c.3503_3504del/c.3503_3504del 19/19 Cury et al. 2013 

3 II No Midwest c.2808A>G/c.3503_3504del 14/19 Cury et al. 2013 

4 II Yes Northeast c.3503_3504del/c.3503_3504del 19/19 Cury et al. 2013 

5 III No Southeast c.1514G>A/c.1759C>T 12/13.1 Cury et al. 2013 

6 II No Southeast c.2269_2273del/c.2269_2273del 13.2/13.2 Cury et al. 2013 

7 III No South c.1196C>T/c.3503_3504del 10/19 Cury et al. 2013 

8 III No Northeast c.1208T>C/c.3503_3504del 19/10 Cury et al. 2013 

9 III No Northeast c.3503_3504del/? 19/? Cury et al. 2013 

10 II No Southeast c.1123C>T/? 10/? Cury et al. 2013 

11 III No Southeast c.1931C>T/c.3668_3670del 13.1/20 Velho et al. 2015 

12 III No Southeast c.1208T>C/c.1723G>A 10/13.1 Sperb-Ludwig et al. 2015 

13 II Yes Southeast c.3503_3504del/c.3503_3504del 19/19 Ludwig et al. 2017 

14 II No Southeast c.242G>T/c.2249dup 3/13.2 Ludwig et al. 2017 

15 II No Southeast c.1154C>T/c.3503_3504del 19/10 Ludwig et al. 2017 

16 II No Southeast c.2249dup/c.3503_3504del 19/13.2 Ludwig et al. 2017 

17 II No South c.831del/c.3503_3504del 19/8 Ludwig et al. 2017 

18 II No Southeast c.242G>T/c.1924_1927del 3/13.1 Ludwig et al. 2017 

19 III No Southeast c.1208T>C/c.832C>T 10/8 Ludwig et al. 2017 

20 II Yes Northeast c.3503_3504del/c.3503_3504del 19/19 Ludwig et al. 2017 

21 II No Northeast c.1763insA/c.3333T>G 13.1/17 Ludwig et al. 2017 

22 III No Northeast c.1514G>A/c.3503_3504del 19/12 Ludwig et al. 2017 

23 III No Northeast c.1208T>C/c.3503_3504del 19/10 Ludwig et al. 2017 

24 III No Northeast c.1208T>C/c.3503_3504del 19/10 Ludwig et al. 2017 

25 II Yes Northeast c.227A>G/c.227A>G 3/3 Ludwig et al. 2017 

26 III No Southeast r.86_116conNM_024312.5:19_491/c.242G>T 12/3 Alegra et al. 2019 

27 II No Southeast c.2249dup/c.2249dup 13/13 Di Lorenzo et al 2020 

28 III No South c.1196C>T/c.2757_2758del 10/14 Di Lorenzo et al 2020 

29 III Yes South c.1196C>T/c.1196C>T 10/10 This study 

30 III No Midwest c.1208T>C/c.3503_3504del 19/10 This study 

31 II Yes Southeast c.3503_3504del/c.3503_3504del 19/19 This study 

32 II No North c.2034dup/c.2720_2721del 13/14 This study 
1 This pathogenic variation was identified using RT-PCR. Pathogenic variations being described for the first time are presented in bold. 2 
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Supplementary material 1 

 2 

S Table 1 – Allelic frequencies in healthy individuals’ database of pathogenic variations identified in more de one allele in Brazil 3 

Pathogenic variation 

Population 

South Asian 
European 

(non-Finnish) 
Other Latino African 

European 

(Finnish) 

Ashkenazi 

Jewish 
East Asian Total 

c.
3
5
0

3
_
3

5
0
4

d
el

 

Allele count 23 83 4 19 5 5 0 0 139 

Allele number 30614 129086 7216 35422 24968 25114 10370 19954 282744 

Allele frequency 0.000751 0.000643 0.000554 0.000536 0.0002 0.000199 0 0 0.000492 

c.
2
2
4

9
d
u

p
 Allele count 0 2 0 0 0 0 0 0 2 

Allele number 30082 112630 6048 34006 16186 21554 9930 18280 248716 

Allele frequency 0 0.00001776 0 0 0 0 0 0 0.000008041 

c.
1
5
1

4
G

>
A

 Allele count 0 3 0 0 0 0 0 0 3 

Allele number 30616 113734 6132 34590 16256 21648 10076 18394 251446 

Allele frequency 0 0.00002638 0 0 0 0 0 0 0.00001193 

c.
1
2
0

8
T

>
C

 Allele count 0 1 0 0 0 0 0 0 1 

Allele number 30616 113680 6134 34588 16256 21644 10080 18394 251392 

Allele frequency 0 0.000008797 0 0 0 0 0 0 0.000003978 

c.
1
1
9

6
C

>
T

 Allele count 1 4 0 0 0 0 0 0 5 

Allele number 30616 129126 7224 35434 24970 25122 10364 19954 282810 

Allele frequency 0.00003266 0.00003098 0 0 0 0 0 0 0.00001768 

Data from gnomAD v2.1.1. 4 
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S Table 2 – Frequencies of pathogenic variations in sub-populations of Non-Finnish 1 

Europeans 2 

Pathogenic variation 

Sub-Population 

Overall 
Southern 
European 

North-

western 

European 

Swedish 

Other non-

Finnish 

European 

Estonian Bulgarian 

c.
3
5
0

3
_
3

5
0
4

d
el

 

Allele count 83 9 36 16 20 2 0 

Allele number 129086 11600 50758 26132 33102 4826 2668 

Allele frequency 0.000643 0.000776 0.000709 0.000612 0.000604 0.000414 0 

c.
2
2
4

9
d
u

p
 Allele count 2 0 2 0 0 0 0 

Allele number 112630 11426 41672 26058 30572 240 2662 

Allele frequency 0.00001776 0 0.00004799 0 0 0 0 

c.
1
5
1

4
G

>
A

 Allele count 3 0 0 0 3 0 0 

Allele number 113734 11500 42208 26134 30982 242 2668 

Allele frequency 0.00002638 0 0 0 0.00009683 0 0 

c.
1
2
0

8
T

>
C

 Allele count 1 0 0 0 1 0 0 

Allele number 113680 11498 42186 26130 30954 242 2670 

Allele frequency 0.000008797 0 0 0 0.00003231 0 0 

c.
1
1
9

6
C

>
T

 Allele count 4 0 2 0 1 1 0 

Allele number 129126 11604 50778 26132 33108 4834 2670 

Allele frequency 0.00003098 0 0.00003939 0 0.0000302 0.000207 0 

Data from gnomAD v2.1.1. 3 
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Discussão 

 

O sítio catalítico da GlcNAc-1-fosfotransferase 

 

A identificação de proteínas mutantes da GlcNAc-1-fosfotransferase que são 

transcritas, transportadas e clivadas pela S1P de maneira semelhante a proteína selvagem em 

pacientes, levantou a hipótese de que esses resíduos estão diretamente envolvidos na ação 

de transferir a molécula GlcNAc-1-fosfato, do doador UDP-GlcNAc, para a manose presente 

na hidrolase lisossômica (Qian et al. 2014). É necessário pontuar que esses aminoácidos são 

essencialmente identificados em regiões denominadas como domínios Stealth (CR1-CR4), 

que são uma família de proteínas encontradas em diferentes enzimas da classe 

fosfotransferase e particularmente estudadas em bactérias. 

Do ponto de vista bioquímico, a ação da GlcNAc-1-fosfotransferase é, em outras 

palavras, catalisar a transferência de elétrons entre os átomos presentes no GlcNAc-1-fosfato 

e no resíduo de manose. Sendo assim, os aminoácidos que realizam essa transferência 

possivelmente são classificados como hidrofílicos, pois estão presentes no exterior da 

proteína, o que facilitaria a interação com as moléculas supracitadas, e porque estes 

apresentam átomos eletricamente carregados que facilitam a transferência de elétrons (Dill 

1990). Nesse sentido, nossa análise de alinhamento de sequência de diferentes enzimas, de 

diferentes organismos, que realizam a transferência de moléculas de fosfato e que 

apresentam domínios Stealth, identificou um conjunto de aminoácidos que são conservados 

ao longo de todas as sequências analisadas. Dentre estes, identificamos os resíduos 

hidrofílicos p.Glu389, p.Asp408, p.His956 e p.Arg986 que podem estar envolvidos na ação 

catalítica da GlcNAc-1-fosfotransferase, uma vez que a modificação desses resíduos não 

acarreta prejuízos no transporte, clivagem e localização da proteína mutante. Contudo, é 

observada uma diminuição expressiva ou total da atividade residual da enzima e que, 

subsequentemente, está relacionada ao fenótipo patológico das ML II/III. Existem proteínas 

mutantes identificadas que apresentam padrão fisiopatológicos semelhantes, mas que não 

foram identificadas em nossas análises de alinhamento, como é o caso da p.Ser385Leu, 

identificada em um paciente brasileiro com ML II. 

É importante ressaltar que, mesmo que nossos dados aumentem as evidências de que 

os domínios Stealth são responsáveis por realizar a atividade catalítica da GlcNAc-1-
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fosfotransferase, nossa abordagem é indireta e especulativa, uma vez que não foi analisado 

se esses aminoácidos são importantes para a transferência de elétrons ou a interação-ligação 

com a molécula de UDP-GlcNAc. Ainda, experimentos para resolver a estrutura quaternária 

da GlcNAc-1-fosfotransferase dependerão de técnicas dispendiosas como cristalografia ou 

ressonância magnética nuclear, ou uma combinação de ambas. Nesse sentido, um trabalho 

recente resolveu a estrutura quaternária da enzima Descobridora, demonstrando que quatro 

aminoácidos são responsáveis por interagir com o substrato GlcNAc e três com o fosfato, e 

dois destes realizam a hidrólise que separa ambos os substratos (Gorelik and Illes 2020). 

 

As variantes do tipo troca de sentido retiradas no RE 

 

Um incremento substancial sobre o entendimento da GlcNAc-1-fosfotransferase foi 

observado quando modelos celulares superexpressando variantes do tipo troca de sentido 

identificadas em pacientes foram iniciados. Essa estratégia se demonstrou particularmente 

efetiva, uma vez que permitiu identificar a função dos domínios NOTCH 1 e 2, DMAP e 

Stealth, além de identificar a região de interação entre a subunidade α e γ (Qian et al. 2014; 

van Meel et al. 2016; Velho et al. 2016a). 

Dentre as mais de 38 variantes já estudadas com essa estratégia, as proteínas mutantes 

p.Arg334Gln, p.Ser399Phe, p.Ile403Thr, localizadas na subunidade α, e p.Leu1001Pro e 

p.Asp1018Gly, localizadas na subunidade β, apresentam a característica em comum de 

prejuízo na capacidade de transporte do RE ao complexo de Golgi, etapa indispensável para 

garantir um complexo enzimático ativo. Além destas, a alteração p.Asp76Gly, identificada 

em um paciente brasileiro (resultados, capítulo 2), e as p. Ile346Ala, p.Trp357Ala, 

p.Leu380Ala, p.Glu389Ala e p.Asp408Ala (todas inseridas artificialmente em 

laboratório(Velho et al. 2015b)), também apresentam características semelhantes. É 

importante ressaltar que os motivos sinais N- e C-terminais 5Leu-Leu6 e 1253Arg-Ile-Arg1255, 

respectivamente, não são afetados por esses mutantes, pois eles são identificados na porção 

luminal do precursor αβ. Outras características que precisam ser ressaltadas são os fatos de 

que esses mutantes não apresentam uma diminuição da expressão proteica nem uma 

diminuição do peso molecular (que pudesse indicar ausência de modificação pós-

traducional, como é observado nas proteínas mutantes p.Val27Asp e p.Val28Asp (Lee et al. 

2020) do precursor αβ quando comparado ao selvagem. Esses fatos juntos parecem indicar 
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que essas proteínas mutantes são transcritas, inseridas no lúmen do RE e recebem 

modificações como N-glicosilação, contudo, são incapazes de serem transportadas ao 

complexo de Golgi. 

Aliado às informações citadas anteriormente, dados de estabilidade foram descritos 

para a proteína mutante p.Ser399Phe e podem ajudar no entendimento do prejuízo no 

transportado observado. Utilizando uma estratégia de pulso-perseguição (van Meel et al. 

2014) (do inglês pulse-chase) com meio de cultura contendo os aminoácidos modificados 

metionina/cisteína35S, foi demonstrado que a proteína mutante não apresenta diferença 

perceptível em experimentos de blotting. Vale destacar que não foram realizadas análises de 

densitometria do precursor αβ quando comparado ao selvagem, e que ambos são 

praticamente indetectáveis após 8 horas. Esse fato pode indicar que a incapacidade de 

transporte ao complexo de Golgi da proteína mutante p.Ser399Phe não é devido à rápida 

degradação desta no RE. 

Outra informação importante de ressaltar é a capacidade da GlcNAc-1-

fosfotransferase de interagir diretamente com proteínas componentes do sistema COPII 

(Franke et al. 2013) e COPI (Liu et al. 2018) no RE e complexo de Golgi, respectivamente. 

Como as proteínas mutantes que permanecem retidas no RE estão distantes dos sinais, em 

princípio únicos e suficientes, responsáveis pelo transporte do precursor αβ ao complexo de 

Golgi, são necessários outros estudos que avaliem a possibilidade de (1) incapacidade desses 

mutantes em interagir com o sistema COPII ou (2) a existência de outras proteínas ainda não 

descritas que são necessárias ao transporte, e que a interação com estas é prejudicada nessas 

proteínas mutantes. 

 

Diagnóstico das ML II/III 

 

As ML II/III são doenças genéticas raras e que necessitam de diagnóstico elaborado 

que dependem de uma equipe multidisciplinar. O gene GNPTAB é considerado heterogêneo 

em função da grande quantidade de variantes patogênicas descritas e da grande 

representatividade de variantes privadas (Velho et al. 2019). No Brasil, foram identificadas 

24 variantes diferentes, sendo 75% privadas e apenas 6 variantes encontradas em mais de 

um paciente. O éxon 19 apresenta a maior quantidade de alelos afetados, em função da 

pequena deleção c.3503_3504del, seguido do éxon mais extenso, 13, com 8 variantes 
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diferentes. O éxon 10 é o terceiro mais frequentemente alterado, muito em função da alta 

prevalência da alteração de troca de sentido c.1208T>C (n=6 alelos). Sendo assim, a 

implementação do protocolo para pesquisa por variantes patogênicas no gene GNPTAB em 

seis pacientes brasileiros permitiu finalizar o diagnóstico genético analisando uma 

quantidade inferior de éxons, o que em outras palavras significa dizer que foi necessário uma 

quantidade menor de reações de PCR, purificações e sequenciamentos para identificar as 

duas variantes patogênicas esperadas a causar as doenças. Todos os seis pacientes 

diagnosticados seguindo o protocolo apresentaram variantes em éxons previamente já 

alterados, tornando essa estratégia eficiente e interessante. Como altas percentagens de 

variantes privadas são encontradas no gene GNPTAB (72% e 75% no mundo e Brasil, 

respectivamente), é esperada a identificação de novas variantes e que, uma parte destas, serão 

encontradas em éxons ainda não alterados. Sendo assim, eventualmente o diagnóstico 

genético poderá necessitar de uma análise mais abrangente de éxons, mas no geral é esperado 

que o protocolo proporcione a identificação de ambas as variantes patogênicas com uma 

diminuição de tempo e recursos financeiros. 

O sequenciamento de Sanger é capaz de realizar o diagnóstico genético de 90-95% 

dos pacientes (Braulke et al. 2015). No entanto, mesmo que globalmente utilizado para o 

diagnóstico de doenças genéticas, a técnica possui algumas limitações que podem diminuir 

a sensibilidade para variantes patogênicas do tipo mudança de splicing, em particular aquelas 

causadas por variantes distantes dos éxons, ou variantes no número de cópias, como deleções 

e inserções. A utilização de diferentes metodologias de diagnóstico genético se faz 

necessária para resolver os casos onde o sequenciamento de Sanger pode apresentar 

limitações. Nesse sentido, a implementação do RT-PCR permitiu que fosse finalizado o 

diagnóstico genético de um paciente com ML III alfa/beta (capítulo 3 dos resultados) ao 

identificar a nova alteração do tipo conversão r.86_116conNM_024312.5:19_49. Como as 

análises realizadas no éxon 1 e regiões adjacentes próximas (5’ UTR e íntron 1) não 

identificaram variantes na amostra de gDNA que expliquem o resultado identificado no 

mRNA do paciente, e que as possibilidades de grandes deleções ou allelic dropout podem 

ser excluídas, a possibilidade de alguma alteração longe da fronteira éxon-íntron, bastante 

profunda no íntron (deep intronic), por exemplo, poderia explicar o fenótipo observado. 

Nesse ponto, é importante ressaltar que o íntron 1 se estende por 33 Kb. 
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Já faz alguns anos que a análise dos genes GNPTAB e GNPTG através da técnica de 

Sequenciamento de Nova Geração está disponível em nosso centro de pesquisa. Em função 

do custo ainda considerável e do pequeno número de amostras de pacientes, a utilização 

dessa ferramenta como primeira escolha para o diagnóstico de ML II/III ainda não é uma 

realidade. Contudo, para alguns casos onde nossa estratégia de diagnostico padrão não foi 

suficiente para identificar ambas as variantes patogênicas, a utilização do sequenciamento 

de terceira geração apenas confirmou os achados prévios. Enquanto esse fato demonstra a 

robustez do sequenciamento de Sanger, também aponta a necessidade de incorporação de 

uma metodologia diagnóstica com sensibilidade para a detecção de variantes que causem 

mudança no número de cópias. Recentes abordagens com a plataforma de sequenciamento 

de nova geração (Brusius-Facchin et al. 2019) permitem que interrogações nesse sentido 

sejam realizadas, e podem facilmente ser implantadas; além disso, o desenvolvimento e 

implementação de outras técnicas como MLPA ou aCGH (Benito-Sanz et al. 2017) podem 

ser úteis para a resolução de casos de diagnóstico genético incompleto. 

 

Avaliação da atividade da GlcNAc-1-fosfotransferase 

 

A atividade enzimática da GlcNAc-1-fosfotransferase é um experimento complexo 

que utiliza o doador do resíduo de fosfato, a molécula UDP-GlcNAc, modificado 

radioativamente (Varki et al. 1981). O experimento atualmente é realizado em poucos 

laboratórios, um na Alemanha e outro no USA, e recentemente nosso grupo de pesquisa 

adquiriu os reagentes para realizar o ensaio aqui no Brasil. Durante o período de realização 

dessa tese, o grupo realizou a padronização do ensaio em leucócitos de duas amostras 

controles e de um paciente com ML III alfa/beta, e os resultados foram condizentes com os 

publicados previamente. 
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Conclusões por objetivo 

 

As conclusões da presente tese serão apresentadas de acordo com os objetivos 

específicos: 

• Objetivo específico 1 - Caracterizar o impacto funcional das variantes p.Asp76Gly, 

p.Ser385Leu, p.Glu389Lys, p.Asp408Asn, p.His956Tyr e p.Arg986Cys de GNPTAB, 

identificadas em pacientes com ML II/III. 

-As variantes p.Asp76Gly, p.Ser385Leu, p.Glu389Lys e p.Asp408Asn podem ser 

consideradas, segundo o American College of Medical Genetics, como patogênicas; 

-O resíduo p.Ser385 parece ser importante para a atividade catalítica da GlcNAc-1-

fosfotransferase; 

-O resíduo p.Asp76 é importante para o transporte do precursor αβ do retículo 

endoplasmático ao complexo de Golgi; 

-Os resíduos p.Glu389, p.Asp408, p.His956 e p.Arg986 são importantes para a 

atividade catalítica da GlcNAc-1-fosfotransferase, por realizar a transferência de 

elétrons que ocasionará na ligação do GlcNAc-1-fosfato à manose, ou por agir na 

interação-ligação com o substrato UDP-GlcNAc ou na ancoragem desse para que a 

catálise ocorra. 

 

• Objetivo específico 2 - Caracterizar o perfil de variantes patogênicas identificadas 

no gene GNPTAB em pacientes brasileiros com diagnóstico clínico e bioquímico de 

ML II/III, e sua distribuição nas regiões brasileiras. 

-O sequenciamento das regiões exônicas e junções éxon/intron do gene GNPTAB, 

pelo método de Sanger, é uma ferramenta eficiente de diagnóstico genético de 

pacientes brasileiros com ML II/III; 

-As ML II e III alfa/beta apresentam grande heterogeneidade alélica, com alta 

frequência de variantes privadas; 

-As classes de variantes do tipo mudança de fase de leitura e troca de sentido são as 

mais frequentemente encontradas em pacientes brasileiros com ML II e III alfa/beta; 

- Os éxons de GNPTAB que apresentam o maior número de diferentes variantes 

patogênicas são o 13 e o 10; 
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-A variante mais frequentemente encontrada em GNPTAB é a c.3503_3504del 

(localizada no éxon 19), seguida pelas variantes c.1208T>C (éxon 10), c.2249dup 

(éxon 13), c.242G>T (éxon 3) e c.1196C>T (éxon 10); 

-As variantes c.3503_3504del e c.1208T>C apresentam ampla distribuição no Brasil, 

sendo que a primeira contribui para a maioria dos alelos identificados nas regiões 

Nordeste, Centro-oeste e Sudeste, enquanto a variante c.242G>T é encontrada em 

dois estados da região Sudeste do Brasil; 

-As variantes c.2249dup e c.1196C>T foram identificadas apenas nos estados de São 

Paulo e Santa Catarina, respectivamente, onde contribuem para a maioria dos alelos 

identificados naqueles estados. 

 

• Objetivo específico 3 - Desenvolver um protocolo de diagnóstico genético para o 

gene GNPTAB de pacientes com diagnóstico clínico e bioquímico de ML II/III. 

-O protocolo proposto para a identificação de variantes patogênicas do gene 

GNPTAB inclui a análise sequencial, pelo método Sanger, dos éxons 19 (etapa 1); 13 

e 10 (etapa 2); 3, 8 e 12 (etapa 3); e 14, 17 e 20 (etapa 4). A análise dos éxons 

inseridos na etapa 5 do protocolo será aleatória e realizada apenas para as amostras 

negativas para duas variantes patogênicas até o final da etapa 4. 
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Considerações finais e perspectivas 

 

Com os resultados da presente tese é possível determinar vários aspectos importantes 

para o campo científico internacional e nacional das ML II/III. Contudo, nossos resultados 

também possibilitam que novos questionamentos possam ser realizados e, portanto, são 

perspectivas para próximos passos da linha de pesquisa: 

• Investigar a incomum regionalização das variantes patogênicas c.2249dup e 

c.1196C>T e descrever as possíveis explicações para esse fenômeno; 

• Investigar a incomum alta frequência alélica da alteração patogênica c.1208T>C na 

população brasileira de pacientes com ML II/III; 

• Avaliar o papel dos aminoácidos p.Asp76, p.Arg334, p.Ser399, p.Ile403, p.Leu1001 

e p.Asp1018, que quando alterados apresentam a característica de retenção da 

proteína mutante no RE; 

• Avaliar o papel dos aminoácidos p.Trp81, p.Phe374 e p.Ser385 para a atividade 

catalítica da GlcNAc-1-fosfotransferase, uma vez que mutantes desses resíduos estão 

localizados no complexo de Golgi e apresentam uma atividade residual muito baixa; 

• Implementar no diagnóstico genético outras técnicas que apresentem sensibilidade 

diagnostica para grandes variantes patogênicas, como deleções e duplicação; 

• Introduzir o ensaio da atividade residual da GlcNAc-1-fosfotransferase para a rotina 

do laboratório com o intuito de gerar dados que contribuam para o entendimento da 

relação genótipo-fenótipo; 

• Desenvolver e implementar o sistema de avaliação in vitro da patogenicidade de 

variantes patogênicas do tipo mudança de splicing. 
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