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RESUMO

Os disturbios congénitos de glicosilacédo tipo Il (CDG Il) sdo doencas graves,
multissistémicas, devidos a mutacdes deletérias em genes que codificam proteinas
gque mantém a integridade do complexo de Golgi e de outros componentes que
participam do processo de N-glicosilacdo. Este representa modificacdo pos-
traducional de proteinas que da origem as estruturas de N-glicanos, que sé&o
essenciais para o funcionamento normal do organismo.

Para avaliacdo do desempenho da espectrometria de massa no diagndstico
dos CDG I, foi realizada anéalise e comparacdo por espectrometria de massa, de
estruturas de N-glicanos das moléculas de glicoproteinas plasmaticas de individuos
portadores e nao portadores de disturbios congénitos de glicosilagdo tipo Il e
verificou-se que as diferencas entre os dois grupos foram em maior parte
guantitativas. Entretanto, um subtipo de CDG Il (MAN1B1-CDG) levou a producéo e
acumulo de N-glicanos diferenciais que permitem um direcionamento do diagndstico
molecular.

Através de diferencas quantitativas, a analise e estudo das estruturas de N-
glicanos acumuladas estreita o numero de genes candidatos ao diagndstico
molecular, auxiliando na identificacdo destes disturbios, que ndo apresentam
sintomas clinicos nem glicobiomarca especificos, e se confundem clinicamente com
outras doencas metabdlicas.

Este trabalho € pioneiro no Brasil e evidenciou a importancia da
espectrometria de massa no auxilio ao diagnéstico de portadores de disturbios

congénitos de glicosilacao tipo Il.

Palavras-chave: CDG tipo Il; CDG,; N-glicanos; N-glicosilagdo; focalizagéao

isoelétrica; espectrometria de massa; glicosilacao.



ABSTRACT

Congenital Disorders of Glycosylation type Il (CDG II) comprise a group of
severe, multisystem diseases caused by mutations in genes responsible for
maintaining the integrity of Golgi apparatus and of other components involved in N-
glycosylation processing, i.e, post-translational modifications, which result in N-
glycan structures.

We performed analyses of N-glycan structures of plasma glycoproteins of
CDG Il patients and healthy controls, in order to evaluate the performance of mass
spectrometry in the diagnosis of these diseases. Most of the differences between
both groups of individuals were quantitative. One of the CDG Il subtypes (MAN1B1-
CDGQG) led to the accumulation of abnormal N-glycans, which allowed diagnosis, not
yet confirmed by molecular methods.

Analysis and characterization of accumulated N-glycan structures narrow the
number of candidate genes to be considered in the diagnosis. This helps in the
identification of these diseases, because the definite diagnostic is not possible by
clinical features and there are no specific biomarkers.

To the best of our knowledge, this is the first mass spectrometry-based study
in Brazil aiming the diagnosis of these disorders. It also highlights the importance of

mass spectrometry in the diagnosis of CDG II.

Keywords: CDG type Il; CDGs; N-glycans; Glycosylation; N-glycosylation; Isoelectric

focusing; mass spectrometry.
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1 INTRODUCAO

A diferenca de complexidade entre seres humanos e outros animais nao é
explicada apenas pelo tamanho do genoma de cada espécie, mas também pela
interacdo entre classes de moléculas, incluindo &acidos nucleicos, proteinas,
carboidratos e lipideos. Esta diversidade € possivel através de modificacfes pos-
traducionais que aumentam o repertorio de formas maduras das proteinas com a
introducdo de grupos funcionais através de reagBes como carboxilagéo,
hidroxilagdo, acetilacdo, fosforilacdo, metilagdo, ubiquitinacdo, oxidacdo e
glicosilacdo que € um conjunto de reacdes sequenciais que leva a formacéo de
glicoconjugados, entre os quais se destacam as glicoproteinas e glicolipideos. Os
glicanos (estruturas compostas por carboidratos) desses glicoconjugados
possuem papel biolégico importante por recobrirem toda a superficie das células e
estarem presentes em grande parte de proteinas secretadas, promovendo
interacOes célula-célula e célula-meio, que sao criticas para o desenvolvimento e
funcdo de organismos multicelulares, mantendo padrbes especificos para
diferentes fases do desenvolvimento, diferentes tecidos e diferentes estados
fisiolégicos!318,

Existem diferentes tipos de glicosilacdo, e aproximadamente 1 a 2% do
genoma humano estdo envolvidos na codificacdo de enzimas responsaveis pela
sintese e processamento de glicanos!. As duas principais vias sdo a N-
glicosilacdo e O-glicosilacdo, nas quais os glicanos das glicoproteinas estao
ligados covalentemente ao nitrogénio do grupo amino do aminoacido asparagina
e ao oxigénio do grupo hidroxila do aminoacido treonina ou serina
respectivamente?’. Neste estudo, serdo abordados os distirbios da N-glicosilacéo.
A presenca de mutacdes deletérias nos genes que codificam as enzimas e outras
proteinas envolvidas no processo de glicosilagdo resulta nos Distlrbios
Congénitos de Glicosilagdo (CDG;Congenital Disorders of Glycosylation, em
inglés), anteriormente denominados sindromes de glicoproteina deficiente em
carboidrato (CDGS;Carbohydrate-Deficient Glycoprotein Syndromes, em inglés) 4.

Os CDG séao doencas raras, bioquimica e clinicamente heterogéneas, que se
devem a deficiéncia na biossintese e metabolismo dos glicanos. Desde o
reconhecimento da primeira forma de CDG, em 1980, j4 foram descritos varios

subtipos. O diagnostico preciso de CDG é um grande desafio, devido a ampla



apresentacdo de sinais clinicos (que dificulta a definicAo de caracteristicas
clinicas dessas doencas), as centenas de genes relacionados e a auséncia de
uma glicobiomarca especifica. O teste utilizado para a triagem de individuos
possivelmente afetados € a focalizacao isoelétrica (IEF, isoelectric focusing, em
inglés) da transferrina sérica, embora este teste ndo detecte todos os casos?.

O diagnostico de alguns subtipos de CDG pode ser feito por dosagens de
atividade enzimatica e/ou sequenciamento génico, entretanto, para varios
subtipos ainda ndo foram identificadas as enzimas ou genes responsaveis.
Nestes casos, a analise estrutural dos N-glicanos por espectrometria de massa
pode auxiliar nos estudos de vias biossintéticas, indicar genes candidatos e/ou

promover novos insights sobre os processos envolvidos na N-glicosilacéo 2°8.

1.1 N-GLICOSILACAO

A maioria das proteinas plasmaticas sofre modificacbes pds-traducionais,
uma delas é a glicosilacdo, que é um conjunto de reacbes bioquimicas
sequenciais com 0 objetivo de sintetizar estruturas de glicanos (macromoléculas
compostas por carboidratos), as quais se ligam covalentemente as proteinas
formando as glicoproteinas. Estes glicanos sdo formados por monossacarideos
como N-acetilglicosamina, manose, galactose e acido sialico, ligados ao
nitrogénio do aminoacido asparagina das proteinas. As glicoproteinas possuem
variaveis numeros de sitios de N-glicosilacdo, O-glicosilacdo ou ambos. Em
humanos, os distlrbios congénitos de glicosilacdo mais conhecidos sédo os da via
da N-glicosilacéo 2814,

A biossintese das estruturas de N-glicanos compreende a sintese,
transferéncia e processamento do glicano em trés compartimentos celulares:
citosol, reticulo endoplasmético (RE) e complexo de Golgi. Estes processos tém
inicio no citosol, em uma molécula de dolicol-fosfato (lipideo preso a membrana
do RE), ao qual é acrescido uma molécula de N-acetilglicosamina-fosfato.
Sequencialmente, sdo incorporadas uma molécula de N-acetilglicosamina e cinco
moléculas de manose, formando o oligossacarideo ligado ao lipideo (LLO) na face
citosdlica da membrana do RE. Por acdo de uma enzima flipase, o LLO é
transferido para o limen do RE, onde quatro moléculas de manoses séo
acrescidas. A adicdo de cada monossacarideo € feita por enzimas especificas;

glicosiltransferases acrescentam trés moléculas de glicose ao LLO, dando origem



ao precursor maduro do N-glicano, composto por quatorze monossacarideos.
Este precursor é, entdo, transferido para o aminoacido asparagina em uma
sequéncia consenso (Asn-X-Ser/Thr; onde X pode ser qualquer aminoacido,
exceto prolina) da proteina nascente, finalizando a primeira fase da N-glicosilacao
(figura 1) 289,
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Fig. 1 - Sintese do precursor do N-glicano (dolicol-P-P-GIcNAc2MansGlcs), adaptado9 .

Apos a transferéncia do LLO para a proteina e ainda no RE, inicia-se o
processamento do glicano (figura 2), com a remocdo das moléculas de glicose
(pelas alfa-glicosidases | e Il) e uma molécula de manose (pela alfa-manosidase ).
A proteina é entdo direcionada ao complexo de Golgi, onde mais moléculas de
manose sao removidas e outras moléculas de N-acetilglicosamina, fucose,
galactose e acido sialico sdo acrescentadas. O &cido sialico na posicao terminal
confere carga elétrica negativa a estrutura do glicano, que maduro apresenta um

nicleo comum trimanosil (MansGIcNAc2Asn) &9,
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Fig. 2 - Processamento e maturacdo do N-glicano apés a transferéncia do precursor para a
proteina, adaptado®.

Como resultado da N-glicosilacdo, todo N-glicano apresenta um nucleo
comum de onde surgem as ramificagdes (também denominadas antenas). Os N-
glicanos séo classificados em trés tipos (figura 3) 14,

1) Oligomanosidico: no qual somente moléculas de manose séo ligadas ao nucleo

comum.



2)

3)

1)

2)

Complexo: no qual as duas ramificacdes (antenas) ligadas ao ndcleo comum ja
apresentam moléculas de N-acetilglicosamina.

Hibrido: no qual somente moléculas de manose sao ligadas ao residuo de
manose do nucleo comum na posicdo alfal-6 e uma ou duas ramificacbes

(antenas) séo ligadas ao residuo de manose do nucleo comum na posi¢éo alfal-3.

@
12 o2 2
Q
2 a3 o
&

Nucleo comum

Oligomanosidico Complexo Hibrido

Fig. 3 - Tipos de N-glicanos. Os N-glicanos presentes em glicoproteinas maduras séo de trés tipos:
oligomanosidico, complexo e hibrido 9

Estes N-glicanos se dividem em duas grandes categorias quanto as suas

propriedades biolégicas:

Propriedades estruturais (os glicanos ligados aos proteoglicanos, por exemplo,
sdo importantes para a manutencdo da estrutura, porosidade e integridade
tecidual) e modulatérias (modulam interacbes entre proteinas ativando e/ou

potencializando suas fungdes).

Propriedades de serem reconhecidos de forma especifica por outras moléculas,
mais comumente por proteinas. Estas proteinas se subdividem em dois grandes
grupos: proteinas que se ligam ao glicano de forma intrinseca (proteinas que
reconhecem glicanos do mesmo organismo) e de proteinas que se ligam ao
glicano de forma extrinseca (proteinas que reconhecem glicanos de organismos
diferentes). As proteinas que se ligam ao glicano de forma intrinseca medeiam
interacdes célula-célula, reconhecem moléculas extracelulares e podem também
reconhecer glicanos na mesma célula, enquanto proteinas que reconhecem

glicanos de forma extrinseca compreendem adesinas de microorganismos



patogénicos, aglutininas ou toxinas, além de relacdes de simbiose (por exemplo
bactérias intestinais) %19,

Baseado nestas propriedades biolégicas, os glicanos apresentam funcdes
como crescimento e desenvolvimento celular, migracdo celular, reconhecimento e
adesdo célula-célula. Conferem também resisténcia a digestdo por proteases,
estabilidade e controle de dobramento de proteinas, mecanismos de defesa e

antigenicidade, entre outras 1.

1.2 DISTURBIOS CONGENITOS DE GLICOSILACAO

CDG sao doencas genéticas herdadas de forma autossémica recessiva na
maioria dos casos, causadas por mutacfes deletérias em genes que levam a
deficiéncias nas reagdes bioquimicas de glicosilagédo!?4.

Estas doencas apresentam amplo espectro de caracteristicas clinicas o
gue torna o diagnastico dificil. O desenvolvimento de diferentes érgaos € afetado,
especialmente certas regifes do cérebro, trato gastrointestinal, figado, sistema
visual e sistema imunolégico 4. Desde o reconhecimento da primeira forma mais
de cem tipos de CDG foram identificados (anexo A)!* com um grande numero
descrito nos ultimos anos, devido ao desenvolvimento de novas técnicas que
combinam glicobiologia e sequenciamento de nova geracdo®.

Os portadores de CDG apresentam mais de um dos seguintes sinais
clinicos: atraso de desenvolvimento, deficiéncia mental, hipotonia, hipoplasia
cerebelar, hipotrofia do corpo caloso, atraso de mielinizagdo, convulsdes,
epilepsia, ataxia, acidente vascular cerebral, atraso de crescimento, disfuncao
hepatica, distarbios de coagulacado, dismorfismos, osteopenia, cifose, escoliose,
estrabismo, retinite pigmentosa, atrofia Optica, ictiose, sindrome nefrética,
infeccbes recorrentes, cardiomiopatia, neuropatia periférica e disturbios
enddcrinos. Muitos destes sinais sao encontrados em pacientes com outras
doencas metabdlicas, entretanto, os pacientes com CDG apresentam processo
anormal de glicosilacdo como causa dos achados. Os CDG que envolvem a via
da N-glicosilacdo podem ser detectados pelo estudo da transferrina plasmatica
por IEF. Esta proteina possui dois sitios de N-glicosilagdo com estruturas de
glicanos sializados em cada sitio, que pela IEF se revela em isoformas que irdo
configurar padrbes caracteristicos, classificando os CDG em dois tipos, tipo | e
tipo 1.



1.2.1 Disturbios Congénitos de Glicosilagéo Tipo Il (CDG II)

Os CDG Il envolvem a via da N-glicosilacdo e sado relacionados ao
processamento e rearranjo do LLO ligado a proteina nascente no RE e complexo
de Golgi. Ocorrem devido a mutacbes em genes que codificam glicosidases e
glicosiltransferases, que vao levar a desordens em qualquer etapa do processo
de N-glicosilacdo, por deficiéncia funcional das enzimas ou mutacdes em genes
que codificam transportadores de monossacarideos ativados e proteinas
citoplasmaticas, que fazem o trafego de componentes da glicosilacdo para o
complexo de Golgi e dentro desta organela, levando a desordens em mais de
uma via de glicosilacdo e em multiplas etapas da N-glicosilacdo, devido a

disfuncdo do complexo de Golgi*®.

1.2.1.1 Nomenclatura

A nomenclatura recomendada para os CDG inclui o nome do gene
envolvido, seguido do termo CDG. A nomenclatura antiga est4 apresentada no
presente documento entre parénteses. Nela, os subtipos eram descritos com
letras mindsculas em ordem alfabética, indicando a sequéncia em que foram
identificados. Os CDG com alteracdo genética ainda ndo esclarecida séo

classificados como CDG Ix ou CDG lIx#813,

1.2.1.2 Mecanismos de Alteracao da N-glicosilacao

1.2.1.2.1 Deficiéncia Funcional de Enzimas

As (glicosidases e (glicosiltransferases encontram-se localizadas em
compartimentos distintos e especificos do complexo de Golgi, 0 que permite
reacdes sequenciais no processo de N-glicosilacdo. Enzimas que atuam no inicio
da biossintese dos N-glicanos encontram-se no compartimento cis e medial,
enquanto, enzimas que atuam nas etapas finais encontram-se nos
compartimentos trans do complexo de Golgi. Mutacdes deletérias nos genes que
codificam estas enzimas afetam a via da N-glicosilacdo e identificam alguns

subtipos de CDG Il, como indicado nos exemplos abaixo??2464



- MGAT2-CDG (CDG-lla)

O CDG lla é causado por mutacdo no gene MGATZ2, que codifica a enzima
N-acetilglicosaminiltransferase-ll (GlcNacT-Il), presente no complexo de Golgi,
que catalisa a conversdo do N-glicano oligomanosidico a complexo, através da
adicdo da segunda molécula de N-acetilglicosamina a estrutura do N-glicano.

Portadores de CDG lla apresentam retardo psicomotor, epilepsia,
anormalidades esqueléticas, disturbios gastrointestinais, atraso de crescimento,
atrofia cortical, atraso de mielinizagdo, dismorfismo craniofacial, estereotipias de

maos e grave retardo mental®6-37,

- MOGS-CDG (CDG-lIb)

E devido & mutacdo no gene MOGS, que leva a deficiéncia da enzima
alfal,2 glicosidase, responsavel por retirar a primeira molécula de glicose do
oligossacarideo ligado a proteina, primeiro passo do processamento do N-glicano.
As caracteristicas clinicas relatadas em uma crianca afetada foram achados

dismorficos, hepatomegalia, fibrose hepatica e hipotonia generalizada 364,

- BAGALT1-CDG (CDG-IlId)

Nos pacientes portadores de CDG-lld, a estrutura dos N-glicanos das
glicoproteinas plasmaticas ndo apresenta as moléculas de galactose e acido
sidlico, como resultado da deficiéncia da atividade da enzima betal,4
galactosiltransferase, codificada pelo gene B4GALT1. As manifestacdes clinicas
relatadas séo deficiéncia mental, hipotonia, hidrocefalia devido a malformacéo de

Dandy-Walker, distrbios de coagulacédo e miopatia 36:3°.

- MAN1B1-CDG

Devido a mutacdo no gene MAN1B1, que codifica a enzima alfa 1,2
manosidase, responsavel pela clivagem da molécula de manose terminal na
posicdo intermediaria do N-glicano. Pacientes com esta mutacdo apresentam
aumento das estruturas de N-glicanos ricas em manose. As caracteristicas
clinicas encontradas séo distribuicdo anormal de gordura, estrabismo, hipotonia,

atraso do desenvolvimento motor e da fala 1636,



1.2.1.2.2 Disfuncédo do Complexo de Golgi e de Transportadores

Para que o processo de N-glicosilacdo no complexo de Golgi aconteca de
forma completa, € necessaria a funcédo de varios componentes, alguns envolvidos
na integridade da organela, e outros que participam do processo de N-glicosilacéo,
como por exemplo, os transportadores de monossacarideos ativados no citosol e
ndcleo. Mutacdes deletérias nos genes que codificam qualquer um destes
componentes podem afetar diversas vias de glicosilacdo e multiplas etapas da N-

glicosilacdo, classificando os subtipos de CDG Il como nos exemplos abaixo %°:

- SLC35C1-CDG (CDG-lIc)

Nos pacientes com CDG-lic (também conhecidos como portadores de
deficiéncia de adeséo leucocitaria tipo Il), a deficiéncia € no transportador de
fucose. As estruturas de N-glicanos (moléculas de adeséo celular, sialil-Lewis X)
presentes em IgM e em proteinas de membrana dos leucécitos sdo deficientes
em fucose. Esta deficiéncia aumenta o numero de leucécitos circulantes e dificulta
a migracdo dos mesmos através dos vasos, levando a frequentes infec¢des. As
estruturas dos N-glicanos ndo apresentam hiposializacdo, gerando um padréo
normal de glicosilacdo da transferrina a IEF. Pacientes com este disturbio
apresentaram grave retardo de desenvolvimento, microcefalia, hipotonia,
dismorfismo craniofacial e atraso de crescimento, além de achados tipicos como

infeccdes recorrentes e leucocitose marcante, durante e entre as infecgdes 361965,

- SLC35A1-CDG (CDG-IIf)

Este CDG é causado por deficiéncia no transportador de acido sialico
ativado, presente na membrana do complexo de Golgi. Devido a deficiéncia de
acido sialico, os leucécitos ndo apresentam sialil-Lewis x (moléculas de ades&o).
Os portadores deste disturbio apresentam neutropenia grave, trombocitopenia,
formacdo de plaquetas gigantes, presenca de glicoproteinas anormais nas

plaguetas, ataxia e ndo apresentam outros sinais neurolégicos 3648,

- SLC35A2-CDG (CDG-IIm)
A combinacdo de resultados de analise bioquimica com dados de
sequenciamento de nova geracdo levou a descoberta de um defeito no

transportador de galactose ligado ao cromossomo X. Este defeito foi encontrado
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na forma de mosaicismo em dois outros pacientes. A identificacdo de mosaicismo
em pacientes com CDG representa uma explicacdo para a variabilidade fenotipica
encontrada nestes pacientes. As caracteristicas clinicas relatadas foram atraso de

desenvolvimento, hipotonia, anomalias esqueléticas e malformacéo cerebral 23,

- COG7-CDG (CDG-lle)

O complexo COG (oligomérico Golgi conservado), composto por 8
subunidades de proteinas, € critico para a estrutura e funcdo do complexo de
Golgi, além de influenciar o trd&fego de componentes dentro do mesmo.
Portadores de CDG-lle possuem mutacao no gene COG7, que afeta varias etapas
do processo de glicosilacdo, por impedir o trafego normal de multiplas
glicosiltransferases e transportadores de monossacarideos ativados. Esta
mutacdo afeta tanto a sintese de N-glicanos quanto de O-glicanos. As
manifestacbes clinicas descritas nos pacientes portadores de CDG-lle foram
asfixia perinatal, dismorfismos incluindo orelhas displasicas, micrognatia, pescoco
curto, encefalopatia, doenca hepatica e aumento de enzimas lisossdmicas no

plasma 26:36:64,

- ATP6VOA2-CDG

Mutacbes neste gene causam deficiéncia da enzima adenosina trifosfatase
(ATPase), relacionada a membrana de vesiculas celulares e associada a um
gradiente anormal de prétons nestas vesiculas. Isto leva a maturacdo anormal
das glicosiltransferases secretadas e trafego anormal de glicoproteinas. As

caracteristicas clinicas incluem cutis laxa e pele enrugada 313,

- TMEM165-CDG (CDG-IIk)

Ainda ndo esta claro o exato mecanismo alterado neste subtipo de CDG I,
mas sabe-se que ha alteracéo no gradiente de pH do complexo de Golgi, que leva
a defeito de trafego generalizado, bioguimicamente similar ao observado no
ATP6VOA2-CDG. Os pacientes apresentam atraso de crescimento e
desenvolvimento, microcefalia, displasia esquelética com 0ssos mais longos e
envolvimento vertebral, braquidactilia, escoliose, baixa estatura, pele enrugada e
distribuicdo anormal de gordura. Os achados laboratoriais incluem elevacdo da
concentracéo seérica de enzimas hepaticas e creatina quinase (CK) e reducéo da

sintese de fatores de coagulacéo 2.
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A identificacdo de novos genes tem demonstrado a importancia da
glicosilacdo na interacdo célula-célula, sinalizacdo, sobrevivéncia celular, no
desenvolvimento de oOrgaos, mosaicismos além de consequéncias de uma

glicosilacdo anormal na fungéo muscular.

1.3 DIAGNOSTICO DE DISTURBIOS CONGENITOS DE GLICOSILACAO

Os CDG séao classificados em dois tipos, | e Il, baseado no padrédo de
hipoglicosilagdo (hiposializagdo) da transferrina por IEF. O CDG | apresenta
hiposializacdo da transferrina, por esta conter um dos sitios de N-glicosilacado
desocupado (ou seja, ha pelo menos uma estrutura de N-glicano ausente na
proteina). Entretanto, a estrutura do N-glicano presente estd em sua forma
completa (sem alteracdo), e este padrdo representa as deficiéncias na sintese e
transferéncia do LLO para a proteina nascente no RE. No CDG II, os dois sitios
de N-glicosilacdo da transferrina estdo ocupados, mas a estrutura do N-glicano
ligado a proteina esta alterada (incompleta). Este padrdo representa as
deficiéncias nos passos subsequentes, ou seja, processamento e rearranjo do
LLO no RE e complexo de Golgi, apés a transferéncia do mesmo para a proteina

nascente 1.6,

1.3.1 Focalizacéao isoelétrica da transferrina (Tf IEF)

O reconhecimento laboratorial do defeito bioquimico béasico nos CDG
(hipoglicosilacdo de glicoproteinas) é feito pela técnica de focalizacéo isoelétrica,
um exame laboratorial que separa as proteinas de acordo com sua carga. As
moléculas de proteinas, sendo anféteras, podem assumir cargas elétricas
positivas, negativas ou neutras, dependendo do pH do meio. Na IEF, as proteinas
migram em um gel que apresenta um gradiente continuo de pH, assumindo
posi¢cdes neste gel de acordo com seu ponto de carga elétrica neutra, isto €, seu
ponto isoelétrico.

A transferrina € a glicoproteina plasmatica de escolha para o estudo da N-
glicosilacdo, por ser abundante e por ter somente dois sitios de glicosilacéo,

formando poucas isoformas. Sua estrutura é composta por uma cadeia

polipeptidica simples, com peso molecular de 79.570 daltons, contendo 679
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residuos de aminoacidos. Possui dois lados homdlogos, cada um com um sitio de
ligacdo do ferro e somente um dos lados contém os dois sitios de N-glicosilacao,
onde ocorre a ligacdo covalente do glicano ao atomo de nitrogénio de um
aminoacido especifico (asparagina nas posicoes 413 e 611). A estrutura do
glicano ligada a molécula de transferrina apresenta heterogeneidade estrutural,
podendo ser mono-, bi-, tri- ou tetra-antenaria. A molécula final da transferrina
apresenta teoricamente nove isoformas, definidas segundo o numero de residuos
de acido sialico presentes nas extremidades das antenas, podendo variar de 0 a 8
(Figura 4) 490,

Tetra-sialo Penta-sialo Hexa-sialo transferrina

B GlcNAc O Man ® Gal NANA

Fig. 4 - Estrutura da transferrina mostrando dois sitios de ligacao de ferro, um de cada lado
homdlogo da molécula, e os dois sitios de glicosilacdo nas posi¢des asparagina 413 e 611. A

imagem inferior mostra algumas isoformas da transferrina (tetra-, penta- e hexassiélica)50.

pY

O padréo de glicosilacdo da transferrina a IEF em individuos saudaveis,
apresenta usualmente uma intensa banda correspondendo a transferrina tetra-
sidlica, e duas bandas mais fracas uma acima e outra abaixo desta,

correspondendo, respectivamente, as isoformas penta-sialica e tri-sialica (figura 5).

Os CDG | sdo caracterizados pela diminuicdo dos residuos de acido sialico
ligados ao N-glicano da transferrina. Assim o padrédo de glicosilacdo da
transferrina a IEF apresenta diminui¢cdo da intensidade da banda que representa
a transferrina tetra-sialica (transferrina com quatro residuos de acido sialico), e

aumento das bandas que representam a transferrina di-sialica (auséncia de uma
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estrutura de N-glicano) e assialotransferrina (auséncia de duas estruturas de N-
glicanos), como apresentado na figura 5.

Os CDG Il apresentam N-glicanos com estruturas antenares incompletas,
hipossializadas, ligadas aos dois sitios de N-glicosilacdo da transferrina. O padrao
de glicosilacdo da transferrina a IEF caracteriza-se pelo aumento da intensidade
da banda que representa a transferrina tri-sidlica (uma das estruturas antenares
incompleta) e/ou das demais bandas que representam isoformas hipossializadas
da transferrina, pois o defeito genético ocorre nas etapas em que ha o

processamento da estrutura antenar do N-glicano (figura 5).

-
-
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Fig. 5 - Focalizacao isoelétrica da transferrina sérica mostrando padrées de bandas normais e com

diferentes graus de sializagéolo.

O padréo de glicosilacao da transferrina caracteristico de CDG Il pode estar
relacionado a CDG, ao polimorfismo da transferrina ou ser secundario a outras
doencas (por exemplo, hepatopatias e alcoolismo). Para excluir o polimorfismo,
procede-se ao tratamento da amostra com a enzima neuraminidase, que ira
eliminar os residuos de acido sialico, e repete-se a IEF da transferrina. Quando ha

polimorfismo, evidenciam-se no ponto de aplicagdo da amostra duas bandas
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referentes as variantes normal e mutada da molécula de transferrina, que migram
conforme a alteracédo da carga elétrica. Nos outros casos, a IEF da transferrina vai
apresentar uma unica banda referente a presenca de apenas uma estrutura da

proteina 110,63,

Fig. 6 - Focalizagdo isoelétrica da transferrina sérica mostrando padrées de bandas referentes as
variantes normal e mutada da proteina presentes em polimorfismos (a direita IEF da transferrina
pos tratamento da amostra com a enzima neuraminidase). Fonte: autor.

Como a técnica IEF depende da alteracdo da carga elétrica da transferrina
pela perda de acido sidlico (negativamente carregado), nem todos o0s subtipos de
CDG séao detectados por esta técnica, como, por exemplo, os CDG em que ha
defeitos na fucosilagdo ou manosilacdo (moléculas neutras que nao alteram a

carga da transferrina) 7.

A andlise das isoformas da transferrina pela técnica de IEF é eficiente para
definir a localizacdo do defeito genético (se no RE ou no complexo de Golgi),
estreitando assim o painel de genes candidatos para o diagndéstico molecular dos
CDG.

1.3.2 Espectrometria de massa

A quimica e metabolismo de carboidratos ha muito tempo desperta o
interesse dos cientistas que a principio consideravam a fungcdo dos mesmos como
fonte energética e estrutural. Nas décadas de 60 e 70, inicio da revolugcédo da
biologia molecular os estudos dos glicanos ficaram muito aquém dos estudos de
outras classes de moléculas, em grande parte devido a sua complexidade
estrutural e a dificuldade em determinar suas sequéncias, além do fato de que
sua biossintese ndo pode ser predita a partir de um modelo como as proteinas. O
desenvolvimento de novas metodologias para explorar as estruturas e funcdes

dos glicanos se deu no final dos anos 80, coincidindo com o desenvolvimento de
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novas técnicas de ionizacado na espectrometria de massa no inicio da década de
1990, desde entdo avancgos analiticos foram obtidos nos estudos estruturais e
quantitativos de glicoproteinas em misturas biolégicas complexas. As principais
técnicas analiticas utilizadas envolvem diferentes tipos de espectrometria de
massa e suas combinacbes com métodos de separacdo capilar tais como
cromatografia liquida em microcoluna e eletroforese capilar.

Com a introducao de tecnologias de espectrometria de massa (MS) como
ionizacdo e dessorcdo por laser assistida por matriz (MALDI) e ionizacdo por
eletrospray (ESI) que permitem a ionizacdo e determinagdo precisa do peso
molecular de biomoléculas tais como proteinas, peptideos, acucares e lipidios,
tém aumentado as aplicacbes da MS no diagndstico clinico incluindo técnicas
diversificadas e especializadas que vao desde a quantificacdo de pequenas
moléculas em testes de triagem para erros inatos de metabolismo em recém-
nascidos, até metodologias analiticas avancadas para investigacfes estruturais
de moléculas em proteémica e glicomica.

As glicoproteinas podem diferir no nimero de sitios de glicosilacdo (macro-
heterogeneidade) e na variedade de estruturas de glicanos ligados (micro-
heterogeneidade). A MS tem explorado tanto a macro- quanto a
microheterogeneidade de glicoproteinas através da determinacdo de massa das
glicoformas. Analises de misturas complexas tais como glicanos plasmaticos totais
estdo sendo utilizadas para diagndstico e caracterizacdo de CDG.

A analise dos espectros obtidos por MS de amostras de N-glicanos
plasmaticos auxilia o diagnéstico de CDG Il por diferenciar a relacdo massa/carga
de cada estrutura presente na amostra analisada, permitindo com esta informacao
inferir os monossacarideos que compdem as estruturas dos N-glicanos, sugerindo
o defeito bioquimico. Na analise em espectrébmetro do tipo MALDI-TOF, a
amostra é misturada a uma matriz e aplicada em placa de metal especifica de MS.
Deixa-se a mistura secar a temperatura ambiente para a formacao de cristais da
matriz contendo a amostra, a ionizacdo da amostra é obtida através da incidéncia
de laser na matriz, que ira transferir a energia adquirida para a amostra ionizando-
a. Os ions séo acelerados para fora da fonte em direcdo ao analisador de massas,
e sao detectados por um sistema que vai gerar sinais identificando-os e gerando

seus respectivos espectros (figura 7) 13,
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Fig. 7 - Analise em espectrometro de massa.>!

Ja foram descritos espectros especificos para alguns subtipos de CDG I,
nas deficiéncias de glicosiltransferases como no BAGALT1-CDG a analise por MS
tipo MALDI dos N-glicanos ligados a transferrina revelou a presenca de N-
glicanos agalactosilados em maior intensidade que N-glicano complexo bi-antena
dissialico >3°. No MGAT2-CDG foi descrito a presenca de N-glicanos com apenas
uma antena completa em maior intensidade que N-glicano complexo bi-antena
dissidlico >34 e em MAN1B1-CDG foi relatada a presenca de N-glicanos hibridos
especificos em um grupo de 12 pacientes . Nas deficiéncias dos transportadores
de monossacarideos a analise por MS revelou auséncia das formas fucosiladas
no SLC35C1-CDG definindo este diagnéstico, e ndo apresentou diferenca no
espectro de SLC35A1-CDG quando comparados ao espectro das amostras
controles °. Na disfungdo do complexo de Golgi como em COG-CDG, ATP6V0A2-
CDG e TMEM165-CDG nédo ha caracteristicas nos espectros que leva a um
diagndstico imediato, entretanto ha um aumento de formas hipoglicosiladas com a
finalizacdo das antenas com moléculas variadas indicando deficiéncia em mais de
uma glicosiltransferase afetando miltiplas etapas da glicosilacéo °2°.

No Brasil, a triagem de CDG por Tf IEF é realizada em poucas instituicdes
e nenhuma utiliza MS para o estudo de CDG II. A MS por ser capaz de identificar
as diferentes estruturas de N-glicanos na amostra analisada, e revelar diferencas
nas abundancias relativas destas estruturas (figura 8), torna-se importante
ferramenta no diagndéstico de CDG I, permitindo inferir a estrutura dos N-glicanos

e assim direcionar o diagnéstico molecular especifico de CDG Il 5729,
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Estudar, através da metodologia de espectrometria de massa, a estrutura e a

abundancia de N-glicanos plasmaticos de individuos com CDG Il e controles.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Desenvolver a metodologia de detecgcdo de glicanos por espectrometria de
massa.

2.2.2 Determinar as estruturas e faixas de variacdo das abundancias relativas dos
N- glicanos plasmaticos, para estabelecimento de valores de referéncia dos
individuos nao portadores de CDG IlI.

2.2.3 Descrever as massas das estruturas de N-glicanos plasmaticos e suas
abundancias relativas nos individuos portadores de CDG II.

2.2.4 Verificar se ha estruturas de N-glicanos -caracteristicas, capazes de
diagnosticar os subtipos de CDG Il, ou se diferencas quantitativas dessas

estruturas o fariam.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO

Foi realizado estudo tipo caso-controle.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos neste estudo quinze pacientes na faixa etaria de 01 a 13
anos que, por apresentarem quadro clinico e/ou laboratorial compativel com CDG,
foram encaminhados ao laboratorio de bioquimica genética da Rede Sarah de
Hospitais para realizacdo do exame de IEF da transferrina. Nem todos os pacientes
apresentaram padrdo de glicosilacdo da transferrina caracteristico de CDG Il, mas
foram considerados, ja que alguns subtipos de CDG Il apresentam padrdo normal de
glicosilacdo da transferrina. Destes pacientes cinco apresentavam diagndstico
definido por sequenciamento génico, dois irmaos ATP6V0OA2-CDG, duas irmas
PYCRL1 e um paciente MAN1B1-CDG.

Como controles foram selecionados vinte e dois pacientes na faixa etaria de
01 a 13 anos, que nao apresentavam quadro clinico e/ou laboratorial compativel
com CDG (para avaliagdo de geno valgo e geno varo, por exemplo) que foram
encaminhados ao laboratério da Rede Sarah de Hospitais para realizacdo de
exames ndo relacionados com estes disturbios. Foi realizado o exame de IEF da

transferrina e todos apresentaram padréo normal de glicosilacdo da transferrina.
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3.3 REAGENTES

Reagentes Fabricantes

2.5-acido dihidroxibenzoico (DHB) Sigma-Aldrich

Acetato de sodio Sigma-Aldrich

Acetona Merck (grau cromatografico)
Acetonitrila J.T.Baker (grau cromatografico)
Acido acético Dinamica

Carbonato de aménio Sigma-Aldrich

Cloridrato de guanidina Sigma-Aldrich

Cloroférmio J.T.Baker (grau cromatogréfico)
Dimetilsulfoxido (DMSO) Sigma-Aldrich

Ditiotreitol (DTT) Sigma-Aldrich

Enzima PNGase F Sigma-Aldrich

Hidréxido de sédio (NaOH) Sigma-Aldrich

lodoacetoamida (I1AA) Sigma-Aldrich

lodometano (ICH3) Sigma-Aldrich

Metanol Merck (grau cromatografico)
Tripsina Sigma-Aldrich

3.4 AMOSTRA BIOLOGICA

Aliquotas de 1 mL de soro ou plasma foram separadas, congeladas e
armazenadas a — 80°C, até sua utilizacao.

3.4.1 Purificagcdo das Estruturas de N-glicanos para Anélise por MS

- Preparo da amostra: Reducdo, alquilacao e deglicosilacéo das glicoproteinas:

Foi diluido 40 pL da amostra em 200 pL do tampao de reducgéo/alquilacéo e
incubado a 45°C por 90 minutos, 9,6 uL do tampéao de reducao (preparado na hora
do uso) foi acrescentado a amostra que foi incubada a 45°C por 4 horas. Apos foi

adicionado 9,2 pL do tampao de alquilagdo (preparado na hora do uso e
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acondicionado ao abrigo da luz) e incubado no escuro de 15 a 17 horas. A amostra
foi transferida para filtro millipore 10k, adicionado 200 pL de solu¢do de carbonato de
amonio 50 mM e centrifugado 14,000 g por 15 minutos. A amostra foi lavada 4 vezes
com 400 pL solucdo de carbonato de aménio 50 mM usando o filtro Millipore 10 K
(concentrando volume final para 22 pL), centrifugando a 14,000 g por 15 minutos
cada etapa da lavagem. Apos transferéncia da amostra do filtro Millipore 10K para
um eppendorf de 2000 pL de fundo chato (o filtro € colocado de cabeca para baixo
dentro do eppendorf e centrifugado 1,000 g por 2 minutos), foi acrescentado 200 uL
da solucdo de carbonato de amoénio 50mM (recém- preparado) a amostra. A tripsina
foi dissolvida na solucdo de carbonato de aménio 50mM (recém preparado) na
concentracdo de 5 pg/uL (preparada na hora do uso), 14 upL de tripsina foi
acrescentada a amostra que foi incubada a 37°C por 24 horas sob agitacdo de 400
rpm. A amostra foi aquecida em banho-maria a 100 °C por 10 minutos e foi seca no
SpeedVac, 200 pL da solucdo de carbonato de amoénio 50mM (recém-preparado) foi
acrescentado a amostra e 3 pL da enzima PNGase F (diluida em agua deionizada)
na concentracdo de 1U/uL foi adicionada a amostra que foi incubada em banho-

maria a 37 °C por 15 a 17 horas e depois foi seca no SpeedVac .

- Purificagéo dos N-glicanos:

Foi acrescentado 200 pL de acido acético 5% a amostra, uma coluna Sep-Pak
C18 foi condicionada com 5 mL de metanol e em seguida com 10 mL de &cido
acético 5%.

A amostra foi colocada na coluna Sep-Pak C18 e eluida em tubos de vidro
com 3 mL de acido acético 5% e, em seguida, com acido acético 5% em 80% de
acetonitrila, cada fracéo foi coletada. N-glicanos foram eluidos em acido acético 5%,
e a fracdo eluida em acido acético 5% em 80% de acetonitrila corresponde a mistura

de peptideos e O-glicopeptideos, a amostra foi seca no SpeedVac.
- Permetilacao:
Foi adicionado 500 pL de DMSO a amostra que estava em tubo de vidro,

acrescentado aproximadamente 25 mg de NaOH macerado em cada amostra, as

amostras foram colocadas no N-EVAP sob fluxo de nitrogénio e foi adicionado 300
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pL de lodometano deixando a mistura sob fluxo de nitrogénio, as amostras foram
retiradas e tampadas rapidamente, misturadas vigorosamente no vortex e colocadas
no banho de ultrasom por 90 minutos em temperatura ambiente e a reacao foi
parada através da adicdo de 1 mL de acido acético 5% em banho de gelo, as
amostras foram tampadas e misturadas vigorosamente no vértex. Foi adicionado
600 pL de cloroférmio, misturadas vigorosamente em vértex e a mistura foi separada
em duas fases a 4°C (banho de gelo), foi transferida com pipeta pasteur de vidro a
fase de baixo (cloroférmio) para um novo tubo, repetindo este processo duas vezes
(juntando o cloroférmio no mesmo tubo). A fase de cloroférmio foi lavada 8 vezes
com o mesmo volume de agua deionizada a 4°C (banho de gelo) descartando a fase

aguosa (superior), a amostra foi seca no N-EVAP.

- Purificagédo dos N-glicanos permetilados:

Foi acrescentado 200 pL de metanol a amostra. Uma coluna Sep-Pak C18 foi
condicionada com 5 mL de metanol e, em seguida, com 10 mL de agua deionizada,
a amostra foi colocada na coluna e eluida com 15 mL de agua, 2 mL de acetonitrila
10% e 3 ml de acetonitrila a 80%, a fracdo de acetonitrila 80% foi coletada em 2
eppendorfs de 1500 uL e congelada em nitrogénio liquido ou a -80°C, a amostra foi

seca no SpeedVac.

- Preparacao da amostra para analise no espectrémetro:

Foi acrescentado 30 pL de acetonitrila & amostra. Foi diluido 10 mg da matriz
(acido 2-dihidroxibenzéico) em 1 mL de acetona e foi misturado v/v com acetato de
sodio diluido em metanol na concentragdo de 1mM. Foi adicionado 2 pL da amostra
a 6 puL da matriz, homogeneizado e transferido 1 yL para a placa de espectrémetro,
deixou-se a amostra secar a temperatura ambiente e a placa com a amostra seca foi

inserida no espectrometro para analise.
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3.4.2 Anélise da Amostra no Espectrémetro de Massa

A preparacdo das amostras de plasma ou soro e analise no espectrémetro de
massa foi realizada através de modificacdes da metodologia jA publicada’. O
equipamento utilizado para analise das estruturas de N-glicanos foi o espectrémetro
de massa MALDI-TOF/TOF, modelo Ultraflex Ill, Modo refletor (Bruker Daltonics,
Billerica, MA, US), com andlise dos espectros via software FlexAnalysis 3.1 e
assinalamento das estruturas dos glicanos com o auxilio do programa
GlycoWorkBench (https://code.google.com/p/glycoworkbench/). Faixa de aquisicao
de 1500 a 4500 Daltons (Da).

3.5 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi submetido ao Comité de Etica em pesquisa (CEP) da Rede
SARAH de Hospitais de Reabilitagdo, tendo sido aprovado (anexo B).
Foi assinado o termo de consentimento livre e esclarecido pelos responsaveis

legais dos participantes do estudo (apéndices A e B).

3.6 ANALISE DOS RESULTADOS

Foi feita analise descritiva e exploratéria dos dados quantitativos para

comparar grupos, com programa de computador SPSS 8.0.

Controles: foram incluidos neste estudo, 17 picos considerados normais “(Quadro 1).
Foram calculadas as areas dos diferentes picos e normalizadas pela area do pico de
referéncia (m/z 2792) e expressas como porcentagem do pico de referéncia
(apéndice C). Pela distribuicdo ndo normal dos dados, foi utilizado o teste de Mann-
Whitney para verificagdo de significancia das diferengas entre 0s picos presentes
nos controles e pacientes, nivel de significancia 0,05 (apéndice D). Foram
calculados os valores minimo, maximo, primeiro quartil, terceiro quartil e mediana
(apéndice E). Os resultados foram representados em boxplot (apéndice F). Cabe

notar que nem todos os 17 picos estavam presentes em todas as amostras.


https://code.google.com/p/glycoworkbench/
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Pacientes: como foi feito com os controles, cada pico teve sua &rea relativa ao pico
referéncia calculada e expressa em porcentagem (apéndice G), e foram comparados
com os controles.

Quadro 1 — Estruturas de N-glicanos, suas massas tedricas e experimentais

Estruturas de N-glicanos Massa tedrica Massa experimental
[M+Na]+ em Da [M+Na]+ em Da
(média £ 2DP)

Estruturas Hipoglicosiladas

:>‘ 1579.78 1579.80 + 0.05
< e, M,

Hex5HexNAc2

e, 1783.88 1783.89 £ 0.04

o

Hex6HexNAc2

A
u.e p

“e,.m,.0 1835.92 1835.90 + 0.06
m.e

Hex3HexNAc4dHex1

e
o .k 2040.02 2040.00 + 0.07

Hex4HexNAc4dHex1

2070.04 2070.00 + 0.09
Hex5HexNAc4
o. '>o-I 2244.12 2244.09 + 0.07
o = o
Hex5HexNAc4dHex1
Oyl S
oy m.e ™ 2431.21 2431.18 + 0.08
2605.30 2605.25 + 0.08

NeuAclHex5HexNAc4dHex1
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Estruturas de N-glicanos

Massa tedrica
[M+Na]+ em Da

Massa experimental
[M+Na]+ em Da
(média + 2DP)

Estruturas de referéncia

NeuAc3Hex6HexNAc5dHex1

e T 2792.38 2792.35 +0.09
*..O M0
NeuAc2Hex5HexNAc4
2966.41 £ 0.11
2966.47
NeuAc2Hex5HexNAc4dHex1
Estruturas Hiperglicosiladas
3211.59 3211.52+0.12
3241.61 324153 £0.12
NeuAc2Hex6HexNAc5
*.0m, oo I 3415.70 3415.66 (1) paciente
L o
NeuAc2Hex6HexNAc5dHex1
3602.78 3602.70 £0.12
3690.83 3690.70 £ 0,16
NeuAc2Hex7HexNAc6
oo 3776.87 3776.76 £ 0.14
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Estruturas de N-glicanos

Massa tedrica
[M+Na]+ em Da

Massa experimental
[M+Na]+ em Da
(média + 2DP)

Estruturas Hiperglicosiladas

&
*
* 4052.00 4051.78 +0.12
NeuAc3Hex7HexNAc6
&
*
... 4413.18 441291 +0.14
*
NeuAc4Hex7HexNAc6
Estruturas observadas em CDG |11
e
Cr il e
e ) x
.:.r.—.r* 1620.81 Néo apareceu
Hex4HexNAc3
N .0
1661.83 1661.83 (1) paciente
;- 4
Hex3HexNAc4
1906.96 1906.96 + 0.01
Hex3HexNAc5
2081.05 2081.05 £ 0,01

Hex3HexNAc5dHex1
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Estruturas de N-glicanos

Massa tedrica
[M+Na]+ em Da

Massa experimental
[M+Na]+ em Da
(média + 2DP)

Estruturas observadas em CDG |11

2186.08 2186.08 + 0.01
228515 2285.15 +0.01
Hex4HexNAc5dHex
, :: vl !
M 2360.17 2360.17 (2) Pacientes
NeuAclHex5HexNAc3dHex1
2390.18 2390.18 (2) Pacientes
2564.27 2564.25 (2) Pacientes
2850.42 2850.44 +0.04
2962.48 2962.40 £ 0.02

NeuAclHex4HexNAc7
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE QUALITATIVA

Foram analisadas 36 amostras de plasma por espectrometria de massa,
destas 22 eram de individuos que ndo apresentavam sinais clinicos e laboratoriais
de CDG, e com padrdo normal de glicosilacao da transferrina a IEF (controles).

Outras quatorze amostras foram de pacientes diagnosticados com CDG Ii
pelo quadro clinico-laboratorial e/ou pelo padrdo de glicosilagdo da transferrina a
IEF. Desses quatorze pacientes, quatro apresentavam diagndéstico definido por
sequenciamento génico, dois irmaos ATP6V0OA2-CDG, um paciente MAN1B1-CDG e
uma paciente com diagnostico de PYCR1. A paciente 15 com diagndstico de
PYCR1, irma da paciente 10 que possui o mesmo diagnadstico, foi excluida do estudo
pelo fato da analise de sua amostra no espectrometro de massa néo ter apresentado
boa qualidade, impossibilitando o aproveitamento dos dados.

O espectro de massa dos N-glicanos plasméticos das amostras controles
revelou a presenca de diversas espécies moleculares natriadas, sendo a mais
abundante a que corresponde ao N-glicano complexo bi-antena dissialico m/z 2792.
Apresentou também outras espécies moleculares natriadas que representam os N-
glicanos complexos tri-antenar trissialico m/z 3602 e bi-antenar monosialico m/z
2431, além de suas respectivas formas fucosiladas m/z 2966, 3776 e 2605. Outras
espécies detectadas em menor intensidade foram de formas hipoglicosiladas como o
N-glicano oligomanosidico m/z 1579 e N-glicanos complexos incompletos m/z 1835,
2040, 2244 e formas hiperglicosilados tri-antenar dissidlico m/z 3241, tetra-antenar
trissialico m/z 4052 (Figura 9).

As amostras dos pacientes apresentaram perfis de N-glicanos das
glicoproteinas totais do plasma variados. Um aspecto comum a todos eles foi a
maior abundancia da espécie molecular natriada correspondente ao N-glicano
complexo bi-antena dissialico m/z 2792, o que permitiu descartar dois subtipos de
CDG Il entre os pacientes estudados, a saber MGAT2-CDG e B4GALT1-CDG 53439,
As intensidades das formas hipoglicosiladas como o0s N-glicanos complexos
incompletos m/z 1836, 2040 e 2431 estavam bem superior as intensidades destas

especies moleculares natriadas encontradas nas amostras controles. Os espectros
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apresentaram também N-glicano complexo tri-antena tri-sialico m/z 3602. Algumas
amostras apresentaram espécies de N-glicanos diferenciais, como N-glicano
oligomanosidico m/z 1783 e N-glicanos hibridos m/z 2186, 2360, 2390 e 2564, estes
ultimos sugerindo diagnéstico de um subtipo de CDG II, a saber MAN1B1-CDG 16
(figuras 10 a 23).

4.2 ANALISE QUANTITATIVA

Segundo os resultados obtidos pelo teste de Mann-whitney (apéndice D), os
seguintes picos apresentaram abundancia significativamente diferente entre os dois
grupos (controles e pacientes): 1570, 1783, 1835, 2040, 2244, 2431, 2605, 2966,
3211 e 3241. Algumas amostras de pacientes apresentaram picos diferenciais, que
foram portanto, considerados de interesse para estudo. As andlises das amostras
abaixo foram feitas a partir da avaliacdo dos resultados observados no apéndice F e

Nos espectros de massa apresentados.
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4.3 PADRAO DE N-GLICANOS EM INDIVIDUOS CONTROLE

IEF Transferrina: Padrdo normal de glicosilacdo (intensidade maior da banda
que representa a isoforma tetra-sialica, seguida da banda que representa a isoforma

penta- e tri-sialica).
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Fig. 09. Espectro de massas das estruturas de N-glicanos plasmaticos representativo das amostras controles,
acima a direita do espectro IEF da transferrina.

L N-acetilglicosamina; =manose; O = galactose; @ = Acido sialico; 4 = fucose

Na amostra controle, as estruturas mais abundantes correspondem ao N-
glicano complexo bi-antena dissialico m/z 2792, seguido dos N-glicanos complexos
tri-antena trissiadlico m/z 3602 e bi-antena monosialico m/z 2431, além de suas
respectivas formas fucosiladas m/z 2966; 3776 e 2605. Foram também detectadas
outras espécies de N-glicanos complexos, incompletos m/z 1835; 2040; 2244 e
hiperglicosilados tri-antena dissialico m/z 3241, tetra-antena trissialico m/z 4052 e
em menor quantidade o N-glicano oligomanosidico m/z 1579.



4.4 AMOSTRAS DE PACIENTES

4.4.1 Paciente 1

Diagnostico: CDG lIx

IEF Transferrina: Padréo de hipoglicosilacdo CDG Il (aumento

intensidade da banda que representa a isoforma tri-sialica).
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Fig. 10. Espectro de massas das estruturas de N-glicanos plasmaticos do paciente 1, acima a direita do

espectro IEF da transferrina.

Os picos m/z 1579 e 1783 (representam estruturas de N-glicanos ricos em

manose) apresentaram-se em quantidade significativamente aumentada, sugerindo
defeito nas primeiras etapas do processamento do N-glicano no compartimento cis

do complexo de Golgi.
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4.4.2 Paciente 2

Diagnostico: CDG lIx

IEF Transferrina: Padrdo de hipoglicosilagdo CDG Il (Diminuicdo da
intensidade da banda que representa a isoforma tetra-sialica e aumento da

intensidade das bandas que representam as isoformas tri- e di-sialica).
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Fig. 11. Espectro de massas das estruturas de N-glicanos plasmaticos do paciente 2, acima a direita do
espectro IEF da transferrina.

Os picos m/z 1579 e 1783 (N-glicanos ricos em manose), 2040 (N-glicano
complexo mono-galactosilado fucosilado), 2244 (N-glicano complexo assialico
fucosilado), 2605 (N-glicano complexo mono-sialico fucosilado), 3241(N-glicano
complexo tri-antena di-sialico) apresentaram-se em quantidade significativamente
aumentada. Esse padrdo € mais complexo do que o visto no paciente 1, por
apresentar mais de um tipo de N-glicano e N-glicanos com variadas moléculas

terminais das antenas.
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4.4.3 Paciente 3 (irméo do paciente 4)
Diagnostico: ATP6V0OA2-CDG
Diagnostico molecular: p.R63X
IEF Transferrina: Padréo de hipoglicosilagdo CDG Il (aumento da intensidade

das bandas que representam as isoformas tri- e di-sialica).
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Fig. 12. Espectro de massas das estruturas de N-glicanos plasmaticos do paciente 3, acima a direita do
espectro IEF da transferrina.

Os picos m/z 1579 (N-glicano manosidico), 1835 (N-glicano complexo
subgalactosilado fucosilado), 2040 (N-glicano complexo mono-galactosilado
fucosilado), 2244 (N-glicano complexo assialico fucosilado), 2431 (N-glicano
complexo mono-sialico), 2605 (N-glicano complexo mono-sialico fucosilado), 3211
(N-glicano complexo di-sialico fucosilado com acréscimo de uma molécula de N-
acetilglicosamina), 3241 (N-glicano complexo tri-antena di-sialico) apresentaram-se

em quantidade significativamente aumentada.



34

Esse padréo apresentando mais de um tipo de N-glicano e N-glicanos com
variadas moléculas terminais das antenas, é relacionado a deficiéncia funcional de
multiplas enzimas afetando qualquer etapa dos processos de glicosilacdes, devido a
alteracdo do gradiente de pH do complexo de Golgi >?°, este paciente apresenta
deficiéncia da enzima adenosina trifosfatase (ATPase) relacionada com a
manutenc¢ao do gradiente de pH do complexo de Golgi.
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4.4.4 Paciente 4 (irméo do paciente 3)

Diagnostico: ATP6VOA2-CDG
Diagnostico molecular: p.R63X
IEF Transferrina: Padréo de hipoglicosilacdo CDG Il (aumento da intensidade

das bandas que representam as isoformas tri- e di-sialica).
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Fig. 13. Espectro de massas das estruturas de N-glicanos plasmaticos do paciente 4, acima a direita do
espectro |IEF da transferrina .

Este paciente é irmdo do paciente anterior e apresentou um espectro muito
similar.

Os picos m/z 1579 (N-glicano manosidico), 1835 (N-glicano complexo
subgalactosilado fucosilado), 2040 (N-glicano complexo mono-galactosilado
fucosilado), 2244 (N-glicano complexo assialico fucosilado), 2431 (N-glicano
complexo mono-sialico), 3211 (N-glicano complexo di-sidlico fucosilado com

acréscimo de uma molécula de N-acetilglicosamina), apresentaram-se em
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quantidade significativamente aumentada. Este paciente possui 0 mesmo

diagnéstico molecular do irmao.
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4.45 Paciente 5

Diagnostico: CDG lIx
IEF Transferrina: Padrdo de hipoglicosilacdo CDG Il (discreto aumento da

intensidade da banda que representa a isoforma tri-sialica).
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Fig. 14. Espectro de massas das estruturas de N-glicanos plasmaticos do paciente 5, acima a direita do
espectro IEF da transferrina.

Os picos m/z 1579 e 1783 (N-glicanos manosidicos), 1835 (N-glicano
2040

(N-glicano

complexo subgalactosilado fucosilado),
2244

apresentaram-se em quantidade significativamente aumentada.

(N-glicano complexo mono-

galactosilado fucosilado), complexo assidlico fucosilado),

Este paciente apresenta ainda aumento dos picos: 2070 (N-glicano complexo

assialico) e 4052 (N-glicano complexo tetra-antena tri-sialico).
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4.4.6 Paciente 6

Diagnostico: CDG lIx

38

IEF Transferrina: Diminuicdo da intensidade da banda que representa a

isoforma tetra-sialica e aumento discreto da intensidade que representa as bandas

tri- e di-sialica.
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Fig. 15. Espectro de massas das estruturas de N-glicanos plasmaticos do paciente 6, acima a direita do

espectro IEF da transferrina.
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Os picos m/z 2040 (N-glicano complexo mono-galactosilado fucosilado), 2966

(N-glicano complexo di-sialico fucosilado) e 3211 (N-glicano complexo di-sialico

fucosilado com acréscimo de uma molécula de N-acetilglicosamina), apresentaram-

se em quantidade significativamente aumentada.

Neste padrdo chama aten¢do o aumento de formas fucosiladas.



4.4.7 Paciente 7

Diagnostico: CDG lIx.

IEF Transferrina: Diminuicdo da intensidade da banda que

39

representa a

isoforma tetra-sidlica e aumento discreto da intensidade das bandas que
representam as isoformas tri- e di-sialica.
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Fig. 16. Espectro de massas das estruturas de N-glicanos plasmaticos do paciente 7, acima a direita do

espectro IEF da transferrina.

Os picos m/z 1579 (N-glicano manosidico) e 2431 (N-glicano complexo mono-

sialico) apresentaram-se

em

guantidade

significativamente

aumentada.



4.4.8 Paciente 8

Diagnostico: MAN1B1-CDG

Diagnostico molecular: p.S409P

40

IEF Transferrina: Padréo de hipoglicosilacdo CDG Il (aumento da intensidade

da banda que representa a isoforma tri-sialica).
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Fig. 17. Espectro de massas das estruturas de N-glicanos plasmaticos do paciente 8, acima a direita do

espectro IEF da transferrina.
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Os picos m/z 1579 e 1783 (N-glicanos manosidicos) e 3211 (N-glicano

complexo di-sialico

fucosilado com acréscimo de uma molécula de N-

acetilglicosamina), apresentaram-se em quantidade significativamente aumentada.

Este paciente apresentou, também, os picos diferenciais m/z 2186, 2360, 2390 e

2564 (N-glicanos hibridos),

seguenciamento génico e, segundo literatura, encontrados em MAN1B1-CDG 16,

coerentes

com o diagnéstico definido pelo
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4.4.9 Paciente 9

Diagnostico: CDG lIx.

41

IEF Transferrina: Padréo de hipoglicosilacdo CDG Il (aumento da intensidade

das bandas que representam as isoformas tri- e di-sialica).
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Fig. 18. Espectro de massas das estruturas de N-glicanos plasmaticos do paciente 9, acima e a direita do

espectro IEF da transferrina.

Os picos m/z 1579 (N-glicano manosidico), 1835 (N-glicano complexo

subgalactosilado fucosilado), 2040 (N-glicano

complexo mono-galactosilado

fucosilado), 2431 (N-glicano complexo mono-sialico), 2605 (N-glicano complexo

mono-sialico fucosilado), 2966 (N-glicano complexo di-sidlico fucosilado) 3211 (N-

glicano complexo di-sialico fucosilado com acréscimo de uma molécula de N-

acetilglicosamina), 3241 (N-glicano complexo tri-antena di-sialico) apresentaram-se

em quantidade significativamente aumentada. Este paciente apresenta ainda

aumento do pico m/z 2070 (N-glicano complexo assialico).
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Esse padrao € muito similar ao padrao encontrado nos pacientes 3 e 4, sugestivo de
perda da integridade do complexo de Golgi, encontrados em ATP6VOA2-CDG, COG-
CDG e em TMEM165-CDG %29,

4.4.10 Paciente 10 (irma da paciente 15, excluida do trabalho)

Diagnostico: PYCR1

Diagnostico molecular: mutacdo nonsense

IEF Transferrina: Padrao normal de glicosilagéo (intensidade maior da banda
gue representa a isoforma tetra-sidlica, seguida das bandas que representam as

isoformas penta- e tri-sialica).
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Fig. 19. Espectro de massas das estruturas de N-glicanos plasmaticos do paciente 10, acima e a direita do

espectro IEF da transferrina.
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O pico m/z 2966 (N-glicano complexo di-sidlico fucosilado), apresentou-se em
guantidade significativamente aumentada. Esta paciente apresenta cutis laxa
autossbmica recessiva tipo 2b (ARCL 2b), caracteristica clinica presente em
pacientes com CDG lIl, relacionada a disfuncdo do complexo de Golgi. Sua irm4,
paciente 15 excluida deste estudo, apresenta a mesma caracteristica clinica e
apresentou aumento da intensidade de estruturas de N-glicanos hipoglicosiladas no

espectro de massa (apéndice H).

4.4.11 Paciente 11
Diagnostico: CDG lIx.
IEF Transferrina: discreto aumento da intensidade da banda que representa a

isoforma tri-sidlica.
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Fig. 20. Espectro de massas das estruturas de N-glicanos plasmaticos do paciente 11, acima e a direita do

espectro IEF da transferrina.
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Os picos m/z 1579 e 1783 (N-glicanos manosidicos), 1835 (N-glicano
complexo subgalactosilado fucosilado), 2040 (N-glicano complexo mono-
galactosilado fucosilado), 2244 (N-glicano complexo assidlico fucosilado), 2605 (N-
glicano complexo mono-sialico fucosilado), 2966 (N-glicano complexo di-sialico
fucosilado), 3211 (N-glicano complexo di-sialico fucosilado com acréscimo de uma
molécula de N-acetilglicosamina), 3241 (N-glicano complexo tri-antena di-sialico)
apresentaram-se em quantidade significativamente aumentada. Este paciente
apresenta ainda, aumento dos picos m/z 2070 (N-glicano complexo assialico) e 4052
(N-glicano complexo tetra-antena tri-sialico).

Esse padrdo com variadas moléculas terminais das antenas e diferentes tipos
de N-glicanos € um padrdo mais complexo, sugestivo de interferéncias em varias
etapas da N-glicosilacdo, encontradas em ATP6V0A2-CDG, COG-CDG e
TMEM165-CDG 529,
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4.4.12 Paciente 12
Diagnostico provavel: MAN1B1-CDG.
IEF Transferrina: Padréo de hipoglicosilagdo CDG Il (aumento da intensidade

da banda que representa a isoforma tri-sialica).
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Fig. 21. Espectro de massas das estruturas de N-glicanos plasméaticos do paciente 12, acima e a direita do

espectro IEF da transferrina.

Os picos m/z 1783 (N-glicano manosidico) e 3211 (N-glicano complexo di-
sialico fucosilado com acréscimo de uma molécula de N-acetilglicosamina),
apresentaram-se em quantidade significativamente aumentada. Este paciente
apresentou também, aumento dos picos m/z 3776 (N-glicano complexo tri-sialico
fucosilado) e 2186, 2360, 2390, 2564 (N-glicanos hibridos, segundo literatura,
encontrados em MAN1B1-CDG) .
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4.4.13 Paciente 13
Diagnostico: CDG lIx

IEF Transferrina: Padréo de hipoglicosilacdo CDG Il (aumento da intensidade

das bandas que representam as isoformas tri-, di- e mono-sialica).
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Fig. 22. Espectro de massas das estruturas de N-glicanos plasmaticos do paciente 13, acima e a direita do

espectro IEF da transferrina.

Os picos m/z 1579 (N-glicano manosidico), 1835 (N-glicano complexo
subgalactosilado fucosilado), 2040 (N-glicano complexo mono-galactosilado
fucosilado), 2244 (N-glicano complexo assialico fucosilado), 2431 (N-glicano
complexo mono-sialico), 2605 (N-glicano complexo mono-sialico fucosilado), 3211
(N-glicano complexo di-siélico fucosilado com acréscimo de uma molécula de N-
acetilglicosamina) e 3241 (N-glicano complexo tri-antena di-sidlico) apresentaram-se
em quantidade significativamente aumentada. Este paciente apresenta ainda

aumento do pico m/z 1661 (N-glicano complexo agalactosilado).
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Esse padrdo € complexo, apresentando aumento de diferentes tipos de N-
glicanos e de estruturas com antenas apresentando moléculas terminais variadas, e
ainda aumento de alguns picos a ser explorado, sugerindo perda da integridade do
complexo de Golgi visto em ATP6V0OA2-CDG, COG-CDG e TMEM165-CDG >2°,
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4.4.14 Paciente 14
Diagnostico: CDG lIx.

IEF Transferrina: Padrdo normal de glicosilacdo. Apresenta polimorfismo da

transferrina (intensidade maior das bandas que representam as isoformas tetra- e tri-

sidlica.
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Fig. 23. Espectro de massas das estruturas de N-glicanos plasmaticos do paciente 14. A imagem da IEF da
transferrina mostra a direita IEF da amostra apés digestdo com a enzima neuraminidase. A existéncia

de duas bandas referentes a forma assialica comprova a presenca de polimorfismo da molécula da
transferrina.

O pico m/z 3211 (N-glicano complexo di-sialico fucosilado com acréscimo de
uma molécula de N-acetilglicosamina) apresentou-se em quantidade
significativamente aumentada. Este paciente apresenta ainda, aumento do pico m/z
2070 (N-glicano complexo assialico). Ele foi incluido neste estudo por apresentar

sinais clinicos e laboratoriais sem etiologia esclarecida presentes em pacientes com
CDG II.
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5 DISCUSSAO

Devido a inespecificidade dos quadros clinicos dos CDG, que dificulta
enormemente seu reconhecimento clinico, € necessario o desenvolvimento de
testes diagnosticos. Isso € especialmente importante, uma vez que trata-se de
doencas graves, e pela necessidade de se entender melhor a fisiopatogenia,
possibilitando o desenvolvimento de tratamentos especificos, como ja ocorre
em alguns CDG, como PMI-CDG.

A focalizacdo isoelétrica da transferrina reconhece isoformas que se
diferem eletricamente entre si, devido unicamente a quantidade de moléculas
de 4&cido sidlico terminal nas estruturas de N-glicanos. Embora seja
considerado o teste de triagem por exceléncia para este grupo de patologias,
ele ndo é capaz de detectar todas as formas de CDG, ja que algumas formas
sao caracterizadas por possuirem carboidratos que sao eletricamente neutros
na posicao terminal da estrutura incompleta do N-glicano. Nesses casos, ha a

necessidade de utilizacdo de outros testes diagnosticos.

Um avanco no estudo das estruturas dos glicanos ocorreu com o0 uso da
espectrometria de massa. Esta metodologia € capaz de diferir as massas,
permitindo a identificacdo dos diferentes monossacarideos que compdem as
estruturas de glicanos. Ha diversos tipos de espectrometros de massa, cada

um com suas caracteristicas analiticas proprias.

Neste trabalho, investigamos os N-glicanos totais no soro ou plasma de
individuos controles e em quatorze pacientes com sinais clinicos e/ou
laboratoriais de CDG. Para tanto, consideramos os tipos de N-glicanos,
intensidade das espécies moleculares encontradas, presenca de moléculas de

acido sialico e de fucose, além da identidade da molécula terminal da antena.

Em todos os individuos estudados houve predominancia de N-glicanos
complexos bi-antenario dissialico (NeuAc2Hex5HexNAc4, m/z 2792), o que
permitiu descartar a possibilidade da presenca de dois subtipos de CDG II,
MGAT2-CDG e B4GALT1-CDG>343%9, Nas amostras controles duas outras

espécies predominaram: 0s N-glicanos complexos tri-antenario trissialico
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(NeuAc3Hex6HexNAC5, m/z  3603) e bi-antenario  monossialico
(NeuAclHex5HexNAc4, m/z 2431). Ja nos pacientes portadores de CDG I, foi
evidenciado acumulo de uma ou mais espécies de N-glicanos complexos
apresentando antenas incompletas e/ou a presenca de outros tipos de N-
glicanos (oligomanosidico ou hibrido) com m/z entre 1579 e 2605. N&o houve
um padréo unico de picos, 0 que sugere que nesses pacientes, ha dificuldades
variadas para o processamento do N-glicano.

O padrao de glicosilacdo da transferrina a IEF caracteristico de CDG 1l é
explicado pelo aumento das espécies moleculares apresentando apenas uma
antena completa com &cido siélico terminal. Alguns subtipos de CDG I
apresentam padrdo normal de glicosilacdo da transferrina a IEF, que pode ser
explicado entre outros motivos, pelo aumento de espécies moleculares
incompletas que ndo apresentam a molécula de acido sialico terminal ou por
mutacbes em genes que afetam etapas do processamento do N-glicano que
envolvem moléculas neutras, como a fucose. Deste modo, a espectrometria de

massa fornece informacdes adicionais a focalizacéo isoelétrica.

Analisaremos, a seguir, 0s espectros encontrados neste estudo,
enfatizando as informacfes que permitem obter novos dados acerca dos
processos metabdlicos dos N-glicanos, fornecidas por esta técnica. Quatro dos
pacientes analisados possuiam diagndsticos especificos confirmados por
sequenciamento génico, sendo trés sugeridos pela MS. Quanto aos outros dez
pacientes, sdo analisadas as contribuicbes da técnica para o avanco da
definicdo do diagndstico.

5.1 MAN1B1-CDG

A deficiéncia da enzima manosil-oligossacaridase 1,2-alfa-manosidase
foi identificada recentemente como causadora de MAN1B1-CDG. A deficiéncia
desta enzima impede a remocdo de residuos de manose durante o
processamento dos N-glicanos ligados a proteina. A remocéao deste residuo de
manose € necessaria para o prosseguimento da extensdo da antena que se
ramifica a partir da ligacdo alfa 1-6 no residuo de manose do nucleo comum do

N-glicano.
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O paciente oito portador da mutacéo ¢.1225T>C no gene MAN1B1. Este
gene codifica a enzima 1,2-alfa-manosidase, responsavel pela clivagem da
molécula de manose terminal na posicdo intermediaria do N-glicano,
transformando Hex9HexNAc2 em Hex8HexNAc2. O espectro de massas deste
paciente apresentou acumulo de estruturas de N-glicanos oligomanosidicos
(Hex5HexNAc2, m/z 1579; Hex6HexNAc2; m/z 1783) e hibridos
(NeuAclHex5HexNAc3, m/z 2186; NeuAclHex5HexNAc3dHex1l, m/z 2360;
NeuAclHex6HexNAc3, m/z 2390; NeuAclHex6HexNAc3dHexl, m/z 2564),
além de N-glicano complexo (NeuAc2Hex5HexNAc5dHex1, m/z 3211). Este
perfil sugere defeito de processamento precoce dos N-glicanos e ndo é
encontrado em individuos sem CDG Il. A presenca dos N-glicanos hibridos
com uma ou duas moléculas adicionais de manose (m/z 2186 e 2390), esta de
acordo com o processamento anormal dos N-glicanos ligados a proteina pela
diminuicdo da atividade da enzima 1,2-alfa-manosidase. Este perfil pode ser
considerado como diagnostico de MAN1B1-CDG. No presente paciente, ambos

0s picos estavam significativamente aumentados?®.

Em outro paciente do presente estudo (paciente 12) foi identificado um
espectro de massa com formas hipoglicosiladas apresentando as mesmas
caracteristicas do espectro de massa do paciente 8. Ambos pacientes
apresentaram acumulo de estrutura de N-glicano oligomanosidico
(Hex6HexNAc2; m/z 1783). O paciente 12 ndo apresentou, contudo, acumulo
de N-glicano oligomanosidico (Hex5HexNAc2, m/z 1579). Similarmente, ambos
apresentaram acumulo de N-glicanos complexos hiperglicosilados
(NeuAc2Hex5HexNAc5dHex1, m/z 3211) e o paciente 12 apresentou também
N-glicanos complexos hiperglicosilados (NeuAc3Hex6HexNAc5dHex1, m/z
3776). Pelo resultado encontrado € provavel que o paciente 12 seja portador de
mutacdo deletéria no gene MAN1B1, pois ha casos descritos na literatura de
pacientes portadores de mutacdes neste gene que a analise estrutural dos N-
glicanos nao apresentavam alteracdo significativa do  N-glicano

oligomanosidico (Hex5HexNAc2, m/z 1579) em relacédo aos controles'é: 27:28,
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5.2 ATP6VOA2-CDG

O gene ATP6VOA2 é responsével pela codificagdo da subunidade A2 de
uma proteina transmembrana (bomba de prétons), uma das responsaveis pela
manutencdo do gradiente de pH existente no Complexo de Golgi 3!. Mutacdes
neste gene levam a desorganizacdo do gradiente de pH que, por sua vez,
causa a diminuicdo da atividade de varias enzimas necessarias aos processos
de glicosilacdo. Consequentemente, as reac¢des bioquimicas ndo ocorrem
adequadamente, com acumulo de estruturas incompletas com variadas

moléculas terminais.

Os pacientes 3 e 4 s&o irméos, portadores de mutacdo no gene
ATP6VOA2, gerando um codon de parada de leitura, que leva a sintese de

proteina truncada (p.F63X).

Esses pacientes apresentaram perfis de N-glicanos plasmaticos muito
similares. Chamou a atencdo o grande acumulo de N-glicano oligomanosidico
(Hex5HexNAc2, m/z 1579) e de N-glicanos complexos hiposializados
(Hex3HexNAc4dHex1, m/z 1835; Hex4HexNAc4dHexl, m/z 2040 e
NeuAclHex5HexNAc4, m/z 2431). O paciente 4 apresenta, adicionalmente,
uma espécie de N-glicano com molécula terminal de N-acetilglicosamina
(NeuAclHex4HexNAc4, m/z 2227).

Estes achados sdo consistentes com 0s casos publicados na literatura.
O acumulo de diferentes tipos de N-glicanos e de estruturas antenares com
moléculas terminais variadas, como o encontrado em nossos dois pacientes, &
consistente com deficiéncias de mudltiplas glicosiltransferases e sugere
deficiéncia em varias etapas no processo de N-glicosilacdo, caracteristica dos

defeitos de trafego no complexo de Golgi >2°.

5.3 PYCR1

Neste estudo foi explorado o perfil de N-glicanos de glicoproteinas totais
de duas pacientes irmés (paciente 10 e 15) com diagnéstico de PYCR1, por

sequenciamento génico, e que apresentavam cutis laxa, caracteristica clinica
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também presente em ATP6VOA2-CDG e COG7-CDG. Uma das irmas (paciente
15) ndo foi incluida neste estudo por problema na quantificacdo da area dos
picos, que impediu sua inclusdo na analise estatistica. As duas pacientes
apresentaram padrdo normal de glicosilacdo da transferrina a IEF. Entretanto,
na analise qualitativa por MS foi detectada clara alteracdo da N-glicosilacéo,
com aumento da intensidade dos picos m/z 1835 e 2040 (estruturas de N-
glicanos complexos subgalactosilado) em uma das irmas (paciente 15, excluida
do trabalho, espectro no apéndice H). Sua irma (paciente 10) apresentou
aumento do pico m/z 2966 (estrutura do N-glicano complexo di-siélico
fucosilado). Nao é claro o significado do aumento dessa estrutura fucosilada.
Mutacbes no gene PYCR1 levam a deficiéncia de uma enzima
mitocondrial, que catalisa o processo final de sintese de prolina utilizando NAD
e NADP. Esta enzima esta envolvida também na resposta celular ao stress
oxidativo. Nao h& ainda uma clara relacdo entre esta deficiéncia enzimatica e
hipoglicosilagdo. Segundo literatura, pacientes com cutis laxa relacionada a
PYCRL1 néo apresentam glicosilacdo anormal da transferrina a IEF, o que foi
concordante com os nossos achados 4%4l, Entretanto, clara alteracdo da
glicosilagédo foi observada por MS em uma das irmas com este diagndstico.
Consideramos este achado relevante. Estudos mais aprofundados deveréo ser

realizados com estas duas pacientes, para esclarecimento desse achado.

5.4 CASOS SEM DIAGNOSTICO

Os demais pacientes apresentaram em comum aumento da abundancia
das estruturas incompletas e hipossializadas de N-glicanos, com m/z
compreendidas entre 1579 e 2605.

Os pacientes 1 e 2 apresentaram discreto aumento das estruturas de N-
glicanos oligomanosidicos m/z 1579 e 1783, sugerindo problemas no
compartimento cis do complexo de Golgi. Os pacientes 5, 6 e 7 apresentaram
alteragcbes mais discretas das formas hipoglicosiladas, com apenas uma
espécie pouco aumentada, ou com varias espécies discretamente aumentadas.

Para esses casos nao foi possivel sugerir hipoteses diagnosticas.
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Os pacientes 9, 11 e 13 apresentaram perfis muito similar aos pacientes
3 e 4 (ATP6VOA2-CDG), com acumulo de diferentes tipos de N-glicanos e de
estruturas antenares com moléculas terminais variadas. O paciente 11
apresentou, ainda, aumento de N-glicano oligomanosidico m/z 1783, indicando
deficiéncias no compartimento cis do complexo de Golgi. O paciente 13
apresentou, adicionalmente, aumento das estruturas dos N-glicanos complexos
com moléculas de N-acetilglicosamina terminal m/z 1661(agalactosilado) e m/z
3211 (di-sidlico fucosilado com acréscimo de uma molécula de N-
acetilglicosamina). Estes achados sugerem disfuncdo do complexo de Golgi,
com deficiéncia de mudltiplas glicosiltransferases que podem ser visto em
ATP6VOA2-CDG, TMEM165-CDG e COG-CDG ou deficiéncia no transportador
de galactose causando um aumento de estruturas de N-glicanos com
moléculas terminais de N-acetilglicosamina, entretanto, esta paciente
apresenta cutis laxa, caracteristica clinica presente em pacientes com
ATP6VOA2-CDG, direcionando o diagnostico para esta patologia. Atualmente
sabe-se que a maioria dos CDG Il séo relacionados a disfuncédo do complexo
de Golgi ou no transporte e metabolismo de monossacarideos. Embora néo
haja perfil especifico, o padrdo complexo de hipoglicosilagdo visto nessas
doencas encaminha a suspeita diagndstica para essas causas 2°.

O paciente 14, de onze anos de idade, foi incluido no estudo por
apresentar caracteristicas clinicas (fraqueza muscular com possivel distrofia
muscular, deficiéncia cognitiva e um irméo afetado) e laboratoriais (aumento do
fator 1X, antitrombina Ill, ALT e AST e diminuicdo de FSH e LH) sugestivas de
CDG. Entretanto, seu espectro de massa apresentou apenas pequeno
aumento do N-glicano complexo assialico (m/z 2070) e N-glicano complexo di-
sialico com acréscimo de moléculas de N-acetilglicosamina (m/z 3211), néo

contribuindo para o esclarecimento do diagnostico do mesmo.

Este estudo demonstrou que esta metodologia é capaz de fornecer
informacdes adicionais a focalizacdo isoelétrica, permitindo o reconhecimento
de pacientes considerados normais por esta ultima metodologia. Além disso, &
capaz de reconhecer padrdoes considerados especificos, como 0 visto no
MAN1B1-CDG. Mesmo né&o fornecendo dados mais concretos para o

diagnéstico, esta metodologia permite discriminar os pacientes com padrdo de
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hipoglicosilacdo e que devam ser submetidos a outras formas mais
aprofundadas de estudo. Até o momento, somente poucos subtipos de CDG,
como MGAT2-CDG, B4GALT1-CDG e MAN1B1-CDG, séo passiveis de serem

diagnosticados através da espectrometria de massa.

O advento da espectrometria de massa para a analise das estruturas de
N-glicanos das (glicoproteinas totais permitiu grandes avangos no
reconhecimento de casos novos de CDG IlI, aléem de gerar informacfes que
permitem a melhor compreensdo de mecanismos metabdlicos e de producao
de doencas. Contudo, sua capacidade de auxilio, como ocorre em qualquer
metodologia, apresenta limitagbes. Uma delas é a faixa de massa detectada
pelos diversos equipamentos. Neste estudo, avaliamos as massas
compreendidas entre 1500 e 4500 Da. Recentemente, foram relatadas
estruturas de interesse para o reconhecimento de ALG1-CDG, PMM2-CDG e
MPI-CDG, com massas menores, de até 1124 Da “3. Similarmente, é possivel
que, entre os pacientes avaliados no presente trabalho, haja estruturas que
apresentem massa molecular fora da faixa avaliada (1500 a 4500) e que, por
isso, ndo tenham sido identificadas. Deste modo, estudos compreendendo
massas menores e maiores do que as estudadas neste trabalho deverdo ser
realizados.

Progressos recentes na investigacdo de doencas genéticas, como 0
sequenciamento de nova geracédo, tém levado a descoberta de novos genes
implicados como causa dos CDG 3. Isso leva a novos insights sobre
mecanismos ou vias metabdlicas de glicosilacao.

A avaliacdo conjunta da andlise das isoformas da transferrina por IEF e
0s espectros obtidos por MS gera informacdes importantes para monitoramento
dos distUrbios no processo de glicosilacdo. Essa analise pode ser utilizada nédo
somente para o diagnéstico, como também para controle de tratamento com
dietas especificas 1. O reconhecimento dos diagnésticos sugeridos por esses
dois métodos leva a 1) diminuicdo do niumero de genes a serem investigados
por métodos moleculares, direcionando o0 sequenciamento génico, com
reducdo dos custos e maior rapidez dos resultados; 2) possibilita o
conhecimento de novos genes envolvidos nos processos de glicosilacao,

trazendo novos conhecimentos sobre estes distarbios; 3) amplia as
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possibilidades de se descobrir novos biomarcadores e novas tecnologias para
diagnostico e tratamento dos CDG, além de ampliar o conhecimento sobre
outros disturbios relacionados a glicosilagao de proteinas.
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6 CONCLUSOES

Os dados do presente estudo permitiram concluir que:

e Nos individuos estudados, a diferenca entre os resultados das amostras

controles e pacientes foi em maior parte quantitativa.

e A espectrometria de massa se mostrou um meétodo de grande auxilio no
diagnéstico dos CDG Il, uma vez que identificou qualitativamente um subtipo de

CDG Il e sugeriu outros por meio de diferencas quantitativas.

e Para as diferencas quantitativas, a analise das moléculas terminais das antenas
dos N-glicanos direciona o diagndstico, apontando possiveis disturbios e

estreitando o painel de genes canditados a serem sequenciados.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DOS
CONTROLES

R —
/& %
Associagao \,}' " # \ Rede SARAH

4
das Pioneiras . . i /N, de Hospitais
Sociais | ‘,'-i \5 .. de Reabilitagdo

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Eu, , portador da carteira de identidade

n° , responsavel pelo paciente , prontudrio

, autorizo a coleta de sangue do mesmao, para fazer parte de um

grupo de individuos selecionados como ndo portadores de disturbios congénitos de glicosilacdo
(controles), em um estudo que tem como objetivo caracterizar, por espectrometria de massa, estruturas de
glicanos presentes em proteinas plasmaticas de individuos portadores e ndo portadores de distirbios
congénitos de glicosilagdo. Esse estudo, caso apresente bons resultados, ira permitir a implementagdo
desta metodologia no laboratdrio de bioquimica genética da Rede Sarah/Centro.

Estou ciente de que:

Seré realizado também o exame de focalizagdo isoelétrica da transferrina plasmética, teste usado
para identificar a presenca de proteinas anormais que sdo caracteristicas dos distirbios congénitos de
glicosilacdo. Este teste sera realizado como critério de inclusdo dos participantes no estudo, uma vez que
ele define provaveis individuos portadores de disturbios congénitos de glicosilagdo (CDGs).

Para a realizacdo desses exames serd acrescido o volume de 1(um) ml de sangue total ao volume
de sangue que ira ser coletado para 0s outros exames solicitados pelo médico, esse volume extra coletado
ndo acarreta nenhum desconforto adicional e nenhum prejuizo a saide do paciente, ndo sera utilizado para
outra finalidade, e sera descartado ao final do estudo.

Apos o final do estudo, caso a metodologia apresente bom desempenho, os resultados dos exames
realizados poderdo ser disponibilizados aos participantes ou aos seus responsaveis, através de solicitacdo
por escrito.

Os resultados dos exames laboratoriais realizados poderdo ser utilizados para trabalhos cientificos,
publicados em revista médica (impressa ou em sitios médicos da internet), ou apresentados em congresso
médico ou palestras para médicos. Estas atividades serdo executadas mantendo-se a confidencialidade da

identidade dos participantes do estudo.
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E garantido ao paciente ou a seus representantes legais, a liberdade de retirar este
consentimento a qualquer momento, sem qualquer prejuizo a continuidade do tratamento na
Instituicao.

Esta autorizacdo ndo implica em nenhum tratamento diferenciado no atendimento na Rede Sarah,
assim como a recusa em assina-lo ndo acarretara nenhum prejuizo ao paciente.

E permitido o acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para o esclarecimento de
eventuais davidas. A principal investigadora é a farmacéutica-bioquimica Nilza do Carmo Fontes que
pode ser encontrada nos telefones: (61) 3319-1369 3319-1307.

Pode-se contatar também o CEP (Comité de Etica em Pesquisa):

Associacdo das Pioneiras Sociais

SMHS quadra 301, Edificio Pioneiras Sociais, Bloco B, entrada A, 3° andar, Brasilia, DF .
CEP: 70335-901

Telefone: (61)3319-1494

E-mail: comiteeticapesquisa@sarah.br

Apos estes esclarecimentos e ciente de que a participacdo na pesquisa é voluntéria, dato e assino
este termo, também assinado pela pesquisadora em duas copias, uma que ficard sob meus cuidados e a
outra arquivada com a pesquisadora.

Brasilia, de de 2015.

Assinatura do responsavel legal pelo paciente

Nilza do Carmo Fontes - Telefones: (61) 3319-1369 3319-1307


https://bsbcas03.sarah.br/owa/redir.aspx?SURL=iBk5ihbpwoh6uzNBHaJekIoTnItBBbTaMPumL17XGL2A4yX5r8XSCGgAdAB0AHAAOgAvAC8AYgBzAGIAdwBlAGIAbQBhAGkAbAAvAG8AdwBhAC8AYwBvAG0AaQB0AGUAZQB0AGkAYwBhAHAAZQBzAHEAdQBpAHMAYQBAAHMAYQByAGEAaAAuAGIAcgAvAHIAZQBkAGkAcgAuAGEAcwBwAHgAPwBDAD0AYgBiAGIAOAA0ADQANwAzAGQAYwA4ADkANAA1ADYAYgA4ADYAMgAwADYANgAyADEANwA1AGQAMAAwADMANwA2ACYAVQBSAEwAPQBtAGEAaQBsAHQAbwAlADMAYQBjAG8AbQBpAHQAZQBlAHQAaQBjAGEAcABlAHMAcQB1AGkAcwBhACUANAAwAHMAYQByAGEAaAAuAGIAcgA.&URL=http%3a%2f%2fbsbwebmail%2fowa%2fcomiteeticapesquisa%40sarah.br%2fredir.aspx%3fC%3dbbb84473dc89456b8620662175d00376%26URL%3dmailto%253acomiteeticapesquisa%2540sarah.br
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DOS
PACIENTES

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Eu, , portador da carteira de identidade

n° , responsavel pelo paciente , prontudrio
, autorizo a coleta de sangue do mesmao, para fazer parte de um

grupo de individuos selecionados como portadores de disturbios congénitos de glicosilagdo (CDGSs), em
um estudo que tem como objetivo caracterizar, por espectrometria de massa, estruturas de glicanos
presentes em proteinas plasmaticas de individuos portadores e ndo portadores de distlrbios congénitos de
glicosilacdo. Esse estudo, caso apresente bons resultados, ira permitir a implementacéo desta metodologia
no laboratério de bioquimica genética da Rede Sarah/Centro.

Estou ciente de que:

Seré realizado também o exame de focalizagdo isoelétrica da transferrina plasmética, teste usado
para identificar a presenca de proteinas anormais que sdo caracteristicas dos distirbios congénitos de
glicosilacdo. Este teste sera realizado como critério de inclusdo dos participantes no estudo, uma vez que
ele define provaveis individuos portadores de CDGs.

1. Para a realizacdo desses exames sera acrescido o volume de 1(um) ml de sangue total ao volume
de sangue que ira ser coletado para os outros exames solicitados pelo médico, esse volume extra
coletado nédo acarreta nenhum desconforto adicional e nenhum prejuizo a saide do paciente, ndo
serd utilizado para outra finalidade, e sera descartado ao final do estudo.

2. Apos o final do estudo, caso a metodologia apresente bom desempenho, os resultados dos exames
realizados poderdo ser disponibilizados aos participantes ou aos seus responsaveis, através de
solicitagdo por escrito.

3. Osresultados dos exames laboratoriais realizados poderao ser utilizados para trabalhos cientificos,
publicados em revista médica (impressa ou em sitios médicos da internet), ou apresentados em
congresso médico ou palestras para médicos. Estas atividades serdo executadas mantendo-se a
confidencialidade da identidade dos participantes do estudo.
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Fotografias clinicas do paciente poderdo ser utilizadas neste trabalho, em publicagdes cientificas
ou congressos médicos.

E garantido ao paciente ou a seus representantes legais, a liberdade de retirar este
consentimento a qualquer momento, sem qualquer prejuizo a continuidade do tratamento na
Instituicdo.

Esta autorizacdo ndo implica em nenhum tratamento diferenciado no atendimento na Rede Sarah,
assim como a recusa em assiné-lo ndo acarretarad nenhum prejuizo ao paciente.

E permitido o acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para o esclarecimento de
eventuais duvidas. A principal investigadora é a farmacéutica-bioguimica Nilza do Carmo Fontes
gue pode ser encontrada nos telefones: (61) 3319-1369 3319-1307. Pode-se contatar também o
CEP (Comité de Etica em Pesquisa):

Associagdo das Pioneiras Sociais
SMHS quadra 301, Edificio Pioneiras Sociais, Bloco B, entrada A, 3° andar, Brasilia, DF .
CEP: 70335-901
Telefone: (61)3319-1494
E-mail: comiteeticapesquisa@sarah.br

Apos estes esclarecimentos e ciente de que a participacdo na pesquisa é voluntéria, dato e assino
este termo, também assinado pela pesquisadora em duas coOpias, uma que ficara sob meus
cuidados e a outra arquivada com a pesquisadora.

Brasilia, de de 2015.

Assinatura do responsavel legal pelo paciente

Nilza do Carmo Fontes - Telefones: (61) 3319-1369 3319-1307


https://bsbcas03.sarah.br/owa/redir.aspx?SURL=iBk5ihbpwoh6uzNBHaJekIoTnItBBbTaMPumL17XGL2A4yX5r8XSCGgAdAB0AHAAOgAvAC8AYgBzAGIAdwBlAGIAbQBhAGkAbAAvAG8AdwBhAC8AYwBvAG0AaQB0AGUAZQB0AGkAYwBhAHAAZQBzAHEAdQBpAHMAYQBAAHMAYQByAGEAaAAuAGIAcgAvAHIAZQBkAGkAcgAuAGEAcwBwAHgAPwBDAD0AYgBiAGIAOAA0ADQANwAzAGQAYwA4ADkANAA1ADYAYgA4ADYAMgAwADYANgAyADEANwA1AGQAMAAwADMANwA2ACYAVQBSAEwAPQBtAGEAaQBsAHQAbwAlADMAYQBjAG8AbQBpAHQAZQBlAHQAaQBjAGEAcABlAHMAcQB1AGkAcwBhACUANAAwAHMAYQByAGEAaAAuAGIAcgA.&URL=http%3a%2f%2fbsbwebmail%2fowa%2fcomiteeticapesquisa%40sarah.br%2fredir.aspx%3fC%3dbbb84473dc89456b8620662175d00376%26URL%3dmailto%253acomiteeticapesquisa%2540sarah.br

APENDICE C — PORCENTAGENS DAS AREAS DOS PICOS PRESENTES NOS CONTROLES, NORMALIZADOS PELA AREA DO

PICO REFERENCIA m/z 2792

Controles 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
m/z % % % % % % % % % % % % % % % % % % % % % %
1579 2,21 0,91 2,27 1,33 1,26 0,84
1783 1,74 1,27 2,41 1,63 159 1,38
1835 10,49 11,91 18,14 9,73 20,10 12,47 4,27 628 739 831 495 603 393 11,06 10,78 2,62 406 11,38 6,06 827 11,72
2040 12,70 14,32 31,28 1322 20,59 20,19 7,58 12,30 750 10,33 4,10 814 689 11,46 1624 3,06 889 12,78 580 12,25 10,94
2070 3,47 5,54 2,07 0,82 1,18
2244 6,84 719 17,80 731 7,60 11,94 4,77 814 557 402 237 451 490 399 6,36 536 594 291 445 3,85
2431 15,86 16,71 32,41 13,58 13,57 26,74 11,78 2599 21,07 14,92 12,17 14,12 13,05 1851 11,87 10,91 13,56 12,63 18,44 13,30 14,54 1554
2605 7,89 10,73 13,89 10,61 10,05 11,05 6,21 10,89 7,23 492 339 446 602 452 447 334 642 627 526 420 4,58
2792 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2966 10,29 16,76 14,07 14,54 11,78 12,80 11,29 13,09 901 531 746 621 7,14 636 3,58 532 529 436 574 4,77
3212 2,93 5,90 4,54 3,54
3241 4,35 4,35 5,81 362 356 1,86 1,63 2,20 1,27 1,55 1,06 160 1,45 1,11 3,13
3602 16,26 17,54 890 12,98 10,97 660 27,45 1351 878 18,09 16,96 12,74 12,84 11,75 9,94 857 11,29 871 1034 11,62 505 20,57
3691 2,41
3776 2,34 3,22 694 11,37 635 324 332 251 711 246 2,8 147 216 441 120 264 161 3,56
4051 2,24 3,12 1,81 0,92 0,43 1,05
4413 2,68 3,05 1,99 1,44 0,90 0,57 1,46
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APENDICE D - TESTE DE MANN-WHITNEY

Variavel Significancia Decisao
1579 0,000 Rejeitar hipétese nula
1783 0,027 Rejeitar hipétese nula
1835 0,002 Rejeitar hip6tese nula
2040 0,000 Rejeitar hip6tese nula
2070 0,737 Aceitar hipétese nula
2244 0,000 Rejeitar hipétese nula
2431 0,003 Rejeitar hipétese nula
2605 0,000 Rejeitar hipdtese nula
2966 0,001 Rejeitar hipdtese nula
3211 0,019 Rejeitar hipétese nula
3241 0,000 Rejeitar hipétese nula
3602 0,761 Aceitar hipétese nula
3690 0,835 Aceitar hipétese nula
3776 0,296 Aceitar hipétese nula
4052 0,785 Aceitar hipétese nula
4413 0,511 Aceitar hipétese nula

Hipotese nula = A distribuicao das variaveis € a mesma nos dois grupos.

Nivel de significancia = 0,05
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APENDICE E — ANALISE DESCRITIVA E EXPLORATORIA DOS PICOS

Controles Pacientes

m/z V.min. V.max. 1°quartii mediana 3° quartil |V. min. V. max. 1° quarti mediana  3° quartil

1579 0,00 227 0,00 000 0,8 0,00 10,05 1,20 4,32 7,22
1783 0,00 2,41 000 0,00 1,30 (0,00 10,20 0,00 2,17 4,48
1835 0,00 20,10 4,78 829 11,5 0,00 82,93 8,24 18,70 44,63
2040 0,00 31,28 7,35 11,20 13,49 (10,42 47,83 14,18 24,41 39,22
2070 0,00 554 0,00 000 021 |0,00 5,17 0,00 0,00 1,85
2244 0,00 17,80 3,95 513 7,22 |6,11 2429 8,08 11,65 13,51
2431 10,91 32,41 12,94 14,33 18,46 8,40 64,14 17,91 2534 40,15
2605 0,00 13,89 447 6,11 10,19 (7,33 2332 9,31 11,08 16,04
2966 0,00 16,76 5,16 6,75 12,03 (8,90 26,65 10,19 13,83 20,44
3211 0,00 590 0,00 000 0,00 0,00 5,54 0,00 2,93 5,21
3241 0,00 581 0,00 150 3,23 0,00 7,02 2,42 5,30 6,08
3602 5,05 27,45 8,87 11,68 16,43 7,9 18,01 10,81 12,45 14,52
3776 0,00 11,37 1,40 2,58 3,78 0,00 8,91 1,98 3,61 5,53
4052 0,00 3,12 0,00 000 055 0,00 2,37 0,00 0,00 0,72
4413 0,00 3,05 0,00 000 1,03 (0,00 1,147 0,00 0,00 0,26

V. min. = Valor minimo, V. max. = Valor maximo.
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APENDICE F - BOXPLOT DAS PORCENTAGENS DAS AREAS DOS PICOS
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Fig. 10 - Boxplot de cada espécie molecular das amostras, com o paciente representado pelo

circulo solido. O numero que aparece acima das figuras refere-se a razdo massa/carga das

estruturas de N-glicanos. No eixo Y encontram-se as porcentagens da area dos respectivos

picos em relacdo a area do pico referéncia (m/z 2792).
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APENDICE F - BOXPLOT DAS PORCENTAGENS DAS AREAS DOS PICOS
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Fig. 11 - Boxplot de cada espécie molecular das amostras, com o paciente representado pelo
circulo solido. O numero que aparece acima das figuras refere-se a razao massal/carga das
estruturas de N-glicanos. No eixo Y encontram-se as porcentagens da area dos respectivos picos
em relagdo a area do pico referéncia (m/z 2792).
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APENDICE F - BOXPLOT DAS PORCENTAGENS DAS AREAS DOS PICOS
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circulo sélido. O nimero que aparece acima das figuras refere-se a razao massal/carga das
estruturas de N-glicanos. No eixo Y encontram-se as porcentagens da area dos respectivos picos

em relagdo a area do pico referéncia (m/z 2792).
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Fig. 13 - Boxplot de cada espécie molecular das amostras, com o paciente representado pelo
circulo sélido. O nimero que aparece acima das figuras refere-se a razao massal/carga das
estruturas de N-glicanos. No eixo Y encontram-se as porcentagens da area dos respectivos picos
em relagdo a area do pico referéncia (m/z 2792).
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Fig. 14 - Boxplot de cada espécie molecular das amostras, com o paciente representado pelo
circulo sélido. O nimero que aparece acima das figuras refere-se a razao massal/carga das
estruturas de N-glicanos. No eixo Y encontram-se as porcentagens da area dos respectivos picos
em relagdo a area do pico referéncia (m/z 2792).
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Fig. 15 - Boxplot de cada espécie molecular das amostras, com o paciente representado pelo
circulo sélido. O nimero que aparece acima das figuras refere-se a razao massa/carga das
estruturas de N-glicanos. No eixo Y encontram-se as porcentagens da area dos respectivos picos
em relagdo a area do pico referéncia (m/z 2792).
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Fig. 16 - Boxplot de cada espécie molecular das amostras, com o paciente representado pelo
circulo solido. O numero que aparece acima das figuras refere-se a razao massal/carga das
estruturas de N-glicanos. No eixo Y encontram-se as porcentagens da area dos respectivos picos

em relagdo a area do pico referéncia (m/z 2792).
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Fig. 17 - Boxplot de cada espécie molecular das amostras, com o paciente representado pelo
circulo sélido. O nimero que aparece acima das figuras refere-se a razao massal/carga das
estruturas de N-glicanos. No eixo Y encontram-se as porcentagens da area dos respectivos picos
em relagdo a area do pico referéncia (m/z 2792).
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Fig. 18 - Boxplot de cada espécie molecular das amostras, com o paciente representado pelo
circulo sélido. O nimero que aparece acima das figuras refere-se a razao massal/carga das
estruturas de N-glicanos. No eixo Y encontram-se as porcentagens da area dos respectivos picos

em relagdo a area do pico referéncia (m/z 2792).
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Fig. 19 - Boxplot de cada espécie molecular das amostras, com o paciente representado pelo
circulo solido. O numero que aparece acima das figuras refere-se a razao massal/carga das
estruturas de N-glicanos. No eixo Y encontram-se as porcentagens da area dos respectivos picos

em relagdo a area do pico referéncia (m/z 2792).
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circulo sélido. O nimero que aparece acima das figuras refere-se a razao massal/carga das
estruturas de N-glicanos. No eixo Y encontram-se as porcentagens da area dos respectivos picos
em relagdo a area do pico referéncia (m/z 2792).



83

APENDICE F — BOXPLOT DAS PORCENTAGENS DAS AREAS DOS PICOS

AVALIADOS
Paciente 12.
1579 1783 1835 2040
24 = bd 2
o = = - = 2 -
= - 4 £ R
g1 g e
o . o 4 — R 1 — =4 ==
od o 4 ) -4 == o 4 L
2070 244 241 2605
w - & .
-+ & 1 ¥ - &
L B El = e
Ll = -.n'- T —;— 9 A g
- . o == ] === o .
(=" L (=T — (=" (= —
2966 m krll] 3602
T w o :_:, ] —_ w .
I - w ! .
| - - * ] ! =
3690 3776 4052 4413

1

q

1
- |

20
1

0o 05 1.0
6
1
1
na

i

l

10
]
I N S |

10
1
il
1

on
1
on

Fig. 21 - Boxplot de cada espécie molecular das amostras, com o paciente representado pelo
circulo sélido. O nimero que aparece acima das figuras refere-se a razao massal/carga das
estruturas de N-glicanos. No eixo Y encontram-se as porcentagens da area dos respectivos picos
em relagdo a area do pico referéncia (m/z 2792).
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circulo solido. O numero que aparece acima das figuras refere-se a razao massal/carga das
estruturas de N-glicanos. No eixo Y encontram-se as porcentagens da area dos respectivos picos
em relagdo a area do pico referéncia (m/z 2792).
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Fig. 23 - Boxplot de cada espécie molecular das amostras, com o paciente representado pelo
circulo sélido. O nimero que aparece acima das figuras refere-se a razao massal/carga das
estruturas de N-glicanos. No eixo Y encontram-se as porcentagens da area dos respectivos picos
em relagdo a area do pico referéncia (m/z 2792).



APENDICE G — PORCENTAGENS DAS AREAS DOS PICOS PRESENTES NOS PACIENTES, NORMALIZADOS

PELA AREA DO PICO REFERENCIA m/z 2792

Pacientes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Diagndstico S/D S/D ATP6VOA2 ATP6VOA2 S/D S/D S/D Man1B1 S/D PYCR1 S/D S/D S/D S/D
1579 3,05 7,09 10,05 7,62 4,14 4,50 6,80 6,80 3,87 8,60 1,61
1783 3,45 5,50 4,15 6,99 2,16 4,03 10,20 2,18
1835 19,12 12,61 82,93 63,08 33,88 18,29 6,16 31,38 8,54 39,51 7,36 59,99 18,17
2040 17,84 22,33 41,68 38,40 30,05 26,48 14,32 10,42 27,50 10,75 45,71 13,75 47,83 19,21
2070 5,17 3,07 3,30 1,44
2244 9,22 12,72 14,68 13,09 13,12 10,46 6,54 6,28 12,01 6,11 23,32 11,29 24,29 8,60
2431 23,73 22,94 39,62 43,92 26,38 24,30 30,98 12,63 41,73 18,48 27,19 8,40 64,14 16,21
2605 9,83 15,95 15,43 11,62 12,08 10,54 7,33 7,56 18,11 9,35 23,32 10,22 16,30 9,18
2792 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
2966 10,34 14,19 16,87 10,70 13,48 22,74 9,28 11,50 19,68 26,65 26,65 9,74 16,58 8,90
3211 5,54 4,68 5,41 5,15 2,94 5,49 2,93 3,70 2,15
3241 4,00 6,29 6,62 5,58 5,55 5,41 5,12 6,01 2,53 5,19 1,81 7,02 2,10
3602 8,47 18,01 11,89 9,65 14,59 13,02 13,34 14,50 11,19 11,28 15,80 11,86 7,96 13,24
3690

3776 5,93 5,40 2,77 3,69 3,04 5,93 3,53 5,07 2,64 8,91 4,43
4052 2,37 0,29 1,81

4413 1,16 1,17 1,03

S/D = Sem diagndstico
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Intens. [a.u.]

APENDICE H - ESPECTRO DA PACIENTE 15, COM DIAGNOSTICO DE

PYCR1, EXCLUIDA DO ESTUDO, IRMA DA PACIENTE 10
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ANEXO A - DISTURBIOS CONGENITOS DE GLICOSILACAO

Disorder Gene
Disorder Gene Function OMIM OMIM Main Clinical Features Year Reference
N-Linked Pathway
DPAGT1 - CDG DPAGT1 GlcNAc-1-P transferase 608093 191350 ID, Hy, Sz, M, infections, early death & 2003 | PMID: 12872255
CMS
ALG1 - CDG ALG1 1,4 Mannosyltransferase 608540 605907 ID, Hy, Sz, M, infections, early death 2004 | PMID: 14709599
PMID: 14973778
PMID: 14973782
ALG2 - CDG ALG2 a1,3 Mannosyltransferase 607906 607905 ID, Hy, Sz, infections, 2003 | PMID: 12684507
ALG2 - CMS hypomyelination, hepatomegaly, early | 2013 | PMID: 23404334
death
Congenital Myasthenic Syndrome
ALG3 - CDG ALG3 al,3 Mannosyltransferase 601110 608750 | ID, Hy, Sz, M, optic nerve atrophy 1999 | PMID: 10581255
ALG6 - CDG ALG6 al,3 Glucosyltransferase 603147 604566 | ID, Hy, Sz, M, ataxia 1999 | PMID: 10359825
ALG8 - CDG ALG8 al,3 Glucosyltransferase 608104 608103 | DD, hepatomegaly, protein-losing 2003 | PMID: 12480927
enteropathy, coagulopathy, ascites,
renal failure, early death
ALG9 - CDG ALGY a1,2 Mannosyltransferase 608776 606941 | ID, Hy, Sz, hepatomegaly 2004 | PMID: 15148656
ALG11 - CDG ALG11 al,2 Mannosyltransferase 613661 613666 | ID, Hy, Sz, deafness, dysmorphism 2010 | PMID: 20080937
ALG12 - CDG ALG12 al,6 Mannosyltransferase 607143 607144 ID, Hy, Sz, M, recurrent infections 2002 | PMID: 11983712
PMID: 12217961
ALG13 - CDG ALG13 UDP-GIcNAc transferase 300884 300776 M, Sz, hepatomegaly, horizontal 2012 | PMID: 22492991
nystagmus, optic nerve atrophy,
infections
ALG14 - CMS ALG14 UDP-GIcNAc transferase 616227 612866 | Congenital Myasthenic Syndrome 2013 | PMID: 23404334
RFT1 - CDG RFT1 Man5GIcNAc2 flippase 612015 611908 ID, Hy, Sz, M, hepatomegaly, 2008 | PMID: 18313027
coagulopathy, deafness
TUSC3 - CDG TUSC3 Subunit of the OST complex 611093 601385 | NSID (Non-syndromic intellectual 2008 | PMID: 18452889
disability) PMID: 18455129
MAGT1 - CDG MAGT1 Subunit of the OST complex 300716 300715 | XLNSID (X-Linked Non-syndromic 2008 | PMID: 18455129
intellectual disability)
DDOST - CDG DDOST Subunit of the OST complex 614507 602202 | ID, DD, failure to thrive, 2012 | PMID: 22305527

gastroesophageal reflux, ear
infections, oromotor dysfunction
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STT3A - CDG STT3A Subunit of the OST complex 615596 601134 | ID, DD, H, M, Sz, failure to thrive 2013 | PMID: 23842455
STT3B - CDG STT3B Subunit of the OST complex 615597 608605 | ID, DD, H, M, Sz, failure to thrive, 2013 | PMID: 23842455
thrombocytopenia, genital
abnormalities
NGLY1 - CDG NGLY1 N-Glycanase-1 615273 610661 | ID, DD, Sz, abnormal liver function 2012 | PMID: 22581936
SSR4 - CDG SSR4 Signal sequence receptor, delta 300934 300090 | M, ID, Sz, gastroesophageal reflux 2013 | PMID: 24218363
SSR3 - CDG SSR3 Signal sequence receptor, gamma 606213 Sz, ID, DD, M, abnormal brain
structure
MGAT?2 - CDG MGAT2 GlcNAc-transferase I1 212066 602616 | ID, feeding problems severe diarrhea, 1996 | PMID: 8808595
growth retardation, dysmorphism
MOGS - CDG MOGS al,2 Glucosidase 606056 601336 | Hy, Sz, hepatomegaly, 2000 | PMID: 10788335
hypoventilation, feeding problems,
dysmorphism, fatal, unique
tetrasaccharide in urine.
MAN1B1 - CDG MAN1B1 al,2 Mannosidase 614202 604346 | NSID (Non-syndromic intellectual 2011 | PMID: 21763484
disability), delayed motor and speech
development, variable dysmorphic
features, truncal obesity and
macrocephaly
I-cell disease GNPTAB GlcNAc-1-P transferase 252500 607840 ID, congenital dislocation of the hip, 1981 | PMID: 6461005
252600 thoracic deformities, hernia,
hyperplastic gums, coarse facial
features, restricted joint movement
Autosomal Dominant PRKCSH Glucosidase Il Subunit Beta 174050 177060 | Autosomal Dominant polycystic liver 2003 | PMID: 12529853
Polycystic Liver Disease disease PMID: 12577059
Congenital Severe JAGN1 Endoplasmic Reticulum organization 616022 616012 | Congenital Severe Neutropenia, 2014 | PMID: 25129144
Neutropenia recurrent infections PMID: 25129145
Potential to Effect Multiple Pathways
PMM2 - CDG PMM2 Conversion of Man-6-P to Man-1-P 212065 601785 | ID, Hy, Sz, strabismus, cerebellar 1997 | PMID: 9140401
hypoplasia, failure to thrive,
cardiomyopathy. 20% lethality in the
first 5 years
MPI - CDG MPI Conversion of Fruct-6-P and Man-6-P 602579 154550 | Hepatic fibrosis, coagulopathy, 1998 | PMID: 9525984

hypoglycemia, protein-losing
enteropathy, vomiting, No neurological
symptoms
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DHDDS - CDG DHDDS Dehydrodolichol Diphosphate Synthase 613861 608172 | Retinitis Pigmentosa in Ashkenazi Jews | 2011 | PMID: 21295282
PMID: 21295283

DOLK - CDG DOLK Dol Kinase 610768 610746 | ID, Hy, Sz, hypoglycemia, ichthyosis, 2007 | PMID: 17273964
dilated cardiomyopathy, cardiac failure

SRD5A3 - CDG SRD5A3 Polyprenol Reductase 612379 611715 | ID, Hy, eye and brain malformations, 2010 | PMID: 20637498
nystagmus, hepatic dysfunction,
coagulopathy, ichthyosis

DPM1 - CDG DPM1 Dol-P-Man synthase complex 608799 603503 ID, Hy, Sz, M, dysmorphism, 2000 | PMID: 10642597
coagulopathy PMID: 10642602

DPM2 - CDG DPM2 Dol-P-Man synthase complex 615042 603564 | Dystroglycanopathy, Sz, Hy, M, 2012 | PMID: 23109149
dysmorphism, cerebellar hypoplasia,
early death

DPM3 - CDG DPM3 Dol-P-Man synthase complex 612937 605951 | Dystroglycanopathy, dilated 2009 | PMID: 19576565
cardiomyopathy, stroke-like episode

MPDU1 - CDG MPDU1 Man-P-Dol utilization 609180 604041 ID, Sz, failure to thrive, ichthyosis-like 2001 | PMID: 11733556
skin disorder, severe feeding PMID: 11733564
difficulties

GMPPA - CDG GMPPA GDP-Man pyrophosphorylase A 615510 615495 | Achalasia, alacrima, and neurological 2013 | PMID: 24035193
deficits

SLC35C1 - CDG SLC35C1 GDP-Fuc transporter 266265 605881 ID, Hy, Sz, M, unusual facial 2001 | PMID: 11326279
appearance, dwarfism, infections with
neutrophilia

B4GALT1 - CDG B4GALT1 1,4 Galactosyltransferase 607091 137060 | ID, DD, Hy, macrocephaly, Dandy- 2002 | PMID: 11901181
Walker malformation, coagulopathy,
myopathy

SLC35A1 - CDG SLC35A1 CMP-Sialic acid transporter 603585 605634 | I.D, Sz, Ataxia, Bleeding, 2005 | PMID: 15576474
thrombocytopenia, neutropenia, Renal 2013 | PMID: 23873973
and Cardiac involvement

SLC35A2 - CDG SLC35A2 UDP-Gal transporter 300896 314375 | ID, Sz, skeletal anomalies 2013 | PMID: 23561849

SLC35A3 - CDG SLC35A3 UDP-GIcNACc transporter 615553 605632 | Autism spectrum disorder, Hy, 2013 | PMID: 24031089
epilepsy and arthrogryposis

SLC39A8 - CDG SLC39A8 Manganese transporter 616721 608732 | Cranial asymmetry, severe infantile 2015 | PMID: 26637979
spasms with hypsarrhythmia, and PMID: 26637978
dysproportionate dwarfism

COG1 - CDG c0G1 Golgi-to-ER retrograde transport 611209 606973 | ID, shortened long bones, facial 2009 | PMID: 16537452

COG1 - CCMS 117650 dysmorphism and PMID: 19008299
cerebrocostomandibular (CCMS-like
syndrome)

COG2 - CDG coG2 Golgi-to-ER retrograde transport N/A 606974 | M, psychomotor retardation, Sz, liver 2014 | PMID: 24784932
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dysfunction, hypocupremia,
hypoceruloplasminemia

COG4 - CDG

Co0G4

Golgi-to-ER retrograde transport

613489

606976

DD, Hy, Sz, nystagmus,
hepatosplenomegaly, failure to thrive
in infancy with recurrent diarrhea,
early death

2009

PMID: 19494034

COG5 - CDG

COG5

Golgi-to-ER retrograde transport

613612

606821

ID, Hy, delayed speech, ataxia

2009

PMID: 19690088

COG6 - CDG

coG6

Golgi-to-ER retrograde transport

614576

606977

Severe neurologic disorder, Sz,
vomiting

2010

PMID: 20605848

COG7 - CDG

coG7

Golgi-to-ER retrograde transport

608779

606978

Hy, M, growth retardation, adducted
thumbs, failure to thrive, cardiac
anomalies, wrinkled skin, early death

2004

PMID: 15107842

COG8 - CDG

€oG8

Golgi-to-ER retrograde transport

611182

606979

ID, Hy, Sz

2007

PMID: 17331980
PMID: 17220172

ATP6V0A2 - CDG Wrinkly
skin syndrome

ATP6V0A2

Golgi pH Regulator

219200

611716

278250

Cutis laxa, congenital hip dislocation,
joint hyperlaxity, dysmorphism,
feeding problems, late closure the
fontanelles, varying CNS involvement

2008

PMID: 18157129

TMEM165 - CDG

TMEM165

Golgi Regulator pH and Calcium Homeostasis

614727

614726

ID, Hy, M, short stature, dysmorphism,
eye abnormalities, hepatomegaly,
skeletal dysplasia

2012

PMID: 22683087

TMEM199 - CDG

TMEM199

Golgi trafficking

616829

616815

Mild phenotype of hepatic steatosis,
elevated aminotransferases, alkaline
phosphatase, and
hypercholesterolemia, low serum
ceruloplasmin

2016

PMID:26833330

CCDC115 - CDG

CCDC115

Golgi homeostasis

616828

613734

Storage-disease-like phenotype
involving hepatosplenomegaly, which
regressed with age, highly elevated
bone-derived alkaline phosphatase,
elevated aminotransferases, and
elevated cholesterol, in combination
with abnormal copper metabolism and
neurological symptoms

2016

PMID:26833332

Congenital myasthenic
syndrome

GFPT1

Glutamine-fruct-6-P transaminase 1

610542

138292

Congenital myasthenic syndrome with
tubular aggregates

2011

PMID: 21310273

Achondrogenesis type 1A

TRIP11

Golgi structure

200600

604505

Lethal achondrogenesis, deficient
ossification

2010

PMID: 20089971

PGM1 - CDG

PGM1

Reversible conversion of Glc-1-Pand Glc-6-P

614921

171900

Neurologically normal, split uvula,

2012

PMID: 22492991
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Glycogen storage disease 612934 hepatopathy, hypoglycemia,
14 rhabdomyolysis, dilated

cardiomyopathy, cardiac arrest,

malignant hyperthermia
Hyper-IgE syndrome PGM3 Reversible conversion of GIcNAc-1-P and 615816 172100 | Severe atopy, increased serum IgE 2014 | PMID: 24589341
(HIES) GIcNAc-6-P levels, immune deficiency, PMID: 24698316

autoimmunity, and motor and

neurocognitive impairment
Neutropenia, severe G6PC3 Glc-6 Phosphatase, catalytic, 3 612541 611045 | Severe congenital neutropenia, 2011 | PMID: 21385794
congenital 4 recurrent infections, prominent

superficial veins, cardiac abnormalities
Glycogen storage disease G6PT1 Glc-6-P transporter 232220 602671 | Neutrophil dysfunction 2011 | PMID: 21385794
Ib and Ic 232240
Non-syndromic I.D ST3GAL3 N-Acetyllactosaminide a-2,3 Sialyltransferase 611090 606494 | NSID (Non-syndromic intellectual 2011 | PMID: 21907012
West syndrome 615006 disability), Infantile spasms, 2013 | PMID: 23252400

hypsarrhythmia
Cranio-lenticulo-sutural SEC23A Golgi trafficking 607812 610511 | Late-closing fontanels, sutural 2006 | PMID: 16980979
dysplasia (CLSD) cataracts, facial dysmorphism, skeletal

defects
Congenital SEC23B Golgi trafficking 224100 610512 | Disrupted erythropoiesis with 2009 | PMID: 19561605
Dyserythropoietic Anemia multinucleated erythroblasts in bone
(CDA-II) marrow
Autosomal Dominant SEC63 Golgi trafficking 174050 608648 | Autosomal Dominant polycystic liver 2004 | PMID: 15133510
Polycystic Liver Disease disease.
GPI Anchor Pathway
X-Linked GPI-anchor PIGA GIcNAc-PI synthesis protein 300868 311770 | Dysmorphism, Hy, Sz, variable CNS, 1993 | PMID: 8500164
deficiency 300818 cardiac, urinary systems, early death 2012 | PMID: 22305531
Paroxysmal Nocturnal Complement-mediated hemolysis
Hemoglobinuria
Autosomal recessive GPI- PIGQ GIcNAc-PI synthesis protein N/A 605754 | Severe DD, SZ, early death 2014 | PMID: 24463883
anchor deficiency
Autosomal recessive GPI- PIGY GIcNAc-PI synthesis protein 616809 610662 | Severe DD, SZ, early death 2015 | PMID: 26293662
anchor deficiency
CHIME Syndrome PIGL GIcNAc-PI de-N-Acetylase 280000 605947 | ID, colobomas, heart defect, early- 2012 | PMID: 22444671
Hyperphosphatasia mental onset ichthyosiform dermatosis, ear
retardation syndrome anomalies (conductive hearing loss)

Hyperphosphatasia mental
retardation syndrome

West syndrome and PIGW Acylates the inositol ring of 616025 610275 | West syndrome, hyperphosphatasia 2013 | PMID: 24367057
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hyperphosphatasia with
mental retardation

phosphatidylinositol in GPI-anchor
biosynthesis

with mental retardation syndrome

syndrome
Autosomal recessive GPI- PIGM First a-Mannosyltransferase in GPI 610293 610273 Sz, portal vein thrombosis, portal 2006 | PMID: 16767100
anchor deficiency biosynthesis hypertension
Hyperphosphatasia mental PIGV Second a-Mannosyltransferase in GPI 239300 610274 Hyperphosphatasia with mental 2010 | PMID: 20802478
retardation syndrome biosynthesis retardation syndrome 1 (HPMRS)
Autosomal recessive GPI- PIGN GPI Ethanolamine Phosphate transferase 1 614080 606097 Severe neurologic impairment, Sz, 2011 | PMID: 21493957
anchor deficiency lack of development, multiple

congenital anomalies, early death
Hyperphosphatasia mental PIGO GPI Ethanolamine Phosphate transferase 3 614749 614730 Hyperphosphatasia with mental 2012 | PMID: 22683086
retardation syndrome retardation syndrome 2 (HPMRS)
Autosomal recessive GPI- PIGG GPI Ethanolamine Phosphate transferase 2 N/A N/A DD/ID, Hy, Sz 2016 | PMID: 26996948
anchor deficiency
Autosomal recessive GPI- PIGT GPI Transamidase complex 615398 610272 | ID, Hy, Sz, abnormal skeletal, 2013 | PMID: 23636107
anchor deficiency 615399 endocrine, ophthalmologic 2013 | PMID: 23733340
Paroxysmal Nocturnal abnormalities and hypophosphatasia
Hemoglobinuria Complement-mediated hemolysis
Autosomal recessive GPI- PGAP1 Lipid remodeling steps of GPI-anchor 615802 611655 ID with encephalopathy 2014 | PMID: 24784135
anchor deficiency maturation
Hyperphosphatasia mental PGAP2 Lipid remodeling steps of GPI-anchor 614207 615187 Hyperphosphatasia with mental 2013 | PMID: 23561846
retardation syndrome maturation retardation syndrome 3 (HPMRS) PMID: 23561847
Hyperphosphatasia mental PGAP3 Lipid remodeling steps of GPI-anchor 615716 611801 Hyperphosphatasia with mental 2014 | PMID: 24439110
retardation syndrome maturation retardation syndrome 4 (HPMRS)
Dystroglycanopathy
Walker-Warburg POMT1 0-Mannosyltransferase 236670 607423 | Walker-Warburg syndrome, brain 2002 | PMID: 12369018
syndrome 613155 malformations, various eye
(MDDGA1, B1, C1) 609308 malformations, elevated serum CK
Walker-Warburg POMT2 0-Mannosyltransferase 613150 607439 | Walker-Warburg syndrome, brain 2005 | PMID: 15894594
syndrome 613156 malformations, various eye
(MDDGAZ2, B2, C2) 613158 malformations, elevated serum CK
Muscle-eye-brain disease POMGNT1 0-Mannosyl Glycan GlcNAc-transferase 253280 606822 | ID, severe early-onset muscle 2001 | PMID: 11709191
(MDDGAS3, B3, C3) 613151 weakness, brain malformations,

613157 various eye malformations, elevated

serum CK
Fukuyama-type congenital FKTN Ribitol-5-phosphate transferase 253800 607440 | Hy, ID, Sz, generalized muscle 1998 | PMID: 9690476
muscular dystrophy 613152 weakness, elevated serum CK
(MDDGAA4, B4, C4) 611588
Congenital muscular FKRP Fukutin-Related Protein, ribitol-5-phosphate 613153 606596 | Hy, feeding difficulties, hypertrophy 2001 | PMID: 11592034
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dystrophy type 1C transferase 606612 of lower limb muscles, wasting of
(MDDGAS5, B5, C5) 607155 shoulder girdle, variable neurological
involvement, elevated serum CK
Congenital muscular LARGE Xyl and GIcA transferase 613154 603590 | ID, white matter changes, elevated 2003 | PMID: 12966029
dystrophy type 1D 608840 serum CK
(MDDGAS6, B6)
Walker-Warburg ISPD CDP-ribitol synthetase 614643 614631 | Brain malformations, various eye 2012 | PMID: 22522420
syndrome (MDDGA?7) malformations, elevated serum CK PMID: 22522421
Walker-Warburg POMGNTZ2 [ 1,4 GIcNAc-transferase 614830 614828 | Brain malformations, various eye 2012 | PMID: 22958903
syndrome (MDDGA8) malformations
Walker-Warburg TMEM5 Xyl-transferase 615041 605862 | Brain malformations, facial clefts, 2012 | PMID: 23217329
syndrome (MDDGA10) retinal dysplasia, gonadal dysgenesis.
Congenital muscular B3GALNTZ2 [ 1,3 GalNAc-transferase 2 615181 610194 | LD, Hy, Sz, brain malformations, 2013 | PMID: 23453667
dystrophy (MDDGA11) various eye malformations, elevated
serum CK
Walker-Warburg POMK 0-Man kinase 615249 615247 | Walker-Warburg syndrome, brainand | 2013 | PMID: 23929950
syndrome (MDDGA12) eye malformations, elevated serum PMID: 23519211
CK
Walker-Warburg B4GAT1 5 1,4 Glucuronyltransferase 615287 605517 Hy, Sz, brain malformations, retinal 2013 | PMID: 23359570
syndrome (MDDGA13) dysplasia, elevated serum CK
Congenital muscular GMPPB GDP-Man Pyrophosphorylase B 615350 615320 | I.D, M, brain and eye malformations, 2013 | PMID: 23768512
dystrophy 615351 elevated serum CK
(MDDGA14, B14, C14) 615352
Hereditary Inclusion body GNE UDP-GIcNAc-2-epimerase/ManAc kinase 600737 603824 | Proximal and distal muscle weakness, 2001 | PMID: 11528398
myopathy 605820 wasting of the upper and lower limbs,
269921 sparing of the quadriceps
Glycosaminoglycan
Ehlers-Danlos syndrome B4GALT7 1,4 Galactosyltransferase 7 130070 604327 | Progeroid form with DD, short 1990 | PMID: 2106134
stature, osteopenia, defective wound
healing, hypermobile joints, hypotonic
muscles, loose but elastic skin
Hereditary Multiple EXT1/EXT2 | GlcA/GlcNAc-transferase 133700 608177 | Multiple exostoses of the bone 1995 | PMID: 7550340
Exostoses 608210
Schneckenbecken SLC35D1 UDP-GIcA / UDP-GalNAc Golgi transporter 269250 610804 | Neonatal lethal chondrodysplasia, 2007 | PMID: 17952091
dysplasia short-limbed skeletal dysplasia
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Spondylo- epimetaphyseal PAPSS2 3'-phosphoadenosine- 5’-phosphosulphate 612847 603005 | Short-trunk stature, skeletal 1998 | PMID: 9771708
dysplasia synthase dysplasia, normal intelligence,
variable epiphyseal and metaphyseal
changes
Achondrogenesis type 1B SLC26A2 Sulphate Anion Transporter 222600 606718 | Early death in severe cases, adults 1996 | PMID: 8528239
600972 reported. Achondrogenesis Ib: usually
256050 stillborn or early death of respiratory
failure. Atelosteogenesis II:
pulmonary hypoplasia, fatal in infants
Spondylo- epimetaphyseal CHST3 Chondroitin 143095 603799 | Skeletal dysplasia, normal intelligence 2004 | PMID: 15215498
dysplasia 6-0-Sulfotransferase
(SED-Omani type)
Macular corneal dystrophy CHST6 Keratan Sulphate 6-0- Sulfotransferase 217800 605294 | Corneal clouding and erosions, painful | 2000 | PMID: 11017086
types /11 photophobia
Peeling Skin Syndrome CHST8 GalNAc 4-0 Sulfotransferase 1 270300 610190 | Generalized superficial skin peeling 2012 | PMID: 22289416
from birth
Ehlers-Danlos syndrome CHST14 Dermatan sulfate GalNAc 4-0 601776 608429 | Adducted thumb, clubfoot, 2009 | PMID: 20004762
Adducted thumb-clubfoot Sulfotransferase 1 progressive joint, skin laxity 2010 | PMID: 20533528
syndrome syndrome
Ehlers-Danlos like B3GALT6 31,3 Galactosyltransferase 6 271640 615291 | Abnormal skeletal and connective 2013 | PMID: 23664117
syndrome or SED with 615349 tissues lax skin, muscle hypotonia,
joint hyperlaxity joint dislocation, and spinal deformity
Larsen-like syndrome B3GAT3 1,3 Glucuronyltransferase 3 245600 606374 | Multiple joint dislocations, short 2011 | PMID: 21763480
stature, craniofacial dysmorphism
and congenital heart defects
Autosomal recessive short XYLT1 Xyl-transferase 1 615777 608124 | Moderate I.D, short stature, distinct 2014 | PMID: 23982343
stature syndrome facial features, altered fat distribution
Spondylo-Ocular XYLT2 Xyl-transferase 2 605822 608125 | Osteoporosis, cataracts, sensorineural 2015 | PMID: 26027496
Syndrome with Bone hearing loss, and mild learning defects
Fragility, Cataracts, and
Hearing Defects
Musculocontractural type DSE Dermatan sulfate epimerase 615539 605942 | Characteristic facial features, 2013 | PMID: 23704329
of Ehlers-Danlos congenital contractures of the thumbs
syndrome and feet, hypermobility of finger,
elbow, and knee joints, muscle
weakness
Other
Amish infantile epilepsy ST3GAL5 Sia2,3Galf1,4Glc-Cer Synthase (GM3) 609056 604402 | Infantile-onset epilepsy, 2004 | PMID: 15502825
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developmental stagnation, blindness

Salt and Pepper Syndrome

ST3GALS5

Sia2,3Galf31,4Glc-Cer Synthase (GM3)

609056

604402

Severe 1.D, epilepsy, scoliosis, altered
dermal pigmentation,
choreoathetosis, dysmorphic facial
features

2014

PMID

: 24026681

Complex Hereditary Spastic
Paraplegia

B4GALNT1

1,4 GalNAc-transferase 1

609195

601873

Early-onset spastic paraplegia, I.D,
cerebellar ataxia, and peripheral
neuropathy, cortical atrophy and
white matter hyperintensity

2013

PMID

123746551

Adams-Oliver Syndrome 4

EOGT

EGF-domain-specific O-linked O-GlcNAc
transferase

615297

614789

Aplasia cutis congenita, terminal
transverse limb defects

2013

PMID

123522784

Familial Tumoral Calcinosis

GALNT3

Polypeptide GalNAc-transferase

211900

601756

Massive calcium deposits in skin and
tissue

2004

PMID

115133511

Tn syndrome

C1GALTICI

Chaperone of 31,3 GalT

300622

300611

Hemolytic anemia with
thrombocytopenia, leukopenia

2005

PMID

116251947

Peters plus syndrome

B3GLCT

31,3 Glucosyltransferase specific for O-
Fucose on Thrombospondin type 1 repeats

261540

610308

Peters eye anomaly of the anterior
chamber, ID and DD, prenatal growth
delay, postnatal, typically
disproportionately short, cleft lip with
or without cleft palate

2006

PMID

: 16909395

Dowling-Degos Disease 2

POFUT1

Protein O-Fucosyltransferase 1 specific for
particular EGF repeats

615327

607491

Skin disorder showing reticulate
hyper- and hypo-pigmentation at
flexure regions such as the neck,
axilla, and areas below the breasts
and groin

2013

PMID

: 23684010

Dowling-Degos Disease 4

POGLUT1

Protein O-glucosyltransferase 1 specific for
particular EGF repeats

615696

615618

Skin disorder showing reticulate
hyper- and hypo-pigmentation at
flexure regions such as the neck,
axilla, and areas below the breasts
and groin

2014

PMID

: 24387993

Autosomal Recessive
Spondylocostal dysostoses
3

LFNG

Lunatic Fringe specific for O-Fucose on
particular EGF repeats

609813

602576

Spondylocostal dysostosis with severe
vertebral anomalies.

2006

PMID

: 16385447

CDG - Congenital disorders of glycosylation

CMS - Congenital Myasthenic Syndrome

Dol - Dolichol
ID - Intellectual Disability
Sz - Seizures
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Hy - Hypotonia

M - Microcephaly

DD - Developmental delay

NSID - Non-syndromic intellectual disability

CK - Creatine kinase
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espectrometria de massa (MS), nos disturbios congénitos de glicosilag&o tipo Il (CDG-
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Numero do Parecer: 1.266.412

Apresentacéo do Projeto:

Trata-se de estudo tipo caso-controle para andlise comparativa, por espectromeria de massa, de estruturas
de N-glicanos das moléculas de glicoconjugados do plasma de pessoas portadoras e ndo portadoras de
distarbios congénitos de glicosilagdo tipo II (CDG Il) avaliados na Rede SARAH de Hospitais de
Reabilitacdo.

Objetivo da Pesquisa:

Identificar as diferengas estruturais e, através das mesmas, reconhecer possiveis espectros especificos de
glicanos alterados para cada tipo de CDG Il, auxiliando o diagnéstico. O outro objetivo serd determinar a
faixa de variacdo das abundancias relativas das estruturas de glicanos, para estabelecimento de valores de
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para outros exames complementares de assisténcia.
A pesquisa podera auxiliar na implementacao desta metodologia na rotina laboratorial do diagnostico de
CDG tipo Il.

Comentéarios e Consideracfes sobre a Pesquisa:

A pesquisa estd bem delineada e ir4 estudar um grupo de pacientes com uma doenca rara ainda em
entendimento da fisiopatologia da doenca.
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