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RESUMO

Franco PC. Reanalise fenotipica e genotipica de individuos com diagnostico clinico de
diabetes monogénico sem etiologia molecular estabelecida [tese]. S&o Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2023.

O diabete mellitus (DM) corresponde a um grupo de doencas metabolicas
caracterizadas por hiperglicemia, resultante de defeitos na secrecdo e/ou acdo da
insulina. O DM monogénico compreende um grupo heterogéneo de fenotipos
caracterizados, em Gltima analise, por hiperglicemia, causada por uma Unica alteracao
genética patogéncia. Dependendo do tipo de defeito molecular, o DM nesses
individuos pode ocorrer devido a producdo prejudicada de insulina, dificuldade na
sinalizacdo da insulina e/ou adiposopatia. O espectro fenotipico varia desde fenétipos
ndo sindrdmicos com insulinopenia ao nascimento (DM neonatal) ou na primeira
infancia/idade adulta (maturity-onset diabetes of the young — MODY), passando por
individuos com extrema resisténcia insulinica por doenca do tecido adiposo
(lipodistrofia parcial familiar), até individuos com fenotipos sindrémicos, como
sindrome de Wolfram (WS) e DM mitocondrial. Juntos representam cerca de 1 a 2%
de todos os casos de DM. Apesar de o diagnostico molecular apropriado ser
fundamental para adequado manejo clinico, aconselhamento genético e diagndstico
precoce do probando e dos familiares sob risco, um alto percentual de individuos
suspeitos clinicamente ainda ndo possui etiologia molecular estabelecida. Os dados da
literatura relativos ao percentual de casos ndo resolvidos sdo mais robustos no MODY
e no DM neonatal, variando em torno de 50-80% e 30-37%, respectivamente. Esses
valores séo semelhantes em nossa coorte brasileira de DM monogénico. Desde 2019,
0 Colégio Americano de Genética Médica e Gendmica (ACMG) recomenda a
reanalise periodica de dados genémicos como uma ferramenta eficaz para aumentar a
capacidade diagndstica de individuos com suspeita de doenga genética. De acordo com
isso, 0 presente estudo teve como objetivo aumentar a capacidade de diagnostico
molecular, executando uma reanalise fenotipica e genotipica combinada e bidirecional
de uma coorte de 128 individuos com suspeita de DM monogénico (25 para MODY -
GCK, 67 para MODY- ndo GCK, 12 para DM neonatal, 16 para lipodistrofia parcial
familiar, 1 para WS e 7 para DM mitocondrial) sem diagndsticos moleculares
estabelecidos apds estudo molecular por sequenciamento paralelo de larga escala em
um painel composto por 51 genes nucleares relacionados a DM monogénico mais o
genoma mitocondrial completo. O amplo processo de reanalise aumentou o
diagndstico molecular de 9 a 26%. As reanalises fenotipicas, e portanto, a fenotipagem
profunda, contribuiram pela exclusdo de 62 (48,4%) casos atipicos. A reandlise
genética contribuiu, adicionando 5 novos defeitos moleculares: duas mutagdes em
regides regulatorias (uma mutacdo de ponto em heterozigose no promotor do HNF1A
e outra em homozigose em regido enhancer do PTF1A); uma mutacdo de ponto em
heteroplasmia no gene mitocondrial MTTK; uma missense em homozigose no MFN2
e uma missense em heterozigose no GCK. Nossos achados sugerem que a reanalise
genotipica e fenotipica combinada é uma estratégia eficaz, capaz de aumentar a
acuracia diagnostica molecular de individuos com suspeita de diabetes monogénico.

Palavras-chave: Sequenciamento de nucleotideo em larga escala. Genética médica.
Medicina molecular. Diabetes mellitus tipo 2. Lipodistrofia parcial familiar.



ABSTRACT

Franco PC. Phenotypic and genotypic reanalysis of individuals with a clinical
diagnosis of monogenic diabetes without established molecular etiology [thesis]. S&o
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2023.

Diabetes mellitus (DM) is a group of metabolic diseases characterized by
hyperglycemia, resulting from defects in insulin secretion and/or insulin action.
Monogenic DM comprises a heterogeneous group of phenotypes characterized,
ultimately, by hyperglycemia, caused by a single, pathogenic, genetic alteration.
Depending on the type of molecular defect, DM in these individuals may occur
because of impaired insulin production, difficulty in insulin signaling and/or
adiposopathy. The phenotypic spectrum ranges from non-syndromic phenotypes with
insulinopenia at birth (neonatal DM) or in early infancy/adulthood (maturity-onset
diabetes of the young — MODY), going through individuals with extreme insulin
resistance due to adipose tissue disease (familial partial lipodystrophy — FPLD), to
individuals with syndromic phenotypes, such as Wolfram syndrome (WS) and
mitochondrial DM. All together they represent around 1 to 2% of all cases of DM.
Despite proper molecular diagnostic be essential for adequate clinical management,
genetic counseling and early diagnosis of the proband and their family members at
risk, a high percentage of clinically suspected individuals still do not have an
established molecular etiology. Data in the literature regarding the percentage of
unresolved cases are more robust in MODY and neonatal DM, varying around 50-80%
and 20-37%, respectively. These figures are similar in our Brazilian monogenic DM
cohort. Since 2019, the American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) has recommended periodic genomic data reanalysis as an effective tool to
increase the diagnostic capacity of individuals with suspected genetic disease. In line
with that, the present study aimed to enhance the molecular diagnostic capacity by
performing a combined and bidirectional phenotypic and genotypic reanalysis of a
cohort of 128 individuals suspected of monogenic DM (25 for GCK-MODY, 67 for
non GCK-MODY, 12 for neonatal DM, 16 for FPLD, 1 for WS and 7 for mitochondrial
DM) without established molecular diagnoses after molecular study by target next
generation sequence panel (tNGS) containing 51 nuclear genes related to monogenic
DM and the whole mitochondrial genome. The broad reanalysis process increased
molecular diagnostics from 9 to 26%. Phenotypical reanalysis, and therefore, deep
phenotyping, contributed by excluding 62 (48.4%) of atypical cases. Genetic
reanalysis contributed by adding 5 new overlooked molecular defects: two mutations
in regulatory regions (one heterozygous point mutation in the HNF1A promoter and
other homozygous in PTF1A enhancer); one point mutation in heteroplasmy in MTTK
mitochondrial gene; one homozygous missense in MFN2 and one heterozygous
missense in GCK. Our findings suggest that the combined genotypic and phenotypic
reanalysis is an effective strategy capable of increasing the molecular diagnostic
accuracy of individuals with suspected monogenic diabetes.

Keywords: High-throughput nucleotide sequencing. Medical genetics. Molecular
medicine. Diabetes mellitus type 2. Familial partial lipodystrophy.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) corresponde a um grupo de doencas metabdlicas
caracterizadas por hiperglicemia, resultante de defeitos na secrecdo e/ou acdo da
insulina. Em categorias gerais, pode ser dividido em: diabetes mellitus tipo 1 | DM1
(5%-10% dos casos no adulto) , diabetes mellitus tipo 2 | DM2 (90%-95% dos casos),
diabetes mellitus gestacional | DMG (1- 38% das gestacdes) * e outros tipos raros de

DM, dentre estes, 0 DM de origem monogénica 2.

O diabetes monogénico resulta de um ou mais defeitos moleculares em um
unico gene. A doenca pode apresentar um padrdo de heranga mendeliano (autossémica
dominante-recessiva ou ligada ao X), ndo mendeliano (heranga mitocondrial e
epimutacOes) ou esporadico devido a uma variante de novo (ndo herdada). Até o
momento, mais de 40 subtipos diferentes foram identificados, cada um com um
fenotipo tipico e um padrdo especifico de heranga. Possui manifestacdo clinica com
pouca ou nenhuma influéncia ambiental ® e prevaléncia estimada de 3,6% entre os
pacientes <30 anos diagnosticados com DM “. Os seguintes subtipos sdo alguns
exemplos deste fenotipo clinico e geneticamente heterogéneo: MODY (Maturity-
Onset Diabetes of the Young), Diabetes Mellitus Neonatal | DMN (transitorio ou
permanente), Diabetes Mellitus Mitocondrial, Lipodistrofia Genética e algumas
sindromes genéticas que incluem DM como parte de sua apresentacdo clinica, como a
Sindrome de Wolfram °. Dentre estes, MODY é o fendtipo monogénico ndo

sindrémico mais comum ©.

1.1 MODY

MODY ¢ uma forma de DM ndo autoimune com padrdo de heranca
autossdmico dominante e elevada penetrancia. Representa cerca de 1% a 2% 1 de
todos os casos de DM. Os 11 subtipos ja descritos (Tabela 1) geralmente se

caracterizam por uma deficiéncia na secrecdo de insulina (disfuncdo de células B
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pancredticas), historia familial de DM, auséncia de autoanticorpos contra ilhotas
pancreaticas, ndo dependéncia de insulina apds o periodo de “lua-de-mel” (de 3a 5
anos) e inicio do quadro clinico na infancia, adolescéncia ou adulto jovem (geralmente

antes dos 25 anos de idade) 58°.

A confirmacdo do diagndstico clinico de MODY por sequenciamento génico
11 e a consequente identificacdo de seu subtipo sdo fundamentais para um adequado
manejo clinico, aconselhamento genético e diagnostico precoce dos familiares sob
risco 12, ja que alguns casos possuem peculiaridades quanto a tratamento e progndstico
13, 0 método classicamente utilizado é o sequenciamento génico bidirecional pelo
método de Sanger 4 e, mais recentemente, o emprego das novas plataformas de
sequenciamento paralelo em larga escala (painéis génicos - tNGS / exomas) ***°. Por
se tratar de uma doenca heterogénea do ponto de vista clinico e genético, o painel
genético é a abordagem mais utilizada atualmente por custo-efetividade 6.

A literatura aponta que em pacientes com DM néo sindrémico, mais de 90%
dos pacientes com MODY tém sua etiologia genética conhecida em variantes
patogénicas nos genes dos fatores nucleares do hepatocito HNF1A, HNF4A e no da
enzima glicoquinase (GCK) 1718,
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Tabela 1 - Subtipos de MODY e seus respectivos genes

Gene Subtipo OMIM Frequéncia Caracteristicas
macrossomia; hipoglicemia
HNF4A MODY HNF4A #125850 2%-10% 1719 neonatal; HDL baixo;
sensibilidade a sulfonilureia
hiperglicemia leve nao
04-6730,

GCK MODY GCK #125851 2017/?19?2?0’ % progressiva; pequeno
incremento no TTOG
baixo limiar renal de

or 700, 171921 absorcdo de glicose; baixos
HNF1A MODY HNF1A #600496 9%-72% niveis de PCR: HDL alto:
sensiblidade a sulfonilureia

PDX1 MODY PDX1 #606392 <1%1° disgenesia pancreatica

disfuncdo renal; cistos renais;
malformagdes urogenitais;
HNF1B MODY HNF1B #137920 1%-6% 1719 alteracdes em eletrolitos,
&cido Urico e enzimas
hepaticas
MODY o 17,19 i
NEUROD1 NEUROD1 #606394 <1% pouco caracterizado
CEL MODY CEL #609812 Raro % pouco caracterizado
INS MODY INS #613370 Raro 7 pouco caracterizado
ABCCS8 MODY ABCCS8 #125853 Raro 3 sensibilidade a sulfonilureia
KCNJ11 MODY KCNJ11 #616329 Raro % sensibilidade a sulfonilureia
APPL1 MODY APPL1 #616511 Raro 2° pouco caracterizado

1.1.1 Calculadora de MODY

Além dos critérios classicamente definidos anteriormente, uma importante
ferramenta - a MODY probability calculator - foi desenvolvida em 2012 para auxiliar
o diagnostico diferencial em pacientes com DM antes dos 35 anos 2°. O algoritmo da
calculadora se alimenta de dados clinicos laboratoriais para gerar uma pontuacdo ao
individuo: quanto maior esta, maior a chance de se tratar de MODY. Sédo diversos
dados utilizados, dentre eles: idade, IMC e HbAlc ao diagnostico de DM, tratamento,
condigdes clinicas associadas, entre outros. Disponivel na forma de aplicativo para
smartphones (Diabetes Diagnostics), foi validado em populacéo europeia caucasiana,
sugerindo uma pontuacéo de 10% e 25% com sensibilidade e especificidade maior que
85% em diferenciar individuos com MODY daqueles com DM1 e DM2,
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respectivamente. Em estudo para validacdo na coorte brasileira, um pontuagdo mais
elevada de 60% na calculadora foi necessaria para melhor discriminar esses subtipos
de DM %,

1.2 DIABETES MELLITUS NEONATAL

O DMN corresponde a hiperglicemia diagnosticada até os 6 meses de vida. Em
alguns casos pode ocorrer entre 6 meses a 12 meses, porém a grande maioria dos
diagndsticos nessa faixa etaria serdo por diabetes tipo 1 #?8, Ha incidéncia de um caso
para cada 400.000-500.000 nascidos vivos 2°. Pode ser dividido em dois grandes
grupos com proporcdes semelhantes: DMN permanente (DMNP) ou DMN transitorio
(DMNT) 6122930 No DMNT ocorre remisso do diabetes nos primeiros meses de vida
%, podendo haver reincidéncia em aproximadamente 50% dos casos, normalmente na

infancia tardia ou puberdade.

No DMNT, a maioria dos pacientes possui um defeito de metilagdo no
cromossomo 6q24, resultando em aumento da expressio do gene PLAGL1 2. A
principal etiologia do DMNP, com mais de 22 genes associados, é a deficiéncia
insulinica, decorrente de um comprometimento da funcédo da célula beta pancreatica ®.
A maioria dos casos é decorrente de variantes ativadoras nos genes KCNJ11, ABCC8
31.32 oINS, responsaveis por 50%-75% dos casos de DMNP **-3°. Em alguns casos,
podem estar presentes, sintomas neurolégicos associados (atraso do desenvolvimento
e epilepsia de inicio precoce) como naqueles ocasionados por modificacdes do canal
de K ATP-dependente (genes KCNJ11 e ABCC8) 3%,

A Tabela 2 ilustra os principais genes e padroes de heranca associados a DMNP
e DMNT %2,
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Tabela 2 - Caracteristicas genético-moleculares e clinicas das principais causas de
DMN
Gene Fendtipo Padrdo de heranca
Desenvolvimento pancreatico anormal
UG DMNT (macroglossia/hérnia umbilical) Variavel (imprinting)
DMNP (hipoplasia cerebelar/surdez) Recessivo
DMNT (atraso do desenvolvimento/doenca cardiaca) Recessivo
£RPoT DMNP (microftalmia/malformacGes cerebrais) Recessivo
PDX1 DMNP (agenesia pancredtica) Recessivo
DMNP (agenesia pancredtica/displasia cerebelar) Recessivo
PTHA DMNP (malformagdes cardiacas congénitas) Dominante
DMNP (atresia intestinal/agenesia de vesicula biliar) Recessivo
A DMNT (macroglossia/hérnia umbilical) Recessivo
GLIS3 DMNP (hipotireoidismo congénito/cistos renais) Recessivo
DMNT (atraso do desenvolvimento/doenca cardiaca) Recessivo
ARp— DMNP (enteropatia) Recessivo
DMNP (agenesia pancreética) Recessivo
NEUROD1 DMNP (agenesia pancreéatica/displasia cerebelar) Recessivo
PAX6 DMNP (atresia intestinal/agenesia de vesicula biliar) Recessivo
HNF1B DMNP (hipotireoidismo congénito/cistos renais) Dominante
GATAG6 DMNP (enteropatia) Dominante
Anormalidades na funcéo das células-p pancreaticas
GCK DMNP Recessivo
SLC2A2 Sindrome de Fanconi-Bickel (DMNP) Recessivo
SLC19A2 Sindrome de Roger (DMNP) Recessivo
ABCC8 DMNT ou DMNP (Sindrome de DEND) Dominante recessivo
KCNJ11 DMNT ou DMNP (Sindrome de DEND) Dominante
Destruicdo das células-p pancreaticas
EIF2AK3 Sindrome de Wolcott-Rallison (DMNP) Recessivo
IER3IP1 DMNP (microcefalia/encefalopatia epiléptica) Recessivo
FOXP3 Sindrome IPEX (DMNP) Ligado ao X recessivo

INS

DMNP ou DMNT isolados

Dominante recessivo
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1.3 LIPODISTROFIA PARCIAL FAMILIAR

As sindromes de lipodistrofia (LPD) sdo frequentemente associadas a
disturbios hormonais e metabdlicos, resultando em comorbidades graves que
dependem do subtipo, extensdo da perda de gordura, idade e sexo. Muitas das
complicacdes observadas sdo secundarias a massa adiposa deficiente, resultando em
armazenamento lipidico ectdpico no figado, masculo e em outros érgdos, além de
ocasionar resisténcia insulinica. Esta resisténcia a insulina pode acarretar o
desenvolvimento de DM, hipertrigliceridemia, sindrome do ovario policistico (SOP) e

esteatose hepatica ndo alcodlica (NAFLD) 3¢

Dentro das lipodistrofias de causa genética, a lipodistrofia parcial familiar
(LPD parcial familiar) possui uma heranga, mais comumente, autossomica dominante,
caracterizada por perda de gordura que afeta os membros, nadegas e quadris 3. O
acumulo regional de excesso de gordura é frequente, variando de acordo com o subtipo
e pode resultar em uma aparéncia cushingoide. A distribuicdo de gordura é
habitualmente normal durante a primeira infancia, com perda de gordura ocorrendo
em torno da puberdade. A pseudo-hipertrofia muscular € comum. Complicac6es
metabolicas sdo frequentes na idade adulta, assim como risco aumentado de doenca

cardiaca coronariana 3 e, ocasionalmente, cardiomiopatia precoce.

Do ponto de vista de etiopatogenia genética, geralmente resultam de defeitos
moleculares no gene da lamina (LMNA), que codifica a lamina A / C, uma proteina
nuclear; ou mais raramente, de defeitos moleculares no PPARG, que codifica o
receptor y ativado por proliferador de peroxissomo, um fator de transcrigcdo
adipogénico *. Ambos os genes possuem fungdo fundamental no desenvolvimento e

manutencédo do trofismo saudavel do tecido adiposo.
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1.4 CAUSAS GENETICAS RARAS EM DIABETES MONOGENICO

Desde a descoberta das principais causas de diabetes monogénico, muitos

individuos ainda permanecem sem etiologia genética definida 810194041

Esforgcos tém sido realizados no intuito de aumentar a positividade do
diagnostico genético-molecular dessas casuisticas. Neste contexto, a valorizacéo de
achados moleculares em regides ndo codificadoras e regulatorias >, além daqueles
em genes classicamente associados a fendtipos sindrémicos (RFX6, WFS1 e a variante
mitocondrial m.3243A>G) agora associados a MODY, se mostra promissora. Esta
ultima abordagem segue o pensamento “expansio da sindrome” %6, ou seja, uma vez
identificada a base genética de uma sindrome, muitas apresentacdes clinicas mais leves
ou incompletas sdo reconhecidas por compartilharem a mesma base genética
molecular. Em MODY, 2 estudos de 2022 apontaram que em torno de 20% dos
individuos tiveram sua hiperglicemia isolada explicada por defeitos moleculares

classicamente associados a DM sindrémico #4748,

1.4.1 Regides regulatorias

O processo de transcricdo génica depende de sequéncias de nucleotideos
chamadas de regiGes regulatdrias na fita de DNA. Essas sequéncias sao responsaveis
por fornecerem o sitio de ancoragem para os fatores de transcricdo necessarios para o
adequado funcionamento da RNA polimerase. Dentre estas regides, existem duas
principais caracterizadas: promotoras e enhancers. As regiGes promotoras sdo
sequéncias curtas de DNA situadas intimamente proximas e em cis em relacdo ao gene
(geralmente upstream) ou mesmo intragénicas. JA 0s enhancers sdo sequéncias de
nucleotideos distantes do gene em que influenciam a transcri¢éo. Estas Gltimas podem

se fixar tanto upstream quanto downstream e distantes até milhares de pares de base.

Apesar de esforcos desde 0 ENCODE, em 2004 *°, até projetos mais atuais >°
para caracterizarem estas regides regulatorias ao longo do genoma humano, muitas
permanecem desconhecidas. Talvez pela complexidade e dificuldade técnica em

identificar e classificar seus impactos funcionais °!, a analise destas regides ndo é
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rotineiramente efetuada durante investigacGes genéticas. Este fato ocorre mesmo a
despeito dos resultados em estudos de GWAS (genome-wide association): mais de

88% de variantes associadas a doengas se situam em regides ndo codificadoras *.

Do ponto de vista de DM monogénico, a analise de regides regulatdrias tem se
mostrado promissora >3, como esperado. Variantes em regido promotora ja sio
descritas em genes mais comumente associados a MODY (HNF1A 4345 GCK %8,
HNF4A %>°9), Variantes em regies enhancer do PTF1A também ja foram descritas
associadas ao fen6tipo de DMN né&o sindromico . Todas, em Gltima analise, alteram

a expressdo génica, diminuindo os respectivos produtos proteicos.

1.4.2 Regibes intronicas

As regides intronicas dos genes constituem aproximadamente 23% do genoma
humano .. A literatura atual destaca que variacdes fora das Open Reading Frames
(ORFs) podem afetar a expressdo génica ao alterar regiGes promotoras, enhancers,
sitios de ligacdo a micro RNAs e sinais de poliadenilagdo. Além disso, alteracdes em
sitios de splicing podem comprometer o processamento do RNAm imaturo, gerando,

por exemplo, a retencdo de um intron ou o descarte de um éxon na molécula madura
62

Alteracdes em sitios de splicing tém sido reconhecidas como responsaveis por
doencas monogénicas %%, Estima-se que entre 15% e 50% de todas as variantes
patogénicas responsaveis por estes fenotipos alterem o processamento da molécula de
RNAmM 6970

A utilizag&o crescente de técnicas de sequenciamento paralelo em larga escala
tem resultado em aumento expressivo do numero de variantes alélicas, identificadas
em regides intrdnicas profundas (mais de 100 pb das regides fronteiricas intron-éxon).
Genome Wide Association Studies (GWAS) ja identificaram diversas variantes
localizadas em regides intrénicas profundas como associadas a fendtipos clinicos
complexos %1, Em revisdo recente realizada por Vaz-Drago et al. (2017) 2, foram
analisados 117 estudos publicados entre 1983 e 2016 que descreveram, ao todo, 185
alteracdes patogénicas, em 77 genes, localizadas em regides intronicas a, pelo menos,

100 pb do sitio candnico de splicing mais proximo. Em DM monogénico, variantes
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alélicas patogénicas em regides intronicas profundas (sitios ndo candnicos de splicing)
ja foram descritas nos genes ABCC8 #* e INS *3, além das classicas ja descritas em

regides fronteiricas intron-éxon (sitios candnicos de splicing) 424

1.4.3 DNA mitocondrial

A doenca mitocondrial € um termo designado para um nimero cada vez maior
de disturbios clinica e geneticamente heterogéneos, que abrigam um defeito no sistema
de oxidacgéo e fosforilagdo mitocondrial (OXPHQS). Isso ocorre como resultado de
mutacdo no DNA mitocondrial (mtDNA) ou em genes no DNA nuclear responsaveis

pela manutencdo e reparo do mtDNA.

O acometimento de maltiplos sistemas é tipico nas mitocondriopatias, podendo
ser pouco evidente nos estgios iniciais da doenca. O DM é caracteristica comum da
doenca mitocondrial e raramente ocorre de forma isolada "3, sendo associado a outros
fenotipos, como surdez (Maternally Inherited Diabetes and Deafness - MIDD), mais

comumente "4,

A associacdo do mtDNA com DM foi descrita, inicialmente, hd mais de 20
anos em familias com um rearranjo (duplicacdo) no genoma mitocondrial ou com a
variante pontual m.3243A>G "¢, sendo esta Ultima mais prevalente entre individuos
com mitocondriopatia "8, Esta associagdo com DM possui plausibilidade bioldgica
uma vez que tanto a secrec¢do insulinica quanto sua acdo nos tecidos dependem do

adequado funcionamento mitocondrial %80,

A variante m.3243A> G exibe fendtipos clinicamente heterogéneos a depender
de sua heteroplasmia. Enquanto a alta heteroplasmia, excedendo limiar critico (>85%),
causa encefalomiopatia mitocondrial, acidose lactica e episodios similares a um
acidente vascular cerebral (MELAS); a baixa heteroplasmia (<45%) causa diabetes
com ou sem surdez (MIDD). Entender como diferencgas quantitativas na heteroplasmia
do mtDNA produzem estados patologicos distintos permanecem em aberto. Em
individuos com DM, ja foram descritos niveis de heteroplasmia de 1% a 45% em
leucdcitos e de 10%-45% nas células B pancreaticas. Surpreendentemente,
heteroplasmias de 0,01%-0,1% também foram associadas ao desenvolvimento de DM,

indicando elevada penetrancia desta variante 8.
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Ao sofrer influéncia de fatores ambientais, da heteroplasmia e do DNA nuclear,
as mitocondriopatias apresentam grande variabilidade fenotipica. Tuppen et al., 2005
82 em uma revisdo sobre variantes patogénicas ja descritas no genoma mitocondrial,
alertaram para a hipotese de estas estarem associadas de maneira deterministica e, ou
predispondo a doencas comuns do envelhecimento, como DM, Alzheimer e Doenca

de Parkinson, independentemente da presenca de manifestacdes clinicas sindromicas.

1.4.4 VVariantes sinbnimas

Mutacgdes sinbnimas séo geralmente consideradas ndo patogénicas, uma vez
que ndo se espera que alterem a funcéo da proteina. Este paradigma foi desafiado nos
ultimos anos, com evidéncias de que alteracGes na sequéncia de cddons sindnimas
podem ter consequéncias para a eficiéncia e rapidez da traducdo por afetarem a
estabilidade do RNA mensageiro & e a conformagao da proteina 8. Além disso, outro
possivel mecanismo patogénico € o fato de poder gerar sitios de splicing aberrantes
88, Todos esses mecanismos, portanto, podem gerar consequéncias para a fungéo da

proteina &.

Em diabetes monogénico, um estudo recente publicou uma variante patogénica
sinbnima como responsavel pelo fendtipo de MODY-GCK em um paciente. Esta
variante levou ao surgimento de um novo sitio de splicing na regido codificadora do
éxon 4 8" e consequente delecéo de 24 pares de base, comprometendo o sitio de ligagéo
da enzima GCK com a glicose . Em 2014, E. L. Igudin et al. 8 identificaram uma
variante sinénima no éxon 6 do GCK criadora de um novo sitio doador de splicing.
Esta variante resultou em um splicing aberrante com consequente delecdo de 16 pares
de base, 0 que alterou a expressdo de seu RNA mensageiro em teste de expressédo in

vitro (minigene).
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1.4.5 VariagBGes em numero de copias

As CNVs (copy number variation) sdo definidas como rearranjos
desbalanceados maiores que 50pb que aumentam ou diminuem o contetdo do DNA
8, sendo classificadas como variacéo estrutual pelo Database of Genomic Variants
(DGV) . Embora muitos fenétipos associados as CNVs sejam mediados pelo efeito
de desbalanco na dosagem de genes, outras causas Sao possiveis, como a interrup¢ao

de uma sequéncia de codificacio ou alteracdo da regulacéo transcricional 2.

Métodos como o sequenciamento Sanger e o paralelo em larga escala (NGS)
sdo capazes de identificar trocas Unicas de nucleotideos (SNVs) e pequenas insercdes
e delecgOes %L, Tais abordagens, entretanto, ndo so em geral otimizadas para a deteccio
de CNVs %, Isso ocorre, pois o contetido génico duplicado ou excluido contido em
uma CNV é, em sua maioria, qualitativamente normal, ndo sendo o defeito quantitativo
(dose do material génico) evidenciado de forma facil pelos métodos de

sequenciamento.

Novos algoritmos em bioinformética tém sido capazes de fornecer a robustez
necessaria para avaliar a existéncia de CNVs, utilizando dados provenientes das novas
plataformas de sequenciamento em larga escala e que empregam a caracteristica de
sobreposicao dos pequenos fragmentos sequenciados que serdo em seguida alinhados
com a sequéncia referéncia do genoma %. O nimero total dos fragmentos reflete a
quantidade de material génico sequenciado, permitindo, a partir de sua contagem,
perceber desvios na quantidade de dados genémicos esperados para a ploidia do
genoma estudado. Essa abordagem foi aplicada com sucesso na detec¢do de CNVs no

gene GCK em dois individuos ndo aparentados com suspeita clinica de MODY %,

Do ponto de vista do genoma mitocondrial, CNVs sdo consideradas como
causadoras de fendtipos sindrémicos com envolvimento mulsisitémico, sendo DM

isolado até entdo ndo relatado nestes casos %*.
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1.4.6 Genes raros associados a MODY
1.4.6.1 RFX6

O fator de regulacdo 6 (RFX6) é considerado essencial para o desenvolvimento
do pancreas enddcrino em camundongos, bem como em humanos *°. O RFX6 é
responsavel, em um modelo de heranca recessivo, pela sindrome de Mitchell-Riley,
caracterizada pela auséncia de quaisquer ilhotas ou celulas produtoras de horménios,

atresia intestinal, hipoplasia da vesicula biliar e diarreia intratavel %.

Em relagdo a MODY, variantes em heterozigose no gene RFX6 foram
inicialmente descritas como causadoras em 2017 por Patel et al. . Este trabalho
identificou duas variantes nonsense em heterozigose em dois probandos com
diagnostico clinico de MODY sem etiologia genética definida. A analise dos familiares
dos probandos (totalizando 36 individuos) sugeriu que variantes em heterozigose no
RFX6 resultariam em MODY néo sindrémico com baixa penetrancia e de inicio pés-

puberal.

Akiba et al. (2019) 8 reportaram uma das variantes (p.Arg377Ter) previamente
descritas por Patel et al. (2017) ¥, em uma familia com grande variabilidade fenotipica
de apresentacdo do DM: probando diagnosticado com MODY aos 10 anos de idade,
mée com hiperglicemia aos 26 anos, durante a gestacdo, e avO materna com
hiperglicemia aos 50 anos em exames de rotina. Por fim, estudos em 2022 reforcaram
que, até entdo, somente variantes do tipo nonsense no RFX6 séo causadoras de MODY

em modelo de heranca autossémico dominante 474,

1.4.6.2 WFS1

Relaciona-se o gene que codifica a proteina wolfranina (WFS1) a Sindrome de
Wolfram, a qual possui heranga autossomica recessiva, clinicamente caracterizada por
diabetes insipidus, diabetes mellitus, atrofia Optica e surdez neurossensorial
(DIDMOAD) '

E crescente na literatura, entretanto, estudos que apontam variantes no WFS1
em diversas zigosidades (homozigose, heterozigose e heterozigose composta) como
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responsaveis por formas atipicas da Sindrome de Wolfram, cujos individuos possuem

apenas algumas das caracteristicas sindrémicas.

Na heranca autossdmica recessiva (homozigose/ heterozigose composta),
algumas possibilidades de apresentacdo fenotipica ndo cléassica tém sido descritas.
Chaussenot et al. % ao realizarem analise genética de uma coorte francesa de 96
pacientes com desordens relacionadas ao WFS1, observaram que 13,8% dos pacientes
apresentavam sintomas de inicio tardio (classificados no estudo como pacientes que
desenvolveram DM e atrofia Optica apos os 15 anos de idade) e identificaram dois
irm&os com atrofia dptica isolada sem DM. Do ponto de vista de DM isolado, trabalhos
mais recentes de 2022 #"8 apontaram que variantes missenses neste padrdo de heranca

explicaram uma proporc¢ao significativa dos casos de suspeitas de MODY.

Um padrédo de heranga autossomico dominante, por sua vez, corresponde ao
que é denominado na literatura cientifica como Sindrome de Wolfram-Like 1%, ja
descrita associada as mais diversas apresentacdes clinicas: surdez com atrofia Optica
sem DM %1% surdez neurossensorial isolada 1% e, mais raramente, DM isolado
(MODY) 13,

1.5 REANALISE DE DADOS DE SEQUENCIAMENTO

A maior difusdo e o menor custo relacionados aos testes de diagndsticos
genéticos (sequenciamento, microarrays, entre outros) resultaram em grande
quantidade de dados para analisar %4, A classificagdo do alto nimero de variantes
encontradas acaba por depender do conhecimento prévio de genes e suas associa¢ées
com doenga, assim como dados publicos revelados por laboratdrios clinicos e outras
fontes 1%, Como era de se esperar, com o passar do tempo, a publicacdo desses dados
e 0 conhecimento de novas associacdes gene-doenca tornam a classificacdo de
variantes um processo pouco estatico. Para uma ideia de magnitude, um estudo feito
por Wenger AM. et al. 1% mostrou que, no periodo entre 2004 e 2016: 1- Em média
houve 266 novas associa¢fes gendtipo-fenétipo catalogadas no OMIM. 2- Em torno
de 9.210 variantes e 241 genes novos por ano foram registrados pelo HGMD. Ademais,

do ponto de vista fenotipico, dois principais aspectos também s&o dinamicos °7: 1- A
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apresentacdo clinica do individuo evolui com o tempo, passando a apresentar novas
caracteristicas que podem ser cruciais na definicdo do caso; 2- O espectro fenotipico
de uma doenca pode se expandir a medida que outros individuos sao identificados com
gendtipos especificos. Dessa forma, tanto do ponto de vista genotipico quanto
fenotipico, o passar do tempo e a assimilacdo de novos conceitos a partir da vasta
producdo de conhecimentos recentes podem alterar a classificacdo de variantes ou

mesmo valorizar e identificar outras ndo estimadas pelo processo investigativo.

A literatura aponta que muitas analises gendmicas irdo falhar em identificar
uma alteracdo patogénica definitiva que explique suficientemente o fendtipo do
individuo 1% o que néo é diferente nos casos de DM monogénico. Dessa forma, a
subsequente reandlise desses dados tem se tornado opcdo crucial para acuracia
diagndstica 2. A maioria dos estudos de reanélise foram realizados em dados
provenientes do sequenciamento gendmico ou exdmico completos; poucos focaram
em painéis de genes. Dentre os mais relevantes descritos na literatura 106 113-124 a5
estratégias abordadas variavam em torno de: 1- atualizacdo de dados da literatura; 2-
atualizacdo do fenotipo; 3- atualizacdo da diretriz usada para interpretacdo das
variantes; 4- realizagdo de estudos funcionais; 5- atualizagcdo das ferramentas de
bioinformética; 6- atualizacdo de estratégias de filtragem; 7- reclassificacdo de
variantes; 8- estudos familiares de segregacdo; 9- novas associagdes gene/variante-
doenca; 10- analise de CNVs. E interessante notar que mesmo os trabalhos que usaram
WGS como fonte de dados 18120 ndo avaliaram regibes intrénicas profundas, como
possiveis causadoras a serem reanalisadas. Além disso, nenhum dos citados trabalhos,
até o momento, observou o genoma mitocondrial de forma rotineira durante o processo
de reanéalise de fendtipos ainda ndo esclarecidos sob o ponto de vista etiolégico
genético. Estritamente, em relagdo as pesquisas que reanalisaram dados de painéis
13115117 "os alvos foram: 1- novas associagdes gene-doenca; 2- pesquisa de CNVs; 3-
atualizacdo da literatura; 4- atualizacdo do fendtipo; 5- atualizacdo de diretriz na

interpretacéo da variante; 6- atualizacdo da relagdo variante-doenca.

A fim de ilustrar a magnitude do impacto que a reanalise pode gerar na
capacidade diagndstica, um didatico trabalho escrito por Pengfei Liu et al. %
publicado em 2019, na revista New England Journal of Medicine, pode ser destacado.

A reandlise de dados de sequenciamento por WES em duas coortes,
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predominantemente compostas por criancas com distdrbios do desenvolvimento
neuroldgico, gerou um aumento na capacidade diagndstica. Na primeira coorte de 250
individuos (sequenciadas entre 2011 e 2012, e reanalisadas em 2019), o percentual de
casos esclarecidos subiu de 24,8% para 46,8% (um aumento de 88% no ndmero de
diagnosticados). Na segunda coorte de 2.000 individuos (sequenciadas entre 2012 e
2013 e reanalisadas em 2019), esse percentual subiu de 25,2% para 36,7% (um

aumento de 45% nos casos esclarecidos).

Logo, passa a ser uma recomendacdo do Colégio Americano de Patologistas, a
reandlise e a atualizacdo dos dados genéticos obtidos por sequenciamento a cada dois
anos %7, A reanalise de dados de sequenciamento se mostra como um meio eficaz de
otimizar o nimero de casos esclarecidos, sem necessidade de um custo adicional para
novo sequenciamento com metodologias mais avancadas e abrangentes. Este método
consegue contemplar tanto a fluidez fenotipica, muito informativa, apresentada pelos
individuos ao longo do tempo, quanto a evolucao do conhecimento cientifico do ponto

de vista molecular e melhor entendimento dos diversos fenotipos.

Em relagcdo a DM monogénico e reanalise de dados genéticos, um tnico estudo
125 aponta o valor deste processo em individuos com MODY, DMN e hipoglicemia
hiperinsulinémica. Neste trabalho, os autores reanalisaram dados de sequenciamento
por Sanger em seis genes (HNF1A, GCK, HNF4A, ABCC8, KCNJ11 e INS)
relacionados aos fenotipos mencionados. Esta reandlise aconteceu somente ao
atualizar a classificagdo das variantes encontradas na literatura vigente. Em um curto
espaco de quatro anos, de 99 variantes reportadas no inicio, 30 (em torno de 30%)
foram reclassificadas. Destas, 11 sofreram um upgrade de significado incerto para
patogénica ou provavelmente patogénica, aumentando o nimero de individuos com

etiologia genética esclarecida em cerca de 10%.

Dessa forma, a reandlise se apresenta como um caminho possivel a fim de
aumentar a acuracia diagnostica em uma coorte de individuos com DM monogénico,
cujo defeito molecular nem sempre é identificado. Em MODY, a literatura mundial
estima que entre 50 a 85% dos casos ndo sio esclarecidos (MODY-X) 810.17.19,21,40,126-
130 semelhante a nossa casuistica 50% 2%4!, Por se tratar de uma doenca com

peculiaridades clinicas, terapéuticas e progndsticas, um adequado diagnostico €
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essencial para 0 manejo destes pacientes 3. Em relacdo ao DMN, o percentual de
individuos ndo esclarecidos gira em torno de 20% na literatura mundial *32, assim como
em nossa coorte 28, Talvez por serem fen6tipos ainda mais raros, dados na literatura
sdo escassos em relacdo a positividade molecular de individuos com suspeita de LPD
parcial familiar, Sindrome de Wolfram e DM mitocondrial.



2 OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Aumentar a capacidade diagndstica molecular em uma coorte de individuos

com suspeita clinica de diabetes monogénico sem diagndstico genético prévio.

2.2 ESPECIFICOS

e Revisitar dados clinicos e acrescentar novas informacdes fenotipicas

obtidas pelo seguimento;

e Revisitar dados obtidos por tNGS e investigar a presenca de defeitos

génicos antes ndo avaliados em:

1- Regides intronicas profundas, promotoras, variantes sinbnimas raras
e CNVs nos genes candidatos associados a cada um dos fenétipos
(MODY, DMN, LPD).

2- Regides codificadoras e fronteiras éxon-intron dos genes RFX6,
WFS1 em pacientes com suspeita clinica de MODY e DMN.

3- Genoma mitocondrial completo.

e Atualizar a classificagdo de variantes de significado incerto.



3 CASUISTICA E METODOS
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi conduzido de acordo com os principios éticos e as orientacGes
contidas na declaragdo de Helsinki e pelos termos descritos pela Portaria 196/96 do
Conselho Nacional de Saude.

Os pacientes aqui avaliados sdo oriundos de um protocolo de pesquisa
denominado “Determinagdo da Base Molecular de Pacientes Portadores de Diabetes
Monogénico” (Apéndice A - Plataforma Brasil - Parecer Consubstanciado da
Comissio de Etica em Pesquisa em Seres Humanos - 01093912.8.0000.0068),
aprovado pela Comissdo para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (#70637) e financiado pela
Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo - FAPESP (2013/19920-2).

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice B) foi assinado por
todos os pacientes, maiores de 18 anos, ou pelos pais ou tutores, quando menores de

18 anos, antes da realiza¢do de qualquer procedimento.

3.2 LOCAL DA PESQUISA

Este estudo foi realizado na Unidade de Endocrinologia Genética (Laboratorio
de Endocrinologia Celular e Molecular — LIM25) e na Unidade de Diabetes, ambas
pertencentes a Disciplina de Endocrinologia da FMUSP.

Sua realizacdo teve colaboracdo do Laboratorio de Biologia Celular e
Molecular (LIM 15) e do Laboratorio de Sequenciamento em Larga Escala (SELA) da
FMUSP.
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3.3 CASUISTICA

Foram encaminhados ao Grupo de Diabetes Monogénico da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP) 605 probandos com diagndstico
clinico-laboratorial sugestivo de MODY, DMN, Lipodistrofia parcial familiar, DM
Mitocondrial ou Sindrome de Wolfram, por meio de transferéncias ambulatoriais
internas ou por servicos externos, a partir de questionarios eletrénicos (QE)

(www.diabetesgeneticousp.com) entre 2011 e 2020 (Figura 1).

Figura 1 — Fluxograma de selecdo de casos para reanalise

605
. Pacientes com suspeita clinica -
Critérios de selecio de diabetes monogénico Suspeita clinica
DMN permanente l :
LPD parcial familiar
Sd. Wolfram 325

DM Mitocondrial

Selecionados para estudo genético |

219 ™
Selecionados para tNGS Selecionados para
=

Sanger* ou MLPA**
2020 l
8
Negativos
Diagnéstico molecular:
6 MODY- GCK (16,66% positividade)
16 MODY- nido GCK (13,55% positividade)
26 DMN (68,42% positividade)
E; . . 6 LPD parcial familiar (27,27% positividade)
Selecionados para INGS P
ovIonacos PN Fositvos 5 Sd. Wolfram (83,33% positividade)
168
Negativos

40 Suspeita clinica
Negativos ndo incluidos 5 MODY- GCK
na reandlise 35 MODY- ndo GCK

Suspeita clinica:
36 MODY-GCK
118 MODY niio GCK
38 DMN

22 LPD parcial familiar
7 DM mitocondrial
6 Wolfram

Suspeita clinica:
2020 123 * 25 MODY - GCK
il Rstboles e N 67 MODY - niio GCK
l =i Reanilise U“) ipica Sem variantes + Com variantes 12 DMN
e genotipica candidatas VUS candidatas 16 LPD parcial familiar
7 DM mitocondrial
2023 1 Wolfram

*Sanger (GCK, HNF1A e KCNJ11)
** MLPA (HNF1B)

HCFMUSP: hospital das clinicas da faculdade de medicina da universidade de sdo paulo; MODY:
maturity onset diabetes of the young; DMN: diabetes mellitus neonatal; LPD: Lipodistrofia; Sd.
Wolfram: sindrome de wolfram; tNGS: target next generation sequence


http://www.diabetesgeneticousp.com/
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Como demonstra a Figura 1, 0s casos que preencheram os devidos critérios de
selecdo foram investigados do ponto de vista de etiologia molecular. De maneira
resumida, esta investigacdo foi previamente realizada por projetos de pesquisa
anteriores do grupo de Diabetes Monogénico da Universidade de Sdo Paulo 2 28 4%

133135 da seguinte forma:

1- Estudo por Sanger dos genes GCK, HNF1A, HNF1B e KCNJ11 para os
individuos com fenotipos suspeitos para MODY-GCK, MODY-HNF1A,
MODY-HNF1B e DMN respectivamente;

2- Estudo por MLPA em individuos com fendtipos tipicos de MODY-HNF1B;

3- Estudo por painel de genes (descrito na secdo 3.6) relacionados a DM
monogénico (analise de regides codificadores e sitios candnicos de splicing)
nos pacientes sem etiologia esclarecida pelas metodologias citadas acima;
ou diretamente investigados por esta técnica por ndo apresentarem um

subtipo de DM monogénico classico em seu fenotipo.

Esta abordagem foi capaz de esclarecer a etiologia molecular de 157 individuos
(96 através de Sanger, 2 MLPA e 59 atraves do tNGS), sendo 168 individuos sem
diagndstico genético e dentre esses, 128 individuos (123 sem variantes candidatas e 5
com variantes VUS), composto por 25 individuos com suspeita clinica de MODY -
GCK, 67 de MODY-ndo GCK, 12 de DMN, 16 de LPD parcial familiar, 7 de DM
mitocondrial e um com Sindrome de Wolfram. Esses foram a coorte da presente
pesquisa. Essa coorte chega para a reanalise com 0s seguintes percentuais de
positividade para diagndstico molecular: 14,28% para MODY (16,66% para MODY
— GCK e 13,35% para MODY - ndo GCK), 83,33% para sindrome de Wolfram,
27,27% para LPD parcial familiar e 68,42% para DMN). Ao todo, 40 individuos (5
com suspeita de MODY-GCK e 35 de MODY-ndo GCK) sem etiologia molecular
estabelecida ndo foram incluidos no estudo de reanélise, pois em 2020 a analise dos

dados moleculares ndo havia sido concluida.

Quando analisada de forma global, a positividade de toda essa investigacéo
etioldgica molecular (Sanger, MLPA e tNGS) entre 2011 e 2020, prévia ao atual
estudo de reandlise, tem-se 0 seguinte indice de positividade para os diversos
fenotipos: 47,41% para MODY (73,21% para MODY GCK, 26,61% MODY nao
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GCK); 69,23% para DM neonatal; 27,27% para LDP parcial familiar; 83,33% para
Sindrome de Wolfram; 0% para DM mitocondrial. A Figura 1 também destaca o indice
de positividade exclusivo da primeira etapa de investigacdo molecular composta pelo
estudo do Sanger ou MLPA.

34 CRITERIOS DE SELECAO

Foram selecionados para reandlise todos os individuos com suspeita clinica de
Diabetes Monogénico e com analise molecular prévia negativa apds sequenciamento
por painel génico (TMPS). Os critérios de selecdo para os diversos fenotipos de
MODY, DM neonatal, LPDF e sindrome de Wolfram foram elaborados em projetos

prévios do grupo *+13613% e se encontram resumidos no Anexo 1.

Os critérios clinico-laboratoriais utilizados para selecdo de pacientes com
suspeita de Diabetes Mitocondrial ndo avaliados em projetos prévios do grupo foram
baseados na diretriz da International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes
(ISPAD) 7:

Critérios de incluséo
DM associado a uma ou mais das condi¢oes:
- Surdez neurossensorial;

- Oftalmoplegia externa progressiva.

3.5 REANALISE FENOTIPICA DA CASUISTICA

Entendendo que os primeiros casos encaminhados para avaliagdo de nosso
grupo datam de 2011, informacdes relevantes podem ser adquiridas com o seguimento

destes individuos até o presente momento (ano de 2023).
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A reandlise fenotipica contemplou tanto a revisdo dos dados clinicos iniciais,
gue motivou o encaminhamento para o estudo molecular, quanto aqueles apresentados

durante o seguimento. As novas informacgdes séo provenientes de:
1- pacientes que acompanhavam no HCFMUSP:
- Anélise de prontuario eletrénico.
2- pacientes que ndo acompanhavam no HCFMUSP:

- Contato com médico assistente responsavel (via e-mail, mensagens de

texto ou ligacéo telefonica);

- Contato com o paciente diretamente (via e-mail, mensagens de texto ou

ligacdo telefonica).

3- Revisitacdo dos questionarios eletrénicos de encaminhamento.

A partir dos novos dados clinicos obtidos, novas a¢des foram adotadas:
1- Solicitacdo de novos exames complementares (laboratoriais ou imagem);

2- Reconvocacdo para novas consultas (em modelo presencial ou teleconsulta)

dos pacientes que perderam seguimento.

Os dados clinicos laboratoriais que fizeram parte desta busca foram:

1- Idade HbAlc (%), glicemia (mg/dL), IMC, estratificacdo do peso (baixo
peso, eutréfico, sobrepeso ou obeso), comorbidades metabdlicas (HAS,
dislipidemia, esteatose hepatica) e tratamento ao diagnéstico de DM e

durante seguimento;
2- Tempo de seguimento entre suspeita clinica e realizacdo do teste molecular;
3- ldade do inicio de DM nos familiares;

4- Presenca de comorbidades metabdlicas (HAS ou DLP ou obesidade) em

familiares.
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3.5.1 Priorizacdo fenotipica

A caracterizacao fenotipica dos individuos com DM monogénico evolui com a
progressao da literatura cientifica e, dessa forma, novas particularidades clinicas sdo
identificadas em cada um de seus subtipos. De forma geral, os critérios para sele¢éo
de DM monogénico foram ficando mais restritos com o tempo. Em relacdo ao fen6tipo
de MODY, a descricgdo fenotipica **® (Apéndice C) e validacio da ferramenta MODY
calculator 2 de nossa coorte permitiram identificar uma maior acuracia em se
diagnosticar individuos com MODY em idades mais jovens (<30 anos) e pontuac¢ées
mais elevadas no MODY calculator (>60%). Em paralelo, em relacdo ao fendtipo de
LPD parcial familiar, o percentual de gorduraem MMII reduzido (<25%) 37138 passou
a ser condicdo indispensavel na suspeita destes individuos. Por fim, a descri¢do de
nossa coorte de DM neonatal permitiu identificar que a positividade do teste molecular
ocorre majoritariamente em pacientes diagnosticados com DM nos primeiros seis
meses de vida 28, Por outro lado, por se tratar de quadros sindromicos, os fendtipos
classicos de Sindrome de Wolfram e DM Mitocondrial sofreram pouca atualizacdo.
Nestes casos, 0 avan¢o ocorreu no sentido de expansdo fenotipica, uma vez que
ocorreu, com mais frequéncia, a identificacdo desses defeitos moleculares em

individuos com fendtipos que ndo contemplavam todos os critérios da sindrome *748,

Esta etapa de priorizacdo visou identificar e priorizar os individuos que
possuem essas caracteristicas clinicas ditas determinantes na literatura contemporanea
a este trabalho e até mesmo excluir da reanalise genotipica aqueles, cujo seguimento
clinico permitiu tornar muito pouco provavel a possibilidade de DM monogénico. Ao
separar os individuos em fendtipos tipicos e pouco tipicos, esta etapa permitiu,
também, apontar em qual dos dois grupos ocorreu maior chance de achados

moleculares possivelmente causadores do fendtipo suspeito.

3.5.2 Analise estatistica

Os individuos com suspeita clinica para MODY, por estarem em maior
namero, tiveram seus dados clinicos analisados do ponto de vista estatistico. Este com
objetivo de determinar quais questdes clinicas e/ou laboratoriais apresentavam

diferenca estatisticamente relevante entre os individuos tipicos e pouco tipicos.



Casuistica e Métodos 52

Para os dados onde a variavel resposta é numérica (idade ao diagndstico, tempo
de seguimento, HbAlc, glicemia ao diagndstico e 0 MODY calculator), fizemos os
testes de Shapiro-Wilk e o de Levene para testarmos os pressupostos de Normalidade
e Homogeneidade de variancias, respectivamente. No caso de 0s pressupostos terem
sido atingidos, realizamos o teste T para comparar 0s grupos; quando 0s pressupostos
ndo foram atingidos, realizamos o teste de Wilcoxon/Mann-Whitney. Para comparar
estatisticamente as demais variaveis qualitativas, utilizamos o teste do Qui-Quadrado.
Os resultados foram considerados significativos, caso atingissem um p-valor de 0.05
e todas as analises estatisticas foram feitas em ambiente R.

36 ESTUDO GENETICO MOLECULAR

Os dados brutos genéticos reanalisados foram obtidos a partir do
sequenciamento de dois diferentes painéis génicos customizados direcionado para

regifes génicas-alvo (Target-NGS).

Um deles, desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa **4, possui duas versdes,
uma de 2014 e outra de 2015. Em ambas as versdes, as regides-alvo compreenderam
todos os éxons dos genes selecionados, as regides intronicas flanqueadoras (25pb a
montante e a jusante de cada éxon), regides UTR3 e UTRS5 e 0 genoma mitocondrial
completo. Especificamente, em relagdo aos 13 genes classicamente associados a
MODY, todas as regides intrénicas foram contempladas pela cobertura. Em particular,
a regidao enhancer do gene PTF1A (situada a 25.000 pares de base a distante do gene)
foi sequenciada em ambas as versdes dos paineis. As diferencas entre os painéis se
encontram resumidas na Tabela 3 e foram duas: 1- Numero de genes nucleares
cobertos (46 genes na primeira versus 51 genes na segunda); 2- Sequenciamento de
regibes promotoras (1000 pares de base a montante do cddon de iniciacdo da
transcricdo génica) dos genes relacionados a MODY que ocorreu somente na segunda
versao do painel. A soma dos fragmentos-alvo da segunda versao do painel génico foi
de aproximadamente 488 kb. A metodologia com suas diversas etapas para obtencéo

destes dados moleculares se encontra resumidas no Anexo 4.
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Tabela3- Genes nucleares contemplados pelo painel do grupo Diabetes
Monogénico FMUSP

MODY MODY e DM Neonatal DM neonatal
HNF4A GCK PTF1A GATA4 MNX1
HNF1A PDX1 NEUROG3 EIF2AK3 PAX6
KLF11 HNF1B RFX6 SLC19A2 SCLAC2A2
CEL NEUROD1 ZFP57 CP
PAX4 INS GLIS3 PLAGL1
BLK ABCCS8 IERIP1 HYMAI
APPL1 KCNJ11 GATAG6 NKX2-2
Diabetes autoimune Lipodistrofias Genéticas Sindrome I?e_5|sten0|a
Insulinica
FOXP3 AGPAT2 PLIN1 INSR
AIRE BSCL2 ZMPSTE24
STST3 CAV1 AKT2 . . .
Hipoglicemia
PTRF CIDEC Hiperinsulinémica
Sindrome de Wolfram
LMNA TBC1D4 HADH GLUD1
WFS1 CISD2 PPARG SLC16A1

Genes sombreados: regido intronica completa contemplada.

Letra verde negrito: genes novos associados a MODY .

Letra azul negrito: genes novos adicionados a segunda versao do painel.
Letra vermelho negrito: genes excluidos como causadores de monogénicos.

O segundo painel, proveniente da disciplina de Endocrinologia da Faculdade
de Medicina da USP, contemplou os diversos genes ndo sO relacionados a DM
monogénico, mas também as demais enfermidades endocrinas. Neste caso somente as
regides exonicas foram alvo do sequenciamento. Especificamente em relacdo aos

fendtipos de DM monogénico foram contemplados 68 genes nucleares (Anexo 5).

Entre o periodo de abril de 2015 a janeiro de 2020, como esquematizado pela
Figura 2, 124 pacientes foram investigados pelo painel mais amplo do nosso grupo de

pesquisa e quatro foram estudados pelo painel da disciplina.
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Figura2— Linha do tempo de estudo molecular realizado nos pacientes com
suspeita de DM monogénico

A A X X * & * [ *

Inicio do Inicio da
rastreio clinico reandlise
2011 2020
Abril  Outubro  Junho Janeiro Dezembro Janeiro Dezembro Setembro Janeiro
2015 2015 2016 2017 2017 2018 2018 2019 2020
(n=13) (n=25) (n=23) (n=14) (n=16) (n=1) (n=10) (n=3) (n=23)

A\ Primeira versdo do painel DM monogénico
* Segunda versdo do painel DM monogénico

. Painel da disciplina da endocrinologia

3.7 REANALISE GENOTIPICA DOS DADOS MOLECULARES

Como preconizado pelo ACMG 1%, os dados moleculares provenientes do SLE
foram ressubmetidos ao um novo processo de analise de bioinformatica, priorizagdo
das variantes alélicas e classificacdo de patogenicidade das novas variantes
encontradas. Todo este processo foi realizado com versdes atualizadas dos programas

(softwares) que funcionam em cadeia (pipeline).

3.7.1 Anélise de bioinformaética

Inicialmente os dados brutos oriundos do sequenciamento foram mapeados e
alinhados ao genoma-referéncia e, a seguir, listadas todas as divergéncias existentes

(variantes alélicas).

Em uma etapa posterior, denominada anotacdo, coletou-se de maneira
automatizada, informacdes de bancos de dados genémicos publicos para cada variante

alélica identificada. Além disso, uma avaliacdo do impacto funcional, a partir de
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algoritmos de predicdo de patogenicidade (andlise in silico) foi realizada. Todo o

workflow de anélise foi realizado por um servidor local do projeto Galaxy 140142

instalado em um Ubuntu versdo 15.10. A reanalise dos dados foi feita de acordo com

0 seguinte fluxo de trabalho:

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

Anélise de qualidade: checagem da estrutura dos arquivos e calculo de estatisticas
basicas como numero de sequéncias produzidas por amostra. Softwares: FASTQ
Groomer 3 e FASTQC 4,

Controle de qualidade: retirada da sequéncia dos adaptadores e de nucleotideos e
reads de baixa qualidade. Software: FASTX-Toolkit 143,

Alinhamento: alinhamento das sequéncias a uma referéncia do genoma humano
(hg19 UCSC / b37 GRC/NCBI) para determinagdo das coordenadas genémicas

de cada fragmento (read). Software: BWA (Burrows-Wheeler Aligner) 4.

Genotipagem ou “chamada de variantes”: a partir do melhor alinhamento possivel,
foi realizada a genotipagem da amostra, que consistiu em determinar, com bases
estatisticas, todos os alelos existentes — SNVs (single nucleotide variants):
variantes de um dnico nucleotideo) e indels (pequenas delecdes e/ou insercdes).
Foi feita a listagem de todas as alteracdes divergentes da sequéncia de referéncia
(variantes alélicas), gerando o arquivo .VCF (variant call format). Tipicamente
foram listadas centenas ou milhares de variantes, o que tornaria impossivel a
verificacdo manual de cada uma delas. Software: FreeBayes (Bayesian genetic

variant detector) 46,

Anotacdo: esta etapa consistiu em (a) anotar as variantes identificadas e (b)
simular, computacionalmente, o impacto funcional de cada uma. Software:
ANNOVAR 7. Nessa etapa, para cada uma das variantes alélicas, foram

coletadas informagdes a partir de:

a) bancos de dados genémicos populacionais (1000 Genomes Project; Exome
Sequencing Project - ESP6500; Exome Aggregation Consortium — EXAC;
Arquivo Brasileiro Online de Mutag6es - ABraOM));

b) algoritmos de predicéo in silico do impacto funcional da variante:

- PolyPhen2: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph?2/;
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- SIFT: http://sift.jcvi.org/;

- PROVEAN: http://provean.jcvi.org/index.php;

- Mutation Taster: http://www.mutationtaster.orq/;

- MutationAssessor: http://mutationassessor.org/;

- GERP: http://mendel.stanford.edu/SidowL ab/downloads/gerp/index.html;

- CADD: http://cadd.gs.washington.edu/;

- REVEL.: https://sites.google.com/site/revelgenomics/

Ao final dessa etapa foi gerada a VCF anotada, que continham todas as

variantes identificadas e suas respectivas informagdes (como localizacédo, tipo,

frequéncia alélica, consequéncia e predicdo do impacto funcional).

[6]

[7]

Chamada das CNVs nucleares: ocorreu a partir dos arquivos de alinhamento
obtidos na etapa [3], utilizando o software Copy Number Targeted Resequencing
Analysis (CONTRA) 8, O algoritmo é capaz de identificar a presenca de
delecdes ou duplicacdes de grandes regides a partir da comparacéo da cobertura
do sequenciamento do paciente, com uma linha de base criada pela andlise de

cobertura de varios individuos.

Chamada de CNVs mitocondriais: ocorreu a partir dos arquivos de alinhamento
obtidos na etapa [3], utilizando o software Mitochondrial DNA Deletion
Prediction Tool — eKLIpse *°. O algoritmo ¢ capaz de identificar a presenca de
delecBes de grandes regides a partir do mecanismo de Split Read. Este método
baseia-se na identificacdo de reads que se dividem em duas regides distantes do
genoma de referéncia, o que pode indicar a presenca de um ponto de quebra e,

portanto, de uma CNV.

3.7.2 Priorizagédo dos achados moleculares

Diante do grande ndimero de variantes chamadas, 0 objetivo desta etapa é

reduzir o nimero de variantes candidatas, auxiliar no processamento e distin¢do

daquelas causadoras de doengas (ou potencialmente relacionadas ao fendtipo do

individuo).


http://sift.jcvi.org/
http://provean.jcvi.org/index.php
http://www.mutationtaster.org/
http://mutationassessor.org/
http://mendel.stanford.edu/SidowLab/downloads/gerp/index.html
http://cadd.gs.washington.edu/
https://sites.google.com/site/revelgenomics/
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N&o existem critérios fixos e padronizados para esta priorizacdo. A medida que
a literatura cientifica acumula novos conhecimentos sobre os diversos fenétipos e suas
respectivas associacdes com defeitos moleculares, esses critérios sdo aprimorados.
Esta etapa foi baseada em trés pilares de recomendacdes para estudo em diabetes
monogénico: 1- Consenso de prética clinica de 2022 do ISPAD (International Society
for Pediatric and Adolescent Diabetes) **°; 2- Grupos do MDEP *! (Monogenic
Diabetes Expert Panel) para curadoria génica (Monogenic Diabetes Gene Curation

Expert Panel - https://clinicalgenome.org/affiliation/40016/) e curadoria de variantes

(Monogenic Diabetes Variant Curation Expert Panel -
https://clinicalgenome.org/affiliation/50016/) 3- Diretriz da ADA (American

Association of Diabetes) de 2023 2. Além disso, o estudo de variantes mitocondriais
foi guiado pelo Mitochondrial Disease Sequence Data Resource (MSeqDR -
https://mseqdr.org/expert.php) %2, consércio de especialista ligado ao ClinGen

(https://clinicalgenome.org/) para o estudo de variantes mitocondriais.

3.7.2.1 Genes nucleares candidatos

Os painéis de genes utilizados neste trabalho foram originalmente elaborados
em 2015. Foram escolhidos 0s genes que, na época, eram associados aos diversos
fendtipos de DM monogénico. Como mencionado na introdugdo deste trabalho, a
literatura cientifica alerta para a rapida evolucéo do conhecimento produzido no campo
da genética. Para fins de magnitude, de 2019 a 2022, 5 novos genes foram associados
ao fendtipo de Diabetes Neonatal 3. Dessa forma, a avaliagdo dos genes candidatos
seguiu o racional de identificar genes que se mantiveram associados aos diversos
fenotipos de DM monogénico, mesmo com o passar do tempo; e excluir da reandlise
genotipica os genes (BLK, PAX4 e KFL11) que deixaram de ser associados ao DM

monogénico 4,

3.7.2.2 Priorizagé&o de variantes nucleares

Frequéncia alélica global/local: Para priorizar as variantes, foi realizada a
etapa de filtragem por frequéncia alélica em bancos de dados gendmicos publicos

(GnomAD ° e ABraOM *°). Como este é um estudo que envolve multiplos fenétipos,


https://clinicalgenome.org/affiliation/40016/
https://clinicalgenome.org/affiliation/50016/
https://mseqdr.org/expert.php
https://clinicalgenome.org/
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cada um com sua respectiva prevaléncia e modelo de heranga, o filtro de frequéncia

levou em conta estimativas para as frequéncias alélicas em cada fenotipo/modelo de

heranca:

MODY (heranca condicionada por modelo dominante): < 0,004%
(1/25.000) - estabelecida de acordo com a frequéncia de um dos alelos (ndo
patogénico) mais raro, mapeado em um gene frequentemente associado ao
fendtipo de MODY (HNF1A) **7, assim como seguindo as novas diretrizes
do MDEP %*;

MODY (heranga condicionada por modelo recessivo) em variantes situadas
no gene WFS1: <0,2% (1/500) - frequéncia esperada para o alelo alternativo
(9) (segundo equacdo de Hardy-Weinberg) em um fenétipo condicionado
por mecanismo recessivo de heranca com prevaléncia (g2) de 1/25.000 |
0,004% *°7;

DMN (herancga condicionada por modelo dominante): <0,001% (1/100.000)

- prevaléncia estimada de DMN entre nascidos vivos **;

DMN (heranga condicionada por modelo recessivo): < 0,3% (1/300) -
frequéncia esperada para o alelo alternativo (q) (segundo equacao de Hardy-
Weinberg) em um fendtipo condicionado por mecanismo recessivo de
heranca com prevaléncia (g2) de 1/100.000 | 0,001% 32

LPD parcial familiar (heranga condicionada por modelo dominante): <
0,001% (1/100.000) - prevaléncia estimada de LPD parcial familiar entre

nascidos vivos 13"

Sindrome de Wolfram (heranca condicionada por modelo recessivo): por se
tratar de um fenotipo raro com amplo espectro de frequéncia populacional
estimada (entre 1/55.000 e 1/770.000) 1°81%° optou-se, aqui, seguir as regras

de frequéncia estipuladas para o fenétipo recessivo de DM neonatal;

Dessa forma, a fim de otimizar a busca de variantes possivelmente causadoras,

duas etapas, uma mais restrita e outra mais ampla, de filtragem, foram realizadas.

1- Primeira etapa: mais restrita, em busca de variantes em heterozigose, homozigose

ou heterozigose composta, muito raras (muitas delas exclusivas), com a MAF
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(minor alle frequency), calculada com base na prevaléncia dos fendtipos em
heranca autossdmica dominante (MODY, DM Neonatal, LPD parcial familiar). O
filtro de frequéncia utilizado aqui foi o de 0,004% obtido pelo fen6tipo mais comum
da coorte do presente trabalho (MODY).

2- Segunda etapa: mais ampla em busca de variantes em homozigose ou heterozigose
composta ndo tao raras, com a MAF calculada baseada na prevaléncia dos fenotipos
em heranca autossdmica recessiva (MODY causados por variantes na WFS1, DM
neonatal e Sindrome de Wolfram). O filtro de frequéncia utilizado aqui foi o de
0,2% obtido pelo fenétipo mais comum da coorte do presente trabalho (MODY).

Localizacdo gendmica: regido promotora (upstream), codificadora e regido

intrénica completa.

Consequéncia: loss of function (LoF)/null variants (indels, stop-gain, sitios de

splicing, primeira metionina), ndo sindnimas e sindbnimas.
Qualidade de sequenciamento: cobertura vertical >=10X.

Confirmacgdo visual das variantes selecionadas: realizada através do
software IGV (Integrative Genomics Viewer). Etapa com a finalidade de afastar falsas
variantes chamadas incorretamente na etapa de genotipagem. Além disso, sua
utilizacdo permite identificar delecbes ndo detectadas pelas etapas anteriores de

bioinformatica.

Priorizacdo in silico: foram priorizadas as variantes em que todos 0s
preditores in silico apontaram como deletérias ou, quando néo for possivel a avaliacdo
ampla in silico, seguimos a recomendacdo do MDEP ! de priorizar a pontuagio
obtida pelo REVEL . Para esta ferramenta, as variantes ndo sindnimas com
pontuacgdo >=0,7 foram selecionadas. Em relagdo as variantes sindbnimas ou situadas
em sitios ndo candnicos de splicing (intrénicas profundas), a pontuacdo >= 0.2 no

SpliceAl ! foi priorizada.

Haplossuficiéncia: relacdo concordante entre modelo de heranca do fenétipo

pelo OMIM descrito para o gene que se localiza a variante encontrada e sua zigosidade.

De forma geral, essas etapas se encontram resumidas pelo fluxograma da

Figura 3.
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Figura 3 — Fluxograma de priorizagdo de variantes nucleares
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3.7.2.3 Priorizagdo de CNVs nucleares

A priorizacdo das CNVs foi realizada, utilizando o log-ratio e o valor de
significancia estatistica (p) das variantes identificadas pelo software CONTRA. Log-
ratios proximos de -1,0, com valores de p ajustados inferiores a 0,05, indicam a
presenca de delecbes em heterozigose. As regides com delecdes em homozigose
apresentam log-ratios muito baixos, cerca de -7,0. E log-ratios proximos de +1,0
indicam a presenca de duplicac@es. O critério utilizado para a priorizacdo foi £ 0,7. As
variantes nesta etapa identificadas foram classificadas em rela¢éo a sua patogenicidade
de acordo com diretrizes especificas do ACMG 62 para CNVs nucleares com auxilio
da ferramenta para somatoria de pontos CNV Pathogenicity Calculator - ClinGen

(https://cnvcalc.clinicalgenome.org/cnvcalc/).

3.7.2.4 Priorizagao de variantes mitocondriais

O genoma mitocondrial possui uma taxa de mutacdo por nucleotideo mais
elevada quando comparado ao genoma nuclear. Isso se deve a diversos fatores 8
proximidade com reacdes de oxidagdo (producdo de radicais livres), o sistema de
reparo do DNA mitocondrial € mais simples e menos eficiente, maior atividade de
replicacdo e nivel de organizacdo do material genético mais elementar. Por este
motivo, muitas variantes identificadas sdo, inclusive, adquiridas de forma somatica, ao
longo do envelhecimento do individuo, sem que represente algo patogénico e,

portanto, com pouca influéncia no fenotipo.

Dessa forma, a busca de variantes mitocondriais (Figura 4) com potencial
relevancia para explicar o fenétipo do individuo ocorreu de forma oposta a busca de
variantes do genoma nuclear: primeiro foram revisadas na literatura e banco de dados

populacionais, (Mitomap - https://mitomap.org/MITOMAP/ConfirmedMutations)

variantes mitocondriais ja, conhecidamente, patogénicas e ap0s ocorreu a busca ativa
destas variantes em nossa coorte. Em seguida, a variante identificada nessas duas
etapas foi reclassificada pelos critérios do ACMG adaptados as variantes
mitocondriais **? com auxilio da ferramenta MITOMASTER 13,

Os seguintes critérios foram utilizados para classificacao de patogenicidade das

variantes mitocondriais


https://cnvcalc.clinicalgenome.org/cnvcalc/
https://mitomap.org/MITOMAP/ConfirmedMutations
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o Recorréncia da variante associada a DM na literatura cientifica:
MITOMAP 164165 o https://www.diabetesgenes.org/

« Frequéncia global: <0,002% %2 (variantes raras em bancos de dados
publicos MITOMAP 184;

« Localizacdo gendmica: genes codificadores de proteinas e genes de RNA
ribossomal (RNAr) ou RNA transportador (RNALt);

o Consequéncia: loss of function (LoF)/null variants (indels, stop-gain) e ndo
sinbnimas;

« Estudos funcionais: presenca de estudos funcionais robustos na literatura
que corroborem com a disfuncéo induzida pela variante;

e Predicéo in silico de patogenicidade:

- RNAL: pontuagdo >=50th quartil pelo MitoTIP %° (Mitochondrial tRNA
Informatics Predictor);

- Genes codificadores de proteina: pontuagdo >=0,5 pelo APOGEE %
(pAthogenicity Prediction thrOugh loGistic modEl trEe);

« Qualidade do sequenciamento: cobertura vertical >=10X

o Confirmacéo visual das variantes selecionadas: realizada através do
software IGV. Etapa com finalidade de afastar falsas variantes chamadas
incorretamente na etapa de genotipagem. Além disso, sua utilizacdo permite
identificar delecdes ndo detectadas pelas etapas anteriores de

bioinformatica.


https://www.diabetesgenes.org/
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Figura 4 — Fluxo de priorizagéo de variantes mitocondriais

Planilha VCF anotada (variantes mitocondriais)
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Variantes causadoras

3.7.2.5 Priorizacido de CNVs mitocondriais

Como as CNVs mitocondriais sdo associadas somente a fen6tipos sindrémicos
pela literatura %, esta etapa priorizou achados identificados pelo software eKLIpse em
pacientes que possuiam além de hiperglicemia, outros comemorativos clinicos que o
caracterizem como DM sindrémico. Estas etapas de prioriza¢do ocorreram com auxilio

do visualizador gendmico Franklin by Genoox (https://franklin.genoox.com), sendo

elas:

e Identificacdo visual: através da figura Circos plot, onde se identifica os
pontos de quebra da CNV, assim como seu percentual estimado de

heteroplasmia;

e Tamanho das CNVs: delecGes unicas com tamanho > 1kb ou multiplas de

tamanhos diversos;

e Genes envolvidos: regido afetada que contenha genes ja descritos

associados a fendtipos;


https://franklin.genoox.com/
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e Recorréncia da CNV na literatura: identificar sobreposicdo da CNV
identificada com outras delegdes j& relatadas na literatura como
patogénicas;

e Recorréncia do fendtipo na literatura: identificar semelhanca fenotipica
entre o individuo portador da CNV identificada e manifestacGes clinicas

descritas pela literatura para delecdes na mesma regiao.

3.7.3 Reinterpretacgdo de variantes de significado incerto

As variantes de significado incerto encontradas previamente ao atual estudo
também foram reavaliadas. A reclassificacdo de sua patogenicidade pelos critérios do
ACMG foi realizada através de: 1- Atualizacdo fenotipica pelo seguimento clinico 2-
Atualizacgéo pela literatura vigente; 3- Estudos de segregacéo.

3.7.4 Confirmacéo e segregacdo familiar das variantes priorizadas

As variantes alélicas relevantes identificadas por SLE e classificadas como
mutacdes pontuais ou pequenas indels foram confirmadas pela técnica de Sanger 67,
Essa andlise confirmatdria foi direcionada apenas para a regido génica, onde foi
encontrada a mutacdo (nao foram sequenciados todos os éxons do gene afetado). Além
disso, 0 sequenciamento por Sanger direcionado para a variante identificada também

foi realizado para analise molecular dos familiares disponiveis para estudo.

A analise genética por Sanger foi baseada na amplificacdo da regido
codificadora do gene-alvo, utilizando primers intrénicos, flanqueando essa regido
através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Todas as amplifica¢es
foram acompanhadas de um controle negativo. Os produtos da PCR, que apresentaram
especificidade quanto ao tamanho do fragmento esperado, foram purificados com o
uso do kit illustra™ ExoStar™ 1-Step (GE Healthcare Life Sciences®). A reacdo de
sequenciamento foi realizada, utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Life Technologies™). Os produtos desta reacdo foram submetidos a
uma eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI Prism 3130XL Genetic

Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A analise dos



Casuistica e Métodos 65

eletroferogramas foi realizada, utilizando o software Sequencher (GeneCodes
Corporation, Ann Arbor, EUA).

3.7.5 Classificagdo das variantes alélicas candidatas

Todas as variantes alélicas selecionadas foram classificadas quanto ao seu grau
de patogenicidade, de acordo com os critérios de avaliagdo do The American College
of Medical Genetics and Genomics (ACMG) and the Association for Molecular

Pathology (AMP) 1% sob orientagdo, sempre que possivel, do MDEP 1,

As diretrizes desenvolvidas pelo ACMG/AMP sdo constituidas por um
conjunto de critérios envolvendo campos principais de avaliacdo: dados populacionais;
localizacdo gendmica e consequéncia molecular da variante; dados fenotipicos
detalhados, dados computacionais e preditivos in silico; dados funcionais (in vitro ou
in vivo) e andlise de cossegregacdo familiar. Para cada variante em cada um destes

critérios € atribuido um cdédigo com peso definido (Anexo 6).

O MDEP %! propde ajustes nos critérios do ACMG/AMP a fim de melhorar a
acuracia e concordancia na interpretacdo de variantes situadas em genes relacionados
ao diabetes monogénico. Até o momento, todos os critérios do ACMG possuem regras
especificas para os genes mais comuns: GCK, HNF1A e HNF4A (Anexo 7).
Entendendo a importancia de uma interpretacdo comum para a melhor comunicagéao
de achados pela comunidade cientifica, essas regras foram seguidas para estes genes.
Em relacdo aos achados em demais genes contidos em nosso painel, sempre que
possivel, essas regras foram também aplicadas como auxilio para melhor interpretacédo

das variantes.

As variantes alélicas mitocondriais candidatas foram avaliadas quanto a sua
patogenicidade por critérios especificos para 0 genoma mitocondrial elaborados pelo
consorcio de especialistas no tema Mitochondrial Disease Sequence Data Resource
(MSegDR) %2 guiados também pelo ACMG. Além disso, estas variantes foram
confrontadas em relacdo as informagdes publicadas na literatura, por meio do banco
de dados populacionais do MITOMAP % com auxilio do software MITOMASTER
163 A ferramenta de predicdo in silico MitoTIP % foi utilizada para o auxilio na

interpretacdo de patogenicidade.
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O conjunto de cddigos atribuidos a uma determinada variante € utilizado para
classifica-la quanto a sua evidéncia de patogenicidade em um sistema de cinco niveis:
patogénica; provavelmente patogénica; significado incerto; provavelmente

benigna e benigna °1- 168,
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4 RESULTADOS

Os resultados da reanalise fenotipica e genotipica serdo apresentados de forma
separada. Primeiramente, serd descrita a coorte do ponto de vista clinico, classificando
os fendtipos em tipicos e pouco tipicos. Em seguida, sera feita a descri¢éo das variantes
encontradas ap0s varias etapas de priorizacdo alélica, até a identificacdo das variantes
possivelmente causadoras. Por fim, as variantes priorizadas serdo correlacionadas com
o fendtipo, revisados pela reanalise fenotipica, do individuo que a possui, a fim de
permitir uma adequada classificacdo de sua patogenicidade pelos critérios do ACMG.

De forma resumida, os resultados da reandlise combinada genotipica e

fenotipica encontram-se ilustrados na Figura 5.

. - 7 S T
Figura5—-  Fluxograma do resumo dos resultados obtidos apds reandlise
R ;. ;.
combinada fenotipica e genotipica
123 5
sem variantes + com variantes VUS
candidatas candidatas
f
128 MODY- GCK (16,66% positividade)
sem variantes MODY- ndo GCK (13,35% positividade)
candidatas DMN (68,42% positividade)
LPD parcial familiar (27,27% positividade)
" DM Mitocondrial (0% positividade)
fn::(:::fc: > L Sd. Wolfram (83,33% positividade)
p ~ T —
/ ~ e
& “~a —_—
55/128 (42,96%) 61/128 (47,65%) 12/128
casos tipicos casos pouco (9,37%)
tipicos casos excluidos*
Reanalise 5 novas variantes 0 novas variantes ‘ Reanalise 0 novas variantes
genotipica causadoras causadoras ‘ genotipica causadoras
MODY- GCK (33,33% positividade)
MODY- niio GCK (23,28% positividade) l
DMN (93,10% positividade)
LPD parcial familiar (53,53% positividade) 5/55 (9,09%) 0/61 (0%) 0/12 (0%)
Sd. Wolfram (83,33% positividade) etiologia molecular variantes causadora variantes causadora
DM Mitocondrial (0% positividade) estabelecida identificada identificada

*8 individuos com hiperglicemia transitdria resolvida + 4 individuos sem dados clinicos suficientes

VUS: variant of uncertain significance; MODY': maturity onset diabetes of the young; DMN: diabetes
mellitus neonatal; LPD: lipodistrofia; DM: diabetes mellitus; Sd. Wolfram: sindrome de wolfram;
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Ap0s a primeira etapa de reanalise fenotipica, 12 (9,37%) individuos foram
excluidos: 8 por hiperglicemia resolvida ao longo do tempo (7 do grupo de suspeita
para MODY-GCK e 1 do grupo MODY-ndo GCK), 4 por dados clinicos insuficientes
(1 do grupo de DMN e 1 do grupo de MODY-GCK e 3 do grupo de MODY -ndo GCK).
Ao todo 61 (47,75%) dos individuos foram classificados como tendo fenétipo pouco

tipico enquanto 55 (42.96%0) apresentaram fenotipo tipico.

Seguindo para a etapa de reandlise genotipica, esta ndo foi capaz de identificar
novos defeitos moleculares nos pacientes excluidos e nem nos classificados como
tendo fendtipo pouco tipico pela etapa anterior. Em contrapartida, ao todo, 5 novos
achados moleculares foram identificados na coorte de casos tipicos: 1 no grupo de
MODY-GCK, 1 no grupo de MODY-ndo GCK, 1 no grupo de DMN, 2 no grupo de
LPD parcial familiar.

Somados, a reanalise combinada fenotipica e genotipica foi capaz de
aumentar o diagnostico molecular em: 16,67% (de 16,66 para 33,33%) para a
coorte de MODY-GCK (Figura 6); 9,93% (de 13,35 para 23,28%) para a coorte
de MODY- ndo GCK (Figura 7); 24,68% (de 68,42 para 93,10%) para a coorte de
DMN (Figura 8); 26,03% (de 27,27 para 53,3%) para a coorte de LPD parcial
familiar (Figura 9). A reanalise combinada ndo foi capaz de alterar o percentual de
positividade em diagnoéstico molecular nos casos de Sindrome de Wolfram nem de

casos de DM mitocondrial.

Se analisarmos a positividade total, desde o inicio do estudo molecular destes
individuos, englobando todas as etapas de investigacdo por Sanger, MLPA, tNGS
(Figura 1), e da reanalise (Figura 5), tem-se as seguintes positividades finais para cada
fenotipo: 85,56% para MODY-GCK; 38,29% para MODY-ndo GCK; 93,33% para
DMN; 53,3% para LPD parcial familiar; 83,33% para Sindrome de Wolfram e 0%
para DM mitocondrial.
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Figura 6 —
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Figura 8 -

Esquematizagdo do impacto da positividade molecular apds reanalise
da coorte de individuos suspeitos para DMN
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Figura 9 — Esquematizacdo do impacto da positividade molecular apds reanalise da
coorte de individuos suspeitos para LPD parcial familiar
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4.1 REANALISE FENOTIPICA E DESCRICAO CLINICA DA COORTE

4.1.1 Probandos com suspeita clinica de MODY

A etapa de priorizacdo dos 92 individuos suspeitos de MODY (25/92 MODY
GCK e 67/92 MODY néo GCK) est4 resumida na Figura 10.

Depois de aplicar a ferramenta MODY calculator, selecionar os casos com
base na idade do diagndéstico de DM e coletar novos dados clinicos de seguimento, 32
dos 92 individuos (34,78%) foram considerados casos tipicos para o fenétipo de
MODY. Os outros 49 individuos (53,26%) foram considerados como fenotipos
pouco tipico para MODY por varios motivos: 36 individuos (73,46%) ndo pontuaram
acima de 60% no MODY calculator e/ou tinham mais de 30 anos no diagnostico de
DM; 9 individuos (18,36%) ndo pontuaram acima de 60% no MODY calculator e
tinham menos de 30 anos no diagndstico de DM; 4 individuos (8,16%) ndo pontuaram

na calculadora de MODY por diagnostico de DM apds 35 anos de idade.

Ao todo, 11 individuos (11,95%) com suspeita de MODY foram excluidos
da reanélise pelos seguintes motivos: 3 ndo apresentaram dados clinicos suficientes
disponiveis em nossos bancos de dados para adequada caracteriza¢do de seu DM; 8
individuos apresentaram resolucéo da hiperglicemia ao longo do seguimento clinico.

Um breve resumo da descri¢do fenotipica destes individuos se encontra no Anexo 8.
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Figura 10 — Fluxograma de priorizagdo fenotipica dos individuos com suspeita de

92 Suspeita clinica
€asos SUspeitos | — 25 MODY - GCK.
de MODY N
MODY N 67 MODY - ndo GCK
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/\.

40 49
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4 v

. d.i3’2d ‘ Suspeita clinica indi 4'9d Suspeita clinica
ndividuos ndividuos
- - . — 7 MODY-GCK
fenotipos 10 MODY-GCK fenétipos pouco .
tipicos 22 MODY —ndo GCK tipicos 42 MODY — nio GCK

*3 individuos sem dados clinicos suficientes;
**8 individuos com hiperglicemia resolvida durante seguimento;
DM: diabetes mellitus.

A descricdo fenotipica dos 17 individuos suspeitos de MODY - GCK, sendo
10 (58,8%) considerados tipicos e 7 (41,2%) pouco tipicos, esta resumida na Tabela 4.
A Tabela 5 apresenta a descricao fenotipica dos 64 individuos suspeitos de MODY -

ndo GCK, com 22 (34,4%) considerados tipicos e 42 (65,6%) pouco tipicos.
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Tabela 4 — Descrigdo fenotipica da coorte com suspeita de MODY — GCK

MODY - GCK (n=17)

Caracteristicas clinicas

Tipico (n=10) Pouco tipico (n=7) p-valor

Idade ao dx DM (anos) 12.5(7.5 - 18); n=10 33(31.5-34.5);n=7 0,006221
HbA1c ao Dx (%) 6(5.4-6.1);n=5 5.7 (5.6 - 6.025); n=6 0,9464
Sintomas de polis 0 0 NA
Glicemia ao Dx (mg/dL) 119 (101 - 122); n=5 105 (90 - 110); n=5 0,1245
MODY calculator (%) 75 (75 - 75); n=10 75 (53.7-75); n=7 0,03338
IMC ao Dx 19 (19-19);n=3 20.95 (20.425 - 22); n=5 0,5143
Peso ao Dx n=9 n=7 0,487

Baixo peso 1(11,1%) 2 (28,6%)

Eutrofico 7 (77,7%) 5 (71,4%)

Sobrepeso 0 0

Obesidade 1(11,2%) 0
Uso de insulina n=10 n=7 1

Né&o usa 9/10 (90%) 6/7 (85,7%)

Imediato 0/10 017

Dentro de 6 meses 0/10 017

Apds 6 meses 1/10 (10%) 1/7 (14,3%)
Comorbidades metabdlicas ao Dx e/ou seguimento n=10 n=7 1

Sim 3/10 (30%) 2/7 (28,6%)

Néo 7/10 (70%) 5/7 (71,4%)
Tempo de DM ao término do seguimento clinico 15 (8-17);n=9 8(4.5-13);n=7 0.18
(anos)
E’:g;)/t(iji(;o C ao término do seguimento clinico 22(15-28):n=8 16(14-2):n=5 0.047
Eﬁg:ic%e?nglg:a)is elevado durante seguimento 22(19-26);n=4 23(22-28):n=3 0.69
E’ﬁé)/t(:ire)o C mais baixo durante seguimento clinico 11(09-13);n=4 15(1L4-17):n=3 0.29
Ieaé‘ﬁieer‘:'tgfﬁf]?cg'??;g'grpjl;’ e €2 118 (106 - 122); n=8 105 (100 - 109); n="5 0.14
Familiares com Dx DM 9/10 (90%) 7/7 (100%) 1
Comorbidades metabdlicas em familiares n=9 n=7 0,04382

Sim 719 (77.8%) 1/7 (14,3%)

Néo 2/9 (22.2%) 6/7 (85,7%)
Idade inicio de DM na familia n=9 n=7 0,8965

< 18 anos 0 0

Entre 18 e 30 anos 0 1/7 (14,3%)

> 30 anos 9/9 (100%) 6/7 (85,7%)

DM: diabetes mellitus; Dx: diagnostico, CKD-EPI: Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration.

Dados expostos em mediana (intervalo interquartil), sendo n baseado no nimero total de individuos
para os quais a informacéo estava disponivel.
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Tabela 5 — Descrigdo fenotipica da coorte com suspeita de MODY - Ndo GCK
MODY - ndo GCK (n=64)
Caracteristicas clinicas
Tipico (n=22) Pouco tipico (n=42) p-valor
Idade ao dx DM (anos) 18.5(15.25-21.75); n =22  23(18.25-31); n=42 0,00543
HbA1c ao Dx (%) 8.4 (7.45-8.95);n=7 9.15(6.7-11); n=9 0,4079
Sintomas de polis 3/10 (30%0) 17/22 (77.3%) 0,04714
Glicemia ao Dx (mg/dL) 189 (131.5 - 250); n=7 272 (195 - 385); n=12 0,3195
MODY calculator (%) 75 (75 - 75); n=22 4.6 (2-15.1); n=38 1,64E-10
IMC ao Dx 22.4(20.925-22.4);n=8 22.5(20.5-29.5); n=12 0,5113
Peso ao Dx n=19 n=37 0,6958
Baixo peso 0 1(2.7%)
Eutrofico 11 (57.9%) 24 (64.9%)
Sobrepeso 7 (36.8%) 9 (24.3%)
Obesidade 1(5.3%) 3 (8.1%)
Uso de insulina n=21 n=42 0,001406
N&o usa 10 (47,6%) 10 (23,8%)
Imediato 2 (9,6%) 24 (57,2%)
Dentro de 6 meses 0 0
Apo6s 6 meses 9 (42,8%) 8 (19%)
Comorbidades metabdlicas ao Dx e/ou seguimento n=21 n=42 1
Sim 14 (66,7%) 27 (64,3%)
Néo 7 (33,3%) 15 (35,7%)
;I;rgg)o de DM ao término do seguimento clinico 13.5 (6.7 - 31.2): n= 20 17 (8- 24.7);n= 38 0.97
E’:g;)/t(iji(;o C ao término do seguimento clinico 2 (11-25):n=19 14 (0.9-2.2): n=34 0.79
Eﬁg:ic%e?nglg:a)is elevado durante seguimento 2.4(19-3.1); n=17 2.1 (14-2);n=29 022
E’ﬁé)/t(:ire)o C mais baixo durante seguimento clinico 16 (1.2-23); n=17 1(0.4-13);n=29 0.05
Ieaé‘ﬁieer‘:'tgfﬁfﬁcg'??;g'Erpjl;’ ST e 116 (97 - 121); n= 20 97 (85 - 114); n=35 0.04
Familiares com Dx DM 18/20 (90%) 36/39 (92,3%) 1
Comorbidades metabdlicas em familiares n=17 n=33 0,03553
Sim 7 (41,2%) 25 (75,5%)
Néo 10 (58,8%) 8 (24,5%)
Idade inicio de DM na familia n=17 n=36 0,05661
< 18 anos 0 3 (8%)
Entre 18 e 30 anos 9 (53%) 8 (22%)
> 30 anos 8 (47%) 25 (70%)

DM: diabetes mellitus; Dx: diagnostico, CKD-EPI: Chronic Kidney Disease Epidemiology

Collaboration.

Dados expostos em mediana (intervalo interquartil), sendo n baseado no nimero total de individuos

para os quais a informacéo estava disponivel.
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4.1.2 Probandos com suspeita clinica de LPD parcial familiar

A etapa central de priorizacdo dos pacientes com suspeita de LPD parcial
familiar foi a quantificacdo de gordura em membros inferiores pela DXA, resumida na
Figura 11. Dos 16 individuos, 5 (31,25%) ndo tinham gordura mensurada, 5 (31,25%)
possuiam gordura < 25% enquanto 5 (31,25%) apresentaram gordura > 25% em
membros inferiores. Ao todo, dois individuos (um do grupo >25% de gordura em
membros inferiores e outro do grupo sem afericdo por DXA) tiveram falha de
sequenciamento. Um (6,2%) paciente foi excluido da reandlise por se tratar de um
quadro classificado como Barraquer-Simons, um fendtipo de etiologia molecular
complexa % ndo contemplada pelo painel de genes utilizado no presente estudo. As
caracteristicas clinicas destes individuos se encontram resumida na Tabela 6.

Figura 1l - Fluxograma de priorizacdo fenotipica dos individuos com suspeita de
LPD parcial familiar

16
€asos suspeitos
de LPD parcial familiar

Avaliagdo de gordura

em MMII por DXA

5 5 5 1
Individuos Individuos Individuos Barraquer-
<25% >25% Sem dado Simons

LPD: Lipodistrofia; DXA: dual-energy X-ray absorptiometry; MMII: membros inferiores
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Tabela 6 — Descricdo fenotipica da coorte com suspeita de LPD parcial familiar
. Familiares
FMR Maior primeiro
dade  ldadeao o2 (%Gordura Glicada IMC "~ pose . Triglicerides  Colesterdl Terapia  Histériade  graucom
Sex  aoDx final do Gordura Peso ao Uso de atingid . . Comorbidades b total mais Lo , o
Probando . em MMII tronco/ o ao Dx Lo insulina . mais elevado hipolipemiant Pancreatit fenétipo
o DM seguimento %) 9gordura total (%) DM (%) Dx DM insulina ono Ul metabdlicas (mg/dL) elevado e e semelhante
(anos) (anos) o o0 o segui- 9 (mgldL)
MMII) de perda
mento
de gordura
Percentual de gordura em MMII por DXA < 25% (n=5)
1 M 12 25 13 1,6 16,7 6,8 Eutroéfico Néo usa 23 Nao Esteatose / Acantose 218 148 Nao Nao Nao
usa /DLP / HAS
2 F 13 25 15,2 2,02 259 NA NA N&o usa 22,3 Néo Esteatose / SOP/ 445 243 Estatina Néo NA
usa DLP/
3 F 37 58 16,2 1,68 26,6 NA Sobrepes  Apos 6 meses 31,2 1.2 Esteatose / DLP/ 333 189 Fibrato Nao Nao
0 do Dx DM HAS
4 F 27 32 16,6 1,97 29 NA Eutréfico Ao Dx DM 24 13 Esteatose / SOP / 297 247 Fibrato + Néo Nao
Acantose / DLP / HAS Estatina
5 F 50 63 22 1,54 30 NA NA NA 27 0,77 Esteatose / SOP / 304 313 Estatina Néo Sim
Acantose / DLP / HAS
Percentual de gordura em MMII por DXA > 25% (n=6)
6 F 33 30 26,4 1,45 32,6 10,9 Obesidad Ao Dx DM 35,6 0,7 Esteatose / SOP / 4000 595 Fibrato + Sim NA
e Acantose / DLP Estatina
7 F 38 60 27 1,81 30,9 NA NA NA 23 33 Esteatose / DLP/ HAS 257 273 Estatina Néo NA
8 F 13 31 30 1,6 40,1 NA Obesidad N&o usa 36 N&o Esteatose / SOP / 197 161 N&o N&o Sim
e usa Acantose / DLP / HAS
9 F 20 33 32 1,44 357 NA NA Ao Dx DM 35 05 Sop / Acantose / DLP 217 260 Estatina Néo Néo
10 F 32 65 41 0,61 19,19 NA NA N&o usa 24 Né&o usa DLP / HAS 148 161 Estatina Néo Néo
1 F 33 54 443 0,99 43,1 NA NA Apds 6 meses 36,4 0,5 Esteatose / Acantose / 360 200 Nao Nao NA
do Dx DM DLP /HAS
Avaliagdo por DXA nao disponivel (n=5)
12 F 14 15 NA NA NA NA Sobrepes Né&o usa 29 N&o usa SOP /DLP 675 227 Fibrato Nao Sim
0
13 F 48 43 NA NA NA 74 Sobrepes Né&o usa 28 Né&o usa Esteatose / 519 184 Nao Nao Sim
o} Acantose / DLP
14 F NA 50 NA NA NA NA NA Apds 6 meses 23 1,5 Esteatose / SOP / 565 178 Estatina Néo NA
do Dx DM Acantose / DLP / HAS
15 F 42 54 NA NA NA NA NA Nao usa 28,5 Ndousa  Esteatose / Acantose / 4876 915 Estatina Nao Sim
DLP /HAS
16 F 30 62 NA NA NA NA NA Apds 6 meses 33,9 1,06 Esteatose / DLP/ 912 394 Estatina Nao NA
do Dx DM HAS
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4.1.3 Probandos com DM neonatal

Do total de 12 casos com diagnostico de diabetes neonatal, quatro (33,3%)

tiveram diagndstico de hiperglicemia nos primeiros 6 meses de vida, enquanto 7

(58,3%) tiveram este diagndstico entre 6 meses e 1 ano. Um individuo (Anexo 8) nao

possuiu dados clinicos suficientes para descricdo fenotipica. Um individuo

diagnosticado antes dos 6 meses de vida apresentou falha no sequenciamento. Esta

etapa encontra esquematizada na Figura 12, assim como a descri¢do fenotipica destes

individuos se encontra exposta na Tabela 7.

Figura 12 - Fluxograma de priorizacdo fenotipica dos individuos com suspeita de

DM neonatal

12

casos diabetes neonatal

Idadeao ——8M8M»

Dx DM

%

1
individuo
sem dados

clinicos

< 6 meses > 6 meses
4% 7

Individuos individuos

<6 meses >6 meses

DM: diabetes mellitus; Dx: diagndstico
*1 individuo com falha de sequenciamento
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Tabela 7 - Descricdo fenotipica dos individuos com suspeita de DM neonatal

|dade Anticorpos Uso de Idade final  Histrico Associagdes clinicas ao
Probando ao Dx anti-ilhgta insulina do familiar de & DM
DM seguimento DM
A Apos 6 Pai, Mée, 4 x
1 1 més NA meses 44 anos irmaos Nao
. Baixo peso ao
Anti-GAD e .
2 1 més Anti-IAA NRs Ao Dx 5 anos Ausente ”as‘?'Te“FO / P,IG./
DM Insuficiéncia exdcrina
ao Dx DM o
pancreética
Anti-GAD
3 1 més positivo* 45 Ao Dx 50 anos lirmded4 Alopecia/ Tireoidite de
anos apds Dx DM tios paternos Hashimoto
DM
Anti-GAD e x .
3 Anti-IA2 NRs  Apés 6 _ Ma}e, 2 _ Ac!de_ntes va'scular_es~
4 meses 37 anos apds meses 39 anos irmas e 2 isquémicos de repeticdo
DX DM sobrinhos no SNC
Anti-GAD e AVBS
5 i AOIHAZINRS 90 g en aterno e N&o
meses 5 anos apés DX DM P
materno
DM
Anti-GAD e .
8  Anti-IA2NRs  Apbs 6 AVO .
6 . 49 anos materna, Hipotireoidismo**
meses 42 anos apos meses mae e 1 irma
Dx DM
Anti-GAD
9 Anti-lIAA e Ao Dx x
" meses Ant-IA2NRs DM  S@nos  Ausente N
o Dx DM
DM diagnosticado
e
10  Anti-IAANRs Ao Dx Avo : L
8 ; 11 anos Estrabismo / Miopia /
meses 4 anos apos Dx DM materno . s
DM Eritema |d|opa'glco /
Dentes de Hutchinson /
Sem DM aos 8 anos
Anti-GAD e AVG e Baixa estatura / Atraso
9 11 Anti-IA2 NRs Ao Dx 21 anos Bisavo DNPM /
meses 16 anos ap0s DM materna Hipotireoidismo** / Sd
Dx DM Nefrotica
Anti-GAD NR )
10 12 17 anos ap0ds Ao Dx 33 anos AVOs Néo
meses DM maternos
Dx DM
Anti-GAD e
12 Anti-IAANRs Ao Dx - Remissdo do DM aos 4
11 p 12 anos  Av0 paterno
meses 6 anos apos Dx DM anos
DM
12 NA NA NA NA NA Sem dados clinicos

suficientes

* Anti-GAD = 56U/mL (VR <10)
** AntiTPO e Anti TG NRs

DM: diabetes Mellitus; DNPM: desenvolvimento neuropsicomotor; Dx: diagndstico; NRs: ndo reagentes; PIG:
pequeno para idade gestacional; Anti-GAD: antidescarboxilase do acido glutdmico; Anti-l1A2: antitirosina
fosfatase; Anti-1AA: autoanticorpo anti-insulina; AntiTPO; tireoperoxidase.
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4.1.4 Probandos com suspeita de DM mitocondrial e Sindrome de Wolfram

As caracteristicas clinicas de 7 pacientes com suspeita de DM Mitocondrial e

1 com suspeita de Sindrome de Wolfram estdo descritas na Tabela 8

Tabela 8 - Descricdo fenotipica dos individuos com DM Mitocondrial e Sindrome

de Wolfram
Idade Idade (anos) - .
Probando (anos) ao final do Anticorpos Uso _de Historico Associagdes clinicas ao DM
anti ilhota insulina familiar

Dx DM seguimento

DM Mitocondrial

Anti-GAD, Anti-
1 3 70 IA2 e Anti-IAA Desde Dx  Avod paterno, Hinoacusia
NRs 61 anos ap6s DM Pai, 1 irmao P
Dx DM
2 6 19 Anti-GAD NRao  Desde Dx Mée DM Hipoacusia / Retinite
Dx DM DM isolado pigmentosa / Oftalmoplegia
3 6 7 NA Do 07 Ausente Hipoacusia
DM
4 17 57 Anti-GAD NR40 Desde Dx  Avé materna, Hinoacusia
anos ap6s Dx DM DM Mae, 1 Irma P
Anti-GAD, Anti- Apbs 6 Negativo para
1A2 e Anti-1IAA P DM/ Surdez congénita bilateral /
5 27 46 h meses Dx ; -
NRs 11 anos apos DM Amaurose/  Amaurose a direta congénita
Dx DM Surdez
Apbs 6 . P
6 38 44 NA meses Dx Ausente Oﬁalmoplegla/ DIS'tUI‘bIO de
DM conduco cardiaca

Desde Dx 1 Tia materna Disfagia Oculo-Faringea /

7 70 70 NA DM e Mée disfagia Hipoacusia / Disartria /

Oftalmoplegia

Sindrome de Wolfram

Anti-GAD positivo A . . .
. ) Avd materno e Hipoacusia / Diabetes

* -

1 7 21 ANtI-1A2 e Anti Desde Dx 1 primo Insipidus / Atrofia do Nervo
insulina NRs ao DM aterno Ontico

DX DM P P

DM: diabetes mellitus; Dx: diagnéstico; NRs: ndo reagentes; Anti-GAD: antidescarboxilase do acido glutamico;
Anti-1A2: antitirosina fosfatase; Anti-1AA: autoanticorpo anti-insulina; AntiTPO; tireoperoxidase.

*1081U/ml (Referéncia <25 U/mL)
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4.2 REANALISE GENOTIPICA E CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

Ao todo, 13 variantes (sendo 8 novas e 5 variantes VUS previamente
identificadas) foram priorizadas e se encontram resumidas na Tabela 9. O
detalhamento das etapas de filtragem, a descricdo das variantes encontradas, assim
como a correlacdo com seus respectivos fendtipos serdo apresentados nos itens a

sequir.

Em paralelo, 2 pacientes tiveram variantes identificadas correlacionadas aos
seus respectivos fenotipos explicadas por situacdes extrinsecas a nossa reanalise direta.
Estas também estdo descritas na Tabela 9 e as circunstancias que levaram ao seu

achado estdo na secdo 4.2.5.
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Tabela 9 - Resumo dos achados moleculares e seus respectivos fendtipos apds reanalise genotipica

Classificagao

Probando  Fenétipo apds reanalise Variante / Consequéncia Zigosidade Frequéncia alélica* patogenicidade
Variante intronica profunda
1 Pouco tipico para MODY GCK(NM_000162.5):c.864-279_864-271del Heterozigose Ausente VUS
Variantes em regido regulatoria
2 Tipico para DMN Chr10:23508363A>G / PTF1A enhcancer Homozigose Ausente Patogénica
3 Tipico para MODY HNF1A (NM_000545.6): c.-285 C>T / Promotor Heterozigose Ausente Provavelmente patogénica
Variantes exdnicas
4 Tipico para MODY WFS1(NM_006005.3):c.911T>C / (p.lle304Thr) Heterozigose Ausente ABraOM / 0,0008% gnomAD VUS
5 Tipico para MODY CEL(NM_001807.6):c.296A>C / (p.Asp99Ala) Heterozigose Ausente Provavelmente benigna
6 Pouco tipico para MODY RFX6 (N'\A(B?Z;Saeg%ﬁr;jg;ﬁgg;&nSGGA/ Heterozigose Ausente VUS
Variante mitocondrial
7 Tipico p?;;hinD parcial m.8344 A>G / tRNA (Lys) Heteroplaz:vT/:t)GSS/MSB 0,007% MITOMAP Provavelmente patogénica
Variante nuclear tipo CNV
8 Tipico para MODY GATA6 Chr18:9.19780797_19780917del Heterozigose Ausente VUS
Variantes previamente identificadas como VUS e suas novas classificagoes pelo ACMG
9 Tipico para MODY INS (NM_000207.3):c.17G>A / (p.Arg6His) Heterozigose 0,0427% ABraOM / 0,0086% gnomAD VUS — Benigna
10 Pouco tipico para MODY HNF1B (NM_000458.4):c.226G>T / (p.Gly76Cys) Heterozigose 0,4105% ABraOM / 0,055% gnomAD VUS — Benigna
11 Pouco tipico para MODY PDX1(NM_000209.4):c.664G>A / (p.Glu222Lys) Heterozigose 0,1642% ABraOM /0,0018% gnomAD VUS — Benigna
12 Tipico para MODY HNF1A (NM_000545.8):c.1513C>A / (p.His505Asn) Heterozigose Ausente ABraOM / 0,008% gnomAD Y8 _’bzgﬁgﬁ‘;e'me”te
13 Pouco tipico para MODY HNF1A (NM_000545.8):¢.92G>A / (p.Gly31Asp) Heterozigose 0,082% ABraOM / 0,0075% gnomAD VUS — Benigna
Variantes identificadas em circunstancias extrinsecas a nossa reanalise direta
14 Tipico para MODY GCK (NM_000162.5):c.127C>A | (p.Arg43Ser) Heterozigose Ausente Provavelmente Patogénica
15 TipcoparalPDparcial ey 0148744)0.219C5T/ (p.Arg707Trp) Homozigose Ausente ABraOM / 0,0251% gnomAD  Provavelmente Patogénica

familiar
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4.2.1 Priorizacdo alélica de variantes nucleares

Ap0s a primeira etapa de priorizacdo utilizando o filtro de frequéncia mais

restrito <0,004% foram identificadas 566 variantes nucleares, 0 que computa uma

meédia de 4,38 variantes raras por individuo. Posteriormente, variantes situadas em

genes ndo mais caracterizados com o fenétipo de DM monogénico e aquelas com baixa

qualidade de cobertura foram excluidas. Estas etapas se encontram no fluxograma da

Figura 13.

Figura 13 — Primeira etapa de priorizagéo de variantes nucleares

Revisdo de genes refutados como
causadores de DM monogénico

566 variantes
filtro de frequéncia populacional <0,004%

_ >

Excl Uidag
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Variantes

Revisdo de qualidade do R
sequenciamento

Ex

77 variantes
Situadas nos genes BLK,
KLF11 e PAX4

9 variantes
Situadas nos genes HADH , CP, GLUDI] e

Regido ndo codificante ndo descrita

185 variantes
Situadas em 5 amostras com
falha de sequenciamento

Exclufdas

v

29 variantes
Com cobertura < 10x

266
Variantes

174
Intrénicas

Possivelmente
regulatorias

58

34
Exdnicas

DM: diabetes mellitus

Ao término desta etapa inicial de priorizacao, 266 variantes foram selecionadas

para analise subsequente. Dentre elas, 174 situadas em regido intrdnica, 34 em regido
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exonica (sendo 23 do tipo missense, 9 do tipo sindnima, 1 insercdo inframe e 1 delecéo
inframe) e 58 variantes situadas em regides possivelmente regulatorias (20 em regido
Upstream, 19 em UTR3, 7 em UTR5, 7 em RNAs ndo codificantes e 5 situadas em
regido intergénica).

A segunda etapa de priorizacdo alélica, voltada para busca adicional de
variantes menos raras (MAF < 0,2%) somente em homozigose ou heterozigose
composta ndo foi capaz de identificar nenhuma variante a mais de interesse. As
variantes encontradas com esse filtro mais amplo estavam em heterozigose ou, quando
em homozigose ou heterozigose composta, se tratava de variantes missenses ou

sindnimas com baixas pontuacdes pelos preditores in silico (REVEL e SpliceAl).

4.2.1.1 Variantes intronicas e sinbnimas

Ao todo foram avaliadas 174 variantes intronicas e 9 sinénimas, todas em
heterozigose. Para isso, utilizou-se o preditor in silico SpliceAl, que excluiu 159 dessas
variantes (86,8%) devido a baixa pontuacdo (<0,2). Das 24 variantes restantes, 19
(10,4%) ndo puderam ser avaliadas pelo preditor por estarem localizadas em introns
muito profundos (cerca de 5000 pares de base) do gene HNF4A, enquanto as outras 5
eram insercdes ou delecdes com variacOes entre 5 e 36 pares de base. Das 5 variantes
que eram inserc¢des ou delegdes, 4 foram identificadas em genes incompativeis com o
fendtipo, restando apenas uma que foi priorizada, ja& que o defeito molecular era
compativel com o fendtipo. A Figura 14 resume esta etapa de priorizacao. Este passo

foi capaz de identificar uma variante em delecao intrénica no gene GCK (probando 1).

Figura 14 — Fluxo de priorizagdo de variantes nucleares intronicas e sindnimas
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maiores que 1 par (OMIM) (V"":

de base Pty ey~ 1
Variantes

4

A
v \\\"

oo™

Plausibilidade biolégica

priorizadas

1 variante intrdnica em
heterozigose GCK

*em torno de 5000 pares de base NA: ndo aplicavel OMIM: online mendelian inheritance in man
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Variante intronica ¢.864-279_864-271del no GCK — Probando 1

A variante priorizada GCK(NM_000162.5):¢.864-279 864-271del se trata de
uma delecéo de nove pares de base localizada no intron 7 do gene GCK, distando 271
pares de base do sitio candnico de splicing. Possui boa cobertura alélica e balanco
alélico de AF 78,5%/A0 44/DP 56 (Figura 15). A variante ndo possui descricao em

bancos populacionais gnomAD e ABraOM.

Figura 15 - Visualizagdo pelo IGV da variante GCK(NM_000162.5):c.864-
279_864-271del

¢ chr7 ¢ chr7:44,186,097-44,186,638 Go ft « » @M =® 2 |

mm
p22.2 p21.3 p2l.1 pl5.2 pla2 pl3 pl22 pll2 ql1.21 ql123 q21.11 q21.13 q213 q22.1 q3l.1 93131 q3133

543 bp

44.186.200 bp 44.186.300 bp 44.186.400 bp 44.186.500 bp.
| I I |

® O @ BS1476-2778_S...
chr7:44.186.492

}Total count: 56 ;
‘A :0 I
C:0 |
G:0 |
'T:56 (100%, 28+, 28-) }
\
\
|
\

-9

o
-9
o
-5

}N:O

o=
o]

|
T F— k-9

—g=

g

000010 OO0 O 0O OO0 0000010 000 OO 00O OO OO0 OO0 0 0O 0Ol

GCK




Resultados 86

O probando 1 é uma paciente do sexo feminino, 41 anos, nascida em S&o Paulo
— SP, apresentou diagnostico laboratorial de glicemias de jejum alteradas aos 33 anos
em exames de rotina. Ao diagndéstico possuia glicemia de jejum de 112 mg/dL, HbAlc
de 6,1% e baixo peso (IMC 17,4), sem tratamento farmacolégico, pontuando 75,5%
no MODY calculator. Perfil lipidico normal e anticorpos anti-célula beta (Anti-GAD,
Anti- insulina e Anti-IA2) ndo reagentes, oito anos ap0s 0 diagnostico da
hiperglicemia. Do ponto de vista familiar, Figura 16, mae com diagnostico de DM tipo
2 por volta dos 40 anos de idade, eutrofica e em tratamento com Metformina cuja avo
materna tinha diagnostico de hiperglicemia apds os 45 anos de idade, eutréfica e
faleceu aos 75 anos, mantendo bom controle glicémico com medidas dietéticas (sem
terapéutica farmacoldgica). O filho, sexo masculino, nasceu com 3150 g e 49 cm, hoje
com 15 anos de idade, com Z score de peso =-2,7 e Z score IMC = -1,88, apresenta
glicemia de jejum de 81 mg/dL e Hbalc 5,8%. Durante seguimento de 3 anos, a
glicemia de jejum do filho variou de 86 a 107 mg/dL e HbA1c variou de 5,8 a 5,9%.
A probando nédo recebeu tratamento farmacoldgico durante a gestacdo deste filho. O
seguimento clinico da paciente apontou que ela continuou com baixo peso (IMC 16,4),
apresentou na curva glicémica com sobrecarga oral de 75 g de glicose com glicemia
no inicio de 118 mg/dL e duas horas ap6s de 179 mg/dL (incremento de 61), assim
como, mantendo glicemia de jejum em torno de 110 mg/dL, com peptideo C de 1,46
ng/dL e mantendo HbA1c compativel com pré-diabetes mellitus (6,2%). Durante todo
0 periodo de hiperglicemia entre 33 e 41 anos, a paciente permaneceu sem tratamento
farmacologico para hiperglicemia, assim como seu filho. Do ponto de vista fenotipico,
esta probando foi classificada como pouco tipica para MODY, uma vez que a
hiperglicemia foi diagnosticada ap6s os 30 anos de idade, apesar de pontuar 75,5%
pelo MODY calculator.

Ap0s devida correlacdo gendtipo/fenotipo, esta variante foi classificada como
variante de significado incerto (PM2 supporting) no ACMG.
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Figura 16 - Heredograma da familia com variante intrénica €.864-279_864-
271del no GCK

I J 3

?/?
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Eutréfica
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1l ®
A
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IMC 17,4
Dieta Legenda (ordem das informagdes):
Gendtipo
Idade ao diagnéstico hiperglicemia
I V . IMC ao diagnéstico hiperglicemia
2 Tratamento para hiperglicemia
15 anos
Dieta . . Hiperglicemia

IMC: indice de massa corporal; Seta negrito: Probando 1; -/+ portador heterozigoto da variante
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4.2.1.2 Variantes em regides possivelmente regulatérias

Em relacdo as 58 variantes situadas em regides possivelmente regulatdrias

(Upstream, UTR3, UTR5, ncRNA e intergénica), todas inicialmente foram avaliadas

pelo buscador gendnico Ensemble em sua versdo para o hg38. Apos essa analise,

constatou-se que apenas duas dessas variantes estavam localizadas em uma regido com

descricdo de importancia regulatéria. Além disso, essas duas variantes quando

analisadas pelo banco de dados do OMIM, estavam em concordancia em relacao ao

modelo de heranca e plausibilidade bioldgica. Esse fluxograma de analise se encontra

resumido na Figura 17. Este passo foi capaz de identificar duas variantes, uma em

homozigose em regido enhancer do gene PTF1A (probando 2) e outra em regido

upstream do gene HNF1A (probando 3).

Figura 17 -

Fluxo de priorizacdo de variantes nucleares em regides possivelmente
regulatorias
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OMIM: online mendelian inheritance in man
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Variante em regido enhancer Chr10:23508363A>G do PTF1A — Probando 2

A primeira variante identificada foi a Chr10:23508363A>G, presente em
homozigose. Ela esta localizada em uma regido intergénica, correspondente a regido
enhancer do PFT1A e distante 25 kb downstream deste. A cobertura alélica dessa
variante foi considerada boa, com um balanco alélico de AF 100%/A0 68/DP 68
(Figura 18). Cabe ressaltar que essa variante nao foi descrita em bancos populacionais

como o gnomAD e o ABraOM.

Figura 18 — Visualizacdo pelo IGV da variante Chrl0:23508363A>G em
homozigose em regido enhancer do PTF1A
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O probando 2, sexo masculino, 6 anos, nascido em S&o Paulo-SP, filho de
casamento consanguineo, primos de primeiro grau (Figura 19) foi diagnosticado com
DM ao primeiro més de vida em exames para investigacdo de baixo peso ao
nascimento (1330g). Ao diagndstico de DM possuia uma glicemia de jejum de 340
mg/dL e HbAlc de 8,0%; anticorpos negativos (anti-GAD e anti-insulina). Durante
seguimento apresentou, aos cinco meses, baixa estatura (59 cm de comprimento, -3DP
do Z escore estatura/idade) e baixo peso (IMC de 14, -2,5DP do Z escore IMC/idade).
Apresentou, também, insuficiéncia exocrina e a tomografia de abdome evidenciou
pancreas afilado e de dificil visualizacdo. Foi diagnosticado com DM neonatal antes
dos seis meses de vida. Foi iniciado tratamento com insulinoterapia e reposicdo de
enzimas pancredticas. Possui pai e mae saudaveis, sem histérico de DM. Este probando
foi classificado como fendtipo tipico para DM neonatal por ter sido diagnosticado
com DM antes dos 6 meses de idade.

Apds devida correlacdo gendtipo/fendtipo, esta variante foi classificada no
ACMG como patogénica (PM2 supporting + PM1 moderate + PP4 supporting + PS2
strong + PS3 strong).

Figura 19 - Heredograma da familia com a variante Chr10:23508363A>G regido
enhancer do PTF1A
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IMC: indice de massa corporal; DP: desvio padrdo; DM: diabetes mellitus; Seta negrito: Probando 2;
+/+ portador homozigoto da variante; -/+ portador heterozigoto da variante
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Variante em regido upstream c.-285C>T no HNF1A — Probando 3

A segunda variante em regido regulatéria foi a HNF1A (NM_000545.6):c.-
285C>T em heterozigose situada em regido upstream. Essa regido possui boa
cobertura e balanco alélico AF 59%/A0 39/DP 66 (Figura 20). Sua frequéncia em
bancos de dados populacionais (gnomAD ABraOM) é ausente. A variante se

apresentou como, de novo, em segregacao familiar (Figura 21).

Figura 20 - Visualizacdo pelo IGV da variante HNF1A (NM_000545.6):c.-285C>T
em heterozigose
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O probando 3, sexo feminino, 36 anos, nascida em Santo André — Sdo Paulo.
Diagnosticada com DM aos 24 anos de idade com IMC de 21, iniciou tratamento com
antidiabéticos orais. N&do possui registro de exames laboratoriais daquela época, mas
relato de tentativas malsucedidas de controle glicBmico com metformina e
vildagliptina, seguido de dapaglifozina. Aos 26 anos, ap6s ser avaliada por
endocrinologista, o tratamento foi modificado para glibenclamida (5 mg duas vezes ao
dia) e metformina (500 mg uma vez ao dia): neste esquema apresentou hipoglicemias
frequentes, o que dificultou o melhor controle glicémico (perfil glicEmico laboratorial
em 2016: glicemia de jejum: 189 mg/dL // HbAlc 9,2% // Peptideo C 2,0 ng/mL //
anti-GAD negativo). Aos 30 anos, foi suspensa a metformina e diminuida a dose de
glibenclamida para meio comprimido (2,5 mg), duas vezes, com resolucdo dos
episodios de hipoglicemia e melhora do controle glicémico (exames laboratoriais de
2021: glicemia de jejum: 125 mg/dL // HbAlc 6,0% // peptideo C 2,1 ng/mL). Este
caso foi classificado como fendtipo tipico para MODY uma vez que possui MODY

calculator elevado (75,5%) e diagnostico de DM antes dos 30 anos de idade.

Em relagdo ao historico familiar (Figura 21), tem um irm&o de 27 anos com
diagndstico de pré-DM aos 26 anos com IMC de 31, em tratamento, com mudancas de
estilo de vida. Possui dois filhos do sexo masculino, um com 6 anos e outro com 3
anos, ainda sem investigacdo laboratorial para hiperglicemia. O pai de 65 anos,
diagnosticado com pré-DM aos 60 anos, na época com peso “eutrofico”, mantém
tratamento, desde entdo, com metformina. O pai possui histérico de tabagismo,
dislipidemia, hipertenséo arterial sistémica, infarto agudo do miocérdio e, atualmente,
IMC de 25. A mée de 54 anos, diagnosticada com pré-DM aos 40 anos em vigéncia de
obesidade, iniciou tratamento com metformina. Atualmente possui IMC de 39
associado a skin-tags e acantose nigricante cervical grau 1 ao exame fisico. A mae
relata que, aos 51 anos, quando perdeu peso e atingiu IMC de 28 anos, teve remissao
do DM (normalizacdo de HbAlc e glicemia de jejum) que logo retornou com o
reganho de peso. O tio materno faleceu aos 53 anos, teve diagnéstico de DM aos 40
anos com sobrepeso quando foi indicado & insulinoterapia, porém n&o realizou o
tratamento. Possuia historia de etilismo, infarto agudo do miocardio e tabagismo como

comorbidades. A avé materna falecida teve diagndstico de pré-DM aos 50 anos em
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vigéncia de obesidade, ndo realizou tratamento farmacol6gico para hiperglicemia.

Tanto o avé materno quanto os avds paternos ndo possuem histérico de DM.

Apds devida correlacdo gendtipo/fendtipo, esta variante foi classificada como
provavelmente patogénica pelo ACMG (PM2 supporting + PM1 moderate + PP4

moderate + PM6 moderate).

Figura 21 — Heredograma da familia com a variante c.-285C>T em regido
upstream do HNF1A
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IMC: indice de massa corporal; DM: diabetes mellitus; Seta negrito: Probando 3; -/- ndo carreia
variante; -/+ portador heterozigoto da variante
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4.2.1.3 Variantes ex0nicas

Para avaliar as 25 variantes exo6nicas, sendo 23 (92%) missenses, 1 (4%)
insercdo inframe e 1 (4%) delecdo inframe, foi utilizado o preditor in silico REVEL
(Figura 22). Este foi capaz de priorizar duas variantes com pontuacdo >= 0,7, enquanto
21 variantes ndo foram priorizadas por apresentarem baixa pontuacéo (<0,7) e duas, 0
preditor foi incapaz de calcular por se tratar de variantes do tipo insercao/delecdo. Ao
considerar a plausibilidade biolégica e modelo de heranca, foram priorizadas trés
variantes, incluindo as duas identificadas pelo REVEL e mais duas variantes do tipo
insercdo/delecdo. Por fim, esta etapa foi capaz de identificar trés variantes em
heterozigose: uma missense no gene WFS1 (probando 4), uma missense no gene CEL

(probando 5) e uma insercdo inframe no RFX6 (probando 6).

Figura 22 — Fluxo de priorizagdo de variantes nucleares exonicas
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Variante missense ¢.911T>C no WFS1 — Probando 4

A primeira  variante  nuclear  ex6nica  priorizada foi a
WFS1(NM_006005.3):c.911T>C (p.lle304Thr), uma variante do tipo missense em
heterozigose situada no exon 8. A regido possui boa cobertura e balango alélico AF
58%/A0 50/DP 86 (Figura 23). Sua frequéncia em bancos de dados populacionais é
ausente no ABraOM e de 0.0008% no gnomAD além de pontuar 0,88 no predito in
silico REVEL.

Figura 23 - Visualizacdo pelo IGV da variante WFS1(NM_006005.3):c.911T>C
(p.11e304Thr) em heterozigose
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O probando 4, sexo feminino, nascida em Pindoretama — Ceara, diagnosticada
com DM aos 17 anos, em vigéncia de sobrepeso (IMC 29) e cetoacidose. Perfil
glicémico na época do diagndstico: glicemia de jejum 271 mg/dL e HbAlc 9,0%.
Anticorpo anti-GAD ndo reagente, perfil lipidico e renal normal. Iniciou tratamento
com insulinoterapia por 4 meses, com melhora importante do controle glicémico.
Manteve sem tratamento farmacologico por 2 anos (até os 19 anos), mantendo bom
controle glicémico: glicemia de jejum 90 mg/dL, HbAlc 5,4%, peptideo C 3,08 ng/dL,
Cr 0,6 mg/dL. Esta historia pontua 75,5% na ferramenta MODY calculator e, como
paciente diagnosticada com DM antes dos 30 anos, foi classificada como fenétipo
tipico para MODY.

Do ponto de vista familiar (Figura 24), mae diagnosticada com DM aos 24
anos, eutrdfica, e desde entdo até os 47 anos sendo tratada com antidiabéticos orais
(metformina e glibenclamida), quando evoluiu para necessidade de uso de insulina
para melhora do controle glicémico, até atualmente, com 49 anos. Avé paterno com
diagnostico de DM aos 67 anos, eutréfico, em tratamento com antidiabéticos orais

(metformina e glibenclamida) até atualmente, com 69 anos.

Ap0s devida correlacdo gendtipo/fenotipo, esta variante foi classificada como
variante de significado incerto (PM2 supporting + PP3 supporting) pelo ACMG.
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Figura 24 - Heredograma da familia com a variante missense ¢.911T>C no WFS1
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Variante missense ¢.296A>C no gene CEL — Probando 5

A segunda variante foi a CEL (NM_001807.6):c.296A>C (p.Asp99Ala), uma
variante do tipo missense em heterozigose situada no exon 3. Possui boa cobertura e
balanco alélico AF 51%/A0 40/DP79 (Figura 25). Sua frequéncia em bancos de dados
populacionais € ausente no ABraOM e no gnomAD, além de pontuar 0,9 no preditor
insilico REVEL.

Figura25  Visualizacdo pelo IGV da variante CEL (NM_001807.6):c.296A>C
(p.Asp99Ala) em heterozigose

s chro ¢ chr9:135,940,085-135,940,124 Go T « » @ [ = 2 |
< T T T e T T .
p24.2 p23 p222 p213 p21.1 pl32 pl2 pll.l ql2 ql3 q21.12 Q212 q2132 q221 q22.32 q31.1
41 bp
135.940.090 bp 135.940.100 bp 135.940.110 bp
| I | |
|

(]

[ ] @ 1018A_S18_LO...
chr9:135.940.105
—

|Total count: 79

|A 139 (49%, 20+, 19-)

/C:40 (51%, 24+, 16-)

G:0

\T: 0

N:0
T—

000 000 0000 000

oo

O

4 C A G C A C C T A C G G G G A T G A A G A C T G cC C T G T A




Resultados 99

O probando 5, sexo masculino, nascimento em S&o Paulo-SP, foi diagnosticado
com hiperglicemia leve compativel com Pré-DM (glicemia de jejum de 104 mg/dL,
HbAlc 6,4% e teste de tolerancia oral a 75 g glicose, iniciando com glicemia de 107
mg/dL e terminando no tempo de 2 horas com 134 mg/dL) aos 5 anos de idade,
eutrofico, associado a dislipidemia. Anticorpos anti-células beta ndo reagentes (Anti-
GAD, Anti-lIA2 e Anti Insulina). Perfil lipidico aos 9 anos de idade apontou elevagéo
importante do LDL (Colesterol total: 235 mg/dL; LDL 168 mg/dL; HDL 57 mg/dL;
Triglicérides 57 mg/dL). Atualmente, aos 18 anos de idade, mantém eutréfico (IMC
22,4), circunferéncia abdominal normal de 79 cm, mantendo sem tratamento
farmacologico para hiperglicemia compativel com pré-DM. Dos 5 aos 18 anos, a
glicemia de jejum variou de 95 a 123 mg/dL, HbAlc de 5,6 a 6,1%, peptideo C de 1,2
a 2,1 ng/dL, sem disfungdo renal e tireoidiana. Adicionalmente, apresentou
microalbumindria confirmada em duas aferi¢cbes (341,76 mg/g e 84,82 mg/g: razéo
entre albuminuria/creatinuria em amostra isolada de urina), mantendo CICr > 90
ml/min/1,73 m2, o que levou ao acompanhamento com Nefrologista e prescricdo de
losartana 12,5 mg/dia. Sem retinopatia diabética, elastase fecal normal (>200 mcg/g
em amostra de fezes) e imagens de abdome (ultrassonografia e tomografia
computadorizada) ndo identificaram alteraces pancreaticas ou outras mas formacdes.
Em relacdo a dislipidemia, realiza acompanhamento regular com cardiologista em uso
de rosuvastatina 20 mg, acrescido de ezetimibe 10 mg, mantendo LDL de 115 mg/dL.
Sem eventos macro vasculares identificados em exames de rotina cardiologica
(ecocardiograma, eletrocardiograma, ultrassonografia doppler de carétidas e
vertebrais). Antes ao estudo por painel molecular de genes relacionados a DM
monogénico, o gene GCK foi sequenciado pela metodologia Sanger sem identificacéo
de variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas. Este caso foi classificado
como fenotipo tipico para MODY, uma vez que hiperglicemia diagnosticada antes
dos 30 anos de idade e MODY calculator pontuou 75,5%.

Do ponto de vista familiar (Figura 26), mde (ndo possui a variante)
diagnosticou pré-diabetes mellitus aos 47 anos em exames de rotina, eutrofica, sem
tratamento farmacologico até os 59 anos, quando apresentou ganho de peso (atingiu
IMC de 28), esteatose hepatica e atingiu glicemia de jejum compativel com DM (150

mg/dL) pela primeira vez. Apresentou elastase fecal normal aos 53 anos e a tomografia
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computadorizada de abdome também ndo identificou anormalidades pancreéticas e
nem outras mas formacg6es abdominais. Durante seguimento, manteve funcao renal,
tireoidiana normal, microalbuminuria negativa e sem complicagdes macrovasculares.
Dislipidemia também foi diagnosticada de modo precoce aos 15 anos de idade e
iniciou terapia com estatina aos 20 anos de idade em vigéncia de IMC de 22 normal.
Apresentou dois eventos trombdticos venosos: um imediatamente apds infec¢do por
COVID aos 58 anos de idade e outro nédo relacionado ao COVID aos 59 anos de idade,
estando em tratamento, desde entdo, com anticoagulante rivaroxabana. Mantém
dislipidemia importante (LDL de 201 mg/dL) apesar do uso continuo de rosuvastatina
20 mg (dose maxima). Pai possui DM e HbAlc de 10% dosada aos 45 anos, sem mais
informacdes. AvO materna faleceu aos 78 anos e apresentava 0s seguintes
diagndsticos: diabetes mellitus, obesidade, trombose venosa, insuficiéncia cardiaca

congestiva e hipertensdo arterial sistémica.

Probando 5 possui 4 tias maternas e 2 tios maternos. O primeiro tio materno
(possui a variante) de 41 anos de idade, apresenta sobrepeso e esquizofrenia (ndo
possui eventos tromboembdlicos, nem cardiovasculares e nem DM). A primeira tia
materna (ndo possui a variante), 54 anos de idade, apresenta obesidade (IMC=32), DM
desde os 30 anos de idade em vigéncia de sobrepeso, sendo tratada desde entdo com
ADOs, apresentando, hoje, descontrole glicémico importante (HbAlc 12,6%) com
provavel necessidade de progressdo para insulinoterapia. A segunda tia materna
(possui a variante), com 55 anos de idade, sobrepeso (IMC=27), diagnosticada com
DM aos 26 anos de idade (durante a segunda gestacdo), sendo tratada com ADOs
(metformina + gliclazida) até os 53 anos, quando iniciou insulinoterapia basal (NPH
somente). Esta possui elastase fecal reduzida (114 mcg/g, faixa normal > 200 mcg/g),
neuropatia diabética (CICr 49 ml/min/1,73 m2 e microalbuminuria positiva >30 mg/g),
esteatose hepatica, hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia (LDL de 73 mg/dL em
uso de Atorvastatina 20 mg/dia), além de doenca arterial oclusiva periférica em
membros inferiores submetida a tratamento com angioplastia. A terceira tia materna
(ndo possui a variante), com 55 anos de idade, diagnosticada com DM em uso de
insulinoterapia, infarto agudo do miocardico aos 36 anos, dislipidemia e faleceu de
complicacdes relacionadas ao COVID aos 55 anos de idade. A quarta tia materna (ndo

possui a variante), 57 anos de idade, sobrepeso (IMC=26), diagnosticada com pré-DM
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e dislipidemia aos 19 anos durante gestacdo. Desde entdo em tratamento com ADOs e
apresentou eventos isquémicos vasculares arteriais cerebrais aos 56 anos. O segundo
tio materno (possui a variante), 58 anos de idade, diagnosticado com DM desde 20
anos de idade. Atualmente em tratamento irregular com insulina, apresenta também
dislipidemia, perda visual bilateral por retinopatia diabética, nefropatia diabética,
doenca arterial obstrutiva coronariana e de membros inferiores com necessidade de

amputacdo de pododactilos.

A segregacéo da variante identificada no probando 5 nestes familiares descritos
estd descrita no heredograma (Figura 26) desta familia. A variante ndo foi capaz de
segregar de forma concordante com nenhum fendétipo identificado nesta familia:

dislipidemia, DM, doenca obstrutiva vascular arterial ou venosa.

Apos devida correlagdo genotipo/fenotipo, esta variante foi classificada como
provavelmente benigna (PM2 supporting + PP3 supporting + BP1 supporting + BS4
strong) pelo ACMG. Esta variante também tinha sido identificada como variante de

significado incerto por estudos prévios de nosso grupo.

Figura 26 - Heredograma da familia com a variante missense ¢.296A>C no CEL
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Variante insercao inframe c¢.1494_1495insGGA no RFX6 — Probando 6

A terceira variante foi a RFX6 (NM_173560.4):c.1494 1495insGGA
(p.Lys498 Trp499insGly), uma variante do tipo insercdo inframe em heterozigose
situada no exon 14. Possui boa cobertura e balanco alélico AF 40%/A0 58/DP143
(Figura 27). Sua frequéncia em bancos de dados populacionais é ausente no ABraOM

e no gnomAD.

Figura27  Visualizacdo pelo IGV da variante RFX6 (NM_173560.4):
€.1494 1495insGGA (p.Lys498 Trp499insGly) em heterozigose
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O probando 6, sexo feminino, 31 anos de idade, nascimento em Sao Paulo
capital, foi diagnosticada com DM aos 22 anos, em exames de rotina, em
insulinoterapia, desde diagndstico para a hiperglicemia. Aos 29 anos apresentou
peptideo C de 0,7 ng/dL em vigéncia de funcdo renal normal e glicemia de jejum de
290 mg/dL. Atualmente, mantém tratamento em insulinoterapia dose plena (0,48
Ul/kg/dia), em esquema basal bolus, associado a dislipidemia (em uso de atorvastatina
10 mg/dia), sem complicaces micro ou macrovasculares, com obesidade (IMC
=32,7). Além disso, apresentou peptideo C aos 42 anos de 0,94 ng/dL, Cr 0,78 mg/dL
e HbAlc 7,8%. Probando 6 foi classificado como fen6tipo pouco tipico para MODY,
pois, apesar de ter sido diagnosticada com DM jovem, aos 22 anos, por ter iniciado e
mantido insulinoterapia desde o diagnéstico, pontuou baixo com 1,9% pela ferramenta

MODY calculator. Paciente ndo possui historico familiar de DM (Figura 28).

Apos devida correlacdo genotipo/fenttipo, esta variante foi classificada como
variante de significado incerto (PM2 supporting + BP3 supporting) pelo ACMG.

Figura 28 - Heredograma da familia com a variante insercdo inframe
.1494_1495insGGA no RFX6
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4.2.2 Priorizacdo alélica de variantes mitocondriais

Ao todo, 5305 variantes mitocondriais foram identificadas pelo tNGS, uma
média de 41 variantes por paciente, muitas delas Unicas e, portanto, privadas em alguns
individuos e outras comuns a muitos da coorte (até 100 individuos apresentando a
mesma variante). A pesquisa pelo banco de dados publico MITOMAP -
https://mitomap.org/MITOMAP/ConfirmedMutations) identificou 95 variantes com

patogenicidade confirmada. Dentre elas, a variante na posicdo m.8344A>G foi

detectada em nossa coorte no probando 7.


https://mitomap.org/MITOMAP/ConfirmedMutations
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Variante mitocondrial m.8344A>G no gene MTTK — Probando 7

A variante mitocondrial m.8344A>G / tRNA (Lys) foi identificada em 83% de
heteroplasmia, sendo a proporcao alelo selvagem/alelo mutado de 1017/5107 (Figura
29), respectivamente. Pelo MITOMAP %4 possui frequéncia em bancos populacionais
mitocondriais (GeneBank Mitomap) de 0,007%. Existem 147 referéncias
bibliogréficas, citando esta variante como associada aos fen6tipos MERRF (Myoclonic
Epilepsy with Ragged Red Fibers), humor depressivo, leucoencefalomalécia, DM,
surdez neurossensorial, lipomatose multipla sistémica, entre outros. Classificada como

patogénica (patogenicidade confirmada) pelo preditor in silico MitoTIP.

Figura29 - Visualizagdo pelo IGV da variante mitocondrial m.8344A>G / tRNA
(Lys)
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Probando 7, sexo feminino, 38 anos, nascida em Adamantina, Sdo Paulo. Entre
0s 10 e 15 anos de idade relata ter notado distribuicdo anémala de gordura, com
presenca de giba cervical e preenchimento de fossas supraclaviculares (Figuras 30a, b
e c); aos 18 anos apresentou sinais de resisténcia insulinica (hirsutismo facial, ciclos
menstruais regulares e alopecia androgénica). Aos 25 anos foi diagnosticado
carcinoma papilifero de tireoide e, aos 28 anos, DM com IMC normal. Desde entéo
evoluiu com dislipidemia e hipertenséo arterial sistémica, em uso de insulinoterapia
(1,2 Ul/kg/dia), antidiabéticos orais (pioglitazona e metformina) e hipolipemiantes
(atorvastatina e benzofibrato). Durante seguimento, apresentou também diagnoéstico
de Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) e depressdo. A densitometria de corpo
inteiro realizada aos 32 anos aponta: 1-gordura total 17.1kg (29%); 2- FMR (Fat Mass
Ratio, relagéo entre a gordura em tronco sobre membros inferiores) de 2,15. Imagens
do Fat Shadow (Figura 30d) mostram uma escassez de gordura em extremidades,
especialmente nos membros inferiores em detrimento de acimulo de gordura truncal,
3%- 16,6% de gordura em membros inferiores; 4%- 32,7% de gordura em tronco. Em
avaliacdo multidisciplinar, com outras especialidades médicas (otorrinolaringologia,
neurologia, cardiologia) foram feitos os seguintes diagnosticos: perda auditiva
neurossensorial moderada, miopatia proximal, fadiga, comprometimento intelectual,
ataxia sensorial, anormalidades cardiacas e bidpsia muscular compativel com doenca
mitocondrial. Pelo baixo percentual de gordura em membros inferiores, esse probando

foi classificado como fendtipo tipico para LPD parcial familiar.
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Figura 30 - Padrdo de distribui¢éo de gordura do probando 7

(a)

(a) Aparente distribuicdo predominantemente truncal de gordura, com pouco tecido
subcutaneo em membros inferiores. (b) Presenca de giba em regido cervical, aparente auséncia
de gordura em membro superior direito. (c) Presenca de gordura em regido truncal,
preferencial em regido de ombros (mais proeminente a direita). (d) Imagem (Fat Shadow)
derivada da densitometria, gerada por software especifico que tem como objetivo visualizar a
constituicido corporea, especialmente util para quantificagio de gordura '"*: evidencia,
visualmente, uma perda de gordura em extremidades, em detrimento do acimulo de gordura
em regido truncal. Espectro de cores representando a densidade dos tecidos (amarelo=gordura;

vermelho, roxo=mdusculo; azul=0ss0).
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Do ponto de vista familiar, pais ndo consanguineos, mde com diagndstico de
DM aos 35 anos durante gestacdo, hoje com 65 anos, e indicacdo de insulinoterapia
por descontrole glicémico, mas mantém tratamento com antidiabéticos orais. Histdria
paterna desconhecida. Ao todo, 7 tios maternos, sendo 4 falecidos sem detalhes da
historica clinica e outros 2 tios maternos e 1 tia materna, hoje com idade maior que 70
anos (sem precisao deste dado), todos com DM, sendo os dois tios em uso de insulina
e tia em uso de antidiabéticos orais. Probando 7 possui dois irmdos, sem DM, um com

30 anos e outro com 47 anos (Figura 31).

Apo6s devida correlagdo genotipo/fendtipo, esta variante foi classificada pelo
ACMG, adaptado para variantes mitocondriais como provavelmente patogénica

(PS4strong + PP1moderate + PS3supporting + PM2supporting + PP3supporting).

Figura 31- Heredograma da familia com a variante mitocondrial m.8344A>G no
MTTK

| 8 Vg

' pppreme e g

Eutrdfica
ADOs

Legenda (ordem das informagdes):

Genétipo
Idade ao diagndstico hiperglicemia
IMC ao diagndstico de hiperglicemia

I I I Tratamento para hiperglicemia D ' |:|
/ +/-
. . = Hiperglicemia 25 anos

Eutrofica
Insulina

4.2.3 Priorizacdo de variagdo do numero de copias nucleares e mitocondriais

A pesquisa de variantes do tipo CNVs ndo identificou nenhuma variante

mitocondrial desta categoria e revelou uma variante nuclear no gene GATAG.
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Variante tipo CNV Chr18:9.19780797_19780917del no GATA6 — Probando 8

O software CONTRA foi capaz de identificar uma delecdo de 121 pares de
base, acometendo a regido 3 UTR do GATA6 Chr18:9.19780797_19780917del (log
ratio = -1,34 e valor p = 0,009). A Figura 32 ilustra a visualizacdo desta regido com
menor cobertura pelo IGV de forma comparativa com outros individuos da mesma
corrida. A titulo de comparacdo para uma analise quantitativa da queda de cobertura,
foi exposta (destacados em quadrados menores) a cobertura de uma regido pontual
dentro da delecdo identificada (em média ocorreu uma queda na cobertura de 4 vezes).

Figura 32 - Visualizacéo pelo IGV da variante no GATAG:
Chr18:9.19780797_19780917del

S chri8 ¢ chr18:19,779,793-19,781,919 G Bt « » @O = 2 | En
— | I 0 0 NN 000 N N — |
pll31 pl122 pll2l  plll ql12 q12.1 q122 q123 qz1.1 qzl2  qz131 q2133  q221  q2
2.128 bp
19.780.000 bp 19.780.200 bp 19.780.400 bp 19.780.600 bp 19.780.800 bp 19.781.000 bp 19.781.200 bp. 19.781.400 bp 19.781.600
1 | 1 | 1 | 1 I | I 1 1 1 I
p-13
chr18:19.780.859
Total count: 23
o1
chr18:19.780.859
Total count: 96
-2
| [T e
chr18:19.780.859
Total count: 84
o 0w
chr18:19.780.859 | |
A ——
Total count: 82
_______J
10- 189
chr18:19.780.859
Total count: 115
R
GATAS

Seta vermelha: indica local de menor cobertura no probando 8.
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O probando 8, sexo feminino, 23 anos, nascida em S&o Paulo — SP, apresentou
diagnostico de DM aos 12 anos de idade em vigéncia de sobrepeso (IMC=21,8; > p85
e < p97 de IMC para idade), assintomatica em exames de rotina. Naquela época,
apresentou glicemia de jejum e 99 mg/dL, HbAlc de 6,9%, além de rastreios para
autoimunidade relacionados a célula beta pancreatica negativos (anti-GAD, anti-1A2
e anti-insulina), funcao renal e perfil lipidico normal. Nesta época, o teste de tolerancia
oral com 75 g de glicose evidenciou glicemia de jejum de 140 mg/dL e no tempo 2
horas de 271 mg/dL (incremento de 131 mg/dL). Foi iniciado tratamento com
aconselhamento dietético por um ano. No periodo dos 13 anos aos 16 anos de idade,
com IMC compativel com eutrofico, probando utilizou gliclazida de forma irregular
com doses variadas (entre 15 mg/dia e 30 mg/dia), sem eventos de hipoglicemia,
mantendo HbA1c entre 5,3% até 6,1%, glicemias de jejum entre 91 mg/dL até 126
mg/dL e peptideo C entre 1,3 ng/dL e 2,8 ng/dL. Aos 17 anos, interrompeu o
tratamento farmacoldgico por um ano, manteve HbAlc entre 6,1% até 6,9%, glicemias
de jejum entre 106 mg/dL até 110 mg/dL e peptideo C entre 2,2 ng/dL e 2,3 ng/dL.
Dos 18 aos 19 anos, reintroduziu gliclazida (até 30 mg), sem eventos de hipoglicemia
relatados e manteve HbAlc entre 6,2% até 6,9%, glicemias de jejum entre 135 mg/dL
até 145 mg/dL e peptideo C de 2,0 ng/dL. Dos 19 anos até os 21 anos suspendeu
tratamento farmacoldgico e manteve HbAlc entre 6,2% até 6,8%, glicemias de jejum
entre 120 mg/dL até 121 mg/dL e peptideo C entre 1,99 ng/dL e 2,34 ng/dL. Durante
todo o acompanhamento, dos 12 aos 22 anos, probando apresentou IMC normal,
funcao renal normal, sem complicacdes microvasculares relacionadas ao DM (fundo
de olho normal e microalbuminurica negativa) e sem dislipidemia. Aos 23 anos, ao
término do seguimento clinico, por questfes pessoais, 0 probando 8 piorou estilo de
vida (interrompeu atividade fisica e ganhou peso, atingindo IMC de 26,6 compativel
com sobrepeso), quando passou a apresentar sintomas de hiperglicemia franca
(poliuria e polidipsia). Neste momento, foi repetido perfil glicémico que diagnosticou
DM em franca descompensacdo: glicemia de jejum de 239 mg/dL; HbAlc de 8,9%;
peptideo C de 1,3 ng/dL; TTOG com glicemia basal de 231 mg/dL e no tempo 2 horas
de 374 mg/dL), sendo entdo iniciada terapéutica farmacoldgica com ADOs

(metformina e gliclazida). Pela baixa idade ao diagndstico de hiperglicemia (aos 12
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anos) e elevada pontuagdo no MODY calculator (75,5%), o probando 8 foi

classificado como tendo fenétipo tipico para MODY.

Do ponto de vista familiar (Figura 33), o probando possui um irmao de 29 anos
de idade e pai de 57 anos de idade, ambos eutroficos sem DM. Mée de 54 anos, com
diagndstico de DM aos 24 anos durante a gestacao, sem historia de sobrepeso, durante
evolugdo apresentou retinopatia DM e neuropatia DM, além de tratamento com
insulinoterapia em dose plena (1,1 Ul/ kg/dia) e peptideo C, mantendo positivo apds
15 anos de histéria de DM. Tio materno, 57 anos de idade, com DM diagnosticado aos
48 anos, eutréfico, com sintomas de polis (polidria e polidipsia), iniciou tratamento
com insulinoterapia trocada atualmente por sulfoniureia, além de desenvolver
retinopatia DM. Tia materna de 50 anos, eutrofica, com glicemia de jejum alterada,
diagnosticada aos 47 anos de idade, mantém tratamento somente com orientacGes
nutricionais. Tia materna de 42 anos de idade, eutréfica, sem DM. Avd materna de 68
anos de idade, eutrdfica, diagnosticou DM aos 63 anos de idade e realiza tratamento
com metformina desde entdo. Avé paterna sem DM e avé paterno com diagndstico de

DM apds os 60 anos de idade.

Ap0s devida correlacdo gendtipo/fendtipo, esta variante foi classificada como

variante de significado incerto pela pontuacéo -0,3 (1B+ 4C + 5F).
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Figura33- Heredograma da familia com variante nuclear tipo CNV
Chr18:9.19780797_19780917del no GATA6

I ® L O ]

63 anos Apds 60 anos
Eutrdfica

ADOs

I m e O O L]

48 anos 47 anos 24 anos
Eutréfico Eutrdfica Eutréfico
ADOs Dieta Insulina

Legenda (ordem das informagdes):

I I I . I:I Genétipo
Idade ao diagnéstico hiperglicemia

/ +/- 24 anos IMC ao diagnastico de hiperglicemia
12 anos Eutréfica Tratamento para hiperglicemia
Sobrepeso Insulina
ADOs

. . = Hiperglicemia

IMC: indice de massa corporal; ADOs: antidiabéticos orais; Seta negrito: Probando 8.
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4.2.4 Variantes de significado incerto (VUS)

Ao todo, 5 pacientes possuiam uma variante de significado incerto identificada
por processos investigativos anteriores ao atual da reandlise, as quais se encontram
resumidas na Tabela 9. Uma delas, identificada no probando 5, ja foi descrita
anteriormente, pois as etapas de filtragem do atual estudo também identificaram essa

mesma variante e, portanto, nao sera abordado novamente nesta sessao.

Variante missense ¢.17G>A no INS — Probando 9

A primeira variante foi a INS (NM_000207.3):c.17G>A (p.Arg6His), uma
variante do tipo missense em heterozigose situada no exon 1. Possui boa cobertura e
balanco alélico AF 50%/A0 50/DP 100. Sua frequéncia em bancos de dados
populacionais é 0,0427% no ABraOM e de 0.0086% no gnomAD, além de pontuar
0,59 no predito insilico REVEL.

Probando 9, sexo feminino, 67 anos, foi diagnosticada com DM aos 19 anos,
eutréfica em vigéncia de polidria, polidipsia e perda de peso, sem cetoacidose. Iniciou
tratamento ne época com sulfoniureia (clorpropamida) por 10 anos. Aos 29 anos
iniciou insulinoterapia durante gestacdo da primeira filha. Durante todo seguimento
apresentou dificuldade em manter boa adeséo ao tratamento do DM. Atualmente, com
IMC de 28, apresenta dislipidemia, hipertensdo arterial sistémica, retinopatia diabética
proliferativa, polineuropatia periférica diabética, doenca renal crénica (CICr CKD-EPI
20.0 mL.min.1.73m? e albuminuria de 2658,2 mg/g) e doenca arterial periférica
obstrutiva. Em uso de: insulina basal bolus com NPH e aspart (0,64 Ul/kg/dia),
atorvastatina, anlodipino, furosemida, caverdilol, hidralazina, aspirina, gabapentina e
losartana. Este probando foi classificado como fendtipo tipico para MODY pela
idade ao diagndstico de DM aos 19 anos e pontuagdo no MODY calculator de 75,5%.

Do ponto de vista familiar (Figura 34), mae falecida aos 72 anos por neoplasia
de es6fago, teve diagnostico de DM aos 50 anos, eutrofica, cujo tratamento sempre foi
com ADOs. Pai sem historico de DM. Possui 1 filha de 36 anos sem DM, cujo neto

tem 7 anos, com obesidade e sem DM. Possui 6 irméds e 1 irmdo. O irmao diagnosticou
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DM aos 30 anos, em vigéncia de obesidade e sempre tratou com insulina até o
falecimento aos 77 anos, por neoplasia de estdmago. Esse irméo possui uma filha de
50 anos, que teve diagnostico de DM aos 45 anos, eutrdéfica e sempre em uso de
insulina. A primeira irma faleceu aos 50 anos, sem mais detalhes sobre historico
médico. Esta irma possui 4 filhos, trés com DM diagnosticadas por volta dos 40 anos,
todas em uso de insulina, sendo duas com obesidade e uma com sobrepeso. O outro
filho tem 39 anos, eutrofico e ndo tem DM. A segunda irma, 66 anos, sem diagnéstico
de DM. A terceira irmd tem hoje 68 anos, sem diagndstico de DM. A quarta irma, 70
anos de idade, teve diagnostico de DM aos 32 anos, eutrofica e assim se mantém
sempre em uso de insulinoterapia. Essa irma possui dois filhos com obesidade, sendo
um com diagnostico de DM aos 34 anos (atualmente com 38 anos) em uso de insulina
e 0 outro tem hoje 30 anos, sem DM. A quinta irm4, faleceu aos 70 anos de neoplasia
de estdbmago, teve diagndstico de DM aos 30 anos, eutrofica, sempre em uso de
insulina. A sexta irmd, 80 anos, diagnosticou DM aos 70 anos, eutréfica em tratamento

com metformina.

Apos devida correlacdo genotipo/fen6tipo, esta variante foi classificada como
benigna (BAlvery strong).



Resultados 115

Figura 34 - Heredograma da familia com a variante nuclear missense ¢.17G>A no
INS

Legenda (ordem das informagdes):

I g Ij Genétipo

Idade ao diagndstico hiperglicemia
50 anos IMC ao diagnéstico de hiperglicemia
Eutrdéfica Tratamento para hiperglicemia
ADOs

. . = Hiperglicemia

30anos -/- 30 anos 1/7 -/- / +/-

Ohesidade 70 anos Eutrd.fica 32 anos 19 anos

Insulina Eutréfica Insulina Eutréfica Eutréfica

ADOs Insulina Insulina
40anos /- /- 50anos 42anos 39 anos -
Eutréfica 34 anos Sobrepeso Obesidade Obesidade
Insulina Obesidade Insulina  Insulina  Insulina
IV Insulina D

+/-

IMC: indice de massa corporal; ADOs: antidiabéticos orais; Seta negrito: Probando 9; -/- ndo carreia
variante; -/+ portador heterozigoto da variante.

Variante missense ¢.226G>T no HNF1B - Probando 10

A segunda variante foi a HNF1B (NM_000458.4):c.226G>T (p.Gly76Cys),
uma variante do tipo missense em heterozigose situada no exon 1. Possui boa cobertura
e balanco alélico AF 46%/A0 35/DP 76. Sua frequéncia em bancos de dados
populacionais € 0,4105% no ABraOM e de 0,055% no gnomAD, além de pontuar 0,92
no predito in silico REVEL.

Probando 10, sexo masculino, nascimento em Santo Antonio do Retiro — MG,
49 anos de idade, foi diagnosticado com DM aos 34 anos, eutréfico em exames de
rotina. Em tratamento durante todo o seguimento com ADOs (metformina +
dapaglifozina + gliclazida) e mantendo bom controle glicémico (HbAlc 7,4%;
glicemia 147 mg/dL; peptideo C 2,29 ng/ml, com func¢&o renal normal, e IMC de 23,7

(eutréfico). Em paralelo, possui pancreas de dimens@es reduzidas, inespecifico, e vias
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urinarias normais a tomografia de abdome. Este fenétipo foi classificado como pouco
tipico para MODY pela idade ao diagndstico de DM aos 34 anos e pontuacdo na
MODY calculator de 4,5%.

Do ponto de vista familiar, as informac6es coletadas em dados de prontuério
sd0 vagas e sao as seguintes: pai sem DM e tio paterno eutr6fico com DM falecido.
Tia paterna com obesidade e diagnostico de DM “tardio” com 5 filhos obesos
diagnosticados com DM em “idade jovem” em tratamento com ADOs. Possui dois

filhos, um com 5 e outro com 29 eutréficos e sem DM.

Apos devida correlacdo genotipo/fenttipo, esta variante foi classificada como

benigna (BAL stand alone).

Variante missense ¢.664G>A no PDX1 — Probando 11

A terceira variante foi a PDX1(NM_000209.4):c.664G>A (p.Glu222Lys), uma
variante do tipo missense em heterozigose situada no exon 2. Possui boa cobertura e
balanco alelico AF 44%/A0 19/DP 43. Sua frequéncia em bancos de dados
populacionais é 0,1642% no ABraOM e de 0,0018% no gnomAD, além de pontuar
0,38 no preditor in silico REVEL.

Probando 11, sexo masculino, nascimento em Sdo Paulo — SP, 35 anos de
idade, foi diagnosticado com DM aos 27 anos, eutrofico, durante doenga infecciosa
intercorrente. Anti-GAD ndo reagente. Inicialmente, tratado com insulinoterapia (0,68
Ul/kg/dia) e metformina. Tratamento este que se mantém dessa forma até hoje com 35
anos de idade, quando apresenta IMC de 24,7, dislipidemia, rins em ferradura,
hipoacusia, pancreas de morfologia normal pela tomografia de abdome, com seguinte
perfil glicémico: glicemia de jejum 193 mg/dL; peptideo C 1,1 ng/dl; HbAlc 9,3%.
Esta histéria de DM pontua 6,4% pelo MODY calculator e, portanto, este probando

foi classificado como pouco tipico para MODY.

Do ponto de vista familiar (Figura 35), mae diagnosticada com DM ap06s os 60
anos de idade, portadora da variante, possui duas irmés, sendo uma sem DM, ndo

portadora da variante e outra (sem material genético coletado) diagnosticada com DM
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durante gestacdo e se mantém em tratamento com ADOs. Possui dois filhos, um do

sexo masculino que possui a variante, nascimento com macrossomia (4,1 kg e 51 cm

de comprimento), sem DM e outra, sexo feminino sem DM. Os dados de idades atuais

e ao diagnostico de DM séo escassos em prontudrio deste probando.

Apos devida correlagdo genotipo/fendétipo, esta variante foi classificada como

benigna (BAL stand alone).

Figura 35 -

Heredograma da familia com a variante nuclear missense ¢.664G>A no
PDX1

o

+/-

>60 anos

O O
/ /- -/- Diabetes

27 anos gestacional
Eutréfico
Insulina

Legenda (ordem das informag&es):

Gendtipo

S Idade ao diagndstico hiperglicemia
IMC ao diagnéstico de hiperglicemia
Tratamento para hiperglicemia

[ ]

+/- /-
. . = Hiperglicemia

IMC: indice de massa corporal; Seta negrito: Probando 11; -/- ndo carreia variante; -/+ portador
heterozigoto da variante
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Variante missense ¢.1513C>A no HNF1A — Probando 12

A quarta variante foi HNF1A (NM_000545.8):¢c.1513C>A (p.His505Asn),
uma variante do tipo missense em heterozigose situada no exon 8. Possui boa cobertura
e balanco alélico AF 43%/A0 13/DP 30. Sua frequéncia em bancos de dados
populacionais é ausente no ABraOM e de 0,008% no gnomAD, além de pontuar 0,76
no predito in silico REVEL.

Probando 12, sexo feminino, nascimento em Balsas-MA, foi diagnosticada
com pré-DM aos 17 anos de idade, com IMC de 21,6, em exames de rotina.
Permaneceu sem tratamento farmacoldgico e sem acompanhamento médico regular
até os 32 anos, quando se mudou para Sdo Paulo e foi diagnosticada com DM com
IMC de 23,4. Aos 38 anos apresentou anticorpos anti-célula beta ndo reagentes (Anti-
GAD, Anti-insulina e Anti-1A2). Fez uso de metformina dos 32 anos até os 40 anos,
quando foi associado gliclazida ao tratamento. Hoje, aos 48 anos, com IMC de 26,6,
possui nefropatia diabética, hipertensdo arterial sisttmica, em uso de metformina,
gliclazida e 4 Ul de insulina répida ao dia. Apresenta perfil glicémico com: glicemia
de jejum de 124 mg/dL; HbAlc de 7,1%; peptideo C 1,89 ng/mL. Este probando foi
considerado como fenotipo tipico para MODY (considerando o diagnostico de

hiperglicemia aos 17 anos e MODY calculator de 75,5%).

Do ponto de vista familiar (Figura 36), pai com 87 anos sem DM, mée com 77
anos, diagnosticado DM aos 76 anos e nédo faz tratamento farmacolégico para tal. Tia
materna com DM diagnosticado aos 35 anos de idade, em vigéncia de obesidade, em
uso de insulina desde entdo. Possui 7 irméos, sendo que dois sdo somente por parte
paterna. Um irmao por parte paterna, tem 54 anos, diagnosticou DM aos 42 anos,
eutrofico e em tratamento com ADOs. Sem dados sobre o segundo irméo por parte
paterna. S&o 5 irmaos por parte materna e paterna, porém somente dados clinicos de 3
deles. Um irmé&o de parte paterna e materna, 42 anos de idade, diagnosticou DM aos
41 anos de idade, eutrofico, em tratamento com ADOs. Uma irmé, 44 anos, ndo tem
DM, nem possui a variante, e possui 3 filhos (22 anos, e dois irmdos gémeos

monozigdticos de 17 anos) sem a variante e sem DM. Outra irma de 47 anos, ndo
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possui a variante, diagnosticou DM aos 45 anos, eutréfica, em tratamento com medidas

dietéticas e possui 3 filhos (20 anos, 15 anos e 11 anos) sem DM e sem a variante.

Apds devida correlacdo gendtipo/fenotipo, esta variante foi classificada como

provavelmente benigna (BS1strong + PP3supporting).

Figura 36 - Heredograma da familia com a variante nuclear missense ¢.1513 G>A

no HNF1A

35 anos ;é_anos

Obesidade S

Insulina El.ltmflca

Dieta
i PR 41 anos +/- 42 anos
g & Eutréfico / 17 anos Eutréfico
ADOs IMC 21,6 ADOs

1l QOC/D/DQC/)

ADOs + Insulina

Legenda (ordem das informagdes):

Genétipo

Idade ao diagnéstico hiperglicemia
IMC ao diagndstico de hiperglicemia
Tratamento para hiperglicemia

. . = Hiperglicemia

IMC: indice de massa corporal; ADOs: antidiabéticos orais; Seta negrito: Probando 12;




Resultados 120

Variante missense ¢.92G>A no HNF1A — Probando 13

A quinta variante foi a HNF1A (NM_000545.8):c.92G>A (p.Gly31Asp), uma
variante do tipo missense em heterozigose situada no exon 1. Possui boa cobertura e
balanco alélico AF 48%/A0 68/DP 142. Sua frequéncia em bancos de dados
populacionais € 0,082% no ABraOM ¢é de 0,0075% no gnomAD, além de pontuar 0,59
no predito insilico REVEL.

O probando 13, com 41 anos de idade, sexo feminino, nascimento em S&o
Paulo — SP, teve diagndéstico de DM aos 15 anos, em vigéncia de polilria, polidipsia e
perda de peso. Em tratamento com insulinoterapia associado a ADOs (gliclazida e
metformina) desde o momento do diagndstico. Apresentou anticorpos anti-células beta
(Anti-GAD e Anti-1A2) ndo reagentes 12 anos apos diagndéstico de DM, associado a
manutencdo de secrecdo insulinica evidenciada por peptideo C, variando entre 1,4 e
2,5 ng/mL sem disfuncdo renal. Atualmente, com IMC de 26,6 e circunferéncia
abdominal aumentada de 100 cm, em tratamento com 0,77 Ul/kg/dia de insulina em
esquema basal bolus associado a metformina e glibenclamida. Apresentando
dislipidemia e hipertensdo arterial sistémica associados, além de retinopatia ndo
proliferativa leve e microalbuminuria de 60,47mg/g de creatinina. Este probando foi

classificado como fenotipo pouco tipico para MODY (MODY calculator de 2,6%)

Do ponto de vista familial (Figura 37), avé materna falecida com diagnostico
de DM apos os 50 anos em tratamento com ADOs. Pai falecido aos 53 anos por
neoplasia de tireoide, com histérico de DM em vigéncia de sobrepeso, sem tratamento
farmacologico. Mée, hoje com 64 anos, diagndstico de DM ap6s os 40 anos em
vigéncia de obesidade, em tratamento desde entdo com metformina. Tia materna com
diagndstico de DM aos 50 anos, em vigéncia de obesidade em tratamento com ADOs.
Possui 6 irmdos sem DM e uma sobrinha com DM, diagnosticada aos 17 anos em
vigéncia de obesidade; inicialmente, tratou com insulina e agora somente com

metformina. Possui duas filhas, uma de 11 anos e outra de 1 ano de idade sem DM.

Ap0s devida correlagdo gendtipo/fenotipo, esta variante foi classificada como

benigna (BAlstand alone).
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Resultados
Figura 37 - Heredograma da familia com a variante nuclear missense c.92G>A
no HNF1A
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Legenda (ordem das informagdes):
Idade ao diagnéstico hiperglicemia

IMC ao diagnéstico de hiperglicemia
Tratamento para hiperglicemia

‘ . = Hiperglicemia

IMC: indice de massa corporal; ADOs: antidiabéticos orais; Seta negrito: Probando 13;
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4.2.5 Variantes detectadas de maneira extrinseca a nossa reanalise

Variante missense ¢.127C>A no GCK - Probando 14

A primeira variante foi a GCK (NM_000162.5):¢c.127C>A (p.Arg43Ser), uma
variante do tipo missense em heterozigose situada no exon 2. Sua frequéncia em
bancos de dados populacionais é ausente no ABraOM e no gnomAD, além de pontuar
0,84 no predito in silico REVEL. Esta variante foi encontrada por outro projeto de
grupo ™ em que foi sequenciado o0 exoma em trio (caso indice, mée e filho). Neste
estudo foi evidenciado a atual variante no GCK presente na mée e ausente no pai e no
caso indice (probando 14). Dessa forma, foi recoletada nova amostra (sangue
periférico) e novo sequenciamento por Sanger foi realizado, englobando as 4 amostras
(amostra antiga do probando 14 (Figura 38a), amostra nova do probando 14 (Figura
38b), amostra do pai (Figura 38c) e da mée (Figura 38d). Foi entdo identificada, a
variante novamente na mae e na amostra nova do probando 14 (Figura 38). Foi feita

hipétese de troca de amostra acidental do caso indice ou falha em sua identificagéo.

Figura 38 — Visualizacdo do eletroferograma do sequenciamento por Sanger da
variante nuclear ¢.127C>A no GCK
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(a) Amostra 1070A: amostra antiga do probando 14; (b) Amostra 1070N: amostra nova proveniente de
recoleta do probando 14; (c) Amostra 1334: amostra do pai; (d) Amostra 1335: amostra da mée.

Retangulo vermelho: posicéo da variante Eletroferograma do sequenciamento por Sanger da variante
nuclear ¢.127C>A no GCK
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O Probando 14, com 32 anos de idade, sexo masculino, nascimento em Agua
da Prata, Sdo Paulo, teve diagndstico de hiperglicemia leve aos 11 anos de idade em
exames de rotina, assintomatico na época. Fez uso de insulinoterapia por 3 meses, que
foi trocada por metformina até os 24 anos, quando foi suspensa. Paciente manteve
hiperglicemia de jejum leve e estvel durante todo esse periodo compativel com
MODY-GCK. Teve anticorpos (Anti-GAD, Anti-IA2 e Anti-Insulina) dosados néo
reagentes 20 anos ap6s o diagndstico de hiperglicemia. Atualmente, aos 32 anos,
mantém sem tratamento farmacoldgico para hiperglicemia, com bom controle
glicémico (glicemia de jejum: 121 mg/dL; HbAlc: 6,1%; peptideo C:3,65 ng/mL) com
IMC de 29, dislipidemia mista (LDL 145 mg/dL e triglicerideos de 489 mg/dL) e sem
complicagGes micro ou macrovasculares detectadas. Este probando foi classificado
como fenotipo tipico para MODY (MODY calculator de 75,5%).

Do ponto de vista familiar (Figura 39), mée, 53 anos de idade, com glicemia
de jejum alterada compativel com pré-DM (glicemia de jejum: 110 mg/dL) desde 34
anos, eutréfica, mantendo sem tratamento farmacoldgico para hiperglicemia até hoje.

Pai com 59 anos de idade sem hiperglicemia.

Ap0s devida correlagdo gendtipo/fendtipo esta variante foi classificada como
provavelmente patogénica (PP4supporting + PMlstrong + PM2supporting,
PP2supporting + PP3supporting).

Figura 39 - Heredograma da familia com a variante nuclear ¢.127C>A no GCK
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Idade ao diagnéstico hiperglicemia
IMC* durante seguimento (aos 32 anos de idade)
Tratamento para hiperglicemia
‘ . = Hiperglicemia

IMC: indice de massa corporal; Seta negrito: Probando 14; -/- ndo carreia variante; -/+ portador
heterozigoto da variante
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Variante missense ¢.2119C>T no MFN2- Probando 15

A segunda variante foi a MFN2 (NM_014874.4): ¢.2119C>T (p.Arg707Trp),
uma variante do tipo missense em homozigose situada no exon 18. Sua frequéncia em
bancos de dados populacionais € ausente no ABraOM e de 0,0251% no gnomAD, além
de pontuar 0,84 no predito insilico REVEL. Esta variante foi encontrada em outro
sequenciamento por painel de genes relacionados a LPD, no qual incluia este novo

gene MFN2, ndo contemplado pelo nosso painel de genes.

O probando 15, sexo feminino, 58 anos de idade, nascimento no Rio de Janeiro,
capital. Aos 38 anos de idade, foi diagnosticada com perda de gordura em MMII com
acumulo em regido centripeta (face, pesco¢o e abdome) e pseudo-hipertrofia muscular.
Neste periodo, em vigéncia de sobrepeso, foi evidenciado, dislipidemia a custa de
hipertrigliceridemia (valor méximo de 300 mg/dL), esteatose hepética leve, DM em
tratamento com insulina NPH (1,2 Ul/kg/dia) associado a metformina e iDPP4,
hipertensdo arterial sistémica, lipomatose e polineuropatia diabética periférica. Em
estudo de composigéo corporal por DXA apresentou: 26,6% de gordura total, 16,2%
de gordura em MMII e FMR de 1,68. Dessa forma, foi classificada como fenotipico
tipico para LPD parcial familiar. Sem historico familiar com padrdo de perda de

gordura e/ou doencas metabolicas semelhantes.

Apos devida correlacdo genotipo/fen6tipo, esta variante foi classificada como
provavelmente patogénica (PS3strong + PMbmoderate + PM2supporting,
PP3supporting).
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5 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo aprimorar o diagndstico molecular de pacientes
com suspeita de DM monogénico, cuja causa nao havia sido identificada previamente
por meio de diversas estratégias de investigacdo molecular (como Sanger, tNGS e
MLPA). Para alcancar esse objetivo, reexaminamos os dados moleculares obtidos por
meio de um amplo sequenciamento de nova geracdo (tNGS), que incluiu 51 genes
nucleares e 0 genoma mitocondrial completo. Além disso, realizamos uma analise
fenotipica adicional para compreender melhor por que alguns individuos com suspeita
de DM monogénico permanecem sem uma causa molecular esclarecida. Com a
combinacdo destes dois procedimentos, o numero de individuos com resposta mais
precisa sobre sua condicdo clinica, seja por um novo achado molecular ou

reinterpretacao de seu fen6tipo, aumentou de forma relevante.

5.1 IMPACTO DA REANALISE EM POSITIVIDADE DOS PACIENTES COM
DM MONOGENICO

A positividade de diagndstico genético € uma relacdo dada pelo numerador
composto por individuos com defeito molecular causador identificado e o
denominador composto por individuos sob suspeita da condi¢do clinica/genética
(Figura 40). A ampla reandlise realizada pelo atual trabalho atuou nestes dois nimeros:
1- a reanélise genotipica permitiu a identificacdo de novos achados moleculares
causadores antes ndo identificados, aumentando o numerador; 2- a reanalise fenotipica
identificou individuos com fendtipos pouco tipicos para DM monogénico, mais
provavelmente se tratando de sobreposicdes fenotipicas com etiologias poligénicas
muito prevalentes em nosso meio (DM tipo 1 ou DM tipo 2), e permitiu diminuir o
denominador. Em outras palavras, a reanalise fenotipica, especialmente em casos de

hiperglicemia, mostrou-se eficaz em solucionar um dos motivos pelos quais a literatura
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aponta como causa para testes de sequenciamento genético “negativos”: o fato da

coorte estudada ndo possuir, em tltima anélise, um fenétipo de origem Mendeliana 172,

Figura40 - Esquematizacdo dos mecanismos pelos quais a reanalise fenotipica e
genotipica combinada impacta na positividade em teste molecular

Reandlise genotipica

Individuos com defeito l ~

. molecular identificado
Positividade em g | Aconselhamento

teste molecular = ) o genético
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condigdo clinica/genética

Reandlise fenotipica

Segundo definicdo do National Human Genoma Research Institute

(https://www.genome.gov/genetics-glossary/Genetic-Counseling), o objetivo do

aconselhamento genético é fornecer informagdes sobre como uma condigdo genética
pode afetar um individuo e/ou seus familiares, assim como interpretar resultados
genéticos projetados para estimar o risco de uma doenga nestes ou naquele. Este
processo integra a interpretacdo dos histdricos familiar e médico para avaliar a chance
de ocorréncia e recorréncia de doencas. Assim, permite-se um melhor entendimento
da histéria natural e do prognéstico da condicdo de saude estudada, escolhas
terapéuticas personalizadas, testagem em cascata com diagnostico e aconselhamento
de seus familiares, além de encerrar 0 peso da incerteza diagnoéstica, evitando
intervencdes médicas desnecessarias. Dessa forma, tanto um achado molecular
positivo em um fendtipo classificado como tipico, assim como a auséncia de novas
variantes identificadas em fendtipos pouco tipicos podem ser considerados de alto
impacto para o paciente e seus familiares. Neste ponto que nosso trabalho € inovador
pois, até entdo, a énfase empregada na maioria dos estudos em reanalise
106,112,114,115117,118,119-123.172 & em relatar o aumento da acuracia diagnostica e
consequente aconselhamento genético atraves de novos achados moleculares. Nestes

trabalhos, através de novos achados clinicos, a reanalise fenotipica teve um papel de
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expandir as possibilidades de novos genes a serem investigados e ndo de reclassificar
o fendtipo como ndo sendo causado por defeitos moleculares de alta herdabilidade
(monogénico). Talvez isso ocorra, pois estes trabalhos foram realizados em coortes
cujos fendtipos eram raros, muitas vezes sindromicos e que sofrem pouca influéncia
de fatores ambientais, como pacientes pediatricos com distarbios do desenvolvimento
neuropsicomotor, o que torna a etiologia monogénica praticamente obrigatéria. Em
oposicdo, o fendtipo de hiperglicemia ndo s6 possui alta incidéncia populacional (a

IDF https://diabetesatlas.org/ estima em torno de 10% da populacéo brasileira em

2021), como também sofre influéncia de um ambiente marcadamente obesogénico
173174 “mesmo na infancia ®, em nossa contemporaneidade. Este fato torna mais
provavel a sobreposicdo entre os diversos fendtipos de hiperglicemia, tornando a
suspeicdo de DM monogénico, em especial 0 MODY e LDP parcial familiar, um
desafio maior. Especificamente em relacdo a DM monogénico, um Unico estudo de

reanalise em MODY !2° também n&o abordou a reanalise fenotipica.

Como os pacientes com DM monogénico apresentam fenoétipos diversos de
hiperglicemia, a magnitude do impacto da reanalise sera discutida em nlimeros a seguir
separadamente para cada subtipo: MODY-GCK; MODY - ndo GCK; LPD parcial
familiar; DMN; Sindrome de Wolfram e DM Mitocondrial. Os mecanismos pelos
quais os novos achados moleculares foram identificados durante a reanalise serdo
categorizados segundo o proposto em revisdo recente sobre o tema, sendo a principal

descoberta de novas associacdes gene-doenca / variante-doenca 8.

5.1.1 Impacto da reanalise em positividade dos pacientes com MODY-GCK

A coorte de individuos com suspeita de MODY-GCK, teve um aumento de
16,67% (de 16,66% para 33,33% - Figura 6) em sua positividade molecular, quando
se analisa o impacto da positividade somente na ultima etapa de investigacao
molecular pelo tNGS (Figura 1). Este aumento foi tanto em decorréncia de novos
achados moleculares quanto da reclassificacdo fenotipica. Ao analisarmos a coorte de
suspeitos para MODY-GCK desde o inicio do processo de investigagdo molecular
(englobando a primeira etapa por Sanger, a segunda etapa por tNGS e a terceira etapa

pela reanalise), tem-se uma positividade total final para este fenétipo de 85,56%.
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Do ponto de vista molecular, por se tratar de um fen6tipo de baixa variabilidade
e causado por mutacdes, até entdo, em um anico gene, o GCK, era esperado que a
reanalise genotipica dessa coorte fosse uma oportunidade de identificar novas
possibilidades de defeitos moleculares neste gene. Entretanto, o novo achado
molecular de uma variante missense no GCK identificada no probando 14 apenas
perpetua o conhecimento vigente de que variantes missenses Sdo as principais
causadoras deste fenétipo **¢. Por outro lado, o mecanismo pelo qual essa variante foi
identificada pela reanélise ap6s um novo sequenciamento por exoma em trio (mae, pai
e probando) chama a atencdo para a possibilidade de um individuo ndo ter um
diagnostico molecular positivo por falha humana durante o processo de preparo das
bibliotecas de DNA. Causas essas ndo abordadas como possibilidade pela literatura
em reanalise até entdo 16172 o que traz a luz da possibilidade de recoleta de amostra
para ressequenciamento como uma nova possivel solu¢cdo. Como ocorreu uma nova
metodologia de sequenciamento, o exoma, podemos categorizar este achado como
proveniente da “expansio de teste genético” 16, entretanto, este mesmo achado
poderia ter sido feito com apenas a recoleta do DNA do probando e novo
sequenciamento pela mesma metodologia de tNGS.

Do ponto de vista fenotipico, a separacdo em fenotipicos tipicos e pouco tipicos
pela utilizagdo de dois critérios clinicos (pontuagdo na ferramenta MODY calculator
e idade ao diagnostico de DM) trouxe a luz uma heterogeneidade importante dentro
deste grupo identificado como suspeito para MODY-GCK (Tabela 4). Primeiramente,
é notdria a diferenca de idade do diagnostico de DM, sendo que o grupo tipico
apresentou uma mediana de idade estatisticamente diferente (p=0,006) de 12,5 anos
contra 33 anos e cujos intervalos interquartis de ambos 0s grupos ndo se cruzavam.
Este fato demonstra como uma analise clinica mais detalhada dentro de um grupo de
individuos classificados como tendo a mesma suspeita clinica pode evidenciar
diferencas robustas intragrupo. Neste caso especifico, os individuos classificados
como pouco tipicos, com idade ao diagnostico de hiperglicemia entre 30 e 35 anos,
torna a hipétese de origem monogénica mais baixa. Por se tratar de um fenétipo
altamente complexo, a hiperglicemia pode ser causada por multiplos mecanismos
envolvendo diversos orgaos: pancreas, figado, muasculo, cérebro e tecido gorduroso

176 Dessa forma, uma forma interessante de explicar a hiperglicemia neste grupo, seria
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uma analise mais detalhada de sua composicdo corporal que vai além do IMC, como
medidas antropomeétricas ou mesmo densitometria de corpo inteiro que tem forte
associacdo com o desenvolvimento de hiperglicemia *’7, assim como o calculo do
escore de risco poligénico para DM tipo 2 1’8, Uma outra hipGtese seria pensar que
estes individuos pouco tipicos representam uma variagdo da normalidade em seus
niveis de glicemia de jejum e HbAlc. Uma vez que possuem niveis de hiperglicemia
muito proximos do intervalo de normalidade (mediana da HbAlc de 5,7% e mediana
da glicemia de 105 mg/dL), variacbes em decorréncia do método laboratorial podem
ter sido suficientes para gerarem a suspeita de MODY-GCK. Sabe-se que a glicemia
de jejum pode sofrer uma variacdo intraindividuo de 5,7 a 8,3% assim como
interindividuo de até 12,5% 17°. Em relagdo a HbA1c, estudos mostram que individuos
de diferentes ancestralidades podem ter uma capacidade de glicacéo diferente, o que
pode gerar uma diferenca interindividual de até 0,4% em seus valores *”°. Sendo assim,
essas pequenas variagdes laboratoriais ja sdo suficientes para trazerem estes individuos
para niveis normais de glicemia de jejum <100 mg/dL e HbAlc < 5,7% &, tornando

este grupo uma possivel variacdo da normalidade.

Por outro lado, o grupo de individuos caracterizados como fenotipo tipico com
mediana de idade do diagndstico de hiperglicemia de 12,5 anos se assemelha a nossa
coorte de individuos com defeito molecular comprovando no GCK 3. Assim sendo,
neste grupo, seria interessante um estudo molecular ainda mais profundo de possiveis
variantes no GCK. O estudo do transcrito por sequenciamento de RNA como forma de
identificar variantes intrénicas profundas #!, assim como a utilizacio de outras
metodologias como o CGH-array '8 para identificagdo de CNVs podem ser caminhos

futuros para explicar o fen6tipo deste grupo tipico para MODY-GCK.

Um ponto que merece destaque na discussdo sdo os 8 individuos que, apesar
de terem sido reanalisados do ponto de vista genotipico sem nenhum novo achado
molecular, ndo foram classificados em fendtipos tipicos ou pouco tipicos por falta de
dados clinicos ou pela resolucdo da hiperglicemia. Estes representam um grupo
expressivo de individuos (22,22%) do total da coorte de MODY-GCK até entéo
atribuidos como “negativos” para investigagdo molecular. Ao todo 4 (11,11%)
individuos, apds maior seguimento clinico e reanalise, foram identificados como

hiperglicemia transitdria da infancia, sendo um deles em decorréncia, provavel, do uso
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de GH para déficit de crescimento. A literatura 83184 aponta como possibilidade
comum, em torno de 5 a 10% de prevaléncia deste evento em criancas durante periodo
de estresse contrarregulatorio (infeccdo, uso de medicamentos como corticosteroides,
internacdo hospitalar entre outros), o que justificaria o caso de nosso paciente em uso
de GH. Entretanto, os demais 3 casos de hiperglicemia resolvida na infancia e as
formas pelas quais foram tratados os casos leves, compativeis com MODY-GCK,
muito provavelmente podem também ter sido variacdo laboratorial como discutido
anteriormente. De toda forma, como a literatura é escassa em relagdo ao progndstico
deste fenotipo a longo prazo, ainda assim, esses individuos devem manter seguimento
clinico endocrino. Apesar de dificilmente se tratar de MODY-GCK, afinal muitos
apresentaram glicemias de jejum abaixo de 90 mg/dL durante seguimento muito
incompativeis com este fendtipo, fica a interrogacdo sobre a possibilidade de
possuirem maior predisposicdo a desenvolver hiperglicemia na idade adulta. Dentre os
demais 3 individuos adultos com resolucdo da hiperglicemia, a primeira delas foi
diagnosticada aos 28 anos com IMC de 19 préximo de magreza, composicao corporal
avaliada por DXA, identificando baixa massa gorda e baixa massa magra, além de
sinais de resisténcia insulinica como SOP. Sua hiperglicemia e SOP foram resolvidas
durante seguimento ap0s ganho de peso. Este caso ilustra um fato interessante de
resisténcia insulinica induzida por magreza apontado na literatura %, que sera
discutido em mais detalhes a seguir (se¢do 5.2.2) com o probando 1 que apresentou
quadro semelhante. Os demais 2 individuos possuiam dados clinicos escassos ao
diagnostico de hiperglicemia, com relatos em prontuario apenas de hiperglicemia
diagnosticada por volta dos 25 anos de idade, sem documentacgéo laboratorial, mas
que, durante reanalise apds 5 anos de seguimento, foram evidenciados perfis
glicémicos normais e, portanto, descartada a possibilidade de MODY-GCK. O ultimo,
ocorreu uma escassez de dados clinicos mais intensa pois: 1- o recontato com o
paciente/médico responsavel ndo foi efetivo; 2- mesmo a vasta busca em prontuario
eletrénico e/ou banco de dados internos do nosso grupo de pesquisa ndo foi capaz de
acrescentar informacOes clinicas. Estes ultimos 3 pacientes ilustram duas
problematicas importantes ja discutidas na literatura cientifica de reanalise. Por se
tratar de um procedimento investigativo que demanda armazenamento de dados por

um periodo longo, os dados precisam de um sistema de armazenamento robusto 116
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que, muitas vezes, gera um custo adicional ao laboratério que alguns autores até
acreditam ser mais elevado do que coletar nova amostra de DNA do paciente e realizar
um novo sequenciamento com tecnologias futuras mais baratas *?°. A outra questo é
a dificuldade de recontato com o paciente apds um longo periodo de tempo, pois
simplesmente, os dados para contato, tanto do paciente quanto do médico responsavel,

podem n&o mais estarem atualizados .

5.1.2 Impacto da reanalise em positividade dos pacientes com MODY-ndo GCK

A coorte de individuos com suspeita de MODY-ndo GCK, teve um aumento
de 9,93% (de 13,35% para 23,28% - Figura 7) em sua positividade molecular, quando
se analisa o impacto da positividade somente na Ultima etapa de investigacao
molecular pelo tNGS (Figura 1). Este aumento foi tanto em decorréncia de novos
achados moleculares quanto da reclassificacdo fenotipica. Ao analisarmos a coorte de
suspeitos para MODY-ndo GCK desde o inicio do processo de investigacdo molecular
(englobando a primeira etapa por Sanger/MLPA, a segunda etapa por tNGS e a terceira
etapa pela reanalise) tem-se uma positividade total final para este fenotipo de
38,29%.

Do ponto de vista molecular, a reanalise fenotipica acrescentou um novo
achado de variante em regido regulatéria, situado do promotor do gene HNF1A no
probando 3. Uma revisdo recente que avaliou a historia da descoberta de genes
relacionados a DM monogénico publicada em 2020 por Elisa de Franco *7, mostrou
que de 36 genes relacionados a este fenotipo, apenas um (regido enhancer do PTF1A),
até entdo, havia sido descoberto por técnicas de sequenciamento que iam além de
regides codificantes, no caso do genoma completo. Este fato explica 0 motivo de
defeitos moleculares em regiGes regulatérias serem causa rara, ou praticamente
ausente, no fendtipo de MODY 4245 como sera mais bem abordado na sessio especifica
para discussdo do probando 3 a seguir (secdo 5.2.1). A abordagem agndstica do nosso
grupo de pesquisa de sequenciar, adicionalmente, 1000 pares de base a montante do
sitio de inicio de transcricdo dos genes relacionados a MODY, acreditando que muito
provavelmente ali se situaria o promotor do respectivo gene, foi capaz de identificar

esta variante. Entretanto, através de projetos de mapeamento de regides funcionais
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como ENCODE 8 muitas das regides regulatorias dos genes de MODY podem estar
fora desta pequena sequéncia upstream de 1000 pares de base. Isso nos leva a crer que
muitas das causas moleculares ainda ndo estabelecidas podem ser variantes situadas
em regides regulatérias em outros locais que ndo os 1000 pares de base upstream.
Dessa forma, a rotineirizacdo da investigacdo molecular por métodos de
sequenciamento mais amplo que englobem o genoma humano completo podem ser a
solucdo para estes casos. Ha aqui um exemplo de identificacdo de nova causa

molecular por nova associacéo variante-doenga 1°.

Do ponto de vista fenotipico, assim como na coorte de individuos clinicamente
suspeitos para MODY-GCK, a reanélise teve um impacto relevante, pois foi capaz de
identificar perfis de probandos com hiperglicemia provavelmente diferentes dentro do
mesmo grupo original de individuos (Tabela 5). Um aspecto relevante foi o fato de os
probandos classificados como pouco tipico apresentarem um perfil de insulinopenia
mais intenso. Esta interpretacdo foi em decorréncia de uma diferenca estatisticamente
relevante na proporcdo destes individuos que apresentaram sintomas de polis ao
diagndstico de hiperglicemia (77,3% no grupo pouco tipico contra 30% no grupo
pouco tipico, valor p = 0,047), assim como uma necessidade de insulinoterapia neste
momento maior (57,2% no grupo pouco tipico contra 9,6% no grupo tipico, valor
p=0,001). Este fato explica também a discrepancia de pontuacdes pela calculadora de
MODY (4,6% no grupo pouco tipico contra 75% no grupo tipico, valor p = 1,64E-10),
cuja pontuacdo sofre influéncia negativa quanto maior for a necessidade de
insulinizacdo precoce do probando. Outra diferenca estatisticamente relevante foi a
ocorréncia destes individuos pouco tipicos possuirem uma histéria familiar com
comorbidades metabdlicas mais prevalentes (75,5% no grupo pouco tipico, contra
58,8% no grupo tipico, valo p = 0,0355). Em resumo, 0 grupo pouco tipico se trata de
individuos com diagnostico de hiperglicemia jovem, em torno de 23 anos de idade,
com necessidade de insulinoterapia precoce e forte historico familiar para
comorbidades metabdlicas. Este quadro nos leva a crer que estamos diante, muito
provavelmente, de probandos com DM tipo 2 de inicio jovem, o qual a faléncia
pancreética ocorre de forma mais precoce *°, incompativel com MODY 13619 ¢ 3
heranca poligénica pode ser sugerida pelo histérico familiar rico em casos de DM com

comorbidades metabodlicas associadas. Nestes individuos, esta hipGtese pode ser
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melhor embasada através do estudo destes individuos pelo escore de risco poligénico
para DM tipo 2 178,

Por outro lado, o grupo de individuos caracterizados como fenotipo tipico com
mediana de idade do diagnostico de hiperglicemia de 18,5 anos, pontuagdo elevada
pela calculadora de MODY e portanto, menor necessidade imediata de insulinizacéo,
assemelha-se a nossa coorte de individuos com MODY - ndo GCK *®. Assim sendo,
neste grupo, seria interessante um estudo molecular ainda mais profundo e amplo de
possiveis variantes nos genes causadores de MODY. O estudo do transcrito por
sequenciamento de RNA como forma de identificar variantes intronicas profundas 82,
assim como a utilizagdo de outras metodologias como o CGH-array 2 para
identificacdo de CNVs podem ser caminhos futuros. Além disso, em oposi¢cdo ao
espectro fenotipico mais restrito apresentado pelos individuos com MODY-GCK, o0s
individuos com MODY - ndo GCK apresentam uma ampla variedade clinica e,
portanto, mais provavelmente se beneficiariam de estudos moleculares mais amplos,

como genoma completo, a fim da busca de novos genes causadores.

Em oposicdo ao relevante nimero de individuos do grupo de suspeita para
MODY - GCK que tiveram sua hiperglicemia resolvida, aqui somente um probando
teve resolucdo de sua hiperglicemia durante seguimento clinico. Este também foi um
diagnostico de hiperglicemia jovem aos 7 anos de idade, suspeito para MODY - nédo
GCK devido sintomatologia mais intensa de polilria e polidipsia, além de glicemias
de jejum mais elevadas, com valores atingindo até 300 mg/dL. Entretanto, o paciente
possui diagnostico de doencas autoimunes, (doenca de Chron e Vitiligo) em uso de
imunomoduladores (Azatioprina e Messalazina) e sua hiperglicemia resolveu durante
seguimento de 5 anos apds remissdo destas doencas de base e suspensdo dos
imunobioldgicos. Este caso € mais um exemplo de hiperglicemia transitoria da infancia
189 que deve ser seguido a longo prazo, pois ndo sabemos se este fato aumentara suas
chances de desenvolver hiperglicemia no futuro, mas, de toda forma, esta descri¢éo

clinica pouco provavelmente se trata de um individuo com MODY.
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5.1.3 Impacto da reanalise em positividade dos pacientes com DMN

A coorte de individuos com suspeita de DMN teve um aumento de 24,68% (de
68,42% para 93,10% - Figura 8) em sua positividade molecular, quando se analisa o
impacto da positividade somente na Ultima etapa de investigacdo molecular pelo tNGS
(Figura 1). Este aumento foi tanto em decorréncia de novos achados moleculares
quanto da reclassificacdo fenotipica. Ao analisarmos a coorte de suspeitos para DMN
desde o inicio do processo de investigacdo molecular (englobando a primeira etapa por
Sanger, a segunda etapa por tNGS e a terceira etapa pela reanalise) tem-se uma
positividade total final para este fen6tipo de 93,33%.

Do ponto de vista molecular, a reanalise genotipica foi capaz de identificar uma
nova variante situada em regido enhancer do gene PTF1A no probando 2. Assim como
na coorte de MODY-N&o GCK, a reanalise foi capaz de identificar um novo defeito
molecular em regido regulatoria. A mesma discussdo aplicada anteriormente para a
variante em regido promotora do HNF1A cabe para este caso. Em resumo, a
investigacdo molecular em DM monogénico recai majoritariamente sobre regifes
codificantes do genoma humano, por isso a raridade de descricdo de casos de DM
monogénico devido a defeitos moleculares em regides regulatorias. Interessante
mencionar que até a revisdo de 2020 de Elisa de Franco 8, somente uma nova causa
de DM monogénico havia sido descoberta por técnicas de sequenciamento que
abrangem além da regido codificadora, e essa descoberta foi justamente a identificada
aqui neste probando 2: a regido enhancer do PFT1A. O probando 2 teve seu
sequenciamento realizado pela segunda versao do tNGS durante a terceira corrida que
ocorreu e 2016. Como sera mais bem discutido sem sessao posterior para o probando
2 (secdo 5.2.1), a regido enhancer do PTF1A teve sua primeira descri¢do associada a
DMN em 2014 %, e, portanto, a versdo do painel de 2015 ja contemplava esta regiso.
Entretanto, somente a partir de 2020, com a publicacdo de mais casos e seguimento
clinico que esta regido se consagrou como causadora de DMN e agenesia pancreética
191 Aqui se tem um exemplo de identificagdo de nova causa molecular por nova

associagio gene-doenca 16,

Do ponto de vista fenotipico, assim como individuos com MODY-GCK, o

DMN é um quadro clinico cujo espectro € mais restrito e de alta herdabilidade, afinal,
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trata-se do desenvolvimento de DM ja nos primeiros meses de vida. Dessa forma,
apesar de maior heterogeneidade genética (em torno de 37 genes descritos causadores
de DMN ) pela sua alta herdabilidade e pouca influéncia ambiental, espera-se uma
maior positividade em investigacdo molecular para doencas monogénicas. A evolugéo
da literatura cientifica na tematica de DMN demonstrou que a causa molecular
monogeénica se devia quase unicamente aos casos de DM diagnosticados nos primeiros
6 meses de vida. Esse conceito nem sempre foi assim 2. Com o passar dos anos, a
idade limite para se considerar uma causa monogénica néo autoimune de DMN mudou
dos primeiros 30-45 dias de vida %, para 3 meses, depois 6 meses 1%, 9 meses 1% e
atualmente retornando para os 6 meses de vida *°. Essa varia¢do ao longo do tempo
na definicdo de qual idade considerar o DMN mostra como a ciéncia amadurece em
relagdo a definicdo de fenotipo, que néo é algo inerte. O DMN é um exemplo marcante
da importancia da reanalise fenotipica periodicamente. O achado molecular adicional
proveniente da reanalise genotipica ocorreu no probando 2, que foi diagnosticado com
DM antes dos 6 meses de idade. Além disso, quando se analisa toda a positividade da
coorte suspeita para DMN, nota-se uma diferenca grande de positividade molecular,
sendo 68,42% quando se analisa individuos com DM antes dos 12 meses de idade,
contra 93,10% em individuos com DM antes dos 6 meses de idade. Dessa forma, o
atual trabalho confirma a literatura vigente de que este fenétipo € bem mais provavel

nos 6 primeiros meses de vida.

Por fim, importante mencionarmos que um individuo desta coorte foi excluido
por falta de dados clinicos, uma problematica da reanalise %1% ja discutida
anteriormente na coorte de MODY-GCK. Outro individuo foi excluido por falha de
sequenciamento devido a qualidade da amostra de DNA ruim. A literatura aponta uma
gama variada de possibilidades para uma eventual incerteza na qualidade do
sequenciamento de DNA **° (erros na chamada de variantes, erro na identificacéo de
bases etc.) e que muitas vezes decorrem de problemas técnicos complexos ou mesmo
imprevistos. Mais especificamente, os erros originados na preparacdo da amostra
comumente sdo devidos a uma combinacdo de erros humanos no manuseio da amostra
(que pode incluir trocas de amostras ou degradacdo de DNA e/ou RNA), contaminacgéo
da amostra e baixas quantidades de DNA de entrada. Além disso, durante a preparacao

de bibliotecas de sequéncias, erros humanos podem resultar em contaminagdo cruzada
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de amostras de DNA em diferentes preparac@es de bibliotecas 1%. A literatura aponta
uma grande variacdo na acuracia da chamada de bases em técnicas de sequenciamento
por NGS (de um erro a cada mil *°7 até um erro a cada milhdo * de nucleotideos),
sem precisar 0 quanto disso seria em decorréncia de falha humana. De toda forma, no
atual trabalho, ao todo, 4 individuos foram originalmente apresentados como negativos
para investigacdo molecular, mas que na verdade, tratou-se de falha humana que pode
ser corrigida com nova coleta de amostra de DNA e novo sequenciamento. Dentre
estes, somente um teve seu caso resolvido por nova coleta de DNA e novo
sequenciamento, que foi o caso do probando 14 (variante encontrada no gene GCK).
Os restantes 3 individuos, sendo um deles proveniente da atual coorte de DMN e outros
2 do grupo de suspeita para LPD familiar (que serdo abordados em sessao a seguir —
11.1.4) ainda aguardam nova oportunidade de recoleta de DNA e sequenciamento.
Este fato é notdrio, uma vez que 4 individuos de nossa coorte de 128 representam

3,12% dos casos.

5.1.4 Impacto da reandlise em positividade dos pacientes com LDP parcial

familiar

A coorte de individuos com suspeita de LPD parcial familiar, teve um aumento
de 26,03% (de 27,27% para 53,3% - Figura 9) em sua positividade molecular. Este
aumento foi tanto em decorréncia de novos achados moleculares quanto da
reclassificacdo fenotipica. Ao analisarmos a coorte de suspeitos para LPD parcial
familiar desde o inicio do processo de investigacdo molecular (englobando a primeira
etapa por Sanger, a segunda etapa por tNGS e a terceira etapa pela reanalise), tem-se
uma positividade total final para este fenétipo mantida igual a 53,3%, uma vez
que ndo foram adicionados novos diagnosticos moleculares na etapa anterior pela

investigacao por Sanger.

Do ponto de vista molecular, dois novos achados explicaram o fen6tipo. Um
deles foi uma variante mitocondrial no gene MTTK no probando 7 e outra variante
nuclear em homozigose no gene MFN2 no probando 15, ambos genes cujas disfung¢des
estdo relacionadas a doencas do tecido adiposo. Estes dois pacientes foram

classificados como fendtipos tipicos (<25% de gordura em MMII) pela reanélise
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fenotipica (Tabela 6). As peculiaridades de cada gene serdo discutidas em sessdes
especificas (se¢do 5.2.1 para 0 MTTK e secéo 5.2.4 para 0 MFN2) relacionadas aos
respectivos probandos posteriormente. Neste momento, cabe a discussdo dos
mecanismos que levaram a esse aumento de positividade. Em relagéo ao achado no
gene MFNZ2, trata-se de uma causa muito comum na reandlise, a identificacdo de novos
genes relacionados ao fenotipo que ocorre com o desenvolvimento do conhecimento
cientifico nesta area. Neste especifico caso, quando ocorreu o contato médico para
reanalise, foi visto que a paciente havia sido submetida a um outro estudo molecular,
também por painel de genes, porém mais amplo e atualizado, que contemplava o
sequenciamento do gene MFN2. Em contrapartida, a identificacdo de uma variante
mitocondrial em paciente com fenotipo de LPD parcial familiar, mostra a importancia
do sequenciamento do genoma mitocondrial em individuos com suspeita de DM
monogénico. Ja& é sabido pela literatura que a fungdo mitocondrial adequada é
fundamental tanto para a producéo de insulina pela célula beta pancreatica "*%° quanto
para o adequado funcionamento de sua sinalizagdo em seus receptores de insulina .
Dessa forma, entendendo que o fendtipo de DM monogénico é caracterizado, em
ultima instancia, por uma hiperglicemia em decorréncia de defeitos moleculares que
resultam em insulinopenia ou aumento de resisténcia insulinica, ou mesmo a
combinacdo dos dois eventos, a investigacdo rotineira de defeitos moleculares
mitocondriais faz sentido neste grupo de pacientes. Especificamente, em relagéo ao
fendtipo de LPD parcial familiar, revisdo recente dos mecanismos moleculares neste
fenotipo ndo aponta variantes mitocondriais como causadoras, apesar de levantar a
hipétese de que podem ser uma causa possivel de “doengas lipodistroficas” 2%°. Tem-
se, aqui, um exemplo de identificacdo de provavel nova causa molecular por nova

associagio gene-doenca 16,

Do ponto de vista fenotipico, diferente de muitos fenotipos relacionados a DM
monogénico, cuja influéncia ambiental é reduzida, o fenétipo de LPD parcial familiar
é mais amplo e com multiplas comorbidades metabdlicas que podem mais facilmente
serem influenciadas pelo ambiente ou mesmo confundidas com pacientes com DM
tipo 2 que apresentam padréo de distribuicdo de gordura lipodystrophic-like 2. Esta
reflexdo se confirma do ponto de vista molecular, onde estudos de GWAS para

identificacdo de variantes de risco poligénico para DM tipo 2, identificaram que
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existem 5 clusters robustos, sendo um deles caracterizado como lipodystrophic-like
(baixo IMC, baixo HDL e altos niveis de triglicérides) 2229, Dessa forma, em vigéncia
de uma forte pressdo exercida por um ambiente intensamente obesogénico 1174 da
contemporaneidade, o diagndstico diferencial entre LPD parcial familiar de origem
monogénica e formas mais comuns de DM tipo 2 com fenétipos semelhantes
(fenocdpias) torna a identificacao deste fendtipo um dos mais desafiadores dentro do
DM monogénico. Dentre os critérios de sele¢do de casos suspeitos para LPD parcial
familiar usados para o atual estudo, o critério obrigatorio de perda de gordura
subcutanea em extremidades é certamente 0 mais importante. O desafio se dd em como
identificar esta perda. Por exemplo, a diretriz de 2013 2%, que foi utilizada como
embasamento para a selecdo dos casos com suspeita de LPD parcial familiar por
projetos anteriores do grupo 3 aponta a perda de gordura como critério fundamental,
mas ndo define por qual metodologia ela deve ser identificada. A mesma diretriz
recomenda que “quando a perda de gordura ndo for visivel por exame fisico,
hiperglicemia e hipertrigliceridemia que sdo resistentes ou ndo responsivas a
tratamentos convencionais, podem servir com o Unico indicio ao médico de que o
paciente talvez tenha lipodistrofia”. Dessa forma, esforgos tém sido feitos para melhor
identificar estes individuos, e a analise de composi¢éo corporal mais precisa, seja por
medidas de pregas cutdneas, DXA ou ressonancia magnética de corpo inteiro, mostra-
se promissora 2°!, Quando se pensa nos parametros antropométricos obtidos a partir da
DXA, Garg e colaboradores em 2020 3 sugeriram que o percentual de gordura em
MMII teve a melhor especificidade (0,995) e sensibilidade (1,0) comparado com
outras medidas antropométricas. Este mesmo trabalho determinou um valor < 25%,
em individuos do sexo feminino, associado a comorbidades metabdlicas para a
suspeicédo de LPD parcial familiar. Este trabalho néo foi capaz de estabelecer um cut-
off preciso para individuos do sexo masculino devido ao pouco nimero de pacientes
deste sexo diagnosticado com LPD parcial familiar. Dessa forma, o atual trabalho de
reandlise, reforcou que este dado é importante para uma melhor fenotipagem destes
individuos, uma vez que os dois defeitos moleculares novos provenientes da reanalise
genotipica foram encontrados nos individuos com percentual de gordura em MMII
<25%. Interessante notar que mesmo quando avaliamos a positividade molecular,

considerando somente individuos tipicos (Tabela 6), somente 2 dos 4 individuos (50%
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positividade) do sexo feminino com percentual de gordura < 25% em MMII
apresentaram achado no teste molecular compativel. Este dado reforca a literatura
nesta tematica de que existe forte evidéncia de genes adicionais para lipodistrofias

genéticas, e que portanto, a genotipagem negativa ndo exclui esta condi¢do genética
201

Ao todo, 2 individuos tiveram falha em seu sequenciamento, fato este relatado
pela literatura e discutido neste trabalho em sessdo anterior (se¢do 5.1.3), onde um
individuo tambeém apresentou a mesma falha. Um deles havia sido classificado como
fendtipo pouco tipico pela gordura >25% em membros inferiores pela DXA e,
portanto, este ndo impactou na positividade final. Entretanto, o segundo néo tinha sido
avaliado com DXA e, portanto, ndo tinha sido classificado nem como fenétipo tipico
ou ndo tipico. Entretanto, como esse paciente ndo teve defeito molecular encontrado
por falha de sequenciamento, ele também néo foi considerado (assim como aqueles
classificados como fenoOtipos pouco tipicos) quando se analisou o impacto da

positividade da reanalise.

Por fim, um individuo com diagnostico clinico de Sindrome de Barraquer —
Simons n&o teve positividade no teste molecular, mesmo apods reanalise genotipica.
Este individuo foi selecionado previamente para o estudo de lipodistrofias, pois
preenchia os critérios de selecdo de perda gordura associado a comorbidades
metabdlicas. Originalmente, a hipdtese de uma etiologia molecular monogénica de
heranca autossdbmica dominante por defeitos moleculares no gene LMNB2 foi aventada
169 como causa para estes casos. Entretanto, essa hipdtese ndo se sustentou ao longo
do tempo e hoje entende-se que a Sindrome de Barraguer — Simons tenha etiologia

molecular complexa, provavelmente poligénica associado a defeitos no sistema imune
200,201,205
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5.1.5 Impacto da reanalise em positividade dos pacientes com DM mitocondrial

A reanalise ndo foi capaz de aumentar a positividade molecular na coorte
suspeita para DM mitocondrial. Tanto a reanalise genotipica ndo acrescentou novos
defeitos moleculares nessa coorte quanto a reanélise fenotipica ndo acrescentou novas

informagoes.

Do ponto de vista fenotipico, por se tratar de casos sindromicos, definidos pela
associacdo de DM a outra comorbidade clinica (em sua maioria hipoacusia e/ou
oftalmoplegia), essa coorte j& apresentava aspectos fenotipicos suficientes para se
suspeitar de defeito mitocondrial. Sendo assim, a reandlise fenotipica, seja pelo
seguimento clinico ou pela mais profunda fenotipagem dos individuos suspeitos, teria
pouca chance de acrescentar novas informacdes que mudassem a suspeita clinica
inicial. Talvez uma questdo interessante que a reanalise fenotipica poderia levantar
seria a identificacdo de novos achados fenotipicos que pudessem sugerir defeito
molecular em algum dos 300 genes nucleares ja descritos associados a doenca
mitocondrial. Entretanto, essa hipotese teria pouca sustentabilidade, uma vez que
somente uma propor¢cdo muito pequena dos casos de doenga mitocondrial com
manifestacdo endocrina (hiperglicemia por exemplo) é causada por defeitos nesses

genes nucleares ”°.

Do ponto de vista molecular, a literatura aponta que, de todas as possiveis
manifestagdes enddcrinas relacionadas a mitocondriopatias (baixa estatura,
hipogonadismo, hipoadrenalismo, entre outras), a hiperglicemia é a mais comum delas
. Dentre as variantes mitocondriais conhecidas, a m.3243A>G é apontada como a
causa mais comum de hiperglicemia por defeito mitocondrial. Estima-se que a
prevaléncia desta variante seja em torno de 1% de todos os casos de DM, sendo mais
comum ainda em individuos com DM e insulinopenia mais severa 2%, Soma-se a
isso, trabalhos recentes que mostraram uma alta prevaléncia de individuos
(aproximadamente 8%) com suspeita clinica de MODY ndo GCK, tendo este fenotipo
explicado pela variante m.3243A>G 4"8, Em face a todas essas evidéncias, surpreende
que o atual trabalho ndo tenha identificado individuos portadores desta variante
mitocondrial, tanto na coorte de individuos sindrémicos com suspeita de DM

mitocondrial quanto na coorte de individuos com MODY ndo GCK tipico. Algumas
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reflexGes se fazem necessérias para explicar esta auséncia de achado. Primeiro, a
literatura é vasta em apontar que a busca de variantes mitocondriais no sangue deve
ser cautelosa. Uma vez que se trata de um tecido com alta proliferacdo celular, a
heteroplasmia de variantes patogénicas tende a cair a niveis muito baixos no sangue,
por selecdo ativa. Sua deteccdo se torna um desafio mesmo para métodos de
sequenciamento como o tNGS 79206207 Este fendmeno parece ser mais intenso em
relagdo, especificamente, a variante m.3243A>G 2%8, Dessa forma, nosso grupo de
pesquisa acredita que o nosso método de sequenciamento por tNGS do genoma
mitocondrial completo em amostra de sangue periférico, apesar de ter sido eficaz em
detectar outra variante mitocondrial (m.8344A>G no probando 7), falhou em encontrar
a variante mais comum, a m.3243A>G. Por fim, cabe refletir que os trabalhos
anteriores em MODY #7“8 apesar de também terem usado o sangue periférico como
amostra para extracdo de DNA, estes pesquisadores ndo sequenciaram 0 genoma
mitocondrial completo, mas sim a regido préxima em busca somente da variante na
posicdo m.3243A>G. Este fato pode ter contribuido para estes grupos terem achados
tdo relevantes em relacdo a variante m.3243A>G, uma vez que a pequena regido
coberta pelo sequenciamento pode ter gerado niveis de cobertura maiores que 0 N0sso
trabalho ao sequenciar 0 genoma mitocondrial completo e, assim, detectar niveis
baixos de heteroplasmia caracteristicos dessa variante em sangue periférico. Dessa
forma, nosso grupo acredita na importancia futura de extrair DNA a partir da urina de
nossa coorte com suspeita tanto de DM mitocondrial, quanto de MODY ndo GCK
tipico a fim de aumentar acuracia diagnostica destes grupos. Caso, mesmo assim,
mantenha-se uma baixa prevaléncia da variante m.3243A>G, pode-se levantar a
hiptese de que esta ndo é uma causa comum de hiperglicemia em nossa coorte

brasileira por ter uma ancestralidade miscigenada 2%,

5.1.6 Impacto da reandlise em positividade dos pacientes com Sindrome de

Wolfram

A reanalise ndo foi capaz de aumentar a positividade molecular na coorte
suspeita para Sindrome de Wolfram. A reanalise genotipica ndo acrescentou novos

defeitos moleculares nessa pequena coorte composta de um Unico individuo ja
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identificado previamente como portador de uma variante patogénica em heterozigose
no gene  WFS1, sendo ela: WFS1(NM_006005.3):¢.1230_1233del
(p.Val412SerfsTer29). Como o fendtipo de Sindrome de Wolfram ¢€
caracteristicamente de origem autossomica recessiva 2%, era esperado que o atual
projeto fosse capaz de identificar a segunda variante nuclear em trans faltante deste
caso, 0 que ndo ocorreu. Entretanto, a reanalise fenotipica salientou a presenca de
autoanticorpos contra célula beta anti-GAD em altos titulos (2000 Ul/mL) que podem
justificar o motivo da auséncia de variantes em homozigose ou heterozigose composta
no WFS1 deste individuo.

A Sindrome de Wolfram possui fendtipo marcado pela combinacédo de eventos
clinicos bem definidos e de alta herdabilidade: DM, diabetes insipidus, surdez
neorossensorial, atrofia do nervo Optico e neuro degeneracdo 2'12'2; dessa forma, a
positividade do teste molecular frente a esta suspeita clinica € alta. Tanto em nossa
coorte, (Figura 1) de onde 5 pacientes dos 6, com suspeita de sindrome de Wolfram
tiveram diagndstico molecular estabelecido (positividade de 83%), quanto a literatura
apontam uma positividade também alta de mais de 90% 2%°. Variantes em heterozigose
na WFSL1 ja foram relatadas em individuos com espectros fenotipicos mais brandos da
sindrome 213, sendo este achado comumente chamado de Wolfram-like-sydrome
(OMIM#614296). Além disso, algumas publicagcBes sugeriram, inclusive, que
variantes em heterozigose na WFS1 poderiam causar o espectro da sindrome completa
214 por efeito dominante negativo ou mesmo DM neonatal associado a catarata
congénita, surdez neurossensorial e hipotonia 2!°, ambas publica¢des documentando

este efeito dominante negativo em testes funcionais.

A paciente com diagnadstico clinico de Sindrome de Wolfram que participou do
projeto da reanélise possui hoje 21 anos de idade e apresenta o espectro fenotipico
completo: DM (em insulinoterapia) diagnosticado aos 7 anos de idade, surdez
neurossensorial diagnosticado aos 11 anos, diabetes insipidus e atrofia do nervo optico
aos 14 anos. Entretanto, uma analise mais profunda fenotipica deste caso apontou para
a positividade ao anticorpo Anti-GAD dosado por ELISA no nivel 2000 UI/mL, nivel
este encontrado em pacientes com DM tipo 1 26, Esta positividade se manteve estavel

em valores semelhantes ao longo de 4 dosagens feitas entre 0s 7 anos de idade e 19
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anos de idade durante seguimento da paciente. Dessa forma, algumas possibilidades

podem ser aventadas para explicar este caso:

1- A paciente possui a sindrome de Wolfram classica e a segunda variante pode ser
alguma delecéo ndo encontrada pela reanélise através do CONTRA ou mesmo pela
andlise visual do IGV. Sendo assim, a positividade do Anti-GAD, isoladamente,
seria um achado laboratorial sem ou pouca significancia clinica. Estudos apontam
uma prevaléncia em torno de 1% de positividade isoladamente do Anti-GAD em
populagBes, que mesmo apds 10 anos de seguimento, ndo se tornaram diabéticas
217218219 " Esta hipOtese torna-se muito pouco provavel uma vez que nestas
publicacBes o Anti-GAD foi evidenciado em titulos mais baixos do que do nosso

Caso.

2- A paciente possui uma combinag&o de dois fenotipos: Wolfram-like-syndrome e DM
tipo 1. O fendtipo de DM em uso de insulina seria explicado pela autoimunidade e
destruicdo de ceélula beta caracteristica do DM tipo 1, enquanto os demais
comemorativos clinicos (atrofia Optica, diabetes insipidus e surdez neurossensorial)
seriam explicados como um quadro Wolfram-like-syndrome causado pela variante
encontrada em heterozigose. Esta possibilidade ja foi descrita com esta mesma
variante em heterozigose em um probando sem DM, mas com perda auditiva,

catarata bilateral e atrofia Optica 2%°.

A hipétese da variante que a paciente  possui, WFS1
(NM_006005.3):¢.1230_1233del (p.Val412SerfsTer29), causar um efeito dominante
negativo ndo deve ser considerada, pois as publicacdes em que esta variante foi citada
221-224 como causadora da Sindrome de Wolfram completa identificaram essa variante

em homozigose ou heterozigose composta.

52 0OS NOVOS ACHADOS MOLECULARES PROVENIENTES DA
REANALISE

Ao analisar regides antes ndo priorizadas, a reanalise se mostrou capaz de

encontrar novos defeitos moleculares e reclassificar a patogenicidade de achados
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moleculares anteriormente classificados como VUS. Nesta se¢do 0s novos achados
moleculares, assim como os motivos de reclassificacdo das variantes do tipo VUS

serdo confrontados com a literatura.

5.2.1 Achados moleculares que explicaram o fenétipo

Foram identificados um total de 3 achados moleculares classificados como
patogénicos ou provavelmente patogénicos (Tabela 9), sendo um deles localizado no
genoma mitocondrial (em um paciente com fendétipo tipico para LPD parcial —
Probando 7) e os outros dois em regides regulatérias (sendo um paciente com DM
neonatal tipico — Probando 2; e outro com MODY n&o GCK tipico — Probando 3). E
importante ressaltar que a reanalise fenotipica se mostrou eficaz, uma vez que esses
achados moleculares positivos foram encontrados em 3 pacientes com fendtipos
tipicos ap0s passarem por varias etapas de filtragem. Dessa forma, destaca-se a
relevancia tanto das regides regulatorias quanto do genoma mitocondrial, assim como
a necessidade de uma defini¢do fenotipica mais precisa para aprimorar a capacidade

de aconselhamento genético em pacientes com DM monogénico.

Probando 2 (DM Neonatal) — Variante em regido enhancer do PTF1A:
Chr10:23508363A>G

O PTF1A transcreve o Pancreatic Transcription Factor 1, Alpha Subunit que
€ expresso em estagios precoces de progenitores dos ductos pancreaticos, células
exécrinas e enddcrinas pancredticas. E, portanto, fundamental para o completo
desenvolvimento e fungdo pancredtica, tanto exdcrina quanto endocrina 22°.
Inicialmente, variantes patogénicas neste gene foram associadas a DM Neonatal
Sindrémico (DM, atrofia cerebelar e atrofia pancreatica) 2. Em 2014, Weedon et al.
% ao estudarem seis individuos provenientes de trés familias consanguineas que
possuiam atrofia pancreatica isolada, revelaram variantes localizadas em regido distal

(aproximadamente 25 kb do PTF1A). Este mesmo grupo, apés realizacdo de testes
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funcionais e estudos de segregacdo, determinou que se tratava de uma regido de
enhancer do PTF1A.

A variante do probando 2 (Chr10:23508363A>G), em homozigose, esta entre
as diversas descritas pelo prévio estudo mencionado ® com fenétipo, portanto,
semelhante: DMN com atrofia pancreética ndo sindrémica. E notdrio neste probando,
0 comprometimento do desenvolvimento tanto intradtero quanto pos-natal: baixo peso
ao nascimento (1.330 g) e dificuldade de ganho de peso (-2,5DP Z-escore IMC/idade)
e desenvolvimento estatural (-3DP Z-escore estatura/ idade) aos 5 meses de idade. Este
fato pode ser justificado pelo estado de falta de insulina no ambiente intradtero e a
posterior dificuldade de seu desenvolvimento devido a insuficiéncia exocrina
pancreatica. Sdo dados compativeis com o estudo de seguimento recente de Huseyin
Demirbilek et al. 1° em que 30 individuos com variantes na regido enhancer do PTF1A
foram acompanhados por cerca de quatro anos. No trabalho, o peso ao nascimento foi
em média -3,42 DP e o comprimento durante o seguimento se manteve em -2DP em
69% dos casos. Também apontou para uma idade média de diagndstico de DM de
cinco dias e historia de consanguinidade em 92% das familias. O fen6tipo do probando
2, portanto, € semelhante ao discutido na literatura, o que revela a alta herdabilidade

desta condicdo determinada por uma regido regulatéria do genoma humano.

Este é um caso que a reanalise permitiu um melhor aconselhamento genético
do paciente, informando da necessidade do uso de insulina para o tratamento de sua
hiperglicemia, reposicdo de enzimas digestivas para a insuficiéncia exocrina

pancreatica e acompanhamento de possiveis déficits nutricionais decorrentes dela.

Probando 3 (MODY Nao GCK) — Variante regido promotora HNF1A: c.-
285C>T

O probando 3 apresenta uma histdria tipica de DM monogénico tipo MODY
ndo GCK: 1- idade de inicio do DM antes dos 30 anos, peptideo C detectavel trés anos
apos o diagndstico de DM e historico familiar de DM em trés geragdes consecutivas.
Além disso, é notdria a grande sensibilidade ao uso da classe medicamentosa

sulfonilureia: apresentou hipoglicemias pelo uso de glibenclamida em doses habituais
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(dois comprimidos por dia) e auséncia de resposta terapéutica as outras classes de
antidiabéticos orais (metformina, inibidores de DPP4 e iSGLT2). Os dados de
seguimento em longo prazo demonstraram a manutencao de boa resposta a sulfa por
aproximadamente dez anos de uso. Variantes no HNF1A e HNF4A sdo causas ja
descritas de MODY sensiveis a sulfa em baixa dose 3. Por essas consideracdes, a
variante encontrada em heterozigose em regido promotora do HNF1A (c.-285C>T) foi

priorizada.

Ao todo, até 2021, pelo banco de dados do HGMD (The Human Gene Mutation
Database) 14 variantes em regido promotora do HNF1A ja tinham sido descritas
associadas a MODY. Segundo revisdo de Colclough, Kevin, de 2013 #, a regido
promotora do HNF1A compreende até 300 pares de base antes do cddon de iniciacdo
de transcricdo. Esta regido altamente conservada possui sitios de ligacao preditos para
outros fatores de transcricdo como o HNF4A e o proprio HNF1A especificos dos
tecidos pancreaticos e hepaticos **. A variante do probando 2 se situa no sitio de
ligacdo do HNF4A 227 onde ja existem variantes proximas (c.-283A>C) com estudos
funcionais, demonstrando diminuicdo do nivel de transcricdo basal do HNF1A %, O
fendtipo desses pacientes na literatura variou *>** com idades ao diagnostico de
hiperglicemia entre 4 anos e 32 anos de idade (a maioria entre 26 anos e 32 anos) e
amplo espectro de tratamentos (de somente orientacdes dietéticas a antidiabéticos orais

e insulina).

E interessante notar que a historia familiar (Figura 21) do probando 3, apesar
de rica em casos de DM, ndo é compativel com DM monogénico. Da familia paterna,
observamos somente o pai com historico de pré-DM apéds os 35 anos, associado ao
peso limitrofe para sobrepeso e comorbidades metabolicas importantes (tabagismo,
DLP, HAS e IAM). Em relacdo a familia materna, evidenciamos uma histéria tipica
de DM2, todos os individuos diagnosticados com pré-DM em vigéncia de obesidade,

inclusive a mae, revertendo o DM em um periodo restrito de perda de peso.

Em suma, a reanalise tanto genotipica quanto fenotipica, neste caso, permitiu
um aconselhamento genético mais preciso ao caso indice, principalmente, ao orientar
a manutencdo do tratamento com sulfa para sua hiperglicemia. Além de permitir um

seguimento clinico mais proximo do seu filho, portador da mesma variante.
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Probando 7 (Lipodistrofia parcial) — Variante mitocondrial: m.8344A>G

A variante m.8344A>G foi originalmente descrita em 1990 22 como causadora
da sindrome MERRF (Myoclonic Epilepsy and Ragged-Red Fiber Disease): uma
patologia mitocondrial multissistémica caracterizada por mioclonia, convulsdes,
ataxia cerebelar e miopatia mitocondrial com “fibras vermelhas irregulares”. Esta
variante se situa no gene mitocondrial MTTK que codifica 0 RNA transportador de
lisina (tRNALys). Ao alterar a sintese proteica mitocondrial, esta variante resulta em
mau funcionamento nos complexos da cadeia respiratdria, especialmente o complexo

citocromo-oxidase 1V 2%,

E interessante notar que, desde a sua descoberta em 1990 até os dias atuais,
ocorreu uma extensa expansdo fenotipica relacionada a esta variante mitocondrial. A
literatura, agora, aponta para uma ampla gama de possibilidades fenotipicas: 1- DM
com surdez neurossensorial 2%; 2- lipomatose mdltipla sistémica 2%*; 3- hipertensio
arterial sistémica com surdez neurossensorial e DM 2%2; 4- distlrbios psiquiatricos
como humor depressivo e psicose 2%; 5- cardiomiopatia e arritmias cardiacas (Wolff-
Parkinson-White) 4. Além disso, uma gama de outras manifestacdes fenotipicas
evidenciadas em revisdo recente incluem o hipotireoidismo, sintomas gastrointestinais
e até eventos cerebrovasculares: apontando para uma sobreposi¢do de fenotipos com
a variante m.3243A>G 23 2352%,

O probando 7 foi originalmente classificado como LPD parcial familiar, uma
vez que apresentava sinais compativeis com essa condicdo: 1- Distribuicdo e gordura
preferencialmente truncal. 2- Aparente diminui¢do de gordura em extremidades. 3-
DM com resisténcia insulinica manifesta (acantose nigricante, SOP, altas doses de
insulinoterapia, alopecia androgenética, hirsutismo facial). 4- Dislipidemia. Essas
caracteristicas preenchem os critérios do consenso 2** para suspeita clinica de LPD
parcial familiar. No entanto, ap6s uma reandlise de seus dados de sequenciamento e a
priorizacdo da variante m.8344A>G, o fendtipo de distribuicdo de gordura foi
igualmente reavaliado e reclassificado como lipomatose mdaltipla sistémica. Além

disso, o probando 7 foi encaminhado para acompanhamento multidisciplinar, como de
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habito em patologias mitocondriais, com cardiologia, neurologia e
otorrinolaringologia. A partir dai seu fenétipo foi reafirmado pela biopsia muscular
com padrdo histopatoldgico caracteristico de doenca mitocondrial, além da
identificacdo de novos achados clinicos: surdez neurossensorial moderada, miopatia
proximal, fadiga, déficit cognitivo, ataxia sensorial e anormalidades cardiacas
(arritmia). Todos achados fenotipicos possiveis e caracteristicos relacionados a
variante m.84344A>G 2%, Este probando demonstra a importancia da reanalise dos
dados genéticos como auxilio no melhor entendimento do fen6tipo do paciente, assim

como aconselhamento genético mais preciso.

A relacdo entre funcdo mitocondrial, tecido adiposo e resisténcia insulinica é
promissora para o entendimento da fisiopatologia do diabetes mellitus. Do ponto de
vista molecular, Kobayashi e colaboradores 27 demonstraram que a funcdo
mitocondrial preservada é fundamental para um tecido adiposo saudavel. Esse autor
aponta que defeitos no mecanismo de reparo para proteinas mitocondriais mal
empacotadas (UPR™) em adipécitos pode induzir atrofia do tecido adiposo e
resisténcia a obesidade induzida por dieta. Além disso, mais evidéncias apontam que
defeitos mitocondriais causam tanto dificuldade na funcdo das células beta
pancredticas (insulinopenia) ° quanto prejuizo na sinalizagdo do receptor de insulina

(resisténcia insulinica) 238240,

Do ponto de vista clinico, em recente revisdo 2%, genes nucleares (LIPE e
MFN2) com relevancia para o funcionamento mitocondrial adequado e a variante
m.8344A>G foram apontadas como causadoras de sindromes lipodistroficas
associados a lipomatose mudltipla sistémica. Entretanto, o autor aponta que,
especificamente no caso variante m.8344A>G, os dados eram escassos que
corroborassem comprometimento metabolico associado. Dessa forma, o quadro
clinico do probando 7 se destaca, pois evidencia uma variante mitocondrial causando
ndo somente lipomatose multipla sistémica como também DM insulino resistente

secundario a um padrdo lipodistréfico de distribuicdo de gordura.

Este € mais um caso que a reandlise fenotipica e genotipica teve grande impacto
no aconselhamento genético da probando. Principalmente porque permitiu um melhor

diagnostico clinico (a paciente ndo sO possui LPD parcial como também DM
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mitocondrial) o que foi fundamental para o rastreio e tratamento de forma precoce das
diversas comorbidades relacionadas a sua patologia molecular de base ao passar a

realizar acompanhamento multidisciplinar com outras especialidades médicas.

5.2.2 Achados moleculares pouco provaveis de explicarem o fenotipo

Ao todo, 5 variantes (Tabela 9) foram identificadas com pouca probabilidade
de serem causadoras do fenotipo suspeito: 2 foram identificadas em fenotipos pouco

tipicos para MODY e 3 em fendtipos tipicos para MODY.

Dentre as duas identificadas em fendtipos poucos tipicos, uma delas (probando
1) é uma pequena delecéo intrdnica em heterozigose no gene GCK em um probando
gue muito provavelmente possui hiperglicemia secundaria a magreza e cuja
segregacdo familiar ndo acrescentaria informacdes adicionais. De toda forma, esta
variante ficou classificada como VUS. O probando 6 apresentou uma variante tipo
insercdo inframe em heterozigose no RFX6, cuja classificacdo € VUS pela atualizacdo
da literatura em relagéo a defeitos moleculares no RFX6, apontando que somente

variantes do tipo nonsense sdo causadores de MODY.

Dentre as demais 3 variantes em fenotipos classificados como tipicos para
MODY, uma delas (probando 4) é uma missense em heterozigose no gene WFS1,
classificada como VUS, principalmente pela revisao da literatura que aponta somente
variantes em homozigose ou heterozigose compostas como possiveis causadoras de
MODY. O probando 5 apresentou uma variante missense em heteroziogse no CEL,
classificada como provavelmente benigna, tanto pela segregacdo familiar néo
concordante com o fen6tipo quanto pela revisao da literatura, apontando que a variante
missense no CEL ndo é um mecanismo de defeito molecular causador de MODY. O
probando 8 apresentou uma variante tipo delecdo em CNV no gene GATAG,
classificada como VUS, uma vez que a literatura ndo aponta defeitos moleculares no
GATAG6 como causador de MODY.

Todos estes casos serdo discutidos em detalhes a seguir.
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Probando 1 (MODY GCK) — Variante intrénica profunda em dele¢éo no GCK:
€.864-279_864-271del

O probando 1 apresenta um quadro de hiperglicemia leve e sustentada durante
seguimento clinico (dos 33 aos 41 anos de idade), com niveis laboratoriais de glicemia
de jejum e HbAlc compativeis com Pré DM, o que pode ser considerado uma suspeita
para MODY-GCK. Entretanto, este fen6tipo se torna menos provavel, uma vez que a
paciente diagnosticou este quadro somente aos 33 anos em exames de rotina. Sabe-se
que o individuo com MODY-GCK apresenta hiperglicemia desde o nascimento ** e,
em nossa coorte 1*°, a média de idade do diagndstico de hiperglicemia foi em torno de
8 anos de idade em 82 casos indices e 27 anos de idade em 108 familiares. A idade
avancada (ap6s os 30 anos), apesar de nao excluir a possibilidade de MODY-GCK,
faz-nos questionar se outros comemorativos clinicos poderiam estar influenciando esta
leve hiperglicemia. Um fato que pode estar contribuindo para a hiperglicemia deste
probando e de seu filho é o baixo peso, entretanto as evidéncias cientificas que

corroboram essa associagao sd0 pouco robustas®241-242,

Do ponto de vista molecular, a variante em delecdo em regido intrénica
profunda do GCK passou a ser pouco valorizada, uma vez que o fenotipo da paciente
é pouco tipico para MODY-GCK, assim como até o presente momento deste estudo,
nenhuma variante em delecdo intronica profunda se mostrou causadora e MODY-
GCK. O que se tem descrito até o momento 24 ¢ uma delec&o de 23 pares de base que
engloba a regido fronteirica entre o intron 8 e exon 9 e portanto, engloba o sitio
candnico de splicing. A segregacdo desta variante poderia ter sido realizada no filho
com histéria de hiperglicemia leve, mas pouco acrescentaria. 1sso ocorre pelo fato de
o filho ter apresentado algumas glicemias de jejum entre 80 e 90 mg/dL, o que ndo é
compativel com MODY-GCK.

Dessa forma, esta variante permanece como VUS sem a possibilidade de
acrescentar pontuacdo a mais pela segregacdo familiar e que, mesmo que fossem
realizados estudos funcionais, a somatéria desta pontuacdo (PS3) ndo seria suficiente
para elevar sua patogenicidade para provavelmente patogénica. Mais tempo de

seguimento do probando seria interessante para avaliar uma possivel melhora da
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hiperglicemia com o ganho de peso e normalizacdo de seu IMC. Além disso, este é um
caso que nos faz refletir, que mesmo apresentando idade jovem ao diagnostico de
hiperglicemia, alta pontuacdo pelo MODY calculator e, portanto, sendo classificado
como tipico para MODY, ao aprofundarmos com mais detalhe sua descri¢éo
fenotipica, notamos outros comemorativos (no caso aqui, a possibilidade de
hiperglicemia secundaria a magreza) que podem tornar menos provavel a causa

monogénica para seu fenotipo.
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Probando 6 (MODY ndo GCK) - Variante delecdo inframe no RFX6:
€.1494 _1495insGGA

O probando 6 apresenta um fendtipo pouco tipico para MODY, pois, apesar de
ter sido diagnosticado com hiperglicemia jovem (aos 22 anos de idade), pontuou baixo
na calculadora MODY (1,9%) pois precisou de insulinoterapia desde diagndstico de
DM, além de ndo possuir historico familiar de DM. Estes dois comemorativos clinicos
nos fazem pensar que mais provavelmente se trata de um DM tipo 1 em que a auséncia
de histéria familiar de DM e a insulinopenia desenvolvida nos primeiros 5 anos de

diagnostico de DM é tipico 24,

Do ponto de vista molecular, o RFX6 ¢ um membro da familia de fatores de
transcricdo do fator regulatério X (RFX), crucialmente importante para o
desenvolvimento de células beta pancreéticas 2*°. Com variantes em homozigose,
originalmente, no ano de 2010, é descrito como causador de diabetes neonatal
sindrdmico associado a hipoplasia/agenesia pancredtica, atresia intestinal e atresia de
vesicula biliar: sindrome de Mitchell-Riley 2. Em 2017, Patel e colaboradores %
relataram o primeiro caso de MODY em idade mais avancada (em torno de 30 anos),
secundario a variante nonsense em heterozigose no gene RFX6. Desde entdo, multiplos
relatos de caso 247248, assim como publicacGes mais robustas com 13 probandos #78;
todas descrevem casos de MODY secundarios variantes nonsense no RFX6, tornando
este mecanismo molecular como o Gnico muito provavelmente possivel para esta
correlacédo gendtipo/fendtipo. A variante encontrada no probando 6, apesar de rara, por
ser uma delecdo inframe, ndo altera o quadro de leitura da proteina e, portanto, ndo
causa um codon prematuro de parada: muito provavelmente ndo é causadora do
fendtipo de DM deste paciente. Esta variante entdo ficou classificada como do tipo
VUS, principalmente, pois seu mecanismo de defeito molecular esta em discordancia
com o que a literatura defende para 0 RFX6 (variantes nonsense, somente), assim como

seu fenotipo mais caracteristico para DM tipo 1.

A reandlise deste caso permitiu a este um melhor aconselhamento clinico, uma

vez que enfatizou a possibilidade de se tratar um DM tipo 1. Futuramente, para melhor
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entendimento do mecanismo molecular envolvido, este probando pode se beneficiar

de uma anélise de risco poligénico para DM tipo 1 24°,

Probando 4 (MODY Nao GCK) — Variante missense no WFS1 ¢.911T>C

O probando 4 foi classificado como tipico para MODY pois sua idade jovem
ao diagndstico de DM (aos 17 anos de idade) e o fato de apresentar bom controle
glicémico dois anos apds, sem qualquer tratamento farmacoldgico, gerou alta
pontuacdo pelo MODY calculator (75,5%), mesmo que tudo isto tenha ocorrido em
vigéncia de sobrepeso. Entretanto, alguns pontos dessa histéria merecem melhor
reflexdo que podem aproxima-la mais de um DM tipo 2 do que um DM monogénico.
De inicio, importante lembrarmos que os pacientes com MODY raramente apresentam
cetoacidose, nem sobrepeso no diagndstico de sua hiperglicemia *¢2°0, Em paralelo,
essa importante histéria de glicotoxicidade e insulinopenia ao diagndstico
(cetoacidose), com necessidade de insulinoterapia por 4 meses, seguido de melhora
importante do controle glicémico que se manteve estavel por 2 anos sem tratamento
farmacologico (HbAlc de 5,4% com peptideo C de 3,08 ng/dL), faz-nos pensar em
um diabetes propenso a cetose 2. Sendo este um provavel subtipo de DM tipo 2, cuja
incidéncia vem aumentando nos Ultimos anos pelo aumento concomitante da
incidéncia de DM tipo 2 em adolescentes e adultos jovens 8. E caracteristico deste
quadro clinico, o diagndstico de DM em vigéncia de marcada hiperglicemia,
glicotoxicidade, eventualmente cetoacidose que necessita de insulinoterapia e sinais
de resisténcia insulinica, como o sobrepeso da nossa paciente. Apds semanas ou meses
de controle glicémico adequado em insulinoterapia, esses individuos sdo capazes de
descontinuar o tratamento com insulina e manter bom controle apenas com dieta e/ou
antidiabéticos orais. A histdria de DM em familia materna é insuficientemente
detalhada o que auxilia pouco no entendimento do caso indice. A avé materna se
assemelha mais a um quadro de DM tipo 2 diagnosticado aos 67 anos, enquanto a mae,
diagnosticada aos 24 anos, pode se tratar tanto de um MODY quanto um DM tipo 2, a
depender de melhor descricdo fenotipica que nédo foi possivel pela impossibilidade de

contato para reconvocacao desta familia.
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De toda forma, o probando foi selecionada como caso tipico para MODY e
uma variante missense em heterozigose foi identificada:
WFS1(NM_006005.3):c.911T>C (p.lle304Thr). O gene WFSL1 transcreve a proteina
transmembrana wolfranina composta pela calda N-terminal na regido do citosol, nove
dominios transmembrana e extremidade carboxiterminal situada no limen do reticulo
endoplasmatico. Além disso, possui dominio funcional degron (regido fundamental
para reconhecimento e degradacdo de wolfranina mal empacotadas durante processo
de sintese proteica), situado na porc&o citosolica (Figura 41) 252, E altamente expressa
no sistema nervoso central, coragdo e células beta pancreaticas. Possui um mecanismo
molecular controverso: 1- Participa no processo pés-translacional de empacotamento
de proteinas recém-sintetizadas (incluindo a insulina). 2- Promove o equilibrio de
concentragdes de calcio intracelular (citosol). 3- E responsavel pelo equilibrio de
sinalizagBes dependentes de calcio nos reticulos endoplasméticos associados a
mitocondrias (MAMs - mitochondrial associated endoplasmatic reticulum
membranes) 2°3. Em Gltima analise, perdas no funcionamento da wolfranina geram
estresse do reticulo endoplasmatico, interrupcao da sintese proteica, apoptose celular,

resultante do acimulo de proteinas mal empacotadas.

As variantes podem ser separadas em trés tipos maiores, segundo revisao da
literatura 252 (Figura 41). As do tipo 1 sdo aquelas que sofrem o processo de decaimento
nonsense por apresentarem um stop codon prematuro, portanto, antes do éxon 8. As
do tipo 2 sdo aquelas que promovem um defeito na proteina que a leva a degradacéo
completa por manter o dominio degron (671-700) intacto: sdo as missenses que
ocorrem fora do dominio degron e aquelas nonsenses que ocorrem apds o dominio
degron. As do tipo 3 sdo as que transcrevem uma proteina mais curta ou defeituosa:
sdo as missenses entre 671-700 (impedem a degradacdo de uma wolfranina
defeituosa); mutacdes nonsense antes do codon 700 e apds o éxon 8 (proteina
truncada); mutacdes frameshift que introduzem um cédon de parada apds o éxon 8
(proteina truncada). Segundo esta revisdo, as mutagdes mais comuns sdo as do tipo 2
(55,61%) seguidas do tipo 3 (38,2%) e tipo 1 (5,62%) 252,
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Figura4l- Representagdo esquemdtica da proteina wolfranina e localizacdo das
variantes ja identificadas na literatura
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A descricdo de variantes no gene WFS1 como causadoras de MODY € mais
recente. As duas principais publicacdes 4" neste tema apontam que variantes
missenses em homozigose ou heterozigose composta no WFS1, em sua maioria
situadas no exon 8, sdo causadoras de MODY-ndo GCK. Ao todo, estas duas
publicacdes relataram 21 probandos com este tipo de defeito molecular. Em
contrapartida, uma Unica publicacgdo * revelou um probando com variante missense
em heterozigose no WFS1 que segregou com fendtipo de MODY em uma familia. A
maioria dessas variantes, assim como a encontrada pelo nosso caso sdo classificadas
como tipo 2: levam um defeito na proteina que promove sua destruicdo completa. No
caso de nossa probando, a variante fica classificada como VUS, por ser rara (PM2
supporting) e possuir alta pontuacao no preditor in silico REVEL (PP3 supporting). A
patogenicidade desta variante se manteria como VUS se acrescida de estudos
funcionais (PS3 moderate) e segregacao familiar (PP1 supporting). A reconvocacao

da paciente e seus familiares ndo foi possivel pela perda de contato durante
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seguimento. De toda forma, acreditamos que o fenotipo da paciente seja mais tipico
para DM tipo 2, assim como, do ponto de vista molecular, variantes em heterozigose
na WFS1, parecem nao ter se sustentado na literatura como uma causa possivel de
MODY. Certamente, para melhor compreenséo futura do mecanismo molecular
envolvido neste DM, a classificagdo em escore de risco poligénico para DM tipo 2 2

é de grande valia.

Probando 5 (MODY GCK) — Variante missense no CEL ¢.296A>C

O probando 5 apresenta uma histéria clinica tipica para MODY-GCK:
hiperglicemia leve e estavel por 13 anos sem necessidade de tratamento farmacologico
para tal, sendo manejado com dieta. Este longo periodo de 13 anos de permanéncia em
pré-DM de forma estavel corrobora para a suspeita de MODY-GCK. Estudo
prospectivo em adultos em torno de 35 anos de idade com pré-DM que foram seguidos
por 10 anos, demonstrou uma incidéncia de conversdao de pré-DM em DM de até
58,9% 2°°. Uma vez que o DM em idades mais jovens tende a progredir mais
rapidamente para faléncia pancreatica %, ndo esperariamos manutencéo deste pré-DM
no probando 5 por tdo longo periodo, a ndo ser que se trate de um caso de MODY -
GCK. Entretanto, € notoria a dislipidemia a custa de elevacdo do LDL diagnosticada
quando jovem aos 9 anos de idade sem outros comemorativos metabdlicos que
pudessem justifica-la. Este quadro se mantém até os dias atuais, no qual o probando,
aos 18 anos de idade, com IMC de 22,4 faz uso de alta poténcia farmacologica
hipolipemiante (rosuvastatina 20 mg com ezetimibe 10 mg), mantendo um LDL, ainda
algo elevado, de 115 mg/dL. Possui historico familiar materno (Figura 26) igualmente
rico para dislipidemia a custa de LDL, assim como eventos tromboembdlicos arteriais
e venosos. A historia de DM ocorre tanto do lado materno quanto paterno. O pai com
quadro mais semelhante ao DM tipo 2 e a familia materna também apresenta, em sua
maioria, quadros de DM que lembram o tipo 2. Nenhum destes familiares apresentou
historia tipica para MODY-GCK como a do caso indice, o que torna provavel uma
sobreposicao de fendtipos diferentes relacionadas a DM nesta familia. Do ponto de

vista de funcdo exdcrina, tanto o probando quanto sua mae apresentaram dosagens de
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elastase fecal e imagem pancreatica normais. A atual variante ndo segregou de forma
positiva na familia para o fenotipo de DM nem para o fenétipo de dislipidemia e/ou

eventos tromboembdlicos (Figura 26).

Do ponto de vista molecular, a carboxil ester lipase (CEL) é uma enzima
presente em todos os vertebrados examinados até entdo 2%, sendo uma das 4 lipases
secretadas pelo pancreas ao duodeno, mas somente a CEL necessita de ativacao pelos
acidos biliares. Por isso, também chamada de lipase estimulada pelos acidos biliares.
A CEL representa 4% do total de proteina detectada no suco pancredtico e é
principalmente expressa nas células acinares deste 6rgdo. A proteina CEL é formada
por uma regido repetitiva em sua porcdo C-terminal, sendo mais comumente
encontrada 16 repeticdes correspondendo a uma proteina composta por 722
aminoacidos. Sendo esta porcao postulada por ser importante para secrecao e atividade
proteica 2°’. Em sua por¢do N-terminal, situa-se o peptideo sinalizador contendo 23
aminoacidos, o qual, quando removido, permite sua entrada no reticulo
endoplasmatico, onde se empacotard com chaperonas e formard um complexo
proteico. Subsequentemente, a CEL é transportada ao complexo de Golgi, onde seus
aminoacidos repetitivos sao glicosilados, aumentado sua estabilidade e impedindo a
degradacéo por danos proteoliticos. Apos completamente glicosilada, é translocada ao
intestino pela via secretéria associada a outras enzimas pancreéticas. E reportado na
literatura que uma fracdo da proteina CEL sofre endocitose do intestino para o
compartimento sanguineo, onde parcialmente se associa a lipoproteina, contendo
Apolipoproteina-B (ApoB) 2°82%° As variantes descritas nas regides de VNTRs que
geram uma proteina truncada, acarretariam uma proteina instavel pela menor
disponibilidade de sitios de glicosilagio, sendo alvo de destruicdo proteolitica 26°. A
proteina CEL é transcrita pelo gene CEL que é localizado no cromossomo 11 e consiste
em 11 exons, sendo que o ultimo exon possui uma regido de variacbes de copia
repetidas em tandem (VNTR) rica em GC, composta por praticamente idénticos
segmentos de 33 pares de base. Esta regido torna o gene muito polimérfico, uma vez
que repeticdes entre 3 a 23 vezes foram observadas (sendo a mais frequente, possuindo
tamanho de 16 repeticdes) 1. A primeira descri¢do do MODY-CEL ocorreu em 2006
com a descrigdo de 2 casos indices afetados por DM e insuficiéncia exdcrina 2%°, Em

uma das familias, 3 dos 14 individuos tinham diagndstico de DM antes dos 25 anos, 0
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restante antes dos 40 anos. Além disso, muitos membros possuiam insuficiéncia
exocrina caracterizados por deficiéncia na elastase fecal. Através de estudo de ligacao,
foi identificada uma regido do gene CEL que segregava com estes dois fenétipos, esta
que, quando sequenciada foi identificada uma delecdo c.1686del (p.Thr563fs) de um
par de base, gerando um cddon de parada prematuro no Ultimo exon 11. Exon este
caracterizado por VNTR (variando de 11 a 22 repeti¢cfes) de 33 pares de base, cada
um codificando 11 aminoacidos. Esta delecdo alteraria a primeira repeticdo, gerando
um comprometimento de toda esta regido a justante e consequentemente da proteina
transcrita por esta regido repetitiva. Nesta primeira familia, todos os portadores da
variante possuiam elastase fecal diminuida de forma severa (<100 ug/g) ou
moderadamente (100-200 ug/g), sendo que 10 individuos que realizaram tomografia
computadorizada de péancreas que possuiam DM e insuficiéncia exdcrina,
apresentavam liposubstituicdo do tecido pancreatico. Sendo assim, aventa-se que 0
MODY-CEL € uma doenca causada por mal empacotamento proteico consequente de
mutacbes ganhadoras de funcdo com efeito dominante negativo sobre as proteinas
saudaveis 2270 Até o momento, somente variantes em delecdo pontual na regido do
VNTR do gene CEL se consagram como possibilidade para gerarem fenotipos
patogénicos (tanto DM quanto pancreatite/insuficiéncia exdcrina). Portanto, a
literatura aponta que variantes missenses, como a do nosso probando 5, devem ser
interpretadas com cautela, necessitando de robustos estudos funcionais e
segregacionais em grandes familias, a fim de provarem sua patogenicidade 2%°. Em
relacdo ao fendtipo marcante de dislipidemia e eventos tromboticos nesta familia, a
literatura, apesar de pouco robusta, apresenta alguma relagdo. Estudos in vitro
demonstram relagédo de enzimas lipase dependente de bile (como a CEL) com
aterogénese 26288 assim como um Unico estudo associou polimorfismos em variagio
do ndimero de VNTR no CEL e dislipidemia 2%°.

A reanalise do probando 5 se mostrou de acordo com a literatura vigente sobre
o entendimento do gene CEL.: a variante missense, apesar de rara (PM2 supporting) e
pontuacdo elevada no REVEL (PP3 supporting) ndo segregou (BS4 strong) com
fenotipo de DM nem com fenotipo de dislipidemia/eventos trombéticos. Este caso
reforca que variantes missenses (BP1 supporting) no CEL muito pouco provavelmente

sdo causadores de MODY, assim como dislipidemia/eventos tromboticos. Para melhor
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explicar o fendtipo deste probando, estudos moleculares abordando genes relacionados
a dislipidemia primaria sdo importantes, assim como a investigacao de CNVs no gene

GCK por outra metodologia como o0 MLPA ou CGH-array.

Probando 8 (MODY néo GCK) — Variante tipo delecdo CNV no GATAG6
chr18:9.19780797_19780917del

O probando 8 foi selecionado como um fenotipo tipico para MODY, pois
diagnosticou DM jovem (12 anos de idade) associada a pontuacao elevada no MODY
calculator (75,5%). Entretanto, uma reflexdo mais profunda, principalmente em
relacdo ao seu seguimento clinico e historico familiar nos faz pensar que o DM tipo 2
deve ser considerado como diagnostico diferencial. E notorio ressaltar que a paciente
diagnosticou DM aos 12 anos de idade com sobrepeso, quando precisou de tratamento
farmacologico para a hiperglicemia. Entretanto, a medida que normalizou o peso,
passou a apresentar perfil glicémico compativel com normalidade, em uso irregular de
baixas doses de gliclazida (dos 13 aos 16 anos) ou mesmo sem qualquer tratamento
farmacologico (dos 16 aos 21 anos). Por outro lado, aos 22 anos de idade, quando
reganha peso e atinge o sobrepeso novamente, apresentou franca hiperglicemia,
necessitando de tratamento farmacolégico. Esta oscilacdo da glicemia associado a
variagOes de peso levanta a hipotese de se tratar de um DM tipo 2, mostrando que a
resisténcia insulinica aqui exerce um forte papel fisiopatologico no desenvolvimento
da hiperglicemia. A literatura possui robusta evidéncia de que variacdes no peso em
estagios iniciais do DM tipo 2 comprovadamente podem gerar remissdo do DM 270271
e vice versa. Em paralelo, do ponto de vista familiar (Figura 31), com excec¢do da mée
que diagnosticou DM durante gestacdo aos 24 anos, a idade avangada do diagnostico
de DM em trés familiares maternos ap0s os 47 anos de idade torna pouco provavel que
esta familia carreie uma variante de alta herdabilidade causadora monogénica para
DM.

Do ponto de vista molecular, os fatores de transcrigdo GATA constituem uma
familia de proteinas regulatorias da transcricdo expressa em perfis especificos de

tecidos e de desenvolvimento distintos embrionérios, regulando assim padrbes de
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expressao génica. O GATAG6 possui papel fundamental no desenvolvimento em
estagios iniciais de maltiplos 6rgéos: pancreas, coracio, ovario, pulmao e figado 272,
Em 2011 Allen e colaboradores 2 descreveram os primeiros 14 casos de DMN
associados & agenesia pancreética causados por variantes em heterozigose do tipo
missense ou delecdo em frameshift em regides codificadoras do gene GATA6. Desde
entdo, um amplo acometimento fenotipico tem sido relacionado ao GATA6: mal
formacédo cardiaca, ma formacdo do trato gastro intestinal ou biliar, assim como, mais
raramente, MODY 192274275 Até 0 momento ndo ha descricdo de variante em regido 3
UTR no GATAG6 como causadora de algum fenotipo.

Para melhor entendimento deste caso, um estudo de risco poligénico para DM
tipo 2 2°* no probando seria Util, assim como a investigacdo de mal formagdes de
Orgdos caracteristicas do acometimento no GATAG. A segregacdo familiar teria pouca
valia, uma vez que somente um individuo foi diagnosticado com DM jovem, antes dos
30 anos e o restante possui um fendtipo tipico para DM2. Desta forma, esta variante
permanece com variante de significado incerto pontuando -0,3 seguintes motivos: 1B
(-0,6) variante situada em uma regido que ndo € codificadora de proteina OU ndo tem
nenhum elemento funcional conhecido relevante; 4C (+0,3), o fendtipo reportado €
consistente com a regido genémica, mas ndo altamente especifica e/ou com alta
heterogeneidade genética; 5F (0) informagdo sobre heranca ndo disponivel ou néo

informativa.

5.2.3 Reinterpretacédo de variantes do tipo VUS

A reanalise foi capaz de reclassificar 5 variantes VUS, que foram aventadas
como possiveis causadoras do fenétipo do probando; todas foram rebaixadas para
benigna (4/5) ou provavelmente benigna (1/5). Esse majoritario rebaixamento na
patogenicidade de variantes durante o processo de reandlise € algo esperado como
aponta a literatura 112126276 principalmente pelo aumento do nimero de individuos
sequenciados em bancos de dados populacionais publicos 1. As variantes passam a
apresentar novas frequéncias alélicas que sdo maiores do que a esperada para a
frequéncia da doenca. Do ponto de vista do DM monogénico, a publicacdo do MDEP

em 2021 *** com pontos de cortes muito bem definidos em relagdo a pontuagdes no
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ACMG e frequéncia alélica de variantes foi um marco importante, principalmente para
MODY, que permitiu a reclassificacdo de todas as variantes VUS do atual estudo.
Neste trabalho, uma frequéncia alélica >= 0,01% define a pontuacdo BA1 stand alone;
BS1 supporting é definido pela frequéncia >= 0,004% (variantes no GCK) ou >=
0,0033% (variante no HNF1A e HNF4A) e PM2 supporting para frequéncias
<=0,002%. Como MODY causado por variantes no GCK, HNF1A e HNF4A s&o 0s
fenotipos mais comuns dentre os individuos com DM monogénico, entendemos que
as variantes encontradas nos demais genes, devem, no minimo respeitar esses filtros
de frequéncia de raridade para terem patogenicidade considerada. Interessante notar a
importancia do aumento da representatividade de individuos provenientes de
populacdes miscigenadas, como a brasileira, no total de individuos sequenciados. Dos
5 probandos com variantes VUS, 4 foram reclassificados como nivel mais baixo, e
pouco passivel de questionamentos, de benignidade pela pontuacdo BA1 stand alone
adquirida por frequéncias alélicas elevadas em nosso banco de dados populacionais o
ABraOM % Este fato nos faz pensar que possam ser variantes enriquecidas em nossa
populacdo miscigenada, pois, como resumido na Tabela 9, podemos notar uma grande
discrepancia da frequéncia alélica dessas variantes no ABraOM e gnomAD.

Do ponto de vista de estudos segregacionais destas variantes VUS, 3 probandos
(probando 9, probando 11 e probando 12) possuiam familiares disponiveis para este
estudo. Todos os estudos ndo forneceram dados positivos adicionais relevantes em
relacdo a patogenicidade da variante. No caso do probando 9, com fendtipo tipico para
MODY, ao todo 3 familiares afetados com hiperglicemia ndo possuiam a variante,
tornando-a menos provavel de ser causadora do fen6tipo na familia. O probando 11
possui um fendtipo pouco tipico para MODY e, também, a variante segregou em um
familiar igualmente pouco provavel se tratar de MODY. Por fim, apesar do probando
12 possuir um fenotipo tipico para MODY, a variante segregou em familiar com
provavel DM tipo 2 (DM diagnosticado aos 76 anos de idade). Dessa forma, podemos
refletir que a segregacdo familiar, durante um processo de reanalise de VUS, deve
sempre ser posterior a uma analise detalhada da nova frequéncia alélica que,
eventualmente, a variante adquiriu com o passar do tempo. Assim como, dada a alta e

crescente incidéncia de DM tipo 2 na populacéo geral, uma fenotipagem profunda dos
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familiares faz-se fundamental a fim de tornar os estudos de segregacéo relevantes em

DM monogénico.

5.2.4 VVariantes extrinsecas a reanalise direta

Ao todo, dois pacientes (probando 14 e 15) tiveram seu diagndstico molecular
estabelecido por outros métodos de sequenciamento e ndo pelos dados reanalisados do
tNGS. Ambos probandos possuem fendtipos classificados como tipicos pela reanalise,
sendo um caracteristico para MODY GCK (probando 14) e o segundo para LPD
parcial familiar (probando 15).

Como néo foi encontrada nenhuma variante que explicasse o fenotipo apos o
processo de reanalise do probando 14, este prosseguiu sua investigacdo molecular por
estudo do exoma em trio (probando, pai e mae) em outro projeto de pesquisa interno
do nosso grupo *"*. Neste estudo, o preparo das bibliotecas de DNAs do pai e da mae
foi proveniente da nova coleta de sangue periférico, enquanto no probando, o processo
de extracdo e amplificagdo por PCR do DNA foi feito a partir da mesma amostra de
sangue periférico utilizada para o tNGS. Esta andlise identificou uma variante
missense em heterozigose no GCK na mae e ndo no pai e nem no probando 14. Ao
prosseguir com recoleta de nova amostra de DNA do probando 14 e realizacdo do
sequenciamento por Sanger destas 4 amostras (amostra antiga do probando 14, amostra
nova do probando 14, amostra do pai e da mée — Figura 38), identificou-se a variante
corretamente no probando e na mae. llustra-se aqui a possibilidade de erro de amostra,
por exemplo, falha na rotulagem %, como uma causa de falso negativo em estudos de
investigagcdo molecular. Esta variante GCK (NM_000162.5):¢c.127C>A (p.Arg43Ser)
por ser rara em bancos de dados populacionais (PM2 supporting), ter sido encontrada
em um probando com fendtipo tipico para MODY GCK (PP4 supporting), ser uma
nova variante missense em um aminoacido em outras variantes missenses diferentes
que ja foram estabelecidas como patogénicas (PM5 strong), ser uma variante missense
em um gene que nao tolera este tipo de variante (PP2 supporting) e pontuacdo no
REVEL de 0,8 (PP3 supporting) foi entdo classificada como provavelmente

patogénica.
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O probando 15 apresentou uma resolu¢édo para seu diagndstico molecular mais
comum durante o processo de reanalise: nova associacdo gene/doenca. Apesar de 0s
estudos em reanalise apresentarem metodologias distintas, esta € apontada como a
principal causa de novos achados moleculares durante o processo de reanalise 124, A
variante no gene MFN2 foi encontrada por sequenciamento em um novo painel de
genes para LPD parcial familiar externo ao nosso grupo de pesquisa. Este probando
apresentou um fendtipo tipico para LPD parcial familiar, uma vez que possui baixo
percentual de gordura em MMII, comorbidades metabdlicas relacionadas a resisténcia
insulinica, mas possui um achado adicional ndo comum em pacientes com este
fenotipo: lipomatose. Do ponto de vista molecular, o0 gene MFN2 ¢ traduzido em
mitofusina-2, uma proteina transmembrana da membrana externa mitocondrial cuja
oligomerizagéo é responsavel pela fusdo mitocondrial 2", Inicialmente descrita como
causadora de neuropatia de Charcot-Marie-Tooth em 2004 278 somente mais
recentemente em 2017/2018 27928% que variantes em homozigose ou heterozigose
composta no MFN2 foram definidas como causadoras do fenétipo de LDP parcial com
lipomatose. Esta expansdo fenotipica ocorreu posterior a escolha dos genes para o
nosso painel cuja segunda versdo mais atualizada ocorreu em 2015 e, portanto, ndo
contemplou 0 MFN2. Do ponto de vista de etiopatogenia, os defeitos mitocondriais, 0
estresse oxidativo e aumento da expressao de alguns marcadores termogénicos no
tecido adiposo justificam o elo entre lipodistrofia e disfuncdo mitocondrial associado
ao MFN2. Pensamento fisiopatoldgico semelhante ao ocorrido, com probando 7 que
também possui disfuncdo mitocondrial pela variante m.8344A>G, associado a LPD
parcial e lipomatose. Em resumo, a variante MFN2 (NM_014874.4):¢c.2119C>T em
homozigose foi classificada como provavelmente patogénica pelos seguintes motivos:
possui robustos estudos funcionais (PS3 strong); rara em bancos de dados
populacionais (PM2 supporting), possui outra Vvariante missense no mesmo
aminoacido ja descrita como patogénica (PM5 moderate), pontuou 0,8 no REVEL
(PP3 supporting). Este caso reforca a importancia da atualizagdo pela literatura
cientifica para as novas associacdes genes/doenca que, de forma constante e

progressivamente mais rapida, ocorrem ao longo do tempo.
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6 CONCLUSAO

A reandlise combinada fenotipica e genotipica foi capaz de aumentar a acuracia
diagnostica molecular em uma coorte de individuos com suspeita clinica de diabetes
monogénico sem etiologia molecular prévia em aproximadamente 9 a 26% de forma
geral. Os individuos com suspeita de LPD parcial familiar foram os mais beneficiados
com incremento de 26,03% em seu diagndstico, seguido pelo incremento de 24,68%
nos individuos com suspeita de DMN, 16,67% nos individuos com suspeita de
MODY-GCK e 9,93% naqueles com suspeita de MODY-ndo GCK. Este incremento
foi & custa tanto de novos achados moleculares antes ndo visualizados como na melhor

capacidade em excluir casos pouco tipicos para doenca monogénica.

A partir dos mecanismos pelos quais os novos achados moleculares foram
identificados, o atual trabalho destaca a importancia da melhor compreenséo do papel
das regides regulatérias (promotoras e enhancers) como possiveis causadoras de DM

monogénico, assim como no genoma mitocondrial.

Este estudo também permitiu a identificacdo da variante mitocondrial de ponto
m.8344A>G como provavel nova causa de LPD parcial familiar, além de ter destacado
a possibilidade, pouco relatada na literatura em reanalise molecular, de um falso
negativo ser causado por provavel falha humana em erro de rotulagem de amostra de
DNA.

Em suma, o atual trabalho mostra que as combinacGes dos estudos de reanélise
fenotipica e genotipica e a troca de informag@es bidirecionais entre eles potencializou
0 aumento da acuracia diagnéstica molecular dos diversos fendtipos de DM

monogeénico.
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ANEXO 1 - Critérios para selecdo dos diversos fendtipos de DM monogénico
utilizados por projetos anteriores

Critérios de selecdo de probandos com MODY

Critérios de incluséo:

— ldade de inicio da hiperglicemia antes dos 35 anos em pelo menos um

individuo da familia;

— Historia familiar de diabetes em pelo menos 2 geragcdes consecutivas

uniparentais;
— Auséncia de obesidade e/ou sem sinais de resisténcia insulinica;
— Anticorpos anti-células beta negativos;

— Peptideo C detectavel fora da fase de “lua-de-mel” (periodo apds o
diagndstico de DM tipo 1, em que ainda ha secrecdo enddgena de insulina,

que pode durar até 3 a 5 anos)

Consideracdes relevantes sobre a selecdo para o estudo:

E importante destacar que os pacientes selecionados néo precisaram preencher
todos os critérios acima para serem referidos para a pesquisa genética, visto que 0 uso
de critérios clinicos menos rigidos para diagnostico de MODY pode permitir um

aumento do numero de casos diagnosticados.
Assim sendo, algumas consideracgdes foram feitas para situacdes especificas:
— Antecedentes familiares desconhecidos ou auséncia de historia.

Familiar de diabetes ndo configuraram critério de exclusdo, desde que o

paciente tivesse outras caracteristicas muito sugestivas de MODY.

— A presenca de sobrepeso ou obesidade ao diagnéstico ndo excluiu MODY,

apesar de serem pouco frequentes nessa populacao.
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— A presenga de anticorpos anti-células beta em valores positivos, mas em
baixos titulos, ndo excluiu o diagnostico de MODY (uma vez que 0s
anticorpos podem ser encontrados em até 1% dos casos de MODY, assim

como na populacéo controle, sem diabetes).

Critérios minimos de incluséo:
Com base no exposto, os critérios minimos de inclusdo utilizados foram:
1) idade de inicio do diabetes ou pre-diabetes antes dos 35 anos;

2) nos casos em que o principal diagndstico diferencial fosse DM tipo 1, eram

obrigatorios 0s seguintes critérios:
- Anticorpos anti-células beta negativos ou em baixos titulos;

- Peptideo C detectavel ap6s 3 anos do diagnostico de DM.

Critérios de selecdo de probandos com DMN

Os critérios clinico-laboratoriais utilizados para selecdo dos pacientes com
DMN foram os mesmos baseados em trabalho prévio do nosso grupo e literatura,

sendo:

Critérios de inclusao
DM associado a uma ou mais das condicdes:
- Diagnostico < 6 meses.

- Diagndstico entre 6 meses e 12 meses (com autoanticorpos relacionados ao

DM negativos).

- Diagnostico < 6 meses ou entre 6 e 12 meses e com autoanticorpos
relacionados ao DM positivo, sexo masculino, associado a diarreia cronica,

eczema, tireoidite, nefropatia ou doencgas hematoldgicas.



Anexos 170

Critérios de selecao de probandos com LPD parcial familiar

Critérios de inclusédo

- Perda ou auséncia de gordura subcutanea de um modo parcial ou

generalizado.

ou

- Perda de tecido subcutaneo, tipicamente ocorrendo durante ou apds a
puberdade, acometendo extremidades e, ou regido glutea, poupando ou
levando ao acumulo de gordura na face, pescoco ou regido intra-abdominal

que podem estar associadas as seguintes condices:
- Presenca de diabetes com evidéncia de resisténcia insulinica grave:

o Diabetes mellitus que requer altas doses de insulina, por exemplo, >
200 Ul/dia ou >2 Ul/kg/dia.

e Diabetes cetose-resistente.
e Acantose nigricante.

e Sindrome dos Ovarios Policisticos ou sintomas semelhantes

(hiperandrogenismo, oligomenorreia e, ou ovarios policisticos).
- Presenca de hipertrigliceridemia:
e Grave (Triglicérides (TG) >500 mg/dL).

e Niveis de TG que ndo respondem a terapia e, ou modificacdo dietética
(>250 mg/dL).

e Histdria de pancreatite associada a hipertrigliceridemia.

- Evidéncia de esteatose hepatica ou esteato-hepatite:
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e Hepatomegalia e/ou aumento de transaminases na auséncia de causa
conhecida de doenca hepética, podendo ser consistente com doenca
hepatica ndo alcodlica gordurosa.

e Evidéncia radiografica de esteatose hepatica.
- Histdria familiar de aparéncia fisica similar e, ou de perda de gordura.
- Musculatura proeminente e flebomegalia nas extremidades.

- Hiperfagia desproporcional (ndo parar de comer, acordar para comer, brigar

por comida)

- Hipogonadismo secundario em homens e amenorreia primaria ou secundaria

em mulheres

Critérios de exclusdo
- Antecedente de paniculite

- Uso de antirretrovirais

Critérios de selecao de probandos com Sindrome de Wolfram

Critérios de incluséo

- Diabetes com autoanticorpos relacionados ao DM negativo e

- Atrofia dptica bilateral que podem estar associados as seguintes condi¢es:
- Surdez neurossensorial
- Diabetes insipidos
- Doenca ulcerosa péptica

- Diatese hemorragica
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ANEXO 2 - Genes nucleares contemplados pela primeira versédo do painel

INS KLF11 CAV1 GLIS3
PDX1 GCK CIDEC GLUD1
KCNJ11 HNF1A CISD2 HADH
ABCC8  HNF4A CP IER3IP1
HNF1B NEUROD1 EIF2AK3 INSR
PAX4 AGPAT2 FOXP3 LMNA
BLK AKT2 GATA4 HYMAI
CEL BSCL2 GATAG NEUROG3

PLAGL1

PLIN1

PPARG

PTF1A

PTRF

RFX6

SLC16Al

SLC19A2

SLC2A2

STAT3

TBC1D4

WFS1

ZFP57

ZMPSTE24

Em negrito: genes com regido intrénica completa contempladas
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ANEXO 3 - Genes nucleares contemplados pela segunda versao do painel

INS KLF11
PDX1  GCK

KCNJ11 HNF1A
ABCC8 HNF4A
HNF1B NEUROD1
PAX4  AGPAT2
BLK AKT2

CEL BSCL2

CAV1

CIDEC

CISD2

CP

EIF2AK3

FOXP3

GATA4

GATAG

GLIS3

GLUD1

HADH

IER3IP1

INSR

LMNA

HYMAI

NEUROG3

PLAGL1

PLIN1

PPARG

PTF1A

PTRF

RFX6

SLC16A1

SLC19A2

SLC2A2 *NKX2-2

STAT3 *PAX6
TBC1D4 *APPL1
WFS1

ZFP57

ZMPSTE24

*AIRE

*MNX1

Em negrito: genes com regiéo intrénica completa e promotora contempladas

*Genes novos adicionados a segunda versdo do painel
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ANEXO 4 — Metodologia utilizada no sequenciamento em larga escala (SLE)

Extracdo do DNA genémico

As amostras de DNA dos pacientes selecionados e seus familiares foram
obtidas a partir de leucdécitos de sangue periférico. O DNA foi extraido de acordo com
procedimento padronizado no Laboratério de Endocrinologia Molecular e Celular -
LIM25, FMUSP 2! A concentracio do DNA extraido foi obtida por leitura em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 260 nm (1 unidade DO 260 = 50
ug/mL). A integridade do DNA foi verificada em seguida, utilizando eletroforese em
gel de agarose. Todas as amostras foram congeladas e sdo mantidas estocadas a menos
20°C.

Dados do sequenciamento em larga escala (SLE)

O painel foi construido com o uso da ferramenta Agilent Sure Design (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA) e incluiu 51 genes nucleares ja previamente
associados aos diferentes tipos de diabetes monogénico [11 genes de MODY, sendo 4
genes associados somente a MODY (HNF4A, HNF1A, CEL, APPL1) e 7 genes
associados tanto a MODY quanto a diabetes neonatal (GCK, PDX1, HNF1B,
NEUROD1, INS, ABCC8, KCNJ11), 17 genes associados apenas a diabetes neonatal
(PTF1A, NEUROGS, RFX6, ZFP57, GLIS3, IER3IP1, GATA6, GATA4, EIF2AKS,
SLC19A2, SLC2A2, CP, PLAGL1, HYMAI, NKX2-2, MNX1, PAX6), 3 genes
associados a diabetes monogénico autoimune (FOXP3, AIRE, STAT3), 2 genes
associados a sindrome de Wolfram (WFS1, CISD2), 1 gene associado as sindromes de
resisténcia insulinica (INSR), 11 genes de lipodistrofia (AGPAT2, BSCL2, CAV1,
PTRF, LMNA, PLIN1, ZMPSTE24, AKT2, CIDEC, TBC1D4, PPARG), 3 genes
associados a hipoglicemia hiperinsulinémica familial — HHF (HADH, GLUD1,
SLC16A1), em adicdo ao genoma mitocondrial. Os genes relacionados a hipoglicemia

hiperinsulinémica familial foram incluidos como potenciais candidatos a novos casos
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de MODY e DMN, uma vez que também transcrevem proteinas relacionadas a

homeostase glicémica.

Sondas para captura por SLE

Foram sintetizadas sondas especificas para selecdo, captura e enriquecimento
das regides gendmicas de interesse, com base na metodologia Sure Select XT (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA).

Plataforma de SLE

A plataforma de SLE empregada foi MiSeq (lllumina, Inc., San Diego, CA
92122, EUA), escolhida por ser apropriada para estudos do genoma humano, pelas
baixas taxas de erro, sobretudo em regides de homopolimeros 282, e por ser a tecnologia
dominante na atualidade, suportada pelas principais ferramentas de bioinformatica.

Etapas do SLE

O processo de SLE compreendeu trés etapas fundamentais:

1. Preparo das bibliotecas de DNA:

a. fragmentacdo mecanica do DNA gendmico (por sonicacdo), gerando

fragmentos entre 150 e 550 pb;

b. ligacdo dos adaptadores (contendo primers universais) as extremidades dos
fragmentos e posterior adicdo dos indexes (“barcodes” que permitem a

identificacdo do paciente no pool de amostras sequenciadas);

c. enriguecimento das bibliotecas com sondas de captura das regides-alvo do
painel génico (sondas biotiniladas ligam-se por complementariedade as regides
génicas de interesse, permitindo uma posterior “captura” destas regides através

de esferas magnéticas acopladas a estreptavidina);
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2. Amplificacdo clonal (clusterizagdo) por meio de uma reagdo em cadeia da

polimerase em ponte (bridge PCR).

Nesta etapa, os fragmentos de DNA ligados as moléculas adaptadoras sao
depositados em uma lamina especial denominada flowcell. Esta lamina é constituida
por canaletas (ou lanes), em cuja superficie encontram-se fixados de maneira paralela
oligonucleotideos complementares as moléculas adaptadoras acopladas as
extremidades dos fragmentos de DNA das bibliotecas. Apoés a ligacdo dos fragmentos
aos seus oligonucleotideos complementares, cada molécula é amplificada varias vezes
através de PCR em ponte. Ao final, sdo gerados clusters (clones) de moléculas de DNA

idénticas a molécula original, ligadas covalentemente a superficie da flowcell.

3. Sequenciamento

Apb6s a amplificacdo clonal, as moléculas antisense sdo removidas
enzimaticamente e o0 processo de sequenciamento é iniciado com o acoplamento de
um primer (oligonucleotideo iniciador) especial. Em seguida, nucleotideos
modificados com terminadores reversiveis marcados com fluor6foros especificos para
cada nucleotideo séo adicionados ao meio. A cada ciclo de incorporacdo sdo geradas
imagens de toda a superficie da flowcell através de um scanner de fluorescéncia em
cada um dos comprimentos de onda (especifico para cada fluoréforo). Os clusters
presentes na superficie da flowcell sdo entdo identificados e mapeados. A sobreposicao
das imagens produzidas a cada ciclo de incorporacdo propicia a identificagdo da
sequéncia de bases nucleotidicas de cada cluster de moléculas, ou seja, a sequéncia do
fragmento que deu origem ao cluster. Na metade dos ciclos, ao final do
sequenciamento do primeiro read, acontece uma inversdo dos fragmentos ligados na
flowcell e uma reclusterizagdo para que aconteca 0 sequenciamento do mesmo
fragmento no sentido reverso (do segundo read). Isso caracteriza a configuracao
paired end do SLE, que possibilita leituras de fragmentos de até 300 pares de base. Ao

final dos ciclos, o equipamento gera um arquivo com todas as sequéncias.
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ANEXO 5 - Genes nucleares contemplados pelo painel da disciplina de

endocrinologia da FMUSP

ABCCS8 GATA4 KLF11 PPARG
ACADVL GATAG LIPE PTF1A
AGL GCK LMNA PTRF
AGPAT2 GLIS3 LMNB2 RFX6
AKT2 GLUD1 MNX1 SLC16A1
APPL1 GYS2 NEUROD1 SLC19A2
BLK HADH NEUROG3 SLC2A2
BSCL2 HMGAL NKX2-2 SLC37A4
CAV1 HNF1A PAX4 STAT3
CEL HNF1B PAX6 TBC1D4
CIDEC HNF4A PC ucp2
CISD2 HYMAI PCK1 WFS1
CP IER3IP1 PCYT1A ZFP57
EIF2AK3 INS PDX1 ZMPSTE24
FBP1 INSR PIK3R1
FLNB IRS1 PLAGL1
FOXP3 IRS2 PLIN1
G6PC KCNJ11 POLD1
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ANEXO 6 - Critérios da ACMG para classificacdo de patogenicidade das variantes

alélicas

Critério muito forte de patogenicidade

PVS1

Null variant: variantes nonsense, frameshift, em sitios de splice can6nicos
+1 ou 2, codon de iniciagdo, delecdo de 1 ou varios éxons, em um gene no
qual perda de funcéo (LoF) é um mecanismo conhecido de doenca.

Critérios fortes de patogenicidade

PS1

PS2

PS3

PS4

Troca de aminodcido ja estabelecida como patogénica, independente da
troca do nucleotideo.

Variante de novo em um paciente com doenga sem historia familiar (com
paternidade confirmada).

Presenca de estudos funcionais (in vitro ou in vivo) bem estabelecidos de
suporte do efeito deletério sobre o gene ou sua proteina.

A prevaléncia da variante nos individuos afetados é significativamente
maior quando comparada com a prevaléncia em controles.

Critérios moderados de patogenicidade

PM1

PM2

PM3

PM4

PM5

PM6

Variante localizada em uma regido hotspot para mutac6es e/ou no dominio
funcional bem estabelecido da proteina, sem variantes descritas como
benignas.

Variante ausente nos bancos de dados populacionais (1000Genomes,
EXAC) (ou presente em frequéncia extremamente baixa para 0s casos
recessivos).

Variante detectada em trans com uma variante patogénica para as doencas
recessivas.

Modificagdo no tamanho da proteina causada por dele¢des ou inser¢des in-
frame em regido ndo repetitiva ou por variantes que perdem o cddon de
parada (tipo stop-loss).

Nova variante missense em um aminoacido em que uma variante missense
diferente ja foi estabelecida como patogénica.

Variante considerada de novo, sem confirmacgdo da paternidade.

Critérios suporte patogenicidade

PP1

PP2

PP3

PP4

PP5

Cosegregacdo da variante com a doenga em mdaltiplos familiares afetados,
em um gene conhecido como causador da doenca

Variante missense em um gene com uma baixa taxa de variantes missense
benignas e no qual esse tipo de variante é considerado um mecanismo
comum de doenca.

Varias ferramentas computacionais suportam a evidéncia de efeito
deletério no gene ou proteina (conservacao evolutiva, impacto no splicing,
etc).

O fendtipo do paciente ou a historia familiar sdo bastante especificos de
uma doenca monogénica.

Variante recém-publicada como patogénica, porém o laboratério ndo
apresenta condi¢Oes de fazer um estudo funcional independente.
continua
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ANEXO 6 - Critérios da ACMG para classificacdo de patogenicidade das variantes
alélicas (concluséo)

Criterio benigno independente

BA1

Frequéncia alélica maior que 5% nos bancos de dados populacionais
(1000Genomes, ESP, EXAC)

Critérios fortes de benignidade

BS1
BS2

BS3

BS4

A frequéncia do alelo é maior que a esperada para a doenca.

Variante em homozigose (para doenca recessiva), em heterozigose (para
doenca dominante) ou em hemizigose (para doenca ligada ao X), com
Penetrancia completa esperada em idade precoce, observada em individuo
adulto saudavel.

Presenca de estudos funcionais (in vitro ou in vivo) bem estabelecidos,
mostrando auséncia de efeito deletério sobre a proteina ou splicing.

Auséncia de segregacdo em membros afetados da familia.

Critérios de suporte de benignidade

BP1

BP2

BP3

BP4

BP5

BP6

BP7

Variante missense em um gene no qual variantes com perda de funcéo
(LoF) sdo mecanismos conhecidos de doenca.

Variante detectada em trans com uma variante patogénica para um gene
dominante com penetrancia completa ou observada em cis com uma
variante patogénica em qualquer padrdo de heranga.

Delecdes ou inser¢des in-frame em regido repetitiva sem fungéo conhecida.

Varias ferramentas computacionais sugerindo auséncia de efeito deletério
no gene ou proteina (conservagédo evolutiva, impacto no splicing etc).

Variante encontrada em um caso com uma base molecular alternativa para
doenga.

Variante recém-publicada como benigna, porém o laboratério nao
apresenta condigdes de realizar um estudo funcional independente.

Variante sindnima (silenciosa) cujas ferramentas de predicéo de splicing
nédo predizem impacto na sequéncia consenso de splice, nem a criacao de
um novo sitio de splice, e o nucleotideo ndo é altamente conservado.
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ANEXO 7 - Diretriz para interpretacdo de variantes situadas nos genes GCK, HNF1A e HNF4A proposta pelo MDEP

4

Adaption of the ACMG/AMP Variant Interpretation Guidelines for GCK, HNF1A, HNF4A-MODY:
| UNIVERSITY«MARYIAND - Recommendations from the ClinGen Monogenic Diabetes Expert Panel (MDEP) for Variant Curation
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Sabrina Prudente®, Tiinamaija Tuomi®, Miriam Udler™, Kevin Colclough’, Linda Jeng?, Toni I. Polin®, on behalf of the CinGen Monogenic Diabetes Expert Panel
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ANEXO 8 Descricdo fenotipica resumida dos individuos excluidos da reanalise

Idade MODY Tempo de
Probando  Suspeita clinica ao Dx calculator Motivo da exclusdo seguimento

(anos) (%) (anos)

1 MODY GCK 5 75,5 Hiperglicemia transitéria da infancia 7

2 MODY ndo GCK 7 75,5 Hiperglicemia transitéria da infancia* 7

3 MODY GCK 11 {555 Hiperglicemia transitoria da infancia 5

4 MODY GCK 11 75,5 Hiperglicemia transitéria da infancia** 7

5 MODY GCK 13 75,5 Hiperglicemia tranitéria da infancia 5

6 MODY GCK 22 75,5 Hiperglicemia Transitéria Resolvida 12

7 MODY GCK 25 75,5 Hiperglicemia na Gestacéao 5

8 MODY GCK 28 75,5 Hiperglicemia Transitdria Resolvida*** 7

9 MODY GCK Sem dados clinicos

10 MODY nédo GCK Sem dados clinicos

11 MODY ndo GCK Sem dados clinicos

12 DMN Sem dados clinicos

Dx: diagnéstico
*doenca autoimune em uso intermitente de imunomoduladores e/ou corticoide
**terapia de reposicdo com GH para déficit de crescimento.

*** IMC = 19 com baixa massa gorda e baixa massa magra evidenciada em densitometria de corpo

inteiro.
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APENDICE A - Plataforma Brasil — Parecer Consubstanciado da Comissé&o de
ética em pesquisa em seres humanos

F = _USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FAGULDADE DE C‘l""“’""“w me
b > MEDICINA DA UNIVERSIDADE

DE SAO PAULO - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Determinacao da Base Molecular de Pacientes Portadores de Diabetes Monogénico

Pesquisador: MILENA GURGEL TELES BEZERRA

Area Tematica:

Versao: 6

CAAE: 01093912.8.0000.0068

Instltulcao Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patroclnador Princlpal: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.636.529

Apresentacao do Projeto:

O protocolo de pesquisa “REANALISE DE DADOS DE SEQUENCIAMENTO PARALELO EM LARGA
ESCALA EM BUSCA DE DEFEITOS GENETICOS RAROS EM UMA COORTE DE INDIVIDUOS COM
DIAGNOSTICO CLINICO DEDIABETES MONOGENICO” é um projeto de doutorado e subprojeto do
protocolo aprovado "Determinacao da Base Molecular de Pacientes Portadores de Diabetes Monogénico". O
estudo nao apresenta alteragcdes no TCLE e nos riscos para o sujeito da pesquisa que foram previamente
aprovados. Os pesquisadores vao investigar a ocorréncia de mutacoes genéticas em individuos portadores
diabetes monogeénico a fim de determinar a prevaléncia desse tipo de diabetes em brasileiros.

Objetlvo da Pesqulsa:
Os objetivos do subprojeto esta bem descrito e estéa relacionado com o estudo ja aprovado.

Avallacao dos RiIscos e Beneficlos:
Neste estudo n&o houve mudancas nos riscos e beneficios ja abordados no projeto previamente aprovado.

Comentarlos e Conslderacoes sobre a Pesqulsa:
Estudo de grande relevancia como apoio diagnostico.

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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Continuagio do Parecer: 4 636.529
Conslderagoes sobre os Termos de apresentagédo obrigatorla:
Nao havera mudanca no TCLE ja apresentado no projeto aprovado.
Conclusodes ou Pendénclas e Lista de Inadequacdes:
Recomendamos sua aprovacao.
Conslderagoes Finals a critérlo do CEP:
Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_170782 24/02/2021 Aceito
do Projeto 7_ES5.pdf 09:47:50
Outros Declaracao_de_Matricula_PedroCampo | 24/02/2021 |MILENA GURGEL Aceito

sFranco E6.pdf 09:44:18 |TELES BEZERRA

Declaracao de Carta_CAPPesq_PedroCamposFranco_| 24/02/2021 |MILENA GURGEL Aceito

Pesquisadores E6.pdf 09:41:00 |TELES BEZERRA

Outros Projeto_PedroCamposFranco_E6.pdf 24/02/2021 |MILENA GURGEL Aceito
09:40:19 |TELES BEZERRA

Outros ProjetoDoutoradoLucas.pdf 26/03/2019 |MILENA GURGEL Aceito
11:31:24 |TELES BEZERRA

Outros CartaCAPPesqLucasDoutorado.pdf 26/03/2019 |MILENA GURGEL Aceito
11:21:19 |TELES BEZERRA

Outros CurriculoAlineDantas.docx 21/03/2017 |MILENA GURGEL Aceito
16:15:40 |TELES BEZERRA

Declaracao de CartaCappesgAlineDantas.pdf 21/03/2017 |MILENA GURGEL Aceito

Pesquisadores 16:14:51 |TELES BEZERRA

Outros ProjetoAlineDantas.docx 21/03/2017 |MILENA GURGEL Aceito
16:13:18 |TELES BEZERRA

Qutros ProjetoLucasSantana.pdf 08/04/2016 |MILENA GURGEL Aceito
19:00:32 |TELES BEZERRA

Declaracao de CartaLucas.pdf 08/04/2016 |MILENA GURGEL Aceito

Pesquisadores 18:57:59 |TELES BEZERRA

Projeto Detalhado / | Projeto_Doutorado_MODY_NGS_- 30/09/2013 Aceito

Brochura _versao_FAPESP.pdf 10:36:59

Investigador

Outros Adendo Plataforma Brasil 30/09/2013 Aceito

Lilian_back.JPG 10:18:06

Outros Adendo Plataforma Brasil Lilian.JPG 30/09/2013 Aceito
10:17:30

Outros Cappesqd_Atualizado_29_05_2012.doc 29/05/2012 Aceito
11:33:04

Outros Projeto_MODY_23 04 2012.pdf 23/04/2012 Aceito
11:00:57

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar
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Continuagéo do Parecer: 4.636.529

TCLE / Termos de | Termo de consentimento livre e 23/04/2012 Aceito

Assentimento / esclarecido_MODY_2012.doc 10:51:48

Justificativa de

Auséncia

Outros CappesqHCFMUSP.PDF 23/04/2012 Aceito
10:49:54

Folha de Rosto Folha de rosto_MODY.PDF 23/04/2012 Aceito
10:47:20

Sltuacao do Parecer:
Aprovado

Necesslta Apreclacao da CONEP:
Né&o

SAO PAULO, 08 de Abril de 2021

Asslnado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador(a))

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAQ DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

T N OB oo R e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N .o SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO: ........ o [
ENDERECO .....ccieea
BAIRRO: ...

2. RESPONSAVEL LEGAL .......... BT PO U T UT ST [T
MNATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) .

DATA NASCIMENTO.: .../ /.
ENDEREGO: .ot e seresm st e N2 e APTO: s
BAIRRO: ....... .

DADOS SOEBRE A PESQUISA
TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Determinagio da Base Molecular de Pacientes
Portadores de Diabetes Monogénico”

1. PESQUISADOR : Milena Gurgel Teles Bezerra
CARGO/FUNGAQ: Pesquisador Cientifico  INSCRIGAQ CONSELHO REGIONAL CRM N¢ 101806
UNIDADE: Laboratério de Endocrinologia Celular e Molecular - LIM-25/FMUSP

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO X RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR

4. DURAGAO DA PESQUISA : 48 meses
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O senhor estd sendo convidado a participar de forma voluntaria de um estudo intitulado
“Determinagéo da Base Molecular de Pacientes Portadores de Diabetes Monogénico”. O senhor é
portador de diabetes mellitus, possui familiares com a mesma condicao, além de caracteristicas clinicas
e laboratoriais que configuram um tipo de diabetes genético. O presente projeto tem como objetivo
realizar a investigacdo da ocorréncia de alteragbes nos genes (que s&o estruturas presentes em todas
as celulas do corpo e que dao as caracteristicas das pessoas) em individuos portadores de diabetes
monogénico. Com isso, pretendemos determinar a prevaléncia desse tipo de diabetes em brasileiros.
Para que seja feito esse estudo, é necessaria a coleta de sangue de seu brago. O sangue coletado sera
utilizado para fazer extragdo de estruturas presentes nas células (o0 DNA) que representam os genes e
para realizagao de exames laboratoriais de rotina necesséarios para o diagnéstico e seguimento do
diabetes.

O senhor podera obter um beneficio direto ao participar desse estudo, ja que a identificagéo de
defeitos nos genes responsaveis por esse tipo de diabetes pode modificar seu tratamento e predizer a
evolugdo da doenga. Além disso, caso sejam encontradas alteragbes genéticas, serd possivel
proporcionar aconselhamento genético para seus familiares que poderdo ser convocados para participar
desta pesquisa.

O senhor terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de
eventuais dividas. O principal investigador € a Dra. Milena Gurgel Teles Bezerra que pode ser
encontrada no endere¢o Rua Dr. Arnaldo n? 455 - 42 andar Sala 4305 - Lab. de Endo. Mol. Cel. Telefone
(11) 3061.8458. Se vocé tiver alguma consideragao ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel:
2661-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 2661-6442 ramal 26 — E-mail: cappesq@hcnet.usp.br.

O senhor terd a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar
desse estudo, sem qualguer prejuizo & continuidade de seu tratamento na Instituigéo. As informacgdes
obtidas serao analisadas em conjunto com a dos outros participantes do estudo, ndo sendo divulgada a

identificacdo de nenhum paciente.

O senhor tera direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas,

quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.

Ndo ha despesas pesscais para o senhor em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também ndc hé compensagao financeira relacionada & sua participa¢do. Se existir qualquer
despesa adicional, ela sera paga com orgamento da pesquisa.

Rubrica do Paciente TCLE — versiio 2 Rubrica do Investigador
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Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos
neste estudo (nexo causal comprovado), o senhor tem direito a tratamento médico na Instituicao, bem

como as indenizagoes legalmente estabelecidas.

O pesquisador se compromete a utilizar os dados e o material coletado somente para esta
pesquisa. Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo “Determinagao da Base Molecular de Pacientes Portadores de
Diabetes Monogénico™. Eu discuti com a Dra. Milena Gurgel Teles Bezerra sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participagéo & isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu
atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/ representante legal
Data {1/

Assinatura da testemunha Data ! !

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual.

{Somente para o responsdvel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente
ou representante legal para a participacao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data ! !

Rubrica do Paciente TCLE - versiio 2 Rubrica do Investigador
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Clinical and genetic characterization and long-term evaluation of
individuals with maturity-onset diabetes of the young (MODY): The journey
towards appropriate treatment

Pedro Campos Franco®, Lucas Santos de Santana
Augusto Cezar Santomauro Junior®,

, Aline Dantas Costa-Riquetto”,
Alexander A.L. Jorge ™, Milena Gurgel Teles™

* Grupe de Diabetes Monogénica (Monegenic Diabetes Group), Unidade de Fndoerinalogin Genética (LIM25, Unidade de Disetes, Hospital das Clinicas, Paculdade de
Medicing, Universidode de Sao Paule (HCFMUSP), 01246-903 Sao Pado, SP, Brasil

® Unidade de Endocrinologie Genérica (LIM25), Hospital dos Clinicas, Foculdode de Medicing, Universidode de Sao Pawlo (HCFMUSP), Sao Poulo, SP, Brosil

© Unidade de Endoerimalogio do Desevolvimento, Laboratdrio de Harmonios ¢ Gemitica Molecular (LIMAZ), Hospital des Clinizas, Faeuldode de Medicing, Universidade
de Sio Pauls (HOFMUSP), 01246-903 Sio Paulo, SP, Braesil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywonds: Aims: To describe the clinical and genetic characteristics and long-term follow-up of a cohort with maturity-onset
Diabetes mfllitus diabetes of the young (MODY), and to evaluate how maolecular diagnosis impacted on treatment.
ﬂ?;_ﬂo;;’;m Methods: A large observational, retrospective, cohort study included individuals referred to the Unlversity of Sao

Faulo™s Monogenic Diabetes Unit between 2001 and 2020, Comprehensive clinical and genetic evaluations wers
performed.

Results: Overall, 228 individuals (190 GCE-MODY and 38 HNF1A-MODY) were enrolled. Sixty-two different GOK
gene mitations (5 novel) and 17 HNFIA gene mutations (2 novel) were found. Data were available on treatment
status for 76 index individuals with GCE-MODY. Before molecular diagnosis, nutritional intervention alone was
used in 41 eases (53.9%). After molecular di; is, this number i to 72 (94.8%). Glycated haemoglobin
(HbAy) remained stable over the 6-year follow-up perlod: 5.5% (47 mmol/mol) at the first and 6.3% (45 mmol/
mal) at the final visit (p = 0.056), Prior to molecular diagnosis, 7/21 (33.39) HNF1A-MODY individuals wers
using sulfonylurea compared to 17/21 (81%) after testing. After a median of 5 years on sulfonylureas, HbA .
values improved from 7.5% (58 mmol/mol) to 6.5% (48 mmol/mal} (p = 0.006).

Conelustors: Molecular diagnosis resulted in appropriate adjustment of treatment in approximately 80% of
participants with GCK-MODY or HNF1A-MODY.

Genetic testing

1. Introduction complications of diabetes is low and the mild phenotype requires no

pharmacological treatment [3,13,14]. Few cohort studies have evalu-

Maturity-onset diabetes of the young (MODY) iz a monogenic noin-
autoimmune type of diabetes mellitus with an autosomal dominant in-
heritance pattern and high penetrance that accounts for 1-2% of all
cases of diabetes |1]. The most common subtypes of MODY in all
countries [1-9], including Bragil [10.11], are the result of pathogenic
variants in the glucokinase (GCK) and hepatocyte nuclear factor-1 alpha
(HNFIA) genes.

In GCK-MODY, affected individuals present with asymptomatic,
mild, non-progressive fasting hyperglycaemia and slight post-prandial
increments in glucose levels [12]. The prevalence of the chronic

ated the beneficial effects of genetic testing on clinical course. Never-
theless, genetic diagnosis is crucial in enabling both unnecessary
pharmacological treatments and unwarranted routine screening for
diabetes-related complications to be appropriately discontinued [1,15].

Heterozygous loss-of-function variants in HNFIA impair beta-cell
development and insulin secretion, leading to progressive glucose
intolerance and need for pharmacological treatment [16]. Individuals
with HNF1A-MODY are characteristically sensitive to low-dose sulfo-
nylurea, with this treatment being considered safe and associated with
better glucose control [17-19], Some cohort studies have assessed the

* Corresponding author at Grupo de Diabetes Monogenico (Monogenie Diabetes Group), Unidade de Endocrinologia Genética (LIM25), Unidade de Diabetes,
Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina, Universidade de S0 Pauln. 01246-903 Sae Paulo, SP, Brazil.
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