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RESUMO 

Franco PC. Reanálise fenotípica e genotípica de indivíduos com diagnóstico clínico de 

diabetes monogênico sem etiologia molecular estabelecida [tese]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2023. 

O diabete mellitus (DM) corresponde a um grupo de doenças metabólicas 

caracterizadas por hiperglicemia, resultante de defeitos na secreção e/ou ação da 

insulina. O DM monogênico compreende um grupo heterogêneo de fenótipos 

caracterizados, em última análise, por hiperglicemia, causada por uma única alteração 

genética patogência. Dependendo do tipo de defeito molecular, o DM nesses 

indivíduos pode ocorrer devido à produção prejudicada de insulina, dificuldade na 

sinalização da insulina e/ou adiposopatia. O espectro fenotípico varia desde fenótipos 

não sindrômicos com insulinopenia ao nascimento (DM neonatal) ou na primeira 

infância/idade adulta (maturity-onset diabetes of the young – MODY), passando por 

indivíduos com extrema resistência insulínica por doença do tecido adiposo 

(lipodistrofia parcial familiar), até indivíduos com fenótipos sindrômicos, como 

síndrome de Wolfram (WS) e DM mitocondrial. Juntos representam cerca de 1 a 2% 

de todos os casos de DM. Apesar de o diagnóstico molecular apropriado ser 

fundamental para adequado manejo clínico, aconselhamento genético e diagnóstico 

precoce do probando e dos familiares sob risco, um alto percentual de indivíduos 

suspeitos clinicamente ainda não possui etiologia molecular estabelecida. Os dados da 

literatura relativos ao percentual de casos não resolvidos são mais robustos no MODY 

e no DM neonatal, variando em torno de 50-80% e 30-37%, respectivamente. Esses 

valores são semelhantes em nossa coorte brasileira de DM monogênico. Desde 2019, 

o Colégio Americano de Genética Médica e Genômica (ACMG) recomenda a 

reanálise periódica de dados genômicos como uma ferramenta eficaz para aumentar a 

capacidade diagnóstica de indivíduos com suspeita de doença genética. De acordo com 

isso, o presente estudo teve como objetivo aumentar a capacidade de diagnóstico 

molecular, executando uma reanálise fenotípica e genotípica combinada e bidirecional 

de uma coorte de 128 indivíduos com suspeita de DM monogênico (25 para MODY-

GCK, 67 para MODY- não GCK, 12 para DM neonatal, 16 para lipodistrofia parcial 

familiar, 1 para WS e 7 para DM mitocondrial) sem diagnósticos moleculares 

estabelecidos após estudo molecular por sequenciamento paralelo de larga escala em 

um painel composto por 51 genes nucleares relacionados a DM monogênico mais o 

genoma mitocondrial completo. O amplo processo de reanálise aumentou o 

diagnóstico molecular de 9 a 26%. As reanálises fenotípicas, e portanto, a fenotipagem 

profunda, contribuíram pela exclusão de 62 (48,4%) casos atípicos. A reanálise 

genética contribuiu, adicionando 5 novos defeitos moleculares: duas mutações em 

regiões regulatórias (uma mutação de ponto em heterozigose no promotor do HNF1A 

e outra em homozigose em região enhancer do PTF1A); uma mutação 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 reanálise 

genotípica e fenotípica combinada é uma estratégia eficaz, capaz de aumentar a 

acurácia diagnóstica molecular de indivíduos com suspeita de diabetes monogênico. 

Palavras-chave: Sequenciamento de nucleotídeo 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]. São 

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São 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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2 

SLC37A4 Gene Solute carrier family 37 (glucose-6-phosphate transporter), 

member 4 

SLE  Sequenciamento em larga escala  

SNVs  Single nucleotide variants 

SOP  Síndrome dos ovários micropolicísticos 

STAT3  Gene Signal transducer and activator of transcription 3 

STST3  Signal transducer and activator of transcription 3 

TG  Triglicérides 

tNGS  Target next generation sequence 

tRNA  RNA transportador 

TTOG  Teste de tolerância oral a glicose  

UCP2  Gene Uncoupling protein 2 

UTR  Untranslated region 

UTR3  3`Untranslated region 

UTR5  5`Untranslated region 

VCF  Variant call format 

VNTR  Variable number of tandem repeats  

VUS  Variant of uncertain significance 

WES  Whole exome sequencing 



WFS1  Gene Wolframin ER transmembrane glycoprotein 

WGS  Whole genome sequencing 

WS  Wolfram Syndrome 

ZFP57  Gene Zinc finger protein 

ZMPSTE24 Gene Metalloproteinase STE24 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O diabetes mellitus (DM) corresponde a um grupo de doenças metabólicas 

caracterizadas por hiperglicemia, resultante de defeitos na secreção e/ou ação 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 gestações) 1 e outros tipos raros de 

DM, dentre estes, o DM de origem monogênica 2. 

O diabetes monogênico resulta de um ou mais defeitos moleculares em um 

único gene. A doença pode apresentar um padrão de herança mendeliano (autossômica 

dominante-recessiva ou ligada ao X), não mendeliano (herança mitocondrial e 

epimutações) ou esporádico devido a uma variante de novo (não herdada). Até o 

momento, mais de 40 subtipos diferentes foram identificados, cada um com um 

fenótipo típico e um padrão específico de herança. Possui manifestação clínica com 

pouca ou nenhuma influência ambiental 3 e prevalência estimada de 3,6% entre os 

pacientes ≤30 anos diagnosticados com DM 4. Os seguintes subtipos são alguns 

exemplos deste fenótipo clínico e geneticamente heterogêneo: MODY (Maturity-

Onset Diabetes of the Young), Diabetes Mellitus Neonatal | DMN (transitório ou 

permanente), Diabetes Mellitus Mitocondrial, Lipodistrofia Genética e algumas 

síndromes genéticas que incluem DM como parte de sua apresentação clínica, como a 

Síndrome de Wolfram 5. Dentre estes, MODY é o fenótipo monogênico não 

sindrômico mais comum 6. 

 

1.1 MODY 

 

MODY é uma forma de DM não autoimune com padrão de herança 

autossômico dominante e elevada penetrância. Representa cerca de 1% a 2% 7–10 de 

todos os casos de DM. Os 11 subtipos já descritos (Tabela 1) geralmente se 

caracterizam por uma deficiência na secreção de insulina (disfunção de células β 
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pancreáticas), história familial de DM, ausência de autoanticorpos contra ilhotas 

pancreáticas, não dependência de insulina após o período de “lua-de-mel” (de 3 a 5 

anos) e início do quadro clínico na infância, adolescência ou adulto jovem (geralmente 

antes dos 25 anos de idade) 6,8,9. 

A confirmação do diagnóstico clínico de MODY por sequenciamento gênico 

11 e a consequente identificação de seu subtipo são fundamentais para um adequado 

manejo clínico, aconselhamento genético e diagnóstico precoce dos familiares sob 

risco 12, já que alguns casos possuem peculiaridades quanto a tratamento e prognóstico 

13. O método classicamente utilizado é o sequenciamento gênico bidirecional pelo 

método de Sanger 14 e, mais recentemente, o emprego das novas plataformas de 

sequenciamento paralelo em larga escala (painéis gênicos - tNGS / exomas) 11,15. Por 

se tratar de uma doença heterogênea do ponto de vista clínico e genético, o painel 

genético é a abordagem mais utilizada atualmente por custo-efetividade 16.  

A literatura aponta que em pacientes com DM não sindrômico, mais de 90% 

dos pacientes com MODY têm sua etiologia genética conhecida em variantes 

patogênicas nos genes dos fatores nucleares do hepatócito HNF1A, HNF4A e no da 

enzima glicoquinase (GCK) 17,18.  
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Tabela 1 - Subtipos de MODY e seus respectivos genes 

Gene Subtipo OMIM Frequência Características 

HNF4A MODY HNF4A #125850 2%-10% 17,19 

macrossomia; hipoglicemia 

neonatal; HDL baixo; 

sensibilidade à sulfonilureia 

GCK MODY GCK #125851 
20%-63% 

17,19,20 

hiperglicemia leve não 

progressiva; pequeno 

incremento no TTOG 

HNF1A MODY HNF1A #600496 9%-72% 17,19–21 

baixo limiar renal de 

absorção de glicose; baixos 

níveis de PCR; HDL alto; 

sensiblidade à sulfonilureia 

PDX1 MODY PDX1 #606392 <1% 19 disgenesia pancreática 

HNF1B MODY HNF1B #137920 1%-6% 17,19 

disfunção renal; cistos renais; 

malformações urogenitais; 

alterações em eletrólitos, 

ácido úrico e enzimas 

hepáticas 

NEUROD1 
MODY 

NEUROD1 
#606394 <1% 17,19 pouco caracterizado 

CEL MODY CEL #609812 Raro 22 pouco caracterizado 

INS MODY INS #613370 Raro 17 pouco caracterizado 

ABCC8 MODY ABCC8 #125853 Raro 23 sensibilidade à sulfonilureia 

KCNJ11 MODY KCNJ11 #616329 Raro 24 sensibilidade à sulfonilureia 

APPL1 MODY APPL1 #616511 Raro 25 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 diagnóstico diferencial em pacientes com DM antes dos 35 anos 26. O algoritmo da 

calculadora se alimenta de dados clínicos laboratoriais para gerar uma pontuação ao 

indivíduo: quanto maior esta, maior a chance de se tratar de MODY. São diversos 

dados utilizados, dentre eles: idade, IMC e HbA1c ao diagnóstico de DM, tratamento, 

condições clínicas associadas, entre outros. Disponível na forma de aplicativo para 

smartphones (Diabetes Diagnostics), foi validado em população europeia caucasiana, 

sugerindo uma pontuação de 10% e 25% com sensibilidade e especificidade maior que 

85% em diferenciar indivíduos com MODY daqueles com DM1 e DM2, 
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respectivamente. Em estudo para validação na coorte brasileira, um pontuação mais 

elevada de 60% na calculadora foi necessária para melhor discriminar esses subtipos 

de DM 27.  

 

1.2 DIABETES MELLITUS NEONATAL 

 

O DMN corresponde à hiperglicemia diagnosticada até os 6 meses de vida. Em 

alguns casos pode ocorrer entre 6 meses a 12 meses, porém a grande maioria dos 

diagnósticos nessa faixa etária serão por diabetes tipo 1 12,28. Há incidência de um caso 

para cada 400.000-500.000 nascidos vivos 29. Pode ser dividido em dois grandes 

grupos com proporções semelhantes: DMN permanente (DMNP) ou DMN transitório 

(DMNT) 6,12,29,30. No DMNT ocorre remissão do diabetes nos primeiros meses de vida 

30, podendo haver reincidência em aproximadamente 50% dos casos, normalmente na 

infância tardia ou puberdade. 

No DMNT, a maioria dos pacientes possui um defeito de metilação no 

cromossomo 6q24, resultando em aumento da expressão do gene PLAGL1 12. A 

principal etiologia do DMNP, com mais de 22 genes associados, é a deficiência 

insulínica, decorrente de um comprometimento da função da célula beta pancreática 6. 

A maioria dos casos é decorrente de variantes ativadoras nos genes KCNJ11, ABCC8 

31,32 e INS, responsáveis por 50%-75% dos casos de DMNP 33–35. Em alguns casos, 

podem estar presentes, sintomas neurológicos associados (atraso do desenvolvimento 

e epilepsia de início precoce) como naqueles ocasionados por modificações do canal 

de K ATP-dependente (genes KCNJ11 e ABCC8) 31,32. 

A Tabela 2 ilustra os principais genes e padrões de herança associados a DMNP 

e DMNT 12. 
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Tabela 2 - Características genético-moleculares e clínicas das principais causas de 

DMN  

Gene Fenótipo Padrão de herança 

Desenvolvimento pancreático anormal 

PLAGL1 
DMNT (macroglossia/hérnia umbilical) Variável (imprinting) 

DMNP (hipoplasia cerebelar/surdez) Recessivo 

ZFP57 
DMNT (atraso do desenvolvimento/doença cardíaca) Recessivo 

DMNP (microftalmia/malformações cerebrais) Recessivo 

PDX1 DMNP (agenesia pancreática) Recessivo 

PTF1A 
DMNP (agenesia pancreática/displasia cerebelar) Recessivo 

DMNP (malformações cardíacas congênitas) Dominante 

RFX6 
DMNP (atresia intestinal/agenesia de vesícula biliar) Recessivo 

DMNT (macroglossia/hérnia umbilical) Recessivo 

GLIS3 
DMNP (hipotireoidismo congênito/cistos renais) Recessivo 

DMNT (atraso do desenvolvimento/doença cardíaca) Recessivo 

NEUROG3 
DMNP (enteropatia) Recessivo 

DMNP (agenesia pancreática) Recessivo 

NEUROD1 DMNP (agenesia pancreática/displasia cerebelar) Recessivo 

PAX6 DMNP (atresia intestinal/agenesia de vesícula biliar) Recessivo 

HNF1B DMNP (hipotireoidismo congênito/cistos renais) Dominante 

GATA6 DMNP (enteropatia) Dominante 

Anormalidades na função das células-β pancreáticas 

GCK DMNP Recessivo 

SLC2A2 Síndrome de Fanconi-Bickel (DMNP) Recessivo 

SLC19A2 Síndrome de Roger (DMNP) Recessivo 

ABCC8 DMNT ou DMNP (Síndrome de DEND) Dominante recessivo 

KCNJ11 DMNT ou DMNP (Síndrome de DEND) Dominante 

Destruição das células-β pancreáticas 

EIF2AK3  Síndrome de Wolcott-Rallison (DMNP) Recessivo  

IER3IP1  DMNP (microcefalia/encefalopatia epiléptica) Recessivo  

FOXP3 Síndrome IPEX (DMNP) Ligado ao X recessivo 

INS DMNP ou DMNT isolados Dominante recessivo 
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1.3 LIPODISTROFIA PARCIAL FAMILIAR 

 

As síndromes de lipodistrofia (LPD) são frequentemente associadas a 

distúrbios hormonais e metabólicos, resultando em comorbidades graves que 

dependem do subtipo, extensão da perda de gordura, idade e sexo. Muitas das 

complicações observadas são secundárias à massa adiposa deficiente, resultando em 

armazenamento lipídico ectópico no fígado, músculo e em outros órgãos, além de 

ocasionar resistência insulínica. Esta resistência à insulina pode acarretar o 

desenvolvimento de DM, hipertrigliceridemia, síndrome do ovário policístico (SOP) e 

esteatose hepática não alcoólica (NAFLD) 36. 

Dentro das lipodistrofias de causa genética, a lipodistrofia parcial familiar 

(LPD parcial familiar) possui uma herança, mais comumente, autossômica dominante, 

caracterizada por perda de gordura que afeta os membros, nádegas e quadris 37. O 

acúmulo regional de excesso de gordura é frequente, variando de acordo com o subtipo 

e pode resultar em uma aparência cushingoide. A distribuição de gordura é 

habitualmente normal durante a primeira infância, com perda de gordura ocorrendo 

em torno da puberdade. A pseudo-hipertrofia muscular é comum. Complicações 

metabólicas são frequentes na idade adulta, assim como risco aumentado de doença 

cardíaca coronariana 38 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 proteína 

nuclear; ou mais raramente, de defeitos moleculares no PPARG, que codifica o 

receptor γ ativado por proliferador de peroxissomo, um fator de transcrição 

adipogênico 39. Ambos os genes possuem função fundamental no desenvolvimento e 

manutenção do trofismo saudável do tecido adiposo.  
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1.4 CAUSAS GENÉTICAS RARAS EM DIABETES MONOGÊNICO 

 

Desde a descoberta das principais causas de diabetes monogênico, muitos 

indivíduos ainda permanecem sem etiologia genética definida 8,10,19,40,41. 

Esforços têm sido realizados no intuito de aumentar a positividade do 

diagnóstico genético-molecular dessas casuísticas. Neste contexto, a valorização de 

achados moleculares em regiões não codificadoras e regulatórias 42–45, além daqueles 

em genes classicamente associados a fenótipos sindrômicos (RFX6, WFS1 e a variante 

mitocondrial m.3243A>G) agora associados a MODY, se mostra promissora. Esta 

última abordagem segue o pensamento “expansão da síndrome” 46, ou seja, uma vez 

identificada a base genética de uma síndrome, muitas apresentações clínicas mais leves 

ou incompletas são reconhecidas por compartilharem a mesma base genética 

molecular. Em MODY, 2 estudos de 2022 apontaram que em torno de 20% dos 

indivíduos tiveram sua hiperglicemia isolada explicada por defeitos moleculares 

classicamente associados a DM sindrômico 47,48.  

 

1.4.1 Regiões regulatórias  

O processo de transcrição gênica depende de sequências de nucleotídeos 

chamadas de regiões regulatórias na fita de DNA. Essas sequências são responsáveis 

por fornecerem o sítio de ancoragem para os fatores de transcrição necessários para o 

adequado funcionamento da RNA polimerase. Dentre estas regiões, existem duas 

principais caracterizadas: promotoras e enhancers. As regiões promotoras são 

sequências curtas de DNA situadas intimamente próximas e em cis em relação ao gene 

(geralmente upstream) ou mesmo intragênicas. Já os enhancers são sequências de 

nucleotídeos distantes do gene em que influenciam a transcrição. Estas últimas podem 

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

Apesar de esforços desde o ENCODE, em 2004 49, até projetos mais atuais 50 

para caracterizarem estas regiões regulatórias ao longo do genoma humano, muitas 

permanecem desconhecidas. Talvez pela complexidade e dificuldade técnica em 

identificar e classificar seus impactos funcionais 51, a análise destas regiões não é 



Introdução 34 

  
 

rotineiramente efetuada durante investigações genéticas. Este fato ocorre mesmo a 

despeito dos resultados em estudos de GWAS (genome-wide association): mais de 

88% de variantes associadas a doenças se situam em regiões não codificadoras 52.  

Do ponto de vista de DM monogênico, a análise de regiões regulatórias tem se 

mostrado promissora 53, como esperado. Variantes em região promotora já são 

descritas em genes mais comumente associados a MODY (HNF1A 45,54–56, GCK 57,58, 

HNF4A 45,59). Variantes em regiões enhancer do PTF1A também já foram descritas 

associadas ao fenótipo de DMN não sindrômico 60. Todas, em última análise, alteram 

a expressão gênica, diminuindo os respectivos produtos proteicos. 

 

1.4.2 Regiões intrônicas 

As regiões intrônicas dos genes constituem aproximadamente 23% do genoma 

humano 61. A literatura atual destaca que variações fora das Open Reading Frames 

(ORFs) podem afetar a expressão gênica ao alterar regiões promotoras, enhancers, 

sítios de ligação a micro RNAs e sinais de poliadenilação. Além disso, alterações em 

sítios de splicing podem comprometer o processamento do RNAm imaturo, gerando, 

por exemplo, a retenção de um íntron ou o descarte de um éxon na molécula madura 

62. 

Alterações em sítios de splicing têm sido reconhecidas como responsáveis por 

doenças monogênicas 63–68. Estima-se que entre 15% e 50% de todas as variantes 

patogênicas responsáveis por estes fenótipos alterem o processamento da molécula de 

RNAm 69,70.  

A utilização crescente de técnicas de sequenciamento paralelo em larga escala 

tem resultado em aumento expressivo do número de variantes alélicas, identificadas 

em regiões intrônicas profundas (mais de 100 pb das regiões fronteiriças íntron-éxon). 

Genome Wide Association Studies (GWAS) já identificaram diversas variantes 

localizadas em regiões intrônicas profundas como associadas a fenótipos clínicos 

complexos 70,71. Em revisão recente realizada por Vaz-Drago et al. (2017) 72, foram 

analisados 117 estudos publicados entre 1983 e 2016 que descreveram, ao todo, 185 

alterações patogênicas, em 77 genes, localizadas em regiões intrônicas a, pelo menos, 

100 pb do sítio canônico de splicing mais próximo. Em DM monogênico, variantes 
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alélicas patogênicas em regiões intrônicas profundas (sítios não canônicos de splicing) 

já foram descritas nos genes ABCC8 44 e INS 43, além das clássicas já descritas em 

regiões fronteiriças íntron-éxon (sítios canônicos de splicing) 42,45.  

 

1.4.3 DNA mitocondrial 

A doença mitocondrial é um termo designado para um número cada vez maior 

de distúrbios clínica e geneticamente heterogêneos, que abrigam um defeito no sistema 

de oxidação e fosforilação mitocondrial (OXPHOS). Isso ocorre como resultado de 

mutação no DNA mitocondrial (mtDNA) ou em genes no DNA nuclear responsáveis 

pela manutenção e reparo do mtDNA.  

O acometimento de múltiplos sistemas é típico nas mitocondriopatias, podendo 

ser pouco evidente nos estágios iniciais da doença. O DM é característica comum da 

doença mitocondrial e raramente ocorre de forma isolada 73, sendo associado a outros 

fenótipos, como surdez (Maternally Inherited Diabetes and Deafness - MIDD), mais 

comumente 74.  

A associação do mtDNA com DM foi descrita, inicialmente, há mais de 20 

anos em famílias com um rearranjo (duplicação) no genoma mitocondrial ou com a 

variante pontual m.3243A>G 75,76, sendo esta última mais prevalente entre indivíduos 

com mitocondriopatia 77,78. Esta associação com DM possui plausibilidade biológica 

uma vez que tanto a secreção insulínica quanto sua ação nos tecidos dependem do 

adequado funcionamento mitocondrial 79,80.  

A variante m.3243A> G exibe fenótipos clinicamente heterogêneos a depender 

de sua heteroplasmia. Enquanto a alta heteroplasmia, excedendo limiar crítico (>85%), 

causa encefalomiopatia mitocondrial, acidose láctica e episódios similares a um 

acidente vascular cerebral (MELAS); a baixa heteroplasmia (<45%) causa diabetes 

com ou sem surdez (MIDD). Entender como diferenças quantitativas na heteroplasmia 

do mtDNA produzem estados patológicos distintos permanecem em aberto. Em 

indivíduos com DM, já foram descritos níveis de heteroplasmia de 1% a 45% em 

leucócitos e de 10%-45% nas células β pancreáticas. Surpreendentemente, 

heteroplasmias de 0,01%–0,1% também foram associadas ao desenvolvimento de DM, 

indicando elevada penetrância desta variante 81. 
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Ao sofrer influência de fatores ambientais, da heteroplasmia e do DNA nuclear, 

as mitocondriopatias apresentam grande variabilidade fenotípica. Tuppen et al., 2005 

82, em uma revisão sobre variantes patogênicas já descritas no genoma mitocondrial, 

alertaram para a hipótese de estas estarem associadas de maneira determinística e, ou 

predispondo a doenças comuns do envelhecimento, como DM, Alzheimer e Doença 

de Parkinson, independentemente da presença de manifestações clínicas sindrômicas. 

 

1.4.4 Variantes sinônimas  

Mutações sinônimas são geralmente consideradas não patogênicas, uma vez 

que não se espera que alterem a função da proteína. Este paradigma foi desafiado nos 

últimos anos, com evidências de que alterações na sequência de códons sinônimas 

podem ter consequências para a eficiência e rapidez da tradução por afetarem a 

estabilidade do RNA mensageiro 83 e a conformação da proteína 84. Além disso, outro 

possível mecanismo patogênico é o fato de poder gerar sítios de splicing aberrantes 

85,86. Todos esses mecanismos, portanto, podem gerar consequências para a função da 

proteína 84. 

Em diabetes monogênico, um estudo recente publicou uma variante patogênica 

sinônima como responsável pelo fenótipo de MODY-GCK em um paciente. Esta 

variante levou ao surgimento de um novo sítio de splicing na região codificadora do 

éxon 4 87 e consequente deleção de 24 pares de base, comprometendo o sítio de ligação 

da enzima GCK com a glicose 87. Em 2014, E. L. Igudin et al. 88 identificaram uma 

variante sinônima no éxon 6 do GCK criadora de um novo sítio doador de splicing. 

Esta variante resultou em um splicing aberrante com consequente deleção de 16 pares 

de base, o que alterou a expressão de seu RNA mensageiro em teste de expressão in 

vitro (minigene).  
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1.4.5 Variações em número de cópias  

As CNVs (copy number variation) são definidas como rearranjos 

desbalanceados maiores que 50pb que aumentam ou diminuem o conteúdo do DNA 

89, sendo classificadas como variação estrutual pelo Database of Genomic Variants 

(DGV) 90. Embora muitos fenótipos associados às CNVs sejam mediados pelo efeito 

de desbalanço na dosagem de genes, outras causas são possíveis, como a interrupção 

de uma sequência de codificação ou alteração da regulação transcricional 62. 

Métodos como o sequenciamento Sanger e o paralelo em larga escala (NGS) 

são capazes de identificar trocas únicas de nucleotídeos (SNVs) e pequenas inserções 

e deleções 91. Tais abordagens, entretanto, não são em geral otimizadas para a detecção 

de CNVs 92. Isso ocorre, pois o conteúdo gênico duplicado ou excluído contido em 

uma CNV é, em sua maioria, qualitativamente normal, não sendo o defeito quantitativo 

(dose do material gênico) evidenciado de forma fácil pelos métodos de 

sequenciamento.  

Novos algoritmos em bioinformática têm sido capazes de fornecer a robustez 

necessária para avaliar a existência de CNVs, utilizando dados provenientes das novas 

plataformas de sequenciamento em larga escala e que empregam a característica de 

sobreposição dos pequenos fragmentos sequenciados que serão em seguida alinhados 

com a sequência referência do genoma 92. O número total dos fragmentos reflete a 

quantidade de material gênico sequenciado, permitindo, a partir de sua contagem, 

perceber desvios na quantidade de dados genômicos esperados para a ploidia do 

genoma estudado. Essa abordagem foi aplicada com sucesso na detecção de CNVs no 

gene GCK em dois indivíduos não aparentados com suspeita clínica de MODY 93. 

Do ponto de vista do genoma mitocondrial, CNVs são consideradas como 

causadoras de fenótipos sindrômicos com envolvimento mulsisitêmico, sendo DM 

isolado até então não relatado nestes casos 94.  
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1.4.6 Genes raros associados a MODY 

1.4.6.1 RFX6 

O fator de regulação 6 (RFX6) é considerado essencial para o desenvolvimento 

do pâncreas endócrino em camundongos, bem como em humanos 95. O RFX6 é 

responsável, em um modelo de herança recessivo, pela síndrome de Mitchell-Riley, 

caracterizada pela ausência de quaisquer ilhotas ou células produtoras de hormônios, 

atresia intestinal, hipoplasia da vesícula biliar e diarreia intratável 96. 

Em relação a MODY, variantes em heterozigose no gene RFX6 foram 

inicialmente descritas como causadoras em 2017 por Patel et al. 97. Este trabalho 

identificou duas variantes nonsense em heterozigose em dois probandos com 

diagnóstico clínico de MODY sem etiologia genética definida. A análise dos familiares 

dos probandos (totalizando 36 indivíduos) sugeriu que variantes em heterozigose no 

RFX6 resultariam em MODY não sindrômico com baixa penetrância e de início pós-

puberal. 

Akiba et al. (2019) 98 reportaram uma das variantes (p.Arg377Ter) previamente 

descritas por Patel et al. (2017) 97, em uma família com grande variabilidade fenotípica 

de apresentação do DM: probando diagnosticado com MODY aos 10 anos de idade, 

mãe com hiperglicemia aos 26 anos, durante a gestação, e avó materna com 

hiperglicemia aos 50 anos em exames de rotina. Por fim, estudos em 2022 reforçaram 

que, até então, somente variantes do tipo nonsense no RFX6 são causadoras de MODY 

em modelo de herança autossômico dominante 47,48.  

 

1.4.6.2 WFS1 

Relaciona-se o gene que codifica a proteína wolfranina (WFS1) à Síndrome de 

Wolfram, a qual possui herança autossômica recessiva, clinicamente caracterizada por 

diabetes insipidus, diabetes mellitus, atrofia óptica e surdez neurossensorial 

(DIDMOAD) 7. 

É crescente na literatura, entretanto, estudos que apontam variantes no WFS1 

em diversas zigosidades (homozigose, heterozigose e heterozigose composta) como 
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responsáveis por formas atípicas da Síndrome de Wolfram, cujos indivíduos possuem 

apenas algumas das características sindrômicas.  

Na herança autossômica recessiva (homozigose/ heterozigose composta), 

algumas possibilidades de apresentação fenotípica não clássica têm sido descritas. 

Chaussenot et al. 99 ao realizarem análise genética de uma coorte francesa de 96 

pacientes com desordens relacionadas ao WFS1, observaram que 13,8% dos pacientes 

apresentavam sintomas de início tardio (classificados no estudo como pacientes que 

desenvolveram DM e atrofia óptica após os 15 anos de idade) e identificaram dois 

irmãos com atrofia óptica isolada sem DM. Do ponto de vista de DM isolado, trabalhos 

mais recentes de 2022 47,48 apontaram que variantes missenses neste padrão de herança 

explicaram uma proporção significativa dos casos de suspeitas de MODY.   

Um padrão de herança autossômico dominante, por sua vez, corresponde ao 

que é denominado na literatura científica como Síndrome de Wolfram-Like 100, já 

descrita associada às mais diversas apresentações clínicas: surdez com atrofia óptica 

sem DM 99,101, surdez neurossensorial isolada 102 e, mais raramente, DM isolado 

(MODY) 103.  

 

1.5 REANÁLISE DE DADOS DE SEQUENCIAMENTO 

 

A maior difusão e o menor custo relacionados aos testes de diagnósticos 

genéticos (sequenciamento, microarrays, entre outros) resultaram em grande 

quantidade de dados para analisar 104. A classificação do alto número de variantes 

encontradas acaba por depender do conhecimento prévio de genes e suas associações 

com doença, assim como dados públicos revelados por laboratórios clínicos e outras 

fontes 105. Como era de se esperar, com o passar do tempo, a publicação desses dados 

e o conhecimento de novas associações gene-doença tornam a classificação de 

variantes um processo pouco estático. Para uma ideia de magnitude, um estudo feito 

por Wenger AM. et al. 106 mostrou que, no período entre 2004 e 2016: 1- Em média 

houve 266 novas associações genótipo-fenótipo 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 fenotípico, dois principais aspectos também são dinâmicos 107: 1- A 
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apresentação clínica do indivíduo evolui com o tempo, passando a apresentar novas 

características que podem ser cruciais na definição do caso; 2- O espectro fenotípico 

de uma doença pode se expandir à medida que outros indivíduos são identificados com 

genótipos específicos. Dessa forma, tanto do ponto de vista genotípico quanto 

fenotípico, o passar do tempo e a assimilação de novos conceitos a partir da vasta 

produção de conhecimentos recentes podem alterar a classificação de variantes ou 

mesmo valorizar e identificar outras não estimadas pelo processo investigativo.  

A literatura aponta que muitas análises genômicas irão falhar em identificar 

uma alteração patogênica definitiva que explique suficientemente o fenótipo do 

indivíduo 108-111, o que não é diferente nos casos de DM monogênico. Dessa forma, a 

subsequente reanálise desses dados tem se tornado opção crucial para acurácia 

diagnóstica 112. A maioria dos estudos de reanálise foram realizados em dados 

provenientes do sequenciamento genômico ou exômico completos; poucos focaram 

em painéis de genes. Dentre os mais relevantes descritos na literatura 106, 113-124, as 

estratégias abordadas variavam em torno de: 1- atualização de dados da literatura; 2- 

atualização do fenótipo; 3- atualização da diretriz usada para interpretação das 

variantes; 4- realização de estudos funcionais; 5- atualização das ferramentas de 

bioinformática; 6- atualização de estratégias de filtragem; 7- reclassificação de 

variantes; 8- estudos familiares de segregação; 9- novas associações gene/variante-

doença; 10- análise de CNVs. É interessante notar que mesmo os trabalhos que usaram 

WGS como fonte de dados 118,120 não avaliaram regiões intrônicas profundas, como 

possíveis causadoras a serem reanalisadas. Além disso, nenhum dos citados trabalhos, 

até o momento, observou o genoma mitocondrial de forma rotineira durante o processo 

de reanálise de fenótipos ainda não esclarecidos sob o ponto de vista etiológico 

genético. Estritamente, em relação às pesquisas que reanalisaram dados de painéis 

113,115,117, os alvos foram: 1- novas associações gene-doença; 2- pesquisa de CNVs; 3- 

atualização da literatura; 4- atualização do fenótipo; 5- atualização de diretriz na 

interpretação da variante; 6- atualização da relação variante-doença. 

A fim de ilustrar a magnitude do impacto que a reanálise pode gerar na 

capacidade diagnóstica, um didático trabalho escrito por Pengfei Liu et al. 124, 

publicado em 2019, na revista New England Journal of Medicine, pode ser destacado. 

A reanálise de dados de sequenciamento por WES em duas coortes, 
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predominantemente compostas por crianças com distúrbios do desenvolvimento 

neurológico, gerou um aumento na capacidade diagnóstica. Na primeira coorte de 250 

indivíduos (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 número de 

diagnosticados). Na segunda coorte de 2.000 indivíduos (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 recomendação do Colégio Americano de Patologistas, a 

reanálise e a atualização dos dados genéticos obtidos por sequenciamento a cada dois 

anos 107. A reanálise de dados de sequenciamento se mostra como um meio eficaz de 

otimizar o número de casos esclarecidos, sem necessidade de um custo adicional para 

novo sequenciamento com metodologias mais avançadas e abrangentes. Este método 

consegue contemplar tanto a fluidez fenotípica, muito informativa, apresentada pelos 

indivíduos ao longo do tempo, quanto a evolução do conhecimento científico do ponto 

de vista molecular e melhor entendimento dos diversos fenótipos.  

Em relação a DM monogênico e reanálise de dados genéticos, um único estudo 

125 aponta o valor deste processo em indivíduos com MODY, DMN e hipoglicemia 

hiperinsulinêmica. Neste trabalho, os autores reanalisaram dados de sequenciamento 

por Sanger em seis genes (HNF1A, GCK, HNF4A, ABCC8, KCNJ11 e INS) 

relacionados aos fenótipos mencionados. Esta reanálise aconteceu somente ao 

atualizar a classificação das variantes encontradas na literatura vigente. Em um curto 

espaço de quatro anos, de 99 variantes reportadas no início, 30 (em torno de 30%) 

foram reclassificadas. Destas, 11 sofreram um upgrade de significado incerto para 

patogênica ou provavelmente patogênica, aumentando o número de indivíduos com 

etiologia genética esclarecida em cerca de 10%. 

Dessa forma, a reanálise se apresenta como um caminho possível a fim de 

aumentar a acurácia diagnóstica em uma coorte de indivíduos com DM monogênico, 

cujo defeito molecular nem sempre é identificado. Em MODY, a literatura mundial 

estima que entre 50 a 85% dos casos não são esclarecidos (MODY-X) 8,10,17,19,21,40,126-

130, semelhante a nossa casuística 50% 20,41. Por se tratar de uma doença com 

peculiaridades clínicas, terapêuticas e prognósticas, um adequado diagnóstico é 
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essencial para o manejo destes pacientes 131. Em relação ao DMN, o percentual de 

indivíduos não esclarecidos gira em torno de 20% na literatura mundial 132, assim como 

em nossa coorte 28. Talvez por serem fenótipos ainda mais raros, dados na literatura 

são escassos em relação à positividade molecular de indivíduos com suspeita de LPD 

parcial familiar, Síndrome de Wolfram e DM mitocondrial.  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 GERAL 

 

Aumentar a capacidade diagnóstica molecular em uma coorte de indivíduos 

com suspeita clínica de diabetes monogênico sem diagnóstico genético prévio. 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 

• Revisitar dados clínicos e acrescentar novas informações fenotípicas 

obtidas pelo seguimento; 

• Revisitar dados obtidos por tNGS e investigar a presença de defeitos 

gênicos antes não avaliados em: 

1-  Regiões intrônicas profundas, promotoras, variantes sinônimas raras 

e CNVs nos genes candidatos associados a cada um dos fenótipos 

(MODY, DMN, LPD). 

2-  Regiões codificadoras e fronteiras éxon-íntron dos genes RFX6, 

WFS1 em pacientes com suspeita clínica de MODY e DMN. 

3-  Genoma mitocondrial completo.  

• Atualizar a classificação de variantes de significado incerto.  
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3 CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

 

3.1 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS  

 

Este estudo foi conduzido de acordo com os princípios éticos e as orientações 

contidas na declaração de Helsinki e pelos termos descritos pela Portaria 196/96 do 

Conselho Nacional de Saúde.  

Os pacientes aqui avaliados são oriundos de um protocolo de pesquisa 

denominado “Determinação da Base Molecular de Pacientes Portadores de Diabetes 

Monogênico” (Apêndice A - Plataforma Brasil - Parecer Consubstanciado da 

Comissão de Ética em Pesquisa em Seres Humanos - 01093912.8.0000.0068), 

aprovado pela Comissão para Análise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (#70637) e financiado pela 

Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo - FAPESP (2013/19920-2).  

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apêndice B) foi assinado por 

todos os pacientes, maiores de 18 anos, ou pelos pais ou tutores, quando menores de 

18 anos, antes da realização de qualquer procedimento. 

 

3.2 LOCAL DA PESQUISA 

 

Este estudo foi realizado na Unidade de Endocrinologia Genética (Laboratório 

de Endocrinologia Celular e Molecular – LIM25) e na Unidade de Diabetes, ambas 

pertencentes à Disciplina de Endocrinologia da FMUSP. 

Sua realização teve colaboração do Laboratório de Biologia Celular e 

Molecular (LIM 15) e do Laboratório de Sequenciamento em Larga Escala (SELA) da 

FMUSP.  
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3.3 CASUÍSTICA  

 

Foram encaminhados ao Grupo de Diabetes Monogênico da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (HCFMUSP) 605 probandos com diagnóstico 

clínico-laboratorial sugestivo de MODY, DMN, Lipodistrofia parcial familiar, DM 

Mitocondrial ou Síndrome de Wolfram, por meio de transferências ambulatoriais 

internas ou por serviços externos, a partir de questionários eletrônicos (QE) 

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

 

Figura 1 – Fluxograma de seleção de casos para reanálise  

*Sanger (GCK, HNF1A e KCNJ11) 

** MLPA (HNF1B) 

HCFMUSP: hospital das clínicas da faculdade de medicina da universidade de são paulo; MODY: 

maturity onset diabetes of the young; DMN: diabetes mellitus neonatal; LPD: Lipodistrofia; Sd. 

Wolfram: síndrome de wolfram; tNGS: target next generation sequence 

 

 

 

http://www.diabetesgeneticousp.com/
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Como demonstra a Figura 1, os casos que preencheram os devidos critérios de 

seleção foram investigados do ponto de vista de etiologia molecular. De maneira 

resumida, esta investigação foi previamente realizada por projetos de pesquisa 

anteriores do grupo de Diabetes Monogênico da Universidade de São Paulo 20, 28, 41, 

133-135 da seguinte forma: 

1- Estudo por Sanger dos genes GCK, HNF1A, HNF1B e KCNJ11 para os 

indivíduos com fenótipos suspeitos para MODY-GCK, MODY-HNF1A, 

MODY-HNF1B e DMN respectivamente;  

2- Estudo por MLPA em indivíduos com fenótipos típicos de MODY-HNF1B;  

3- Estudo por painel de genes (descrito na seção 3.6) relacionados a DM 

monogênico (análise de regiões codificadores e sítios canônicos de splicing) 

nos pacientes sem etiologia esclarecida pelas metodologias citadas acima; 

ou diretamente investigados por esta técnica por não apresentarem um 

subtipo de DM monogênico clássico em seu fenótipo. 

Esta abordagem foi capaz de esclarecer a etiologia molecular de 157 indivíduos 

(96 através de Sanger, 2 MLPA e 59 através do tNGS), sendo 168 indivíduos sem 

diagnóstico genético e dentre esses, 128 indivíduos (123 sem variantes candidatas e 5 

com variantes VUS), composto por 25 indivíduos com suspeita clínica de MODY-

GCK, 67 de MODY-não GCK, 12 de DMN, 16 de LPD parcial familiar, 7 de DM 

mitocondrial e um com Síndrome de Wolfram. Esses foram a coorte da presente 

pesquisa. Essa coorte chega para a reanálise com os seguintes percentuais de 

positividade para diagnóstico molecular: 14,28% para MODY (16,66% para MODY 

– GCK e 13,35% para MODY - não GCK), 83,33% para síndrome de Wolfram, 

27,27% para LPD parcial familiar e 68,42% para DMN). Ao todo, 40 indivíduos (5 

com suspeita de MODY-GCK e 35 de MODY-não GCK) sem etiologia molecular 

estabelecida não foram incluídos no estudo de reanálise, pois em 2020 a análise dos 

dados moleculares não havia sido concluída.  

Quando analisada de forma global, a positividade de toda essa investigação 

etiológica molecular (Sanger, MLPA e tNGS) entre 2011 e 2020, prévia ao atual 

estudo de reanálise, tem-se o seguinte índice de positividade para os diversos 

fenótipos: 47,41% para MODY (73,21% para MODY GCK, 26,61% MODY não 
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GCK); 69,23% para DM neonatal; 27,27% para LDP parcial familiar; 83,33% para 

Síndrome de Wolfram; 0% para DM mitocondrial. A Figura 1 também destaca o índice 

de positividade exclusivo da primeira etapa de investigação molecular composta pelo 

estudo do Sanger ou MLPA.  

 

3.4 CRITÉRIOS DE SELEÇÃO 

 

Foram selecionados para reanálise todos os indivíduos com suspeita clínica de 

Diabetes Monogênico e com análise molecular prévia negativa após sequenciamento 

por painel gênico (TMPS). Os critérios de seleção para os diversos fenótipos de 

MODY, DM neonatal, LPDF e síndrome de Wolfram foram elaborados em projetos 

prévios do grupo 41,136,139 e se encontram resumidos no Anexo 1.  

Os critérios clínico-laboratoriais utilizados para seleção de pacientes com 

suspeita de Diabetes Mitocondrial não avaliados em projetos prévios do grupo foram 

baseados na diretriz da International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes 

(ISPAD) 7: 

 

Critérios de inclusão  

DM associado a uma ou mais das condições: 

- Surdez neurossensorial;  

- Oftalmoplegia externa progressiva.  

 

3.5 REANÁLISE FENOTÍPICA DA CASUÍSTICA 

 

Entendendo que os primeiros casos encaminhados para avaliação de nosso 

grupo datam de 2011, informações relevantes podem ser adquiridas com o seguimento 

destes indivíduos até o presente momento (ano de 2023).  
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A reanálise fenotípica contemplou tanto a revisão dos dados clínicos iniciais, 

que motivou o encaminhamento para o estudo molecular, quanto aqueles apresentados 

durante o seguimento. As novas informações são provenientes de:  

1- pacientes que acompanhavam no HCFMUSP:  

- Análise de prontuário eletrônico. 

2- pacientes que não acompanhavam no HCFMUSP: 

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

texto ou ligação telefônica); 

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

ligação telefônica). 

3- Revisitação dos questionários eletrônicos de encaminhamento. 

 

A partir dos novos dados clínicos obtidos, novas ações foram adotadas: 

1- Solicitação de novos exames complementares (laboratoriais ou imagem);  

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

dos pacientes que perderam seguimento.  

 

Os dados clínicos laboratoriais que fizeram parte desta busca foram:  

1- Idade HbA1c (%), glicemia (mg/dL), IMC, estratificação do peso (baixo 

peso, eutrófico, sobrepeso ou obeso), comorbidades metabólicas (HAS, 

dislipidemia, esteatose hepática) e tratamento ao diagnóstico de DM e 

durante seguimento;  

2-  Tempo de seguimento entre suspeita clínica e realização do teste molecular;  

3-  Idade do início de DM nos familiares;  

4-  Presença de comorbidades metabólicas (HAS ou DLP ou obesidade) em 

familiares.   
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3.5.1  Priorização fenotípica  

A caracterização fenotípica dos indivíduos com DM monogênico evolui com a 

progressão da literatura científica e, dessa forma, novas particularidades clínicas são 

identificadas em cada um de seus subtipos. De forma geral, os critérios para seleção 

de DM monogênico foram ficando mais restritos com o tempo. Em relação ao fenótipo 

de MODY, a descrição fenotípica 136 (Apêndice C) e validação da ferramenta MODY 

calculator 27 de nossa coorte permitiram identificar uma maior acurácia em se 

diagnosticar indivíduos com MODY em idades mais jovens (<30 anos) e pontuações 

mais elevadas no MODY calculator (>60%). Em paralelo, em relação ao fenótipo de 

LPD parcial familiar, o percentual de gordura em MMII reduzido (<25%) 137,138 passou 

a ser condição indispensável na suspeita destes indivíduos. Por fim, a descrição 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 sindrômicos, os fenótipos 

clássicos de Síndrome de Wolfram e DM Mitocondrial sofreram pouca atualização. 

Nestes casos, o avanço ocorreu no sentido de expansão fenotípica, uma vez que 

ocorreu, com mais frequência, a identificação desses defeitos moleculares em 

indivíduos com fenótipos que não contemplavam todos os critérios da síndrome 47,48.  

Esta etapa de priorização visou identificar e priorizar os indivíduos que 

possuem essas características clínicas ditas determinantes na literatura contemporânea 

a este trabalho e até mesmo excluir da reanálise genotípica aqueles, cujo seguimento 

clínico permitiu tornar muito pouco provável a possibilidade de DM monogênico. Ao 

separar os indivíduos em fenótipos típicos e pouco típicos, esta etapa permitiu, 

também, apontar em qual dos dois grupos ocorreu maior chance de achados 

moleculares possivelmente causadores do fenótipo suspeito.  

 

3.5.2 Análise estatística 

Os indivíduos com suspeita clínica para MODY, por estarem em maior 

número, tiveram seus dados clínicos analisados do ponto de vista estatístico. Este com 

objetivo de determinar quais questões clínicas e/ou laboratoriais apresentavam 

diferença estatisticamente relevante entre os indivíduos típicos e pouco típicos.  
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Para os dados onde a variável resposta é numérica (idade ao diagnóstico, tempo 

de seguimento, HbA1c, glicemia ao diagnóstico e o MODY calculator), fizemos os 

testes de Shapiro-Wilk e o de Levene para testarmos os pressupostos de Normalidade 

e Homogeneidade de variâncias, respectivamente. No caso de os pressupostos terem 

sido atingidos, realizamos o teste T para comparar os grupos; quando os pressupostos 

não foram atingidos, realizamos o teste de Wilcoxon/Mann-Whitney. Para comparar 

estatisticamente as demais variáveis qualitativas, utilizamos o teste do Qui-Quadrado. 

Os resultados foram considerados significativos, caso atingissem um p-valor de 0.05 

e todas as análises estatísticas foram feitas em ambiente R. 

 

3.6 ESTUDO GENÉTICO MOLECULAR 

 

Os dados brutos genéticos reanalisados foram obtidos a partir do 

sequenciamento de dois diferentes painéis gênicos customizados direcionado para 

regiões gênicas-alvo (Target-NGS).  

Um deles, desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa 134, possui duas versões, 

uma de 2014 e outra de 2015. Em ambas as versões, as regiões-alvo compreenderam 

todos os éxons dos genes selecionados, as regiões intrônicas flanqueadoras (25pb a 

montante e a jusante de cada éxon), regiões UTR3 e UTR5 e o genoma mitocondrial 

completo. Especificamente, em relação aos 13 genes classicamente associados a 

MODY, todas as regiões intrônicas foram contempladas pela cobertura. Em particular, 

a região enhancer do gene PTF1A (situada a 25.000 pares de base a distante do gene) 

foi sequenciada em ambas as versões dos painéis. As diferenças entre os painéis se 

encontram resumidas na Tabela 3 e foram duas: 1- Número de genes nucleares 

cobertos (46 genes na primeira versus 51 genes na segunda); 2- Sequenciamento de 

regiões promotoras (1000 pares de base a montante do códon de iniciação da 

transcrição gênica) dos genes relacionados a MODY que ocorreu somente na segunda 

versão do painel. A soma dos fragmentos-alvo da segunda versão do painel gênico foi 

de aproximadamente 488 kb. A metodologia com suas diversas etapas para obtenção 

destes dados moleculares se encontra resumidas no Anexo 4.  

 



Casuística e Métodos 53 

  
 

Tabela 3 -  Genes nucleares contemplados pelo painel do grupo Diabetes 

Monogênico 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 ABCC8 IERIP1 HYMAI 
 

APPL1 KCNJ11 GATA6 NKX2-2 
 

Diabetes autoimune Lipodistrofias Genéticas 
Síndrome Resistência 

Insulínica 

FOXP3 AGPAT2 PLIN1 
INSR 

AIRE BSCL2 ZMPSTE24 

STST3 CAV1 AKT2 
Hipoglicemia 

Hiperinsulinêmica 
Síndrome de Wolfram 

PTRF CIDEC 

LMNA TBC1D4 HADH GLUD1 

WFS1 CISD2 PPARG 
 

SLC16A1 
 

Genes sombreados: região intrônica completa contemplada. 

Letra verde negrito: genes novos associados a MODY. 

Letra azul negrito: genes novos adicionados à segunda versão do painel.  

Letra vermelho negrito: genes excluídos como causadores de monogênicos. 

 

 

O segundo painel, proveniente da disciplina de Endocrinologia da Faculdade 

de Medicina da USP, contemplou os diversos genes não só relacionados a DM 

monogênico, mas também às demais enfermidades endócrinas. Neste caso somente as 

regiões exônicas foram alvo do sequenciamento. Especificamente em relação aos 

fenótipos de DM monogênico foram contemplados 68 genes nucleares (Anexo 5).   

Entre o período 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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Figura 2 –  Linha do tempo de estudo molecular realizado nos pacientes com 

suspeita de DM monogênico  

 

 

 

3.7 REANÁLISE GENOTÍPICA DOS DADOS MOLECULARES 

 

Como preconizado pelo ACMG 107, os dados moleculares provenientes do SLE 

foram ressubmetidos ao um novo processo de análise de bioinformática, priorização 

das variantes alélicas e classificação de patogenicidade das novas variantes 

encontradas. Todo este processo foi realizado com versões atualizadas dos programas 

(softwares) que funcionam em cadeia (pipeline).  

 

3.7.1 Análise de bioinformática 

Inicialmente os dados brutos oriundos do sequenciamento foram mapeados e 

alinhados ao genoma-referência e, a seguir, listadas todas as divergências existentes 

(variantes alélicas). 

Em uma etapa posterior, denominada anotação, coletou-se de maneira 

automatizada, informações de bancos de dados genômicos públicos para cada variante 

alélica identificada. Além disso, uma avaliação do impacto funcional, a partir de 
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algoritmos de predição de patogenicidade (análise in silico) foi realizada. Todo o 

workflow de análise foi realizado por um servidor local do projeto Galaxy 140-142, 

instalado em um Ubuntu versão 15.10. A reanálise dos dados foi feita de acordo com 

o seguinte fluxo de trabalho:  

[1]  Análise de qualidade: checagem da estrutura dos arquivos e cálculo de estatísticas 

básicas como número de sequências produzidas por amostra. Softwares: FASTQ 

Groomer 143 e FASTQC 144. 

[2]  Controle de qualidade: retirada da sequência dos adaptadores e de nucleotídeos e 

reads de baixa qualidade. Software: FASTX-Toolkit 143. 

[3]  Alinhamento: alinhamento das sequências a uma referência do genoma humano 

(hg19 UCSC / b37 GRC/NCBI) para determinação das coordenadas genômicas 

de cada fragmento (read). Software: BWA (Burrows-Wheeler Aligner) 145. 

[4]  Genotipagem ou “chamada de variantes”: a partir do melhor alinhamento possível, 

foi realizada a genotipagem da amostra, que consistiu em determinar, com bases 

estatísticas, todos os alelos existentes – SNVs (single nucleotide variants): 

variantes de um único nucleotídeo) e indels (pequenas deleções e/ou inserções). 

Foi feita a listagem de todas as alterações divergentes da sequência de referência 

(variantes alélicas), gerando o arquivo .VCF (variant call format). Tipicamente 

foram listadas centenas ou milhares de variantes, o que tornaria impossível a 

verificação manual de cada uma delas. Software: FreeBayes (Bayesian genetic 

variant detector) 146. 

[5]  Anotação: esta etapa consistiu em (a) anotar as variantes identificadas e (b) 

simular, computacionalmente, o impacto funcional de cada uma. Software: 

ANNOVAR 147. Nessa etapa, para cada uma das variantes alélicas, foram 

coletadas informações a partir de:  

a) bancos de dados genômicos populacionais (1000 Genomes Project; Exome 

Sequencing Project - ESP6500; Exome Aggregation Consortium – ExAC; 

Arquivo Brasileiro Online de Mutações - ABraOM); 

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

- PolyPhen2: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/;  
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- SIFT: http://sift.jcvi.org/;  

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

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

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

- GERP: http://mendel.stanford.edu/SidowLab/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 informações (como localização, tipo, 

frequência alélica, consequência e predição do impacto funcional). 

[6]  Chamada das CNVs nucleares: ocorreu a partir dos arquivos de alinhamento 

obtidos na etapa [3], utilizando o software Copy Number Targeted Resequencing 

Analysis (CONTRA) 148. O algoritmo é capaz de identificar a presença de 

deleções ou duplicações de grandes regiões a partir da comparação da cobertura 

do sequenciamento do paciente, com uma linha de base criada pela análise de 

cobertura de vários indivíduos.  

[7]  Chamada de CNVs mitocondriais: ocorreu a partir dos arquivos de alinhamento 

obtidos na etapa [3], utilizando o software Mitochondrial DNA Deletion 

Prediction Tool – eKLIpse 149. O algoritmo é capaz de identificar a presença de 

deleções de grandes regiões a partir do mecanismo de Split Read. Este método 

baseia-se na identificação de reads que se dividem em duas regiões distantes do 

genoma de referência, o que pode indicar a presença de um ponto de quebra e, 

portanto, de uma CNV.  

 

3.7.2 Priorização dos achados moleculares  

Diante do grande número de variantes chamadas, o objetivo desta etapa é 

reduzir o número de variantes candidatas, auxiliar no processamento e distinção 

daquelas causadoras de doenças (ou potencialmente relacionadas ao fenótipo do 

indivíduo).  

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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Não existem critérios fixos e padronizados para esta priorização. À medida que 

a literatura científica acumula novos conhecimentos sobre os diversos fenótipos e suas 

respectivas associações com defeitos moleculares, esses critérios são aprimorados. 

Esta etapa foi baseada em três pilares de recomendações para estudo em diabetes 

monogênico: 1- Consenso de prática clínica de 2022 do ISPAD  (International Society 

for Pediatric and Adolescent Diabetes) 150; 2- Grupos do MDEP 151 (Monogenic 

Diabetes Expert Panel) para curadoria gênica (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) 152, consórcio 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 os genes que, na época, eram associados aos diversos 

fenótipos de DM monogênico. Como mencionado na introdução deste trabalho, a 

literatura científica alerta para a rápida evolução do conhecimento produzido no campo 

da genética. Para fins de magnitude, de 2019 a 2022, 5 novos genes foram associados 

ao fenótipo de Diabetes Neonatal 153. Dessa forma, a avaliação dos genes candidatos 

seguiu o racional de identificar genes que se mantiveram associados aos diversos 

fenótipos de DM monogênico, mesmo com o passar do tempo; e excluir da reanálise 

genotípica os genes (BLK, PAX4 e KFL11) que deixaram de ser associados ao DM 

monogênico 154.  

 

3.7.2.2  Priorização de variantes nucleares 

Frequência alélica global/local: Para priorizar as variantes, foi realizada a 

etapa de filtragem por frequência alélica em bancos de dados genômicos públicos 

(GnomAD 155 e ABraOM 156). Como este é um estudo que envolve múltiplos fenótipos, 

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 prevalência e modelo de herança, o filtro de frequência 

levou em conta estimativas para as frequências alélicas em cada fenótipo/modelo de 

herança:  

• MODY (herança condicionada por modelo dominante): ≤ 0,004% 

(1/25.000) - estabelecida de acordo com a frequência de um dos alelos (não 

patogênico) mais raro, mapeado em um gene frequentemente associado ao 

fenótipo de MODY (HNF1A) 157, assim como seguindo as novas diretrizes 

do MDEP 151; 

• MODY (herança condicionada por modelo recessivo) em variantes situadas 

no gene WFS1: ≤ 0,2% (1/500) - frequência esperada para o alelo alternativo 

(q) (segundo equação de Hardy-Weinberg) em um fenótipo condicionado 

por mecanismo recessivo de herança com prevalência (q2) de 1/25.000 | 

0,004% 157; 

• DMN (herança condicionada por modelo dominante): ≤ 0,001% (1/100.000) 

- prevalência estimada de DMN entre nascidos vivos 132; 

• DMN (herança condicionada por modelo recessivo): ≤ 0,3% (1/300) - 

frequência esperada para o alelo alternativo (q) (segundo equação de Hardy-

Weinberg) em um fenótipo condicionado por mecanismo recessivo de 

herança com prevalência (q2) de 1/100.000 | 0,001% 132; 

• LPD parcial familiar (herança condicionada por modelo dominante): ≤ 

0,001% (1/100.000) - prevalência estimada de LPD parcial familiar entre 

nascidos vivos 137;  

• Síndrome de Wolfram (herança condicionada por modelo recessivo): por se 

tratar de um fenótipo raro com amplo espectro de frequência populacional 

estimada (entre 1/55.000 e 1/770.000) 158,159, optou-se, aqui, seguir as regras 

de frequência estipuladas para o fenótipo 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 prevalência dos fenótipos em 

herança autossômica dominante (MODY, DM Neonatal, LPD parcial familiar). O 

filtro de frequência utilizado aqui foi o de 0,004% obtido pelo fenótipo mais comum 

da coorte do presente trabalho (MODY).  

2-  Segunda etapa: mais ampla em busca de variantes em homozigose ou heterozigose 

composta não tão raras, com a MAF calculada baseada na prevalência dos fenótipos 

em herança autossômica recessiva (MODY causados por variantes na WFS1, DM 

neonatal e Síndrome de Wolfram). O filtro de frequência utilizado aqui foi o de 

0,2% obtido pelo fenótipo mais comum da coorte do presente trabalho (MODY). 

Localização genômica: região promotora (upstream), codificadora e região 

intrônica completa. 

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

splicing, primeira metionina), não sinônimas e sinônimas.  

Qualidade de sequenciamento: cobertura vertical >=10X. 

Confirmação 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 

utilização permite identificar deleções não detectadas pelas etapas anteriores de 

bioinformática.  

Priorização in sílico: foram priorizadas as variantes em que todos os 

preditores in sílico apontaram como deletérias ou, quando não for possível a avaliação 

ampla in sílico, seguimos a recomendação do MDEP 151 de priorizar a pontuação 

obtida pelo REVEL 160. Para esta ferramenta, as variantes não sinônimas com 

pontuação >=0,7 foram selecionadas. Em relação às variantes sinônimas ou situadas 

em sítios não canônicos de splicing (intrônicas profundas), a pontuação >= 0.2 no 

SpliceAI 161 foi priorizada.  

Haplossuficiência: relação concordante entre modelo de herança do fenótipo 

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 priorização de variantes nucleares  
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3.7.2.3 Priorização de CNVs nucleares 

A priorização das CNVs foi realizada, utilizando o log-ratio e o valor de 

significância estatística (p) das variantes identificadas pelo software CONTRA. Log-

ratios próximos de -1,0, com valores de p ajustados inferiores a 0,05, indicam a 

presença de deleções em heterozigose. As regiões com deleções em homozigose 

apresentam log-ratios muito baixos, cerca de -7,0. E log-ratios próximos de +1,0 

indicam a presença de duplicações. O critério utilizado para a priorização foi ± 0,7. As 

variantes nesta etapa identificadas foram classificadas em relação a sua patogenicidade 

de acordo com diretrizes específicas do ACMG 162 para CNVs nucleares com auxílio 

da ferramenta para somatória de pontos CNV Pathogenicity Calculator - ClinGen 

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

 

3.7.2.4 Priorização de variantes mitocondriais 

O genoma mitocondrial possui uma taxa de mutação por nucleotídeo mais 

elevada quando comparado ao genoma nuclear. Isso se deve a diversos fatores 82: 

proximidade com reações de oxidação (produção de radicais livres), o sistema de 

reparo do DNA mitocondrial é mais simples e menos eficiente, maior atividade de 

replicação e nível de organização do material genético mais elementar. Por este 

motivo, muitas variantes identificadas são, inclusive, adquiridas de forma somática, ao 

longo do envelhecimento do indivíduo, sem que represente algo patogênico e, 

portanto, com pouca influência no fenótipo.  

Dessa forma, a busca de variantes mitocondriais (Figura 4) com potencial 

relevância para explicar o fenótipo do indivíduo ocorreu de forma oposta à busca de 

variantes do genoma nuclear: primeiro foram revisadas na literatura e banco de dados 

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

variantes mitocondriais já, conhecidamente, patogênicas e após ocorreu a busca ativa 

destas variantes em nossa coorte. Em seguida, a variante identificada nessas duas 

etapas foi reclassificada pelos critérios do ACMG adaptados às variantes 

mitocondriais 152 com auxílio da ferramenta MITOMASTER 163.  

Os seguintes critérios foram utilizados para classificação de patogenicidade das 

variantes mitocondriais 

https://cnvcalc.clinicalgenome.org/cnvcalc/
https://mitomap.org/MITOMAP/ConfirmedMutations
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• Recorrência da variante associada à DM na literatura científica: 

MITOMAP 164, 165 e https://www.diabetesgenes.org/ ; 

• Frequência global: <0,002% 152 (variantes raras em bancos de dados 

públicos MITOMAP 164); 

• Localização genômica: genes codificadores de proteínas e genes de RNA 

ribossomal (RNAr) ou RNA transportador (RNAt); 

• Consequência: loss of function (LoF)/null variants (indels, stop-gain) e não 

sinônimas; 

• Estudos funcionais: presença de estudos funcionais robustos na literatura 

que corroborem com a disfunção induzida pela variante;  

• Predição in silico de patogenicidade: 

-  RNAt: pontuação >=50th quartil pelo MitoTIP 165 (Mitochondrial tRNA 

Informatics Predictor); 

-  Genes codificadores de proteína: pontuação >=0,5 pelo APOGEE 166 

(pAthogenicity Prediction thrOugh loGistic modEl trEe); 

• Qualidade do sequenciamento: cobertura vertical >=10X 

• Confirmação 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 utilização permite 

identificar deleções não detectadas pelas etapas anteriores de 

bioinformática.  

 

https://www.diabetesgenes.org/
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Figura 4 – Fluxo de priorização de variantes mitocondriais  

 

 

 

3.7.2.5 Priorização de CNVs mitocondriais  

Como as CNVs mitocondriais são associadas somente a fenótipos sindrômicos 

pela literatura 94, esta etapa priorizou achados identificados pelo software eKLIpse em 

pacientes que possuíam além de hiperglicemia, outros comemorativos clínicos que o 

caracterizem como DM sindrômico. Estas etapas de priorização ocorreram com auxílio 

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

elas: 

• Identificação visual: através da figura Circos plot, onde se identifica os 

pontos de quebra da CNV, assim como seu percentual estimado de 

heteroplasmia; 

• Tamanho das CNVs: deleções únicas com tamanho > 1kb ou múltiplas de 

tamanhos diversos; 

• Genes envolvidos: região afetada que contenha genes já descritos 

associados a fenótipos; 

https://franklin.genoox.com/
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• Recorrência da CNV na literatura: identificar sobreposição da CNV 

identificada com outras deleções já relatadas na literatura como 

patogênicas; 

• Recorrência do fenótipo na literatura: identificar semelhança fenotípica 

entre o indivíduo portador da CNV identificada e manifestações clínicas 

descritas pela literatura para deleções na mesma região.  

 

3.7.3  Reinterpretação de variantes de significado incerto  

As variantes de significado incerto encontradas previamente ao atual estudo 

também foram reavaliadas. A reclassificação de sua patogenicidade pelos critérios do 

ACMG foi realizada através de: 1- Atualização fenotípica pelo seguimento clínico 2- 

Atualização pela literatura vigente; 3- Estudos de segregação. 

 

3.7.4 Confirmação e segregação familiar das variantes priorizadas 

As variantes alélicas relevantes identificadas por SLE e classificadas como 

mutações pontuais ou pequenas indels foram confirmadas pela técnica de Sanger 167. 

Essa análise confirmatória foi direcionada apenas para a região gênica, onde foi 

encontrada a mutação (não foram sequenciados todos os éxons do gene afetado). Além 

disso, o sequenciamento por Sanger direcionado para a variante identificada também 

foi realizado para análise molecular dos familiares disponíveis para estudo. 

A análise genética por Sanger foi baseada na amplificação da região 

codificadora do gene-alvo, utilizando primers intrônicos, flanqueando essa região 

através da técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR). Todas as amplificações 

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 reação de 

sequenciamento foi realizada, utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Life Technologies™). Os produtos desta reação foram submetidos a 

uma eletroforese capilar no sequenciador automático ABI Prism 3130XL Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A análise dos 
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eletroferogramas foi realizada, utilizando o software Sequencher (GeneCodes 

Corporation, Ann Arbor, EUA). 

 

3.7.5 Classificação das variantes alélicas candidatas 

Todas as variantes alélicas selecionadas foram classificadas quanto ao seu grau 

de patogenicidade, de acordo com os critérios de avaliação do The American College 

of Medical Genetics and Genomics (ACMG) and the Association for Molecular 

Pathology (AMP) 105 sob orientação, sempre que possível, do MDEP 151.  

As diretrizes desenvolvidas pelo ACMG/AMP são constituídas por um 

conjunto de critérios envolvendo campos principais de avaliação: dados populacionais; 

localização genômica e consequência molecular da variante; dados fenotípicos 

detalhados, dados computacionais e preditivos in silico; dados funcionais (in vitro ou 

in vivo) e análise de cossegregação familiar. Para cada variante em cada um destes 

critérios é atribuído um código com peso definido (Anexo 6).  

O MDEP 151 propõe ajustes nos critérios do ACMG/AMP a fim de melhorar a 

acurácia e concordância na interpretação de variantes situadas em genes relacionados 

ao diabetes monogênico. Até o momento, todos os critérios do ACMG possuem regras 

específicas para os genes mais comuns: GCK, HNF1A e HNF4A (Anexo 7). 

Entendendo a importância de uma interpretação comum para a melhor comunicação 

de achados pela comunidade científica, essas regras foram seguidas para estes genes. 

Em relação aos achados em demais genes contidos em nosso painel, sempre que 

possível, essas regras foram também aplicadas como auxílio para melhor interpretação 

das variantes.  

As variantes alélicas mitocondriais candidatas foram avaliadas quanto a sua 

patogenicidade por critérios específicos para o genoma mitocondrial elaborados pelo 

consórcio de especialistas no tema Mitochondrial Disease Sequence Data Resource 

(MSeqDR) 152 guiados também pelo ACMG. Além disso, estas variantes foram 

confrontadas em relação às informações publicadas na literatura, por meio do banco 

de dados populacionais do MITOMAP 164 com auxílio do software MITOMASTER 

163. A ferramenta de predição in silico MitoTIP 165 foi utilizada para o auxílio na 

interpretação de patogenicidade.  
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O conjunto de códigos atribuídos a uma determinada variante é utilizado para 

classificá-la quanto à sua evidência de patogenicidade em um sistema de cinco níveis: 

patogênica; provavelmente patogênica; significado incerto; provavelmente 

benigna e benigna 151, 168.  
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4 RESULTADOS  

 

 

Os resultados da reanálise fenotípica e genotípica serão apresentados de forma 

separada. Primeiramente, será descrita a coorte do ponto de vista clínico, classificando 

os fenótipos em típicos e pouco típicos. Em seguida, será feita a descrição das variantes 

encontradas após várias etapas de priorização alélica, até a identificação das variantes 

possivelmente causadoras. Por fim, as variantes priorizadas serão correlacionadas com 

o fenótipo, revisados pela reanálise fenotípica, do indivíduo que a possui, a fim de 

permitir uma adequada classificação de sua patogenicidade pelos critérios do ACMG.  

De forma resumida, os resultados da reanálise combinada genotípica e 

fenotípica encontram-se ilustrados na Figura 5.  

 

Figura 5 –  Fluxograma do resumo dos resultados obtidos após reanálise 

combinada fenotípica e genotípica 

*8 indivíduos com hiperglicemia transitória resolvida + 4 indivíduos sem dados clínicos suficientes  

VUS: variant of uncertain significance; MODY: maturity onset diabetes of the young; DMN: diabetes 

mellitus neonatal; LPD: lipodistrofia; DM: diabetes mellitus; Sd. Wolfram: síndrome de wolfram;  
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Após a primeira etapa de reanálise fenotípica, 12 (9,37%) indivíduos foram 

excluídos: 8 por hiperglicemia resolvida ao longo do tempo (7 do grupo de suspeita 

para MODY-GCK e 1 do grupo MODY-não GCK), 4 por dados clínicos insuficientes 

(1 do grupo de DMN e 1 do grupo de MODY-GCK e 3 do grupo de MODY-não GCK). 

Ao todo 61 (47,75%) dos indivíduos foram classificados como tendo fenótipo pouco 

típico enquanto 55 (42.96%) apresentaram fenótipo típico.  

Seguindo para a etapa de reanálise genotípica, esta não foi capaz de identificar 

novos defeitos moleculares nos pacientes excluídos e nem nos classificados como 

tendo fenótipo pouco típico pela etapa anterior. Em contrapartida, ao todo, 5 novos 

achados moleculares foram identificados na coorte de casos típicos: 1 no grupo de 

MODY-GCK, 1 no grupo de MODY-não GCK, 1 no grupo de DMN, 2 no grupo de 

LPD parcial familiar.  

Somados, a reanálise combinada fenotípica e genotípica foi capaz de 

aumentar o diagnóstico 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- não 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 reanálise combinada não foi capaz de alterar o percentual de 

positividade em diagnóstico molecular nos casos de Síndrome de Wolfram nem de 

casos de DM mitocondrial.  

Se analisarmos a positividade total, desde o início do estudo molecular destes 

indivíduos, englobando todas as etapas de investigação por Sanger, MLPA, tNGS 

(Figura 1), e da reanálise (Figura 5), tem-se as seguintes positividades finais para cada 

fenótipo: 85,56% para MODY-GCK; 38,29% para MODY-não GCK; 93,33% para 

DMN; 53,3% para LPD parcial familiar; 83,33% para Síndrome de Wolfram e 0% 

para DM mitocondrial.  
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Figura 6 –  Esquematização do impacto da positividade molecular após reanálise da 

coorte de indivíduos suspeitos para MODY-GCK 

 

 

 

 

Figura 7 –  Esquematização do impacto da positividade molecular após reanálise da 

coorte de indivíduos suspeitos para MODY- não GCK 
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Figura 8 -  Esquematização do impacto da positividade molecular após reanálise 

da coorte de indivíduos suspeitos para DMN 

 

 

 

Figura 9 –  Esquematização do impacto da positividade molecular após reanálise da 

coorte de indivíduos suspeitos para LPD parcial familiar  
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4.1 REANÁLISE FENOTÍPICA E DESCRIÇÃO CLÍNICA DA COORTE  

 

4.1.1 Probandos com suspeita clínica de MODY 

A etapa de priorização dos 92 indivíduos suspeitos de MODY (25/92 MODY 

GCK e 67/92 MODY não GCK) está resumida na Figura 10.  

Depois de aplicar a ferramenta MODY calculator, selecionar os casos com 

base na idade do diagnóstico de DM e coletar novos dados clínicos de seguimento, 32 

dos 92 indivíduos (34,78%) foram considerados casos típicos para o fenótipo de 

MODY. Os outros 49 indivíduos (53,26%) foram considerados como fenótipos 

pouco típico para MODY por vários motivos: 36 indivíduos (73,46%) não pontuaram 

acima de 60% no MODY calculator e/ou tinham mais de 30 anos no diagnóstico de 

DM; 9 indivíduos (18,36%) não pontuaram acima de 60% no MODY calculator e 

tinham menos de 30 anos no diagnóstico de DM; 4 indivíduos (8,16%) não pontuaram 

na calculadora de MODY por diagnóstico de DM após 35 anos de idade.  

Ao todo, 11 indivíduos (11,95%) com suspeita de MODY foram excluídos 

da reanálise pelos seguintes motivos: 3 não apresentaram dados clínicos suficientes 

disponíveis em nossos bancos de dados para adequada caracterização de seu DM; 8 

indivíduos apresentaram resolução da hiperglicemia ao longo do seguimento clínico. 

Um breve resumo da descrição fenotípica destes indivíduos se encontra no Anexo 8. 
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Figura 10 –  Fluxograma de priorização fenotípica dos indivíduos com suspeita de 

MODY 

*3 indivíduos sem dados clínicos suficientes;  

**8 indivíduos com hiperglicemia resolvida durante seguimento; 

DM: diabetes mellitus.   

 

 

 

A descrição fenotípica dos 17 indivíduos suspeitos de MODY - GCK, sendo 

10 (58,8%) considerados típicos e 7 (41,2%) pouco típicos, está resumida na Tabela 4. 

A Tabela 5 apresenta a descrição fenotípica dos 64 indivíduos suspeitos de MODY - 

não GCK, com 22 (34,4%) considerados típicos e 42 (65,6%) pouco típicos.  
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Tabela 4 – Descrição fenotípica da coorte com suspeita de MODY – GCK 

Características clínicas 

MODY - GCK (n=17) 

 Típico (n=10) Pouco típico (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%)   

     Eutrófico 7 (77,7%) 5 (71,4%)   

     Sobrepeso 0 0   

     Obesidade 1 (11,2%) 0   

Uso de insulina  n= 10 n= 7 1 

     Não usa 9/10 (90%) 6/7 (85,7%)   

     Imediato  0/10 0/7   

     Dentro de 6 meses 0/10 0/7   

     Após 6 meses 1/10 (10%) 1/7 (14,3%)   

Comorbidades metabólicas ao Dx e/ou seguimento n= 10 n= 7 1 

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

     Não 7/10 (70%) 5/7 (71,4%)   

Tempo de DM ao término do seguimento clínico 

(anos) 
15 (8 - 17); n= 9 8 (4.5 - 13); n= 7 0.18 

Peptídeo C ao término do seguimento clínico 

(ng/dL) 
2.2 (1.5 - 2.8); n= 8 1.6 (1.4 - 2); n= 5 0.047 

Peptídeo C mais elevado durante seguimento 

clínico (ng/dL) 
2.2 (1.9 - 2.6); n= 4 2.3 (2.2 - 2.8); n= 3 0.69 

Peptídeo C mais baixo durante seguimento clínico 

(ng/dL) 
1.1 (0.9 - 1.3); n= 4 1.5 (1.4 - 1.7); n= 3 0.29 

Taxa de filtração glomerular ao término do 

seguimento clínico (CKD-EPI) 
118 (106 - 122); n= 8 105 (100 - 109); n= 5 0.14 

Familiares com Dx DM 9/10 (90%) 7/7 (100%) 1 

Comorbidades metabólicas em familiares n= 9 n = 7 0,04382 

     Sim 7/9 (77.8%) 1/7 (14,3%)   

     Não 2/9 (22.2%) 6/7 (85,7%)   

Idade início de DM na família 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: diagnóstico; CKD-EPI: Chronic Kidney Disease Epidemiology 

Collaboration. 

Dados expostos em mediana (intervalo interquartil), sendo n baseado no número total de indivíduos 

para os quais a informação estava disponível. 
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Tabela 5 – Descrição fenotípica da coorte com suspeita de MODY - Não GCK 

Características clínicas 

MODY - não GCK (n=64) 

Típico (n=22) Pouco típico (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%) 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%)   

     Eutrófico 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 

     Não usa 10 (47,6%) 10 (23,8%)   

     Imediato  2 (9,6%) 24 (57,2%)   

     Dentro de 6 meses 0 0   

     Após 6 meses 9 (42,8%) 8 (19%)   

Comorbidades metabólicas ao Dx e/ou seguimento n= 21 n= 42 1 

     Sim 14 (66,7%) 27 (64,3%)   

     Não 7 (33,3%) 15 (35,7%)    

Tempo de DM ao término do seguimento clínico 

(anos) 
13.5 (6.7 - 31.2); n= 20 17 (8 - 24.7); n= 38 0.97 

Peptídeo C ao término do seguimento clínico 

(ng/dL) 
2 (1.1 - 2.5); n= 19 1.4 (0.9 - 2.2); n= 34 0.79 

Peptídeo C mais elevado durante seguimento 

clínico (ng/dL) 
2.4 (1.9 - 3.1); n= 17 2.1 (1.4 - 2.); n= 29 0.22 

Peptídeo C mais baixo durante seguimento clínico 

(ng/dL) 
1.6 (1.2 - 2.3); n= 17 1 (0.4 - 1.3); n= 29 0.05 

Taxa de filtração glomerular ao término do 

seguimento clínico (CKD-EPI) 
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 metabólicas em familiares n= 17 n= 33 0,03553 

     Sim 7 (41,2%) 25 (75,5%)   

     Não 10 (58,8%) 8 (24,5%)   

Idade início de DM na família 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: diagnóstico; CKD-EPI: Chronic Kidney Disease Epidemiology 

Collaboration. 

Dados expostos em mediana (intervalo interquartil), sendo n baseado no número total de indivíduos 

para os quais a informação estava disponível. 
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4.1.2 Probandos com suspeita clínica de LPD parcial familiar 

A etapa central de priorização dos pacientes com suspeita de LPD parcial 

familiar foi a quantificação de gordura em membros inferiores pela DXA, resumida na 

Figura 11. Dos 16 indivíduos, 5 (31,25%) não tinham gordura mensurada, 5 (31,25%) 

possuíam gordura < 25% enquanto 5 (31,25%) apresentaram gordura > 25% em 

membros inferiores. Ao todo, dois indivíduos (um do grupo >25% de gordura em 

membros inferiores e outro do grupo sem aferição por DXA) tiveram falha de 

sequenciamento. Um (6,2%) paciente foi excluído da reanálise por se tratar de um 

quadro classificado como Barraquer-Simons, um fenótipo de etiologia molecular 

complexa 169 não contemplada pelo painel de genes utilizado no presente estudo. As 

características clínicas destes indivíduos se encontram resumida na Tabela 6.  

Figura 11 -  Fluxograma de priorização fenotípica dos indivíduos com suspeita de 

LPD parcial familiar 

 

LPD: Lipodistrofia; DXA: dual-energy X-ray absorptiometry; MMII: membros inferiores 
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Tabela 6 – Descrição fenotípica da coorte com suspeita de LPD parcial familiar  

Probando 
Sex
o 

Idade 
ao Dx 
DM 

(anos) 

Idade ao 
final do 

seguimento 
(anos) 

Gordura 
em MMII 

(%) 

FMR 
(%Gordura 

tronco / 
%gordura 

MMII) 

Gordura 
total (%) 

Glicada 
ao Dx 

DM (%) 

Peso ao 
Dx DM 

Uso de 
insulina 

Maior 
IMC 

atingid
o no 

segui-
mento 

Dose 
insulina 

UI/kg 

Comorbidades 
metabólicas 

Triglicerides 
mais elevado 

(mg/dL) 

Colesterol 
total mais 
elevado 
(mg/dL) 

Terapia 
hipolipemiant

e 

História de 
Pancreatit

e 

Familiares 
primeiro 
grau com 
fenótipo 

semelhante 
de perda 

de gordura 

Percentual de gordura em MMII por DXA < 25% (n=5) 

1 M 12 25 13 1,6 16,7 6,8 Eutrófico Não usa 23 Não 
usa 

Esteatose / Acantose 
/ DLP / HAS 

218 148 Não Não Não 

2 F 13 25 15,2 2,02 25,9 NA NA Não usa 22,3 Não 
usa 

Esteatose / SOP/ 
DLP /  

445 243 Estatina Não NA 

3 F 37 58 16,2 1,68 26,6 NA Sobrepes
o 

Após 6 meses 
do Dx DM 

31,2 1,2 Esteatose / DLP/ 
HAS 

333 189 Fibrato   Não Não 

4 F 27 32 16,6 1,97 29 NA Eutrófico Ao Dx DM 24 1,3 Esteatose / SOP / 
Acantose / DLP / HAS  

297 247 Fibrato + 
Estatina 

Não Não 

5 F 50 63 22 1,54 30 NA NA NA 27 0,77 Esteatose / SOP / 
Acantose / DLP / HAS  

304 313 Estatina Não Sim 

Percentual de gordura em MMII por DXA > 25% (n=6) 

6 F 33 30 26,4 1,45 32,6 10,9 Obesidad
e 

Ao Dx DM 35,6 0,7 Esteatose / SOP / 
Acantose / DLP   

4000 595 Fibrato + 
Estatina 

Sim NA 

7 F 38 60 27 1,81 30,9 NA NA NA 23 3,3 Esteatose / DLP/ HAS 257 273 Estatina Não NA 

8 F 13 31 30 1,6 40,1 NA Obesidad
e 

Não usa 36 Não 
usa 

Esteatose / SOP / 
Acantose / DLP / HAS  

197 161 Não Não Sim 

9 F 20 33 32 1,44 35,7 NA NA Ao Dx DM 35 0,5 Sop / Acantose / DLP 277 260 Estatina Não Não 

10 F 32 65 41 0,61 19,19 NA NA Não usa 24 Não usa DLP / HAS 148 161 Estatina Não Não 

11 F 33 54 44,3 0,99 43,1 NA NA Após 6 meses 
do Dx DM 

36,4 0,5 Esteatose / Acantose / 
DLP / HAS  

360 200 Não Não NA 

Avaliação por DXA não disponível (n=5) 

12 F 14 15 NA NA NA NA Sobrepes
o 

Não usa 29 Não usa SOP / DLP  675 227 Fibrato Não Sim 

13 F 48 43 NA NA NA 7,4 Sobrepes
o 

Não usa 28 Não usa Esteatose / 
Acantose / DLP  

519 184 Não Não Sim 

14 F NA 50 NA NA NA NA NA Após 6 meses 
do Dx DM 

23 1,5 Esteatose / SOP / 
Acantose / DLP / HAS  

565 178 Estatina Não NA 

15 F 42 54 NA NA NA NA NA Não usa 28,5 Não usa Esteatose / Acantose / 
DLP / HAS 

4876 915 Estatina Não Sim 

16 F 30 62 NA  NA NA NA NA Após 6 meses 
do Dx DM 

33,9 1,06 Esteatose / DLP/ 
HAS 

912 394 Estatina Não NA 
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4.1.3 Probandos com DM neonatal  

 

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

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

(58,3%) tiveram este diagnóstico entre 6 meses e 1 ano. Um indivíduo (Anexo 8) não 

possuiu dados clínicos suficientes para descrição fenotípica. Um indivíduo 

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

etapa encontra esquematizada na Figura 12, assim como a descrição fenotípica destes 

indivíduos se encontra exposta na Tabela 7.  

 

Figura 12 -  Fluxograma de priorização fenotípica dos indivíduos com suspeita de 

DM neonatal 

 

 

DM: diabetes mellitus; Dx: diagnóstico 

*1 indivíduo com falha de sequenciamento 

 

 



Resultados 79 

  
 

Tabela 7 - Descrição fenotípica dos indivíduos com suspeita de DM neonatal 

Probando  

Idade 

ao Dx 

DM 

Anticorpos 

anti-ilhota  

Uso de 

insulina 

Idade final 

do 

seguimento 

Histórico 

familiar de 

DM 

Associações clínicas ao 

DM 

1 1 mês NA 
Após 6 

meses  
44 anos 

Pai, Mãe, 4 

irmãos  
Não  

2 1 mês 

Anti-GAD e 

Anti-IAA NRs 

ao Dx DM 

Ao Dx 

DM 
5 anos Ausente  

Baixo peso ao 

nascimento / PIG / 

Insuficiência exócrina 

pancreática 

3 1 mês 

Anti-GAD 

positivo* 45 

anos após Dx 

DM 

Ao Dx 

DM 
50 anos 

1 irmã e 4 

tios paternos 

Alopecia / Tireoidite de 

Hashimoto 

4 
3 

meses 

Anti-GAD e 

Anti-IA2 NRs 

37 anos após 

DX DM 

Após 6 

meses  
39 anos 

Mãe, 2 

irmãs e 2 

sobrinhos  

Acidentes vasculares 

isquêmicos de repetição 

no SNC 

5 
7 

meses 

Anti-GAD e 

Anti-IA2 NRs 

5 anos após DX 

DM 

Ao Dx 

DM 
10 anos  

Avôs 

paterno e 

materno 

Não  

6 
8 

meses  

Anti-GAD e 

Anti-IA2 NRs 

42 anos após 

Dx DM 

Após 6 

meses  
49 anos 

Avó 

materna, 

mãe e 1 irmã  

Hipotireoidismo** 

7 
9 

meses  

Anti-GAD 

Anti-IAA e 

Anti-IA2 NRs 

o Dx DM 

Ao Dx 

DM 
3 anos  Ausente  Não  

8 
10 

meses  

Anti-GAD e 

Anti-IAA NRs 

4 anos após Dx 

DM 

Ao Dx 

DM 
11 anos  

Avô 

materno 

DM diagnosticado 

durante quadro 

infeccioso / PIG / 

Estrabismo / Miopia / 

Eritema idiopático / 

Dentes de Hutchinson / 

Sem DM aos 8 anos 

9 
11 

meses  

Anti-GAD e 

Anti-IA2 NRs 

16 anos após 

Dx DM 

Ao Dx 

DM 
21 anos 

Avó e 

Bisavó 

materna  

Baixa estatura / Atraso 

DNPM / 

Hipotireoidismo** / Sd 

Nefrótica 

10 
12 

meses 

Anti-GAD NR 

17 anos após 

Dx DM 

Ao Dx 

DM 
33 anos 

Avós 

maternos 
Não  

11 
12 

meses 

Anti-GAD e 

Anti-IAA NRs 

6 anos após Dx 

DM 

Ao Dx 

DM 
12 anos Avô paterno 

Remissão do DM aos 4 

anos 

12 NA NA NA NA NA 
Sem dados clínicos 

suficientes 

* Anti-GAD = 56U/mL (VR <10) 

** AntiTPO e Anti TG NRs 

DM: diabetes Mellitus; DNPM: desenvolvimento neuropsicomotor; Dx: diagnóstico; NRs: não reagentes; PIG: 

pequeno para idade gestacional; Anti-GAD: antidescarboxilase do ácido glutâmico; Anti-IA2: antitirosina 

fosfatase; Anti-IAA: autoanticorpo anti-insulina; AntiTPO; tireoperoxidase. 
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4.1.4 Probandos com suspeita de DM mitocondrial e Síndrome de Wolfram 

As características clínicas de 7 pacientes com suspeita de DM Mitocondrial e 

1 com suspeita de Síndrome de Wolfram estão descritas na Tabela 8  

 

Tabela 8 -  Descrição fenotípica dos indivíduos com DM Mitocondrial e Síndrome 

de Wolfram 

Probando  

Idade 

(anos) ao 

Dx DM 

Idade (anos) 

final do 

seguimento 

Anticorpos  

anti ilhota  

Uso de 

insulina 

Histórico 

familiar  
Associações clínicas ao DM 

DM Mitocondrial 

1 3 70 

Anti-GAD, Anti-

IA2 e Anti-IAA 

NRs 61 anos após 

Dx DM 

Desde Dx 

DM 

Avô paterno, 

Pai, 1 irmão 
Hipoacusia 

2 6 19 
Anti-GAD NR ao 

Dx DM 

Desde Dx 

DM 

Mãe DM 

isolado 

Hipoacusia / Retinite 

pigmentosa / Oftalmoplegia 

3 6 7 NA 
Desde Dx 

DM 
Ausente  Hipoacusia  

4 17 57 
Anti-GAD NR 40 

anos após Dx DM 

Desde Dx 

DM 

Avó materna, 

Mãe, 1 Irmã 
Hipoacusia 

5 27 46 

Anti-GAD, Anti-

IA2 e Anti-IAA 

NRs 11 anos após 

Dx DM 

Após 6 

meses Dx 

DM  

Negativo para 

DM / 

Amaurose / 

Surdez 

Surdez congênita bilateral / 

Amaurose a direta congênita  

6 38 44 NA 

Após 6 

meses Dx 

DM  

Ausente  
Oftalmoplegia / Distúrbio de 

condução cardíaca  

7 70 70 NA 
Desde Dx 

DM 

1 Tia materna 

e Mãe disfagia 

Disfagia Óculo-Faríngea / 

Hipoacusia / Disartria / 

Oftalmoplegia 

Síndrome de Wolfram 

1 7 21 

Anti-GAD positivo 

* Anti-IA2 e Anti 

insulina NRs ao 

DX DM 

Desde Dx 

DM 

Avô materno e 

1 primo 

paterno 

Hipoacusia / Diabetes 

Insipidus / Atrofia do Nervo 

Óptico 

DM: diabetes mellitus; Dx: diagnóstico; NRs: não reagentes; Anti-GAD: antidescarboxilase do ácido glutâmico; 

Anti-IA2: antitirosina fosfatase; Anti-IAA: autoanticorpo anti-insulina; AntiTPO; tireoperoxidase. 

*1081U/ml (Referência <25 U/mL) 

 

  



Resultados 81 

  
 

4.2 REANÁLISE GENOTÍPICA E CORRELAÇÃO 

GENÓTIPO/FENÓTIPO  

 

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 descrição das variantes encontradas, assim 

como a correlação com seus respectivos fenótipos serão apresentados nos itens a 

seguir.  

Em paralelo, 2 pacientes tiveram variantes identificadas correlacionadas aos 

seus respectivos fenótipos explicadas por situações extrínsecas à nossa reanálise direta. 

Estas também estão descritas na Tabela 9 e as circunstâncias que levaram ao seu 

achado estão na seção 4.2.5.  
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Tabela 9 - Resumo dos achados moleculares e seus respectivos fenótipos após reanálise genotípica 

Probando Fenótipo após reanálise Variante / Consequência Zigosidade Frequência alélica* 
Classificação 

patogenicidade  

Variante intrônica profunda  

1 Pouco típico para MODY GCK(NM_000162.5):c.864-279_864-271del Heterozigose Ausente VUS 

Variantes em região regulatória  

2 Típico para DMN Chr10:23508363A>G / PTF1A enhcancer Homozigose Ausente  Patogênica 

3 Típico para MODY HNF1A (NM_000545.6): c.-285 C>T / Promotor Heterozigose Ausente Provavelmente patogênica 

Variantes exônicas 

4 Típico para MODY WFS1(NM_006005.3):c.911T>C / (p.Ile304Thr) Heterozigose Ausente ABraOM / 0,0008% gnomAD VUS 

5 Típico para MODY CEL(NM_001807.6):c.296A>C / (p.Asp99Ala) Heterozigose Ausente Provavelmente benigna 

6 Pouco típico para MODY 
RFX6 (NM_173560.4): c.1494_1495insGGA / 

(p.Lys498_Trp499insGly) 
Heterozigose Ausente VUS 

Variante mitocondrial 

7 
Típico para LPD parcial 

familiar  
m.8344 A>G / tRNA (Lys) 

Heteroplasmia: 658/3458 
(wt/mt)  

0,007% MITOMAP Provavelmente patogênica 

Variante nuclear tipo CNV 

8 Típico para MODY GATA6 Chr18:g.19780797_19780917del  Heterozigose Ausente  VUS 

Variantes previamente identificadas como VUS e suas novas classificações pelo ACMG 

9 Típico para MODY INS (NM_000207.3):c.17G>A / (p.Arg6His) Heterozigose 0,0427% ABraOM / 0,0086% gnomAD VUS → Benigna 

10 Pouco típico para MODY HNF1B (NM_000458.4):c.226G>T / (p.Gly76Cys) Heterozigose 0,4105% ABraOM / 0,055% gnomAD VUS → Benigna 

11 Pouco típico para MODY PDX1(NM_000209.4):c.664G>A / (p.Glu222Lys) Heterozigose 0,1642% ABraOM / 0,0018% gnomAD VUS → Benigna 

12 Típico para MODY HNF1A (NM_000545.8):c.1513C>A / (p.His505Asn) Heterozigose Ausente ABraOM / 0,008% gnomAD 
VUS → Provavelmente 

benigna 

13 Pouco típico para MODY HNF1A (NM_000545.8):c.92G>A / (p.Gly31Asp) Heterozigose 0,082% ABraOM / 0,0075% gnomAD VUS → Benigna 

Variantes identificadas em circunstâncias extrínsecas à nossa reanálise direta  

14 Típico para MODY GCK (NM_000162.5):c.127C>A / (p.Arg43Ser) Heterozigose Ausente Provavelmente Patogênica 

15 
Típico para LPD parcial 

familiar  
MFN2 (NM_014874.4):c.2119C>T / (p.Arg707Trp) Homozigose Ausente ABraOM / 0,0251% gnomAD Provavelmente Patogênica 
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4.2.1 Priorização alélica de variantes nucleares 

Após a primeira etapa de priorização utilizando o filtro de frequência mais 

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

média de 4,38 variantes raras por indivíduo. Posteriormente, variantes situadas em 

genes não mais caracterizados com o fenótipo de DM monogênico e aquelas com baixa 

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

Figura 13.  

Figura 13 – Primeira etapa de priorização de variantes nucleares  

 

DM: diabetes mellitus 

 

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

para análise subsequente. Dentre elas, 174 situadas em região intrônica, 34 em região 
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exônica (sendo 23 do tipo missense, 9 do tipo sinônima, 1 inserção inframe e 1 deleção 

inframe) e 58 variantes situadas em regiões possivelmente regulatórias (20 em região 

Upstream, 19 em UTR3, 7 em UTR5, 7 em RNAs não codificantes e 5 situadas em 

região intergênica).  

A segunda etapa de priorização alélica, voltada para busca adicional de 

variantes menos raras (MAF < 0,2%) somente em homozigose ou heterozigose 

composta não 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 

sinônimas com baixas pontuações pelos preditores in sílico (REVEL e SpliceAI).  

 

4.2.1.1 Variantes intrônicas e sinônimas  

Ao todo foram avaliadas 174 variantes intrônicas e 9 sinônimas, todas em 

heterozigose. Para isso, utilizou-se o preditor in sílico SpliceAI, que excluiu 159 dessas 

variantes (86,8%) devido à baixa pontuação (<0,2). Das 24 variantes restantes, 19 

(10,4%) não puderam ser avaliadas pelo preditor por estarem localizadas em íntrons 

muito profundos (cerca de 5000 pares de base) do gene HNF4A, enquanto as outras 5 

eram inserções ou deleções com variações entre 5 e 36 pares de base. Das 5 variantes 

que eram inserções ou deleções, 4 foram identificadas em genes incompatíveis com o 

fenótipo, restando apenas uma que foi priorizada, já que o defeito molecular era 

compatível com o fenótipo. A Figura 14 resume esta etapa de priorização. Este passo 

foi capaz de identificar uma variante em deleção intrônica no gene GCK (probando 1). 

Figura 14 – Fluxo de priorização de variantes nucleares intrônicas e sinônimas 

 

 

 

 

 

 

 

*em torno de 5000 pares de base  NA: não aplicável    OMIM: online mendelian inheritance in man 
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Variante intrônica c.864-279_864-271del no GCK – Probando 1 

 

A variante priorizada GCK(NM_000162.5):c.864-279_864-271del se trata de 

uma deleção de nove pares de base localizada no íntron 7 do gene GCK, distando 271 

pares de base do sítio canônico de splicing. Possui boa cobertura alélica e balanço 

alélico de AF 78,5%/AO 44/DP 56 (Figura 15). A variante não possui descrição em 

bancos populacionais gnomAD e ABraOM. 

 

Figura 15 -  Visualização pelo IGV da variante GCK(NM_000162.5):c.864-

279_864-271del 
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O probando 1 é uma paciente do sexo feminino, 41 anos, nascida em São Paulo 

– SP, apresentou diagnóstico laboratorial de glicemias de jejum alteradas aos 33 anos 

em exames de rotina. Ao diagnóstico possuía glicemia de jejum de 112 mg/dL, HbA1c 

de 6,1% e baixo peso (IMC 17,4), sem tratamento farmacológico, pontuando 75,5% 

no MODY calculator. Perfil lipídico normal e anticorpos anti-célula beta (Anti-GAD, 

Anti- insulina e Anti-IA2) não reagentes, oito anos após o diagnóstico da 

hiperglicemia. Do ponto de vista familiar, Figura 16, mãe com diagnóstico de DM tipo 

2 por volta dos 40 anos de idade, eutrófica e em tratamento com Metformina cuja avó 

materna tinha diagnóstico de hiperglicemia após os 45 anos de idade, eutrófica e 

faleceu aos 75 anos, mantendo bom controle glicêmico com medidas dietéticas (sem 

terapêutica farmacológica). 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 Hba1c 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 não recebeu tratamento farmacológico durante a gestação deste filho. O 

seguimento clínico da paciente apontou que ela continuou com baixo peso (IMC 16,4), 

apresentou na curva glicêmica com sobrecarga oral de 75 g de glicose com glicemia 

no início de 118 mg/dL e duas horas após de 179 mg/dL (incremento de 61), assim 

como, mantendo glicemia de jejum em torno de 110 mg/dL, com peptídeo C de 1,46 

ng/dL e mantendo HbA1c compatível com pré-diabetes mellitus (6,2%). Durante todo 

o período de hiperglicemia entre 33 e 41 anos, a paciente permaneceu sem tratamento 

farmacológico para hiperglicemia, assim como seu filho. Do ponto de vista fenotípico, 

esta probando foi classificada como pouco típica para MODY, uma vez que a 

hiperglicemia foi diagnosticada após os 30 anos de idade, apesar de pontuar 75,5% 

pelo MODY calculator.  

Após devida correlação genótipo/fenótipo, esta variante foi classificada como 

variante de significado incerto (PM2 supporting) no ACMG.  
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Figura 16 -  Heredograma da família com variante intrônica c.864-279_864-

271del no GCK 

 

IMC: índice de massa corporal; Seta negrito: Probando 1; -/+ portador heterozigoto da variante 
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4.2.1.2 Variantes em regiões possivelmente regulatórias 

Em relação às 58 variantes situadas em regiões possivelmente regulatórias 

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

pelo buscador genônico Ensemble em sua versão para o hg38. Após essa análise, 

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

descrição de importância regulatória. Além disso, essas duas variantes quando 

analisadas pelo banco de dados do OMIM, estavam em concordância em relação ao 

modelo de herança e plausibilidade biológica. Esse fluxograma de análise se encontra 

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

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

upstream do gene HNF1A (probando 3). 

 

Figura 17 -  Fluxo de priorização de variantes nucleares em regiões possivelmente 

regulatórias 

OMIM: online mendelian inheritance in man 
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Variante em região enhancer Chr10:23508363A>G do PTF1A – Probando 2 

 

A primeira variante identificada foi a Chr10:23508363A>G, presente em 

homozigose. Ela está localizada em uma região intergênica, correspondente à região 

enhancer do PFT1A e distante 25 kb downstream deste. A cobertura alélica dessa 

variante foi considerada boa, com um balanço alélico de AF 100%/AO 68/DP 68 

(Figura 18). Cabe ressaltar que essa variante não foi descrita em bancos populacionais 

como o gnomAD e o ABraOM.  

 

Figura 18 –  Visualização pelo IGV da variante Chr10:23508363A>G em 

homozigose em região enhancer do PTF1A 

 

 

 

  



Resultados 90 

  
 

O probando 2, sexo masculino, 6 anos, nascido em São Paulo-SP, filho de 

casamento consanguíneo, primos de primeiro grau (Figura 19) foi diagnosticado com 

DM ao primeiro mês de vida em exames para investigação de baixo peso ao 

nascimento (1330g). Ao diagnóstico de DM possuía uma glicemia de jejum de 340 

mg/dL e HbA1c 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, insuficiência exócrina e a tomografia de abdome evidenciou 

pâncreas afilado e de difícil visualização. Foi diagnosticado com DM neonatal antes 

dos seis meses de vida. Foi iniciado tratamento com insulinoterapia e reposição de 

enzimas pancreáticas. Possui pai e mãe saudáveis, sem histórico de DM. Este probando 

foi classificado como fenótipo típico para DM neonatal por ter sido diagnosticado 

com DM antes dos 6 meses de idade.  

Após devida correlação genótipo/fenótipo, esta variante foi classificada no 

ACMG como patogênica (PM2 supporting + PM1 moderate + PP4 supporting + PS2 

strong + PS3 strong). 

 

Figura 19 -  Heredograma da família com a variante Chr10:23508363A>G região 

enhancer do PTF1A 

 
IMC: índice de massa corporal; DP: desvio padrão; DM: diabetes mellitus; Seta negrito: Probando 2; 

+/+ portador homozigoto da variante; -/+ portador heterozigoto da variante 
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Variante em região upstream c.-285C>T no HNF1A – Probando 3 

 

A segunda variante em região regulatória foi a HNF1A (NM_000545.6):c.-

285C>T em heterozigose situada em região upstream. Essa região possui boa 

cobertura e balanço alélico AF 59%/AO 39/DP 66 (Figura 20). Sua frequência em 

bancos de dados populacionais (gnomAD ABraOM) é ausente. A variante se 

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

 

Figura 20 - Visualização 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 – São Paulo. 

Diagnosticada com DM aos 24 anos de idade com IMC de 21, iniciou tratamento com 

antidiabéticos orais. Não possui registro de exames laboratoriais daquela época, mas 

relato de tentativas malsucedidas de controle glicêmico com metformina e 

vildagliptina, seguido de dapaglifozina. Aos 26 anos, após 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 glicêmico (perfil glicêmico laboratorial 

em 2016: glicemia de jejum: 189 mg/dL // HbA1c 9,2% // Peptídeo C 2,0 ng/mL // 

anti-GAD negativo). Aos 30 anos, foi suspensa a metformina e diminuída a dose de 

glibenclamida para meio comprimido (2,5 mg), duas vezes, com resolução dos 

episódios de hipoglicemia e melhora do controle glicêmico (exames laboratoriais de 

2021: glicemia de jejum: 125 mg/dL // HbA1c 6,0% // peptídeo C 2,1 ng/mL). Este 

caso foi classificado como fenótipo típico para MODY uma vez que possui MODY 

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

Em relação ao histórico familiar (Figura 21), tem um irmão de 27 anos com 

diagnóstico de pré-DM aos 26 anos com IMC de 31, em tratamento, com mudanças de 

estilo de vida. Possui dois filhos do sexo masculino, um com 6 anos e outro com 3 

anos, ainda sem investigação laboratorial para hiperglicemia. O pai de 65 anos, 

diagnosticado com pré-DM aos 60 anos, na época com peso “eutrófico”, mantém 

tratamento, desde então, com metformina. O pai possui histórico de tabagismo, 

dislipidemia, hipertensão arterial sistêmica, infarto agudo do miocárdio e, atualmente, 

IMC de 25. A mãe de 54 anos, diagnosticada com pré-DM aos 40 anos em vigência de 

obesidade, iniciou tratamento com metformina. Atualmente possui IMC de 39 

associado a skin-tags e acantose nigricante cervical grau 1 ao exame físico. A mãe 

relata que, aos 51 anos, quando perdeu peso e atingiu IMC de 28 anos, teve remissão 

do DM (normalização de HbA1c e glicemia de jejum) que logo retornou com o 

reganho de peso. O tio materno faleceu aos 53 anos, teve diagnóstico de DM aos 40 

anos com sobrepeso quando foi indicado à insulinoterapia, porém não realizou o 

tratamento. Possuía história de etilismo, infarto agudo do miocárdio e tabagismo como 

comorbidades. A avó materna falecida teve diagnóstico de pré-DM aos 50 anos em 
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vigência de obesidade, não realizou tratamento farmacológico para hiperglicemia. 

Tanto o avô materno quanto os avós paternos não possuem histórico de DM. 

Após devida correlação genótipo/fenótipo, esta variante foi classificada como 

provavelmente patogênica pelo ACMG (PM2 supporting + PM1 moderate + PP4 

moderate + PM6 moderate). 

 

Figura 21 –  Heredograma da família com a variante c.-285C>T em região 

upstream do HNF1A  

 

IMC: índice de massa corporal; DM: diabetes mellitus; Seta negrito: Probando 3; -/- não carreia 

variante; -/+ portador heterozigoto da variante 
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4.2.1.3 Variantes exônicas 

Para avaliar as 25 variantes exônicas, sendo 23 (92%) missenses, 1 (4%) 

inserção inframe e 1 (4%) deleção inframe, foi utilizado o preditor in sílico REVEL 

(Figura 22). Este foi capaz de priorizar duas variantes com pontuação >= 0,7, enquanto 

21 variantes não foram priorizadas por apresentarem baixa pontuação (<0,7) e duas, o 

preditor foi incapaz de calcular por se tratar de variantes do tipo inserção/deleção. Ao 

considerar a plausibilidade biológica e modelo de herança, foram priorizadas três 

variantes, incluindo as duas identificadas pelo REVEL e mais duas variantes do tipo 

inserção/deleção. Por fim, esta etapa foi capaz de identificar três variantes em 

heterozigose: uma missense no gene WFS1 (probando 4), uma missense no gene CEL 

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

 

Figura 22 – Fluxo de priorização de variantes nucleares exônicas 

OMIM: online mendelian inheritance in man 

 

 

 

 

 



Resultados 95 

  
 

Variante missense c.911T>C no WFS1 – Probando 4 

 

A primeira variante nuclear exônica priorizada foi a 

WFS1(NM_006005.3):c.911T>C (p.Ile304Thr), uma variante do tipo missense em 

heterozigose situada no exon 8. A região possui boa cobertura e balanço alélico AF 

58%/AO 50/DP 86 (Figura 23). Sua frequência 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 -  Visualização pelo IGV da variante WFS1(NM_006005.3):c.911T>C 

(p.Ile304Thr) em heterozigose 
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O probando 4, sexo feminino, nascida em Pindoretama – Ceará, diagnosticada 

com DM aos 17 anos, em vigência de sobrepeso (IMC 29) e cetoacidose. Perfil 

glicêmico na época do diagnóstico: glicemia de jejum 271 mg/dL e HbA1c 9,0%. 

Anticorpo anti-GAD não reagente, perfil lipídico e renal normal. Iniciou tratamento 

com insulinoterapia por 4 meses, com melhora importante do controle glicêmico. 

Manteve sem tratamento farmacológico por 2 anos (até os 19 anos), mantendo bom 

controle glicêmico: glicemia de jejum 90 mg/dL, HbA1c 5,4%, peptídeo C 3,08 ng/dL, 

Cr 0,6 mg/dL. Esta história pontua 75,5% na ferramenta MODY calculator e, como 

paciente diagnosticada com DM antes dos 30 anos, foi classificada como fenótipo 

típico para MODY.  

Do ponto de vista familiar (Figura 24), mãe diagnosticada com DM aos 24 

anos, eutrófica, e desde então até os 47 anos sendo tratada com antidiabéticos orais 

(metformina e glibenclamida), quando evoluiu para necessidade de uso de insulina 

para melhora do controle glicêmico, até atualmente, com 49 anos. Avô paterno com 

diagnóstico de DM aos 67 anos, eutrófico, em tratamento com antidiabéticos orais 

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

Após devida correlação genótipo/fenótipo, esta variante foi classificada como 

variante de significado incerto (PM2 supporting + PP3 supporting) pelo ACMG. 
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Figura 24 -  Heredograma da família com a variante missense c.911T>C no WFS1 

 

IMC: índice de massa corporal; Seta negrito: Probando 4; -/+ portador heterozigoto da variante 
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Variante missense c.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 

balanço alélico AF 51%/AO 40/DP79 (Figura 25). Sua frequência em bancos de dados 

populacionais é ausente no ABraOM e no gnomAD, além de pontuar 0,9 no preditor 

insilico REVEL.  

  

Figura 25  Visualização pelo IGV da variante CEL (NM_001807.6):c.296A>C 

(p.Asp99Ala) em heterozigose 
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O probando 5, sexo masculino, nascimento em São Paulo-SP, foi diagnosticado 

com hiperglicemia leve compatível com Pré-DM (glicemia de jejum de 104 mg/dL, 

HbA1c 6,4% e teste de tolerância 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, 

eutrófico, associado à dislipidemia. Anticorpos anti-células beta não reagentes (Anti-

GAD, Anti-IA2 e Anti Insulina). Perfil lipídico aos 9 anos de idade apontou elevação 

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 eutrófico (IMC 

22,4), circunferência abdominal normal de 79 cm, mantendo sem tratamento 

farmacológico para hiperglicemia compatível com pré-DM. Dos 5 aos 18 anos, a 

glicemia de jejum variou de 95 a 123 mg/dL, HbA1c de 5,6 a 6,1%, peptídeo C de 1,2 

a 2,1 ng/dL, sem disfunção renal e tireoidiana. Adicionalmente, apresentou 

microalbuminúria confirmada em duas aferições (341,76 mg/g e 84,82 mg/g: razão 

entre albuminuria/creatinuria em amostra isolada de urina), mantendo ClCr > 90 

ml/min/1,73 m², o que levou ao acompanhamento com Nefrologista e prescrição 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) não identificaram alterações pancreáticas ou outras más formações. 

Em relação à 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 cardiológica 

(ecocardiograma, eletrocardiograma, ultrassonografia doppler de carótidas e 

vertebrais). Antes ao estudo por painel molecular de genes relacionados a DM 

monogênico, o gene GCK foi sequenciado pela metodologia Sanger sem identificação 

de variantes patogênicas ou provavelmente patogênicas. Este caso foi classificado 

como fenótipo típico 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), mãe (não possui a variante) 

diagnosticou pré-diabetes mellitus aos 47 anos em exames de rotina, eutrófica, sem 

tratamento farmacológico até os 59 anos, quando apresentou ganho de peso (atingiu 

IMC de 28), esteatose hepática e atingiu glicemia de jejum compatível 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 não identificou anormalidades pancreáticas e 

nem outras más formações abdominais. Durante seguimento, manteve função renal, 

tireoidiana normal, microalbuminuria negativa e sem complicações macrovasculares. 

Dislipidemia também foi diagnosticada de modo precoce aos 15 anos de idade e 

iniciou terapia com estatina aos 20 anos de idade em vigência de IMC de 22 normal. 

Apresentou dois eventos trombóticos venosos: um imediatamente após infecção por 

COVID aos 58 anos de idade e outro não relacionado ao COVID aos 59 anos de idade, 

estando em tratamento, desde então, com anticoagulante rivaroxabana. Mantém 

dislipidemia importante (LDL de 201 mg/dL) apesar do uso contínuo de rosuvastatina 

20 mg (dose máxima). Pai possui DM e HbA1c de 10% dosada aos 45 anos, sem mais 

informações. Avó materna faleceu aos 78 anos e apresentava os seguintes 

diagnósticos: diabetes mellitus, obesidade, trombose venosa, insuficiência cardíaca 

congestiva e hipertensão arterial sistêmica.  

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 (não 

possui eventos tromboembólicos, nem cardiovasculares e nem DM). A primeira tia 

materna (não possui a variante), 54 anos de idade, apresenta obesidade (IMC=32), DM 

desde os 30 anos de idade em vigência de sobrepeso, sendo tratada desde então com 

ADOs, apresentando, hoje, descontrole glicêmico importante (HbA1c 12,6%) com 

provável necessidade de progressão 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 gestação), 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 (ClCr 49 ml/min/1,73 m² e microalbuminuria positiva >30 mg/g), 

esteatose hepática, hipertensão arterial sistêmica, dislipidemia (LDL de 73 mg/dL em 

uso de Atorvastatina 20 mg/dia), além de doença arterial oclusiva periférica em 

membros inferiores submetida a tratamento com angioplastia. A terceira tia materna 

(não possui a variante), com 55 anos de idade, diagnosticada com DM em uso de 

insulinoterapia, infarto agudo do miocárdico aos 36 anos, dislipidemia e faleceu de 

complicações relacionadas ao COVID aos 55 anos de idade. A quarta tia materna (não 

possui a variante), 57 anos de idade, sobrepeso (IMC=26), diagnosticada com pré-DM 
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e dislipidemia aos 19 anos durante gestação. Desde então em tratamento com ADOs e 

apresentou eventos isquêmicos 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, 

doença arterial obstrutiva coronariana e de membros inferiores com necessidade de 

amputação de pododáctilos.  

A segregação da variante identificada no probando 5 nestes familiares descritos 

está descrita no heredograma (Figura 26) desta família. A variante não foi capaz de 

segregar de forma concordante com nenhum fenótipo identificado nesta família: 

dislipidemia, DM, doença obstrutiva vascular arterial ou venosa.  

Após devida correlação genótipo/fenótipo, 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 família com a variante missense c.296A>C no CEL 

 

IMC: índice de massa corporal; Dça arterial: doença arterial; DM: diabetes mellitus; ADOs: 

antidiabéticos orais; Seta negrito: Probando 5; -/- não carreia variante; -/+ portador heterozigoto da 

variante.  
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Variante inserção 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 inserção inframe em heterozigose 

situada no exon 14. Possui boa cobertura e balanço alélico AF 40%/AO 58/DP143 

(Figura 27). Sua frequência em bancos de dados populacionais é ausente no ABraOM 

e no gnomAD.  

 

Figura 27  Visualização pelo IGV da variante RFX6 (NM_173560.4): 

c.1494_1495insGGA (p.Lys498_Trp499insGly) em heterozigose 
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O probando 6, sexo feminino, 31 anos de idade, nascimento em São Paulo 

capital, foi diagnosticada com DM aos 22 anos, em exames de rotina, em 

insulinoterapia, desde diagnóstico para a hiperglicemia. Aos 29 anos apresentou 

peptídeo C de 0,7 ng/dL em vigência de função renal normal e glicemia de jejum de 

290 mg/dL. Atualmente, mantém tratamento em insulinoterapia dose plena (0,48 

UI/kg/dia), em esquema basal bolus, associado à dislipidemia (em uso de atorvastatina 

10 mg/dia), sem complicações micro ou macrovasculares, com obesidade (IMC 

=32,7). Além disso, apresentou peptídeo C aos 42 anos de 0,94 ng/dL, Cr 0,78 mg/dL 

e HbA1c 7,8%. Probando 6 foi classificado como fenótipo pouco típico para MODY, 

pois, apesar de ter sido diagnosticada com DM jovem, aos 22 anos, por ter iniciado e 

mantido insulinoterapia desde o diagnóstico, pontuou baixo com 1,9% pela ferramenta 

MODY calculator. Paciente não possui histórico familiar de DM (Figura 28).  

Após devida correlação genótipo/fenótipo, esta variante foi classificada como 

variante de significado incerto (PM2 supporting + BP3 supporting) pelo ACMG. 

 

Figura 28 -  Heredograma da família com a variante inserção inframe 

c.1494_1495insGGA no RFX6 

 

IMC: índice de massa corporal; Seta negrito: Probando 6; -/- não carreia variante; -/+ portador 

heterozigoto da variante 
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4.2.2 Priorização alélica de variantes mitocondriais  

Ao todo, 5305 variantes mitocondriais foram identificadas pelo tNGS, uma 

média de 41 variantes por paciente, muitas delas únicas e, portanto, privadas em alguns 

indivíduos e outras comuns a muitos da coorte (até 100 indivíduos apresentando a 

mesma variante). A pesquisa pelo banco de dados público MITOMAP - 

https://mitomap.org/MITOMAP/ConfirmedMutations) identificou 95 variantes com 

patogenicidade confirmada. Dentre elas, a variante na posição 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 proporção alelo selvagem/alelo mutado de 1017/5107 (Figura 

29), respectivamente. Pelo MITOMAP 164, possui frequência em bancos populacionais 

mitocondriais (GeneBank Mitomap) de 0,007%. Existem 147 referências 

bibliográficas, citando esta variante como associada aos fenótipos MERRF (Myoclonic 

Epilepsy with Ragged Red Fibers), humor depressivo, leucoencefalomalácia, DM, 

surdez neurossensorial, lipomatose múltipla sistêmica, entre outros. Classificada como 

patogênica (patogenicidade confirmada) pelo preditor in sílico MitoTIP.  

 

Figura 29 - Visualização pelo IGV da variante mitocondrial m.8344A>G / tRNA 

(Lys) 
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Probando 7, sexo feminino, 38 anos, nascida em Adamantina, São Paulo. Entre 

os 10 e 15 anos de idade relata ter notado distribuição anômala de gordura, com 

presença de giba cervical e preenchimento de fossas supraclaviculares (Figuras 30a, b 

e c); aos 18 anos apresentou sinais de resistência insulínica (hirsutismo facial, ciclos 

menstruais regulares e alopecia androgênica). Aos 25 anos foi diagnosticado 

carcinoma papilífero de tireoide e, aos 28 anos, DM com IMC normal. Desde então 

evoluiu com dislipidemia e hipertensão arterial sistêmica, em uso de insulinoterapia 

(1,2 UI/kg/dia), antidiabéticos orais (pioglitazona e metformina) e hipolipemiantes 

(atorvastatina e benzofibrato). Durante seguimento, apresentou também diagnóstico 

de Síndrome dos Ovários Policísticos (SOP) e depressão. A densitometria de corpo 

inteiro realizada aos 32 anos aponta: 1-gordura total 17.1kg (29%); 2- FMR (Fat Mass 

Ratio, relação 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 acúmulo de gordura truncal; 

3%- 16,6% de gordura em membros inferiores; 4%- 32,7% de gordura em tronco. Em 

avaliação multidisciplinar, com outras especialidades médicas (otorrinolaringologia, 

neurologia, cardiologia) foram feitos os seguintes diagnósticos: perda auditiva 

neurossensorial moderada, miopatia proximal, fadiga, comprometimento intelectual, 

ataxia sensorial, anormalidades cardíacas e biópsia muscular compatível com doença 

mitocondrial. Pelo baixo percentual de gordura em membros inferiores, esse probando 

foi classificado como fenótipo típico para LPD parcial familiar.  
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Figura 30 - Padrão de distribuição de gordura do probando 7 

 
(a) Aparente distribuição predominantemente truncal de gordura, com pouco tecido 

subcutâneo em membros inferiores. (b) Presença de giba em região cervical, aparente ausência 

de gordura em membro superior direito. (c) Presença de gordura em região truncal, 

preferencial em região de ombros (mais proeminente à direita). (d) Imagem (Fat Shadow) 

derivada da densitometria, gerada por software específico que tem como objetivo visualizar a 

constituição corpórea, especialmente útil para quantificação de gordura 170: evidencia, 

visualmente, uma perda de gordura em extremidades, em detrimento do acúmulo de gordura 

em região truncal. Espectro de cores representando a densidade dos tecidos (amarelo=gordura; 

vermelho, roxo=músculo; azul=osso). 

 

 

(a)  (b)

cv

(d) 

(c) 
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Do ponto de vista familiar, pais não consanguíneos, mãe com diagnóstico de 

DM aos 35 anos durante gestação, hoje com 65 anos, e indicação de insulinoterapia 

por descontrole glicêmico, mas mantém tratamento com antidiabéticos orais. História 

paterna desconhecida. Ao todo, 7 tios maternos, sendo 4 falecidos sem detalhes da 

histórica clínica e outros 2 tios maternos e 1 tia materna, hoje com idade maior que 70 

anos (sem precisão deste dado), todos com DM, sendo os dois tios em uso de insulina 

e tia em uso de antidiabéticos orais. Probando 7 possui dois irmãos, sem DM, um com 

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

Após devida correlação genótipo/fenótipo, esta variante foi classificada pelo 

ACMG, adaptado para variantes mitocondriais como provavelmente patogênica 

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

 

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

MTTK 

 

 

 

4.2.3 Priorização de variação do número de cópias nucleares e mitocondriais 

A pesquisa de variantes do tipo CNVs não identificou nenhuma variante 

mitocondrial desta categoria e revelou uma variante nuclear no gene GATA6. 
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Variante tipo CNV Chr18:g.19780797_19780917del no GATA6 – Probando 8 

 

O software CONTRA foi capaz de identificar uma deleção de 121 pares de 

base, acometendo a região 3 UTR do GATA6 Chr18:g.19780797_19780917del (log 

ratio = -1,34 e valor p = 0,009). A Figura 32 ilustra a visualização desta região com 

menor cobertura pelo IGV de forma comparativa com outros indivíduos da mesma 

corrida. A título de comparação para uma análise quantitativa da queda de cobertura, 

foi exposta (destacados em quadrados menores) a cobertura de uma região pontual 

dentro da deleção identificada (em média ocorreu uma queda na cobertura de 4 vezes).  

 

Figura 32 - Visualização pelo IGV da variante no GATA6: 

Chr18:g.19780797_19780917del 

 

Seta vermelha: indica local de menor cobertura no probando 8. 
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O probando 8, sexo feminino, 23 anos, nascida em São Paulo – SP, apresentou 

diagnóstico de DM aos 12 anos de idade em vigência de sobrepeso (IMC=21,8; ≥ p85 

e < p97 de IMC para idade), assintomática em exames de rotina. Naquela época, 

apresentou glicemia de jejum e 99 mg/dL, HbA1c de 6,9%, além de rastreios para 

autoimunidade relacionados à célula beta pancreática negativos (anti-GAD, anti-IA2 

e anti-insulina), função renal e perfil lipídico normal. Nesta época, o teste de tolerância 

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 período dos 13 anos aos 16 anos de idade, 

com IMC compatível com eutrófico, 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 peptídeo C entre 1,3 ng/dL e 2,8 ng/dL. Aos 17 anos, interrompeu o 

tratamento farmacológico por um ano, manteve HbA1c entre 6,1% até 6,9%, glicemias 

de jejum entre 106 mg/dL até 110 mg/dL e peptídeo 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 HbA1c entre 6,2% até 6,9%, glicemias de jejum entre 135 mg/dL 

até 145 mg/dL e peptídeo C de 2,0 ng/dL. Dos 19 anos até os 21 anos suspendeu 

tratamento farmacológico e manteve HbA1c entre 6,2% até 6,8%, glicemias de jejum 

entre 120 mg/dL até 121 mg/dL e peptídeo C entre 1,99 ng/dL e 2,34 ng/dL. Durante 

todo o acompanhamento, dos 12 aos 22 anos, probando apresentou IMC normal, 

função renal normal, sem complicações microvasculares relacionadas ao DM (fundo 

de olho normal e microalbuminúrica negativa) e sem dislipidemia. Aos 23 anos, ao 

término do seguimento clínico, por questões pessoais, o probando 8 piorou estilo de 

vida (interrompeu atividade física e ganhou peso, atingindo IMC de 26,6 compatível 

com sobrepeso), quando passou a apresentar sintomas de hiperglicemia franca 

(poliuria e polidipsia). Neste momento, foi repetido perfil glicêmico que diagnosticou 

DM em franca descompensação: glicemia de jejum de 239 mg/dL; HbA1c de 8,9%; 

peptídeo C de 1,3 ng/dL; TTOG com glicemia basal de 231 mg/dL e no tempo 2 horas 

de 374 mg/dL), sendo então iniciada terapêutica farmacológica com ADOs 

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

classificado como tendo fenótipo típico para MODY.  

Do ponto de vista familiar (Figura 33), o probando possui um irmão de 29 anos 

de idade e pai de 57 anos de idade, ambos eutróficos sem DM. Mãe de 54 anos, com 

diagnóstico de DM aos 24 anos durante a gestação, sem história de sobrepeso, durante 

evolução apresentou retinopatia DM e neuropatia DM, além de tratamento com 

insulinoterapia em dose plena (1,1 UI/ kg/dia) e peptídeo C, mantendo positivo após 

15 anos de história de DM. Tio materno, 57 anos de idade, com DM diagnosticado aos 

48 anos, eutrófico, com sintomas de polis (poliúria e polidipsia), iniciou tratamento 

com insulinoterapia trocada atualmente por sulfoniureia, além de desenvolver 

retinopatia DM. Tia materna de 50 anos, eutrófica, com glicemia de jejum alterada, 

diagnosticada aos 47 anos de idade, mantém tratamento somente com orientações 

nutricionais. Tia materna de 42 anos de idade, eutrófica, sem DM. Avó materna de 68 

anos de idade, eutrófica, diagnosticou DM aos 63 anos de idade e realiza tratamento 

com metformina desde então. Avó paterna sem DM e avô paterno com diagnóstico de 

DM após os 60 anos de idade.  

Após devida correlação genótipo/fenótipo, esta variante foi classificada como 

variante de significado incerto pela pontuação -0,3 (1B+ 4C + 5F).  
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Figura 33 -  Heredograma da família com variante nuclear tipo CNV 

Chr18:g.19780797_19780917del no GATA6 

 

IMC: índice 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 possuíam uma variante de significado incerto identificada 

por processos investigativos anteriores ao atual da reanálise, as quais se encontram 

resumidas na Tabela 9. Uma delas, identificada no probando 5, já foi descrita 

anteriormente, pois as etapas de filtragem do atual estudo também identificaram essa 

mesma variante e, portanto, não será abordado novamente nesta sessão. 

 

Variante missense c.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 

balanço alélico AF 50%/AO 50/DP 100. Sua frequência 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, 

eutrófica em vigência de poliúria, polidipsia e perda de peso, sem cetoacidose. Iniciou 

tratamento ne época com sulfoniureia (clorpropamida) por 10 anos. Aos 29 anos 

iniciou insulinoterapia durante gestação da primeira filha. Durante todo seguimento 

apresentou dificuldade em manter boa adesão ao tratamento do DM. Atualmente, com 

IMC de 28, apresenta dislipidemia, hipertensão arterial sistêmica, retinopatia diabética 

proliferativa, polineuropatia periférica diabética, doença renal crônica (ClCr CKD-EPI 

20.0 mL.min.1.73m2 e albuminuria de 2658,2 mg/g) e doença arterial periférica 

obstrutiva. Em uso de: insulina basal bolus com NPH e aspart (0,64 UI/kg/dia), 

atorvastatina, anlodipino, furosemida, caverdilol, hidralazina, aspirina, gabapentina e 

losartana. Este probando foi classificado como fenótipo típico para MODY pela 

idade ao diagnóstico de DM aos 19 anos e pontuação no MODY calculator de 75,5%.  

Do ponto de vista familiar (Figura 34), mãe falecida aos 72 anos por neoplasia 

de esôfago, teve diagnóstico de DM aos 50 anos, eutrófica, cujo tratamento sempre foi 

com ADOs. Pai sem histórico de DM. Possui 1 filha de 36 anos sem DM, cujo neto 

tem 7 anos, com obesidade e sem DM. Possui 6 irmãs e 1 irmão. O irmão diagnosticou 
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DM aos 30 anos, em vigência de obesidade e sempre tratou com insulina até o 

falecimento aos 77 anos, por neoplasia de estômago. Esse irmão possui uma filha de 

50 anos, que teve diagnóstico de DM aos 45 anos, eutrófica e sempre em uso de 

insulina. A primeira irmã faleceu aos 50 anos, sem mais detalhes sobre histórico 

médico. Esta irmã possui 4 filhos, três 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, eutrófico e não tem DM. A segunda irmã, 66 anos, sem diagnóstico 

de DM. A terceira irmã tem hoje 68 anos, sem diagnóstico de DM. A quarta irmã, 70 

anos de idade, teve diagnóstico de DM aos 32 anos, eutrófica e assim se mantém 

sempre em uso de insulinoterapia. Essa irmã possui dois filhos com obesidade, sendo 

um com diagnóstico de DM aos 34 anos (atualmente com 38 anos) em uso de insulina 

e o outro tem hoje 30 anos, sem DM. A quinta irmã, faleceu aos 70 anos de neoplasia 

de estômago, teve diagnóstico de DM aos 30 anos, eutrófica, sempre em uso de 

insulina. A sexta irmã, 80 anos, diagnosticou DM aos 70 anos, eutrófica em tratamento 

com metformina. 

Após devida correlação genótipo/fenótipo, esta variante foi classificada como 

benigna (BA1very strong).  
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Figura 34 -  Heredograma da família com a variante nuclear missense c.17G>A no 

INS 

 
 
IMC: índice de massa corporal; ADOs: antidiabéticos orais; Seta negrito: Probando 9; -/- não carreia 

variante; -/+ portador heterozigoto da variante. 

  

 

 

 

Variante missense c.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 balanço alélico AF 46%/AO 35/DP 76. Sua frequência em bancos de dados 

populacionais é 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, eutrófico em exames de 

rotina. Em tratamento durante todo o seguimento com ADOs (metformina + 

dapaglifozina + gliclazida) e mantendo bom controle glicêmico (HbA1c 7,4%; 

glicemia 147 mg/dL; peptídeo C 2,29 ng/ml, com função renal normal, e IMC de 23,7 

(eutrófico). Em paralelo, possui pâncreas de dimensões reduzidas, inespecífico, e vias 
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urinárias normais à tomografia de abdome. Este fenótipo foi classificado como pouco 

típico para MODY pela idade ao diagnóstico de DM aos 34 anos e pontuação na 

MODY calculator de 4,5%. 

Do ponto de vista familiar, as informações coletadas em dados de prontuário 

são vagas e são as seguintes: pai sem DM e tio paterno eutrófico com DM falecido. 

Tia paterna com obesidade e diagnóstico 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 eutróficos e sem DM.  

Após devida correlação genótipo/fenótipo, esta variante foi classificada como 

benigna (BA1 stand alone). 

 

Variante missense c.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 

balanço alélico AF 44%/AO 19/DP 43. Sua frequência 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 São Paulo – SP, 35 anos de 

idade, foi diagnosticado com DM aos 27 anos, eutrófico, durante doença infecciosa 

intercorrente. Anti-GAD não reagente. Inicialmente, tratado com insulinoterapia (0,68 

UI/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, pâncreas de morfologia normal pela tomografia de abdome, com seguinte 

perfil glicêmico: glicemia de jejum 193 mg/dL; peptídeo C 1,1 ng/dl; HbA1c 9,3%. 

Esta história de DM pontua 6,4% pelo MODY calculator e, portanto, este probando 

foi classificado como pouco típico para MODY. 

Do ponto de vista familiar (Figura 35), mãe diagnosticada com DM após os 60 

anos de idade, portadora da variante, possui duas irmãs, sendo uma sem DM, não 

portadora da variante e outra (sem material genético coletado) diagnosticada com DM 
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durante gestação 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 diagnóstico de DM são escassos em prontuário deste probando.  

Após devida correlação genótipo/fenótipo, esta variante foi classificada como 

benigna (BA1 stand alone).  

 

Figura 35 -  Heredograma da família com a variante nuclear missense c.664G>A no 

PDX1 

 

IMC: índice de massa corporal; Seta negrito: Probando 11; -/- não carreia variante; -/+ portador 

heterozigoto da variante 
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Variante missense c.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 balanço alélico AF 43%/AO 13/DP 30. Sua frequência 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 farmacológico e sem acompanhamento médico regular 

até os 32 anos, quando se mudou para São Paulo e foi diagnosticada com DM com 

IMC de 23,4. Aos 38 anos apresentou anticorpos anti-célula beta não reagentes (Anti-

GAD, Anti-insulina e Anti-IA2). 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, hipertensão arterial sistêmica, em uso de metformina, 

gliclazida e 4 UI de insulina rápida ao dia. Apresenta perfil glicêmico com: glicemia 

de jejum de 124 mg/dL; HbA1c de 7,1%; peptídeo C 1,89 ng/mL. Este probando foi 

considerado como fenótipo típico para MODY (considerando o diagnóstico de 

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

Do ponto de vista familiar (Figura 36), pai com 87 anos sem DM, mãe com 77 

anos, diagnosticado DM aos 76 anos e não faz tratamento farmacológico para tal. Tia 

materna com DM diagnosticado aos 35 anos de idade, em vigência de obesidade, em 

uso de insulina desde então. Possui 7 irmãos, sendo que dois são somente por parte 

paterna. Um irmão por parte paterna, tem 54 anos, diagnosticou DM aos 42 anos, 

eutrófico e em tratamento com ADOs. Sem dados sobre o segundo irmão por parte 

paterna. São 5 irmãos por parte materna e paterna, porém somente dados clínicos de 3 

deles. Um irmão de parte paterna e materna, 42 anos de idade, diagnosticou DM aos 

41 anos de idade, eutrófico, em tratamento com ADOs. Uma irmã, 44 anos, não tem 

DM, nem possui a variante, e possui 3 filhos (22 anos, e dois irmãos gêmeos 

monozigóticos de 17 anos) sem a variante e sem DM. Outra irmã de 47 anos, não 
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possui a variante, diagnosticou DM aos 45 anos, eutrófica, em tratamento com medidas 

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

Após devida correlação genótipo/fenótipo, esta variante foi classificada como 

provavelmente benigna (BS1strong + PP3supporting).  

 

Figura 36 -  Heredograma da família com a variante nuclear missense c.1513 G>A 

no HNF1A 

 

IMC: índice de massa corporal; ADOs: antidiabéticos orais; Seta negrito: Probando 12; 
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Variante missense c.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 

balanço alélico AF 48%/AO 68/DP 142. Sua frequência em bancos de dados 

populacionais é 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 São 

Paulo – SP, teve diagnóstico de DM aos 15 anos, em vigência de poliúria, polidipsia e 

perda de peso. Em tratamento com insulinoterapia associado a ADOs (gliclazida e 

metformina) desde o momento do diagnóstico. Apresentou anticorpos anti-células beta 

(Anti-GAD e Anti-IA2) não reagentes 12 anos após diagnóstico de DM, associado à 

manutenção de secreção insulínica evidenciada por peptídeo C, variando entre 1,4 e 

2,5 ng/mL sem disfunção renal. Atualmente, com IMC de 26,6 e circunferência 

abdominal aumentada de 100 cm, em tratamento com 0,77 UI/kg/dia de insulina em 

esquema basal bolus associado a metformina e glibenclamida. Apresentando 

dislipidemia e hipertensão arterial sistêmica associados, além de retinopatia não 

proliferativa leve e microalbuminuria de 60,47mg/g de creatinina. Este probando foi 

classificado como fenótipo pouco típico para MODY (MODY calculator de 2,6%) 

Do ponto de vista familial (Figura 37), avó materna falecida com diagnóstico 

de DM após os 50 anos em tratamento com ADOs. Pai falecido aos 53 anos por 

neoplasia de tireoide, com histórico de DM em vigência de sobrepeso, sem tratamento 

farmacológico. Mãe, hoje com 64 anos, diagnóstico de DM após os 40 anos em 

vigência de obesidade, em tratamento desde então com metformina. Tia materna com 

diagnóstico de DM aos 50 anos, em vigência de obesidade em tratamento com ADOs. 

Possui 6 irmãos sem DM e uma sobrinha com DM, diagnosticada aos 17 anos em 

vigência 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.  

Após devida correlação genótipo/fenótipo, esta variante foi classificada como 

benigna (BA1stand alone).  
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Figura 37 -  Heredograma da família com a variante nuclear missense c.92G>A 

no HNF1A 

IMC: índice de massa corporal; ADOs: antidiabéticos orais; Seta negrito: Probando 13;  
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4.2.5 Variantes detectadas de maneira extrínseca a nossa reanálise  

 

Variante missense c.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 frequência 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 171 em que foi sequenciado o exoma em trio (caso índice, mãe e filho). Neste 

estudo foi evidenciado a atual variante no GCK presente na mãe e ausente no pai e no 

caso índice (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 mãe (Figura 38d). Foi então identificada, a 

variante novamente na mãe e na amostra nova do probando 14 (Figura 38). Foi feita 

hipótese de troca de amostra acidental do caso índice ou falha em sua identificação. 

 

Figura 38 –  Visualização do eletroferograma do sequenciamento por Sanger da 

variante nuclear c.127C>A no GCK 

 

(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 mãe. 

Retângulo vermelho: posição da variante Eletroferograma do sequenciamento por Sanger da variante 

nuclear c.127C>A no GCK 

 

(b) 

(c) 

(d)

) 

(a) 
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O Probando 14, com 32 anos de idade, sexo masculino, nascimento em Água 

da Prata, São Paulo, teve diagnóstico de hiperglicemia leve aos 11 anos de idade em 

exames de rotina, assintomático 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 estável durante todo esse período compatível com 

MODY-GCK. Teve anticorpos (Anti-GAD, Anti-IA2 e Anti-Insulina) dosados não 

reagentes 20 anos após o diagnóstico de hiperglicemia. Atualmente, aos 32 anos, 

mantém sem tratamento farmacológico para hiperglicemia, com bom controle 

glicêmico (glicemia de jejum: 121 mg/dL; HbA1c: 6,1%; peptídeo C:3,65 ng/mL) com 

IMC de 29, dislipidemia mista (LDL 145 mg/dL e triglicerídeos de 489 mg/dL) e sem 

complicações micro ou macrovasculares detectadas. Este probando foi classificado 

como fenótipo típico para MODY (MODY calculator de 75,5%). 

Do ponto de vista familiar (Figura 39), mãe, 53 anos de idade, com glicemia 

de jejum alterada compatível com pré-DM (glicemia de jejum: 110 mg/dL) desde 34 

anos, eutrófica, mantendo sem tratamento farmacológico para hiperglicemia até hoje. 

Pai com 59 anos de idade sem hiperglicemia.  

Após devida correlação genótipo/fenótipo esta variante foi classificada como 

provavelmente patogênica (PP4supporting + PM1strong + PM2supporting, 

PP2supporting + PP3supporting).  

 

Figura 39 - Heredograma da família com a variante nuclear c.127C>A no GCK  

 

IMC: índice de massa corporal; Seta negrito: Probando 14; -/- não carreia variante; -/+ portador 

heterozigoto da variante 
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Variante missense c.2119C>T no MFN2– Probando 15 

 

A segunda variante foi a MFN2 (NM_014874.4): c.2119C>T (p.Arg707Trp), 

uma variante do tipo missense em homozigose situada no exon 18. Sua frequência em 

bancos de dados populacionais é 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 incluía este novo 

gene MFN2, não 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 

acúmulo em região centrípeta (face, pescoço e abdome) e pseudo-hipertrofia muscular. 

Neste período, em vigência de sobrepeso, foi evidenciado, dislipidemia à custa de 

hipertrigliceridemia (valor máximo de 300 mg/dL), esteatose hepática leve, DM em 

tratamento com insulina NPH (1,2 UI/kg/dia) associado à metformina e iDPP4, 

hipertensão arterial sistêmica, lipomatose e polineuropatia diabética periférica. Em 

estudo de composição 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 fenotípico 

típico para LPD parcial familiar. Sem histórico familiar com padrão de perda de 

gordura e/ou doenças metabólicas semelhantes.  

Após devida correlação genótipo/fenótipo, esta variante foi classificada como 

provavelmente patogênica (PS3strong + PM5moderate + PM2supporting, 

PP3supporting).  
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Este estudo teve como objetivo aprimorar o diagnóstico molecular de pacientes 

com suspeita de DM monogênico, cuja causa não havia sido identificada previamente 

por meio de diversas estratégias de investigação molecular (como Sanger, tNGS e 

MLPA). Para alcançar esse objetivo, reexaminamos os dados moleculares obtidos por 

meio de um amplo sequenciamento de nova geração (tNGS), que incluiu 51 genes 

nucleares e o genoma mitocondrial completo. Além disso, realizamos uma análise 

fenotípica adicional para compreender melhor por que alguns indivíduos com suspeita 

de DM monogênico permanecem sem uma causa molecular esclarecida. Com a 

combinação destes dois procedimentos, o número de indivíduos com resposta mais 

precisa sobre sua condição clínica, seja por um novo achado molecular ou 

reinterpretação de seu fenótipo, aumentou de forma relevante.  

 

5.1 IMPACTO DA REANÁLISE EM POSITIVIDADE DOS PACIENTES COM 

DM MONOGÊNICO 

 

A positividade de diagnóstico genético é uma relação dada pelo numerador 

composto por indivíduos com defeito molecular causador identificado e o 

denominador composto por indivíduos sob suspeita da condição clínica/genética 

(Figura 40). A ampla reanálise realizada pelo atual trabalho atuou nestes dois números: 

1- a reanálise genotípica permitiu a identificação de novos achados moleculares 

causadores antes não identificados, aumentando o numerador; 2- a reanálise fenotípica 

identificou indivíduos com fenótipos pouco típicos para DM monogênico, mais 

provavelmente se tratando de sobreposições fenotípicas com etiologias poligênicas 

muito prevalentes em nosso meio (DM tipo 1 ou DM tipo 2), e permitiu diminuir o 

denominador. Em outras palavras, a reanálise fenotípica, 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 não possuir, em última análise, um fenótipo de origem Mendeliana 172. 

 

Figura 40 -  Esquematização dos mecanismos pelos quais a reanálise fenotípica e 

genotípica combinada impacta na positividade em teste molecular 

 

 

 

Segundo definição do National Human Genoma Research Institute 

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

aconselhamento genético é fornecer informações sobre como uma condição genética 

pode afetar um indivíduo e/ou seus familiares,  assim como interpretar resultados 

genéticos projetados para estimar o risco de uma doença nestes ou naquele. Este 

processo integra a interpretação dos históricos familiar e médico para avaliar a chance 

de ocorrência e recorrência de doenças. Assim, permite-se um melhor entendimento 

da história natural e do prognóstico da condição de saúde estudada, escolhas 

terapêuticas personalizadas, testagem em cascata com diagnóstico e aconselhamento 

de seus familiares, além de encerrar o peso da incerteza diagnóstica, evitando 

intervenções médicas desnecessárias. Dessa forma, tanto um achado molecular 

positivo em um fenótipo classificado como típico, assim como a ausência de novas 

variantes identificadas em fenótipos pouco típicos podem ser considerados de alto 

impacto para o paciente e seus familiares. Neste ponto que nosso trabalho é inovador 

pois, até então, a ênfase empregada na maioria dos estudos em reanálise 

106,112,114,115,117,118,119-123,172 é em relatar o aumento da acurácia diagnóstica e 

consequente aconselhamento genético através de novos achados moleculares. Nestes 

trabalhos, através de novos achados clínicos, a reanálise fenotípica teve um papel de 

https://www.genome.gov/genetics-glossary/Genetic-Counseling
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expandir as possibilidades de novos genes a serem investigados e não de reclassificar 

o fenótipo como não sendo causado por defeitos moleculares de alta herdabilidade 

(monogênico). Talvez isso ocorra, pois estes trabalhos foram realizados em coortes 

cujos fenótipos eram raros, muitas vezes sindrômicos e que sofrem pouca influência 

de fatores ambientais, como pacientes pediátricos com distúrbios do desenvolvimento 

neuropsicomotor, o que torna a etiologia monogênica praticamente obrigatória. Em 

oposição, o fenótipo de hiperglicemia não só possui alta incidência populacional (a 

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

2021), como também sofre influência de um ambiente marcadamente obesogênico 

173,174, mesmo na infância 175, em nossa contemporaneidade. Este fato torna mais 

provável a sobreposição entre os diversos fenótipos de hiperglicemia, tornando a 

suspeição de DM monogênico, em especial o MODY e LDP parcial familiar, um 

desafio maior. Especificamente em relação a DM monogênico, um único estudo de 

reanálise em MODY 125 também não abordou a reanálise fenotípica.   

Como os pacientes com DM monogênico apresentam fenótipos diversos de 

hiperglicemia, a magnitude do impacto da reanálise será discutida em números a seguir 

separadamente para cada subtipo: MODY-GCK; MODY - não GCK; LPD parcial 

familiar; DMN; Síndrome de Wolfram e DM Mitocondrial. Os mecanismos pelos 

quais os novos achados moleculares foram identificados durante a reanálise serão 

categorizados segundo o proposto em revisão recente sobre o tema, sendo a principal 

descoberta de novas associações gene-doença / variante-doença 116.  

 

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

A coorte de indivíduos 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 última etapa de investigação 

molecular pelo tNGS (Figura 1). Este aumento foi tanto em decorrência de novos 

achados moleculares quanto da reclassificação fenotípica. Ao analisarmos a coorte de 

suspeitos para MODY-GCK desde o início do processo de investigação molecular 

(englobando a primeira etapa por Sanger, a segunda etapa por tNGS e a terceira etapa 

pela reanálise), tem-se uma positividade total final para este fenótipo de 85,56%.  

https://diabetesatlas.org/
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Do ponto de vista molecular, por se tratar de um fenótipo de baixa variabilidade 

e causado por mutações, até então, em um único gene, o GCK, era esperado que a 

reanálise genotípica 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 são as principais 

causadoras deste fenótipo 136. Por outro lado, o mecanismo pelo qual essa variante foi 

identificada pela reanálise após um novo sequenciamento por exoma em trio (mãe, pai 

e probando) chama a atenção para a possibilidade de um indivíduo não ter um 

diagnóstico molecular positivo por falha humana durante o processo de preparo das 

bibliotecas de DNA. Causas essas não abordadas como possibilidade pela literatura 

em reanálise até então 116,172, o que traz a luz da possibilidade de recoleta de amostra 

para ressequenciamento como uma nova possível solução. Como ocorreu uma nova 

metodologia de sequenciamento, o exoma, podemos categorizar este achado como 

proveniente da “expansão de teste genético” 116, 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 fenotípico, a separação em fenotípicos típicos e pouco típicos 

pela utilização de dois critérios clínicos (pontuação na ferramenta MODY calculator 

e idade ao diagnóstico de DM) trouxe à luz uma heterogeneidade importante dentro 

deste grupo identificado como suspeito para MODY-GCK (Tabela 4). Primeiramente, 

é notória a diferença de idade do diagnóstico de DM, sendo que o grupo típico 

apresentou uma mediana de idade estatisticamente diferente (p=0,006) de 12,5 anos 

contra 33 anos e cujos intervalos interquartis de ambos os grupos não se cruzavam. 

Este fato demonstra como uma análise clínica mais detalhada dentro de um grupo de 

indivíduos classificados como tendo a mesma suspeita clínica pode evidenciar 

diferenças robustas intragrupo. Neste caso específico, os indivíduos classificados 

como pouco típicos, com idade ao diagnóstico de hiperglicemia entre 30 e 35 anos, 

torna a hipótese de origem monogênica mais baixa. Por se tratar de um fenótipo 

altamente complexo, a hiperglicemia pode ser causada por múltiplos mecanismos 

envolvendo diversos órgãos: pâncreas, fígado, músculo, cérebro e tecido gorduroso 

176. Dessa forma, uma forma interessante de explicar a hiperglicemia neste grupo, seria 
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uma análise mais detalhada de sua composição corporal que vai além do IMC, como 

medidas antropométricas ou mesmo densitometria de corpo inteiro que tem forte 

associação com o desenvolvimento de hiperglicemia 177, assim como o cálculo do 

escore de risco poligênico para DM tipo 2 178. Uma outra hipótese seria pensar que 

estes indivíduos pouco típicos representam uma variação da normalidade em seus 

níveis de glicemia de jejum e HbA1c. Uma vez que possuem níveis de hiperglicemia 

muito próximos do intervalo de normalidade (mediana da HbA1c de 5,7% e mediana 

da glicemia de 105 mg/dL), variações em decorrência do método laboratorial podem 

ter sido suficientes para gerarem a suspeita de MODY-GCK. Sabe-se que a glicemia 

de jejum pode sofrer uma variação intraindivíduo de 5,7 a 8,3% assim como 

interindivíduo de até 12,5% 179. Em relação a HbA1c, estudos mostram que indivíduos 

de diferentes ancestralidades podem ter uma capacidade de glicação diferente, o que 

pode gerar uma diferença interindividual de até 0,4% em seus valores 179. Sendo assim, 

essas pequenas variações laboratoriais já são suficientes para trazerem estes indivíduos 

para níveis normais de glicemia de jejum <100 mg/dL e HbA1c < 5,7% 180, tornando 

este grupo uma possível variação da normalidade.  

Por outro lado, o grupo de indivíduos caracterizados como fenótipo típico com 

mediana de idade do diagnóstico de hiperglicemia de 12,5 anos se assemelha a nossa 

coorte de indivíduos com defeito molecular comprovando no GCK 136. Assim sendo, 

neste grupo, seria interessante um estudo molecular ainda mais profundo de possíveis 

variantes no GCK. O estudo do transcrito por sequenciamento de RNA como forma de 

identificar variantes intrônicas profundas 181, assim como a utilização de outras 

metodologias como o CGH-array 182 para identificação de CNVs podem ser caminhos 

futuros para explicar o fenótipo deste grupo típico para MODY-GCK. 

Um ponto que merece destaque na discussão são os 8 indivíduos que, apesar 

de terem sido reanalisados do ponto de vista genotípico sem nenhum novo achado 

molecular, não foram classificados em fenótipos típicos ou pouco típicos por falta de 

dados clínicos ou pela resolução da hiperglicemia. Estes representam um grupo 

expressivo de indivíduos (22,22%) do total da coorte de MODY-GCK até então 

atribuídos como “negativos” para investigação molecular. Ao todo 4 (11,11%) 

indivíduos, após maior seguimento clínico e reanálise, foram identificados como 

hiperglicemia transitória da infância, sendo um deles em decorrência, provável, do uso 
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de GH para déficit de crescimento. A literatura 183,184 aponta como possibilidade 

comum, em torno de 5 a 10% de prevalência deste evento em crianças durante período 

de estresse contrarregulatório (infecção, uso de medicamentos como corticosteroides, 

internação hospitalar entre outros), o que justificaria o caso de nosso paciente em uso 

de GH. Entretanto, os demais 3 casos de hiperglicemia resolvida na infância e as 

formas pelas quais foram tratados os casos leves, compatíveis com MODY-GCK, 

muito provavelmente podem também ter sido variação laboratorial como discutido 

anteriormente. De toda forma, como a literatura é escassa em relação ao prognóstico 

deste fenótipo a longo prazo, ainda assim, esses indivíduos devem manter seguimento 

clínico endócrino. Apesar de dificilmente se tratar de MODY-GCK, afinal muitos 

apresentaram glicemias de jejum abaixo de 90 mg/dL durante seguimento muito 

incompatíveis com este fenótipo, fica a interrogação sobre a possibilidade de 

possuírem maior predisposição a desenvolver hiperglicemia na idade adulta. Dentre os 

demais 3 indivíduos adultos com resolução da hiperglicemia, a primeira delas foi 

diagnosticada aos 28 anos com IMC de 19 próximo de magreza, composição corporal 

avaliada por DXA, identificando baixa massa gorda e baixa massa magra, além de 

sinais de resistência insulínica como SOP. Sua hiperglicemia e SOP foram resolvidas 

durante seguimento após ganho de peso. Este caso ilustra um fato interessante de 

resistência insulínica induzida por magreza apontado na literatura 185, que será 

discutido em mais detalhes a seguir (seção 5.2.2) com o probando 1 que apresentou 

quadro semelhante. Os demais 2 indivíduos possuíam dados clínicos escassos ao 

diagnóstico de hiperglicemia, com relatos em prontuário apenas de hiperglicemia 

diagnosticada por volta dos 25 anos de idade, sem documentação laboratorial, mas 

que, durante reanálise após 5 anos de seguimento, foram evidenciados perfis 

glicêmicos normais e, portanto, descartada a possibilidade de MODY-GCK. O último, 

ocorreu uma escassez de dados clínicos mais intensa pois: 1- o recontato com o 

paciente/médico responsável não foi efetivo; 2- mesmo a vasta busca em prontuário 

eletrônico e/ou banco de dados internos do nosso grupo de pesquisa não foi capaz de 

acrescentar informações clínicas. Estes últimos 3 pacientes ilustram duas 

problemáticas importantes já discutidas na literatura científica de reanálise. Por se 

tratar de um procedimento investigativo que demanda armazenamento de dados por 

um período longo, os dados precisam de um sistema de armazenamento robusto 116 
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que, muitas vezes, gera um custo adicional ao laboratório 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 120. A outra questão é 

a dificuldade de recontato com o paciente após um longo período de tempo, pois 

simplesmente, os dados para contato, tanto do paciente quanto do médico responsável, 

podem não mais estarem atualizados 186.  

 

5.1.2 Impacto da reanálise em positividade dos pacientes com MODY-não GCK 

A coorte de indivíduos com suspeita de MODY-não 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 última etapa de investigação 

molecular pelo tNGS (Figura 1). Este aumento foi tanto em decorrência de novos 

achados moleculares quanto da reclassificação fenotípica. Ao analisarmos a coorte de 

suspeitos para MODY-não GCK desde o início do processo de investigação molecular 

(englobando a primeira etapa por Sanger/MLPA, a segunda etapa por tNGS e a terceira 

etapa pela reanálise) tem-se uma positividade total final para este fenótipo de 

38,29%.  

Do ponto de vista molecular, a reanálise fenotípica acrescentou um novo 

achado de variante em região regulatória, situado do promotor do gene HNF1A no 

probando 3. Uma revisão recente que avaliou a história da descoberta de genes 

relacionados a DM monogênico publicada em 2020 por Elisa de Franco 187, mostrou 

que de 36 genes relacionados a este fenótipo, apenas um (região enhancer do PTF1A), 

até então, havia sido descoberto por técnicas de sequenciamento que iam além de 

regiões codificantes, no caso do genoma completo. Este fato explica o motivo de 

defeitos moleculares em regiões regulatórias serem causa rara, ou praticamente 

ausente, no fenótipo de MODY 42,45 como será mais bem abordado na sessão específica 

para discussão do probando 3 a seguir (seção 5.2.1). A abordagem agnóstica do nosso 

grupo de pesquisa de sequenciar, adicionalmente, 1000 pares de base a montante do 

sítio de início de transcrição 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 regiões funcionais 
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como ENCODE 188, muitas das regiões regulatórias dos genes de MODY podem estar 

fora desta pequena sequência upstream de 1000 pares de base. Isso nos leva a crer que 

muitas das causas moleculares ainda não estabelecidas podem ser variantes situadas 

em regiões regulatórias em outros locais que não os 1000 pares de base upstream. 

Dessa forma, a rotineirização da investigação molecular por métodos de 

sequenciamento mais amplo que englobem o genoma humano completo podem ser a 

solução para estes casos. Há aqui um exemplo de identificação de nova causa 

molecular por nova associação variante-doença 116.  

Do ponto de vista fenotípico, assim como na coorte de indivíduos clinicamente 

suspeitos para MODY-GCK, a reanálise teve um impacto relevante, pois foi capaz de 

identificar perfis de probandos com hiperglicemia provavelmente diferentes dentro do 

mesmo grupo original de indivíduos (Tabela 5). Um aspecto relevante foi o fato de os 

probandos classificados como pouco típico apresentarem um perfil de insulinopenia 

mais intenso. Esta interpretação foi em decorrência de uma diferença estatisticamente 

relevante na proporção destes indivíduos que apresentaram sintomas de polis ao 

diagnóstico de hiperglicemia (77,3% no grupo pouco típico contra 30% no grupo 

pouco típico, valor p = 0,047), assim como uma necessidade de insulinoterapia neste 

momento maior (57,2% no grupo pouco típico contra 9,6% no grupo típico, valor 

p=0,001). Este fato explica também a discrepância de pontuações pela calculadora de 

MODY (4,6% no grupo pouco típico contra 75% no grupo típico, valor p = 1,64E-10), 

cuja pontuação sofre influência negativa quanto maior for a necessidade de 

insulinização precoce do probando. Outra diferença estatisticamente relevante foi a 

ocorrência destes indivíduos pouco típicos possuírem uma história familiar com 

comorbidades metabólicas mais prevalentes (75,5% no grupo pouco típico, contra 

58,8% no grupo típico, valo p = 0,0355). Em resumo, o grupo pouco típico se trata de 

indivíduos com diagnóstico de hiperglicemia jovem, em torno de 23 anos de idade, 

com necessidade de insulinoterapia precoce e forte histórico familiar para 

comorbidades metabólicas. Este quadro nos leva a crer que estamos diante, muito 

provavelmente, de probandos com DM tipo 2 de início jovem, o qual a falência 

pancreática ocorre de forma mais precoce 189, incompatível com MODY 136,190, e a 

herança poligênica pode ser sugerida pelo histórico familiar rico em casos de DM com 

comorbidades metabólicas associadas. Nestes indivíduos, esta hipótese pode ser 
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melhor embasada através do estudo destes indivíduos pelo escore de risco poligênico 

para DM tipo 2 178. 

Por outro lado, o grupo de indivíduos caracterizados como fenótipo típico com 

mediana de idade do diagnóstico de hiperglicemia de 18,5 anos, pontuação elevada 

pela calculadora de MODY e portanto, menor necessidade imediata de insulinização, 

assemelha-se a nossa coorte de indivíduos com MODY - não GCK 136. Assim sendo, 

neste grupo, seria interessante um estudo molecular ainda mais profundo e amplo de 

possíveis variantes nos genes causadores de MODY. O estudo do transcrito por 

sequenciamento de RNA como forma de identificar variantes intrônicas profundas 181, 

assim como a utilização de outras metodologias como o CGH-array 182 para 

identificação de CNVs podem ser caminhos futuros. Além disso, em oposição ao 

espectro fenotípico mais restrito apresentado pelos indivíduos com MODY-GCK, os 

indivíduos com MODY – não GCK apresentam uma ampla variedade clínica e, 

portanto, mais provavelmente se beneficiariam de estudos moleculares mais amplos, 

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

Em oposição ao relevante número de indivíduos do grupo de suspeita para 

MODY – GCK que tiveram sua hiperglicemia resolvida, aqui somente um probando 

teve resolução de sua hiperglicemia durante seguimento clínico. Este também foi um 

diagnóstico de hiperglicemia jovem aos 7 anos de idade, suspeito para MODY - não 

GCK devido sintomatologia mais intensa de poliúria e polidipsia, além de glicemias 

de jejum mais elevadas, com valores atingindo até 300 mg/dL. Entretanto, o paciente 

possui diagnóstico de doenças autoimunes, (doença de Chron e Vitiligo) em uso de 

imunomoduladores (Azatioprina e Messalazina) e sua hiperglicemia resolveu durante 

seguimento de 5 anos após remissão destas doenças de base e suspensão dos 

imunobiológicos. Este caso é mais um exemplo de hiperglicemia transitória da infância 

189 que deve ser seguido a longo prazo, pois não sabemos se este fato aumentará suas 

chances de desenvolver hiperglicemia no futuro, mas, de toda forma, esta descrição 

clínica pouco provavelmente se trata de um indivíduo com MODY.  
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5.1.3 Impacto da reanálise em positividade dos pacientes com DMN 

A coorte de indivíduos 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 última etapa de investigação molecular pelo tNGS 

(Figura 1). Este aumento foi tanto em decorrência de novos achados moleculares 

quanto da reclassificação fenotípica. Ao analisarmos a coorte de suspeitos para DMN 

desde o início do processo de investigação molecular (englobando a primeira etapa por 

Sanger, a segunda etapa por tNGS e a terceira etapa pela reanálise) tem-se uma 

positividade total final para este fenótipo de 93,33%.  

Do ponto de vista molecular, a reanálise genotípica foi capaz de identificar uma 

nova variante situada em região enhancer do gene PTF1A no probando 2. Assim como 

na coorte de MODY-Não GCK, a reanálise foi capaz de identificar um novo defeito 

molecular em região regulatória. A mesma discussão aplicada anteriormente para a 

variante em região promotora do HNF1A cabe para este caso. Em resumo, a 

investigação molecular em DM monogênico recai majoritariamente sobre regiões 

codificantes do genoma humano, por isso a raridade de descrição de casos de DM 

monogênico devido a defeitos moleculares em regiões regulatórias. Interessante 

mencionar que até a revisão de 2020 de Elisa de Franco 187, somente uma nova causa 

de DM monogênico havia sido descoberta por técnicas de sequenciamento que 

abrangem além da região codificadora, e essa descoberta foi justamente a identificada 

aqui neste probando 2: a região enhancer do PFT1A. O probando 2 teve seu 

sequenciamento realizado pela segunda versão do tNGS durante a terceira corrida que 

ocorreu e 2016. Como será mais bem discutido sem sessão posterior para o probando 

2 (seção 5.2.1), a região enhancer do PTF1A teve sua primeira descrição associada a 

DMN em 2014 60, e, portanto, a versão do painel de 2015 já contemplava esta região. 

Entretanto, somente a partir de 2020, com a publicação de mais casos e seguimento 

clínico que esta região se consagrou como causadora de DMN e agenesia pancreática 

191. Aqui se tem um exemplo de identificação de nova causa molecular por nova 

associação gene-doença 116. 

Do ponto de vista fenotípico, assim como indivíduos com MODY-GCK, o 

DMN é um quadro clínico cujo espectro é mais restrito e de alta herdabilidade, afinal, 
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trata-se do desenvolvimento de DM já nos primeiros meses de vida. Dessa forma, 

apesar de maior heterogeneidade genética (em torno de 37 genes descritos causadores 

de DMN 150) pela sua alta herdabilidade e pouca influência ambiental, espera-se uma 

maior positividade em investigação molecular para doenças monogênicas. A evolução 

da literatura científica na temática de DMN demonstrou que a causa molecular 

monogênica se devia quase unicamente aos casos de DM diagnosticados nos primeiros 

6 meses de vida. Esse conceito nem sempre foi assim 12. Com o passar dos anos, a 

idade limite para se considerar uma causa monogênica não autoimune de DMN mudou 

dos primeiros 30-45 dias de vida 192, para 3 meses, depois 6 meses 193, 9 meses 194 e 

atualmente retornando para os 6 meses de vida 150. Essa variação ao longo do tempo 

na definição de qual idade considerar o DMN mostra como a ciência amadurece em 

relação à definição de fenótipo, que não é algo inerte. O DMN é um exemplo marcante 

da importância da reanálise fenotípica periodicamente. O achado molecular adicional 

proveniente da reanálise genotípica 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 diferença grande de positividade molecular, 

sendo 68,42% quando se analisa indivíduos com DM antes dos 12 meses de idade, 

contra 93,10% em indivíduos com DM antes dos 6 meses de idade. Dessa forma, o 

atual trabalho confirma a literatura vigente de que este fenótipo é bem mais provável 

nos 6 primeiros meses de vida.   

Por fim, importante mencionarmos que um indivíduo desta coorte foi excluído 

por falta de dados clínicos, uma problemática da reanálise 116,186 já discutida 

anteriormente na coorte de MODY-GCK. Outro indivíduo foi excluído por falha de 

sequenciamento devido à qualidade da amostra de DNA ruim. A literatura aponta uma 

gama variada de possibilidades para uma eventual incerteza na qualidade do 

sequenciamento de DNA 195 (erros na chamada de variantes, erro na identificação de 

bases etc.) e que muitas vezes decorrem de problemas técnicos complexos ou mesmo 

imprevistos. Mais especificamente, os erros originados na preparação da amostra 

comumente são devidos a uma combinação de erros humanos no manuseio da amostra 

(que pode incluir trocas de amostras ou degradação de DNA e/ou RNA), contaminação 

da amostra e baixas quantidades de DNA de entrada. Além disso, durante a preparação 

de bibliotecas de sequências, erros humanos podem resultar em contaminação cruzada 



Discussão 137 

  
 

de amostras de DNA em diferentes preparações de bibliotecas 196. A literatura aponta 

uma grande variação na acurácia da chamada de bases em técnicas de sequenciamento 

por NGS (de um erro a cada mil 197 até um erro a cada milhão 198 de nucleotídeos), 

sem precisar o quanto disso seria em decorrência de falha humana. De toda forma, no 

atual trabalho, ao todo, 4 indivíduos foram originalmente apresentados como negativos 

para investigação 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 indivíduos, sendo um deles proveniente da atual coorte de DMN e outros 

2 do grupo de suspeita para LPD familiar (que serão abordados em sessão a seguir – 

11.1.4) ainda aguardam nova oportunidade de recoleta de DNA e sequenciamento. 

Este fato é notório, uma vez que 4 indivíduos de nossa coorte de 128 representam 

3,12% dos casos.  

 

5.1.4  Impacto da reanálise em positividade dos pacientes com LDP parcial 

familiar 

A coorte de indivíduos 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 decorrência de novos achados moleculares quanto da 

reclassificação fenotípica. Ao analisarmos a coorte de suspeitos para LPD parcial 

familiar desde o início do processo de investigação molecular (englobando a primeira 

etapa por Sanger, a segunda etapa por tNGS e a terceira etapa pela reanálise), tem-se 

uma positividade total final para este fenótipo mantida igual a 53,3%, uma vez 

que não foram adicionados novos diagnósticos moleculares na etapa anterior pela 

investigação por Sanger.  

Do ponto de vista molecular, dois novos achados explicaram o fenótipo. 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 disfunções 

estão relacionadas a doenças do tecido adiposo. Estes dois pacientes foram 

classificados como fenótipos típicos (<25% de gordura em MMII) pela reanálise 
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fenotípica (Tabela 6). As peculiaridades de cada gene serão discutidas em sessões 

específicas (seção 5.2.1 para o MTTK e seção 5.2.4 para o MFN2) relacionadas aos 

respectivos probandos posteriormente. Neste momento, cabe a discussão dos 

mecanismos que levaram a esse aumento de positividade. Em relação ao achado no 

gene MFN2, trata-se de uma causa muito comum na reanálise, a identificação de novos 

genes relacionados ao fenótipo que ocorre com o desenvolvimento do conhecimento 

científico nesta área. Neste específico caso, quando ocorreu o contato médico para 

reanálise, 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 identificação de uma variante 

mitocondrial em paciente com fenótipo de LPD parcial familiar, mostra a importância 

do sequenciamento do genoma mitocondrial em indivíduos com suspeita de DM 

monogênico. Já é sabido pela literatura que a função mitocondrial adequada é 

fundamental tanto para a produção de insulina pela célula beta pancreática 79,199 quanto 

para o adequado funcionamento de sua sinalização em seus receptores de insulina 80. 

Dessa forma, entendendo que o fenótipo de DM monogênico é caracterizado, em 

última instância, por uma hiperglicemia em decorrência de defeitos moleculares que 

resultam em insulinopenia ou aumento de resistência insulínica, ou mesmo a 

combinação dos dois eventos, a investigação rotineira de defeitos moleculares 

mitocondriais faz sentido neste grupo de pacientes. Especificamente, em relação ao 

fenótipo de LPD parcial familiar, revisão recente dos mecanismos moleculares neste 

fenótipo não aponta variantes mitocondriais como causadoras, apesar de levantar a 

hipótese de que podem ser uma causa possível de “doenças lipodistróficas” 200. Tem-

se, aqui, um exemplo de identificação de provável nova causa molecular por nova 

associação gene-doença 116. 

Do ponto de vista fenotípico, diferente de muitos fenótipos relacionados a DM 

monogênico, cuja influência ambiental é reduzida, o fenótipo de LPD parcial familiar 

é mais amplo e com múltiplas comorbidades metabólicas que podem mais facilmente 

serem influenciadas pelo ambiente ou mesmo confundidas com pacientes com DM 

tipo 2 que apresentam padrão de distribuição de gordura lipodystrophic-like 201. Esta 

reflexão se confirma do ponto de vista molecular, onde estudos de GWAS para 

identificação de variantes de risco poligênico 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 níveis de triglicérides) 202,203. Dessa forma, em vigência 

de uma forte pressão exercida por um ambiente intensamente obesogênico 173,174 da 

contemporaneidade, o diagnóstico diferencial entre LPD parcial familiar de origem 

monogênica e formas mais comuns de DM tipo 2 com fenótipos semelhantes 

(fenocópias) torna a identificação deste fenótipo um dos mais desafiadores dentro do 

DM monogênico. Dentre os critérios de seleção de casos suspeitos para LPD parcial 

familiar usados para o atual estudo, o critério obrigatório de perda de gordura 

subcutânea em extremidades é certamente o mais importante. O desafio se dá em como 

identificar esta perda. Por exemplo, a diretriz de 2013 204, que foi utilizada como 

embasamento para a seleção dos casos com suspeita de LPD parcial familiar por 

projetos anteriores do grupo 139 aponta a perda de gordura como critério fundamental, 

mas não define por qual metodologia ela deve ser identificada. A mesma diretriz 

recomenda que “quando a perda de gordura não for visível por exame físico, 

hiperglicemia e hipertrigliceridemia que são resistentes ou não responsivas a 

tratamentos convencionais, podem servir com o único indício ao médico de que o 

paciente talvez tenha lipodistrofia”. Dessa forma, esforços têm sido feitos para melhor 

identificar estes indivíduos, e a análise de composição corporal mais precisa, seja por 

medidas de pregas cutâneas, DXA ou ressonância magnética de corpo inteiro, mostra-

se promissora 201. Quando se pensa nos parâmetros antropométricos obtidos a partir da 

DXA, Garg e colaboradores em 2020 138 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 indivíduos do sexo feminino, associado a comorbidades metabólicas para a 

suspeição de LPD parcial familiar. Este trabalho não foi capaz de estabelecer um cut-

off preciso para indivíduos do sexo masculino devido ao pouco número de pacientes 

deste sexo diagnosticado com LPD parcial familiar. Dessa forma, o atual trabalho de 

reanálise, reforçou que este dado é importante para uma melhor fenotipagem destes 

indivíduos, uma vez que os dois defeitos moleculares novos provenientes da reanálise 

genotípica foram encontrados nos indivíduos com percentual de gordura em MMII 

<25%. Interessante notar que mesmo quando avaliamos a positividade molecular, 

considerando somente indivíduos típicos (Tabela 6), somente 2 dos 4 indivíduos (50% 
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positividade) do sexo feminino com percentual de gordura < 25% em MMII 

apresentaram achado no teste molecular compatível. Este dado reforça a literatura 

nesta temática de que existe forte evidência de genes adicionais para lipodistrofias 

genéticas, e que portanto, a genotipagem negativa não exclui esta condição genética 

201. 

Ao todo, 2 indivíduos tiveram falha em seu sequenciamento, fato este relatado 

pela literatura e discutido neste trabalho em sessão anterior (seção 5.1.3), onde um 

indivíduo também apresentou a mesma falha. Um deles havia sido classificado como 

fenótipo pouco típico pela gordura >25% em membros inferiores pela DXA e, 

portanto, este não impactou na positividade final. Entretanto, o segundo não tinha sido 

avaliado com DXA e, portanto, não tinha sido classificado nem como fenótipo típico 

ou não típico. Entretanto, como esse paciente não teve defeito molecular encontrado 

por falha de sequenciamento, ele também não foi considerado (assim como aqueles 

classificados como fenótipos pouco típicos) quando se analisou o impacto da 

positividade da reanálise.  

Por fim, um indivíduo com diagnóstico clínico de Síndrome de Barraquer – 

Simons não teve positividade no teste molecular, mesmo após reanálise genotípica. 

Este indivíduo foi selecionado previamente para o estudo de lipodistrofias, pois 

preenchia os critérios de seleção de perda gordura associado a comorbidades 

metabólicas. Originalmente, a hipótese de uma etiologia molecular monogênica de 

herança autossômica dominante por defeitos moleculares no gene LMNB2 foi aventada 

169 como causa para estes casos. Entretanto, essa hipótese não se sustentou ao longo 

do tempo e hoje entende-se que a Síndrome de Barraquer – Simons tenha etiologia 

molecular complexa, provavelmente poligênica associado a defeitos no sistema imune 

200,201,205.  
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5.1.5 Impacto da reanálise em positividade dos pacientes com DM mitocondrial  

A reanálise não foi capaz de aumentar a positividade molecular na coorte 

suspeita para DM mitocondrial. Tanto a reanálise genotípica não acrescentou novos 

defeitos moleculares nessa coorte quanto a reanálise fenotípica não acrescentou novas 

informações.  

Do ponto de vista fenotípico, por se tratar de casos sindrômicos, definidos pela 

associação de DM a outra comorbidade clínica (em sua maioria hipoacusia e/ou 

oftalmoplegia), essa coorte já apresentava aspectos fenotípicos suficientes para se 

suspeitar de defeito mitocondrial. Sendo assim, a reanálise fenotípica, seja pelo 

seguimento clínico ou pela mais profunda fenotipagem dos indivíduos suspeitos, teria 

pouca chance de acrescentar novas informações que mudassem a suspeita clínica 

inicial. Talvez uma questão interessante que a reanálise fenotípica poderia levantar 

seria a identificação de novos achados fenotípicos que pudessem sugerir defeito 

molecular em algum dos 300 genes nucleares já descritos associados à doença 

mitocondrial. Entretanto, essa hipótese teria pouca sustentabilidade, uma vez que 

somente uma proporção muito pequena dos casos de doença mitocondrial com 

manifestação endócrina (hiperglicemia por exemplo) é causada por defeitos nesses 

genes nucleares 79.  

Do ponto de vista molecular, a literatura aponta que, de todas as possíveis 

manifestações endócrinas relacionadas a mitocondriopatias (baixa estatura, 

hipogonadismo, hipoadrenalismo, entre outras), a hiperglicemia é a mais comum delas 

79. 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 

prevalência desta variante seja em torno de 1% de todos os casos de DM, sendo mais 

comum ainda em indivíduos com DM e insulinopenia mais severa 79,206. Soma-se a 

isso, trabalhos recentes que mostraram uma alta prevalência de indivíduos 

(aproximadamente 8%) com suspeita clínica de MODY não GCK, tendo este fenótipo 

explicado pela variante m.3243A>G 47,48. Em face a todas essas evidências, surpreende 

que o atual trabalho não tenha identificado indivíduos portadores desta variante 

mitocondrial, tanto na coorte de indivíduos sindrômicos com suspeita de DM 

mitocondrial quanto na coorte de indivíduos com MODY não GCK típico. Algumas 
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reflexões se fazem necessárias para explicar esta ausência 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 proliferação celular, a 

heteroplasmia de variantes patogênicas tende a cair a níveis muito baixos no sangue, 

por seleção ativa. Sua detecção se torna um desafio mesmo para métodos de 

sequenciamento como o tNGS 79,206,207. Este fenômeno parece ser mais intenso em 

relação, especificamente, à variante m.3243A>G 208. 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 47,48, apesar de também terem usado o sangue periférico como 

amostra para extração de DNA, estes pesquisadores não sequenciaram o genoma 

mitocondrial completo, mas sim a região próxima em busca somente da variante na 

posição m.3243A>G. Este fato pode ter contribuído para estes grupos terem achados 

tão relevantes em relação à variante m.3243A>G, uma vez que a pequena região 

coberta pelo sequenciamento pode ter gerado níveis de cobertura maiores que o nosso 

trabalho ao sequenciar o genoma mitocondrial completo e, assim, detectar níveis 

baixos de heteroplasmia característicos dessa variante em sangue periférico. Dessa 

forma, nosso grupo acredita na importância futura de extrair DNA a partir da urina de 

nossa coorte com suspeita tanto de DM mitocondrial, quanto de MODY não GCK 

típico a fim de aumentar acurácia diagnóstica destes grupos. Caso, mesmo assim, 

mantenha-se uma baixa prevalência da variante m.3243A>G, pode-se levantar a 

hipótese de que esta não é uma causa comum de hiperglicemia em nossa coorte 

brasileira por ter uma ancestralidade miscigenada 209.  

 

5.1.6 Impacto da reanálise em positividade dos pacientes com Síndrome de 

Wolfram 

A reanálise não foi capaz de aumentar a positividade molecular na coorte 

suspeita para Síndrome de Wolfram. A reanálise genotípica não acrescentou novos 

defeitos moleculares nessa pequena coorte composta de um único indivíduo já 
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identificado previamente como portador de uma variante patogênica em heterozigose 

no gene WFS1, sendo ela: WFS1(NM_006005.3):c.1230_1233del 

(p.Val412SerfsTer29). Como o fenótipo de Síndrome de Wolfram é 

caracteristicamente de origem autossômica recessiva 210, era esperado que o atual 

projeto fosse capaz de identificar a segunda variante nuclear em trans faltante deste 

caso, o que não ocorreu. Entretanto, a reanálise fenotípica salientou a presença de 

autoanticorpos contra célula beta anti-GAD em altos títulos (2000 UI/mL) que podem 

justificar o motivo da ausência de variantes em homozigose ou heterozigose composta 

no WFS1 deste indivíduo.  

A Síndrome de Wolfram possui fenótipo marcado pela combinação de eventos 

clínicos bem definidos e de alta herdabilidade: DM, diabetes insipidus, surdez 

neorossensorial, atrofia do nervo óptico e neuro degeneração 211,212; dessa forma, a 

positividade do teste molecular frente a esta suspeita clínica é alta. Tanto em nossa 

coorte, (Figura 1) de onde 5 pacientes dos 6, com suspeita de síndrome de Wolfram 

tiveram diagnóstico molecular estabelecido (positividade de 83%), quanto a literatura 

apontam uma positividade também alta de mais de 90% 210. Variantes em heterozigose 

na WFS1 já foram relatadas em indivíduos com espectros fenotípicos mais brandos da 

síndrome 213, sendo este achado comumente chamado de Wolfram-like-sydrome 

(OMIM#614296). Além disso, algumas publicações sugeriram, inclusive, que 

variantes em heterozigose na WFS1 poderiam causar o espectro da síndrome completa 

214 por efeito dominante negativo ou mesmo DM neonatal associado à catarata 

congênita, surdez neurossensorial e hipotonia 215, ambas publicações documentando 

este efeito dominante negativo em testes funcionais.  

A paciente com diagnóstico clínico de Síndrome de Wolfram que participou do 

projeto da reanálise possui hoje 21 anos de idade e apresenta o espectro fenotípico 

completo: DM (em insulinoterapia) diagnosticado aos 7 anos de idade, surdez 

neurossensorial diagnosticado aos 11 anos, diabetes insipidus e atrofia do nervo óptico 

aos 14 anos. Entretanto, uma análise mais profunda fenotípica deste caso apontou para 

a positividade ao anticorpo Anti-GAD dosado por ELISA no nível 2000 UI/mL, nível 

este encontrado em pacientes com DM tipo 1 216. Esta positividade se manteve estável 

em valores semelhantes ao longo de 4 dosagens feitas entre os 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 síndrome de Wolfram clássica e a segunda variante pode ser 

alguma deleção não encontrada pela reanálise através do CONTRA ou mesmo pela 

análise visual do IGV. Sendo assim, a positividade do Anti-GAD, isoladamente, 

seria um achado laboratorial sem ou pouca significância clínica. Estudos apontam 

uma prevalência em torno de 1% de positividade isoladamente do Anti-GAD em 

populações, que mesmo após 10 anos de seguimento, não se tornaram diabéticas 

217,218,219. Esta hipótese torna-se muito pouco provável uma vez que nestas 

publicações o Anti-GAD foi evidenciado em títulos mais baixos do que do nosso 

caso.   

2- A paciente possui uma combinação de dois fenótipos: Wolfram-like-syndrome e DM 

tipo 1. O fenótipo de DM em uso de insulina seria explicado pela autoimunidade e 

destruição de célula beta característica do DM tipo 1, enquanto os demais 

comemorativos clínicos (atrofia óptica, diabetes insipidus e surdez neurossensorial) 

seriam explicados como um quadro Wolfram-like-syndrome causado pela variante 

encontrada em heterozigose. Esta possibilidade já foi descrita com esta mesma 

variante em heterozigose em um probando sem DM, mas com perda auditiva, 

catarata bilateral e atrofia óptica 220.  

A hipótese da variante que a paciente possui, WFS1 

(NM_006005.3):c.1230_1233del (p.Val412SerfsTer29), causar um efeito dominante 

negativo não deve ser considerada, pois as publicações em que esta variante foi citada 

221-224 como causadora da Síndrome de Wolfram completa identificaram essa variante 

em homozigose ou heterozigose composta. 

 

5.2  OS NOVOS ACHADOS MOLECULARES PROVENIENTES DA 

REANÁLISE 

 

Ao analisar regiões antes não priorizadas, a reanálise se mostrou capaz de 

encontrar novos defeitos moleculares e reclassificar a patogenicidade de achados 
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moleculares anteriormente classificados como VUS. Nesta seção os novos achados 

moleculares, assim como os motivos de reclassificação das variantes do tipo VUS 

serão confrontados com a literatura.  

 

5.2.1 Achados moleculares que explicaram o fenótipo 

Foram identificados um total de 3 achados moleculares classificados como 

patogênicos ou provavelmente patogênicos (Tabela 9), sendo um deles localizado no 

genoma mitocondrial (em um paciente com fenótipo típico para LPD parcial – 

Probando 7) e os outros dois em regiões regulatórias (sendo um paciente com DM 

neonatal típico – Probando 2; e outro com MODY não GCK típico – Probando 3). É 

importante ressaltar que a reanálise fenotípica se mostrou eficaz, uma vez que esses 

achados moleculares positivos foram encontrados em 3 pacientes com fenótipos 

típicos após passarem por várias etapas de filtragem. Dessa forma, destaca-se a 

relevância tanto das regiões regulatórias quanto do genoma mitocondrial, assim como 

a necessidade de uma definição fenotípica mais precisa para aprimorar a capacidade 

de aconselhamento genético em pacientes com DM monogênico. 

 

Probando 2 (DM Neonatal) – Variante em região enhancer do PTF1A: 

Chr10:23508363A>G 

 

O PTF1A transcreve o Pancreatic Transcription Factor 1, Alpha Subunit que 

é expresso em estágios precoces de progenitores dos ductos pancreáticos, células 

exócrinas e endócrinas pancreáticas. É, portanto, fundamental para o completo 

desenvolvimento e função pancreática, tanto exócrina quanto endócrina 225. 

Inicialmente, variantes patogênicas neste gene foram associadas a DM Neonatal 

Sindrômico (DM, atrofia cerebelar e atrofia pancreática) 226. Em 2014, Weedon et al. 

60, ao estudarem seis indivíduos provenientes de três famílias consanguíneas que 

possuíam atrofia pancreática isolada, revelaram variantes localizadas em região distal 

(aproximadamente 25 kb do PTF1A). Este mesmo grupo, após realização de testes 
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funcionais e estudos de segregação, determinou que se tratava de uma região de 

enhancer do PTF1A.  

A variante do probando 2 (Chr10:23508363A>G), em homozigose, está entre 

as diversas descritas pelo prévio estudo mencionado 60 com fenótipo, portanto, 

semelhante: DMN com atrofia pancreática não sindrômica. É notório neste probando, 

o comprometimento do desenvolvimento tanto intraútero quanto pós-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 intraútero e a 

posterior dificuldade de seu desenvolvimento devido à insuficiência exócrina 

pancreática. São dados compatíveis com o estudo de seguimento recente de Huseyin 

Demirbilek et al. 191 em que 30 indivíduos com variantes na região 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 diagnóstico de DM de 

cinco dias e história de consanguinidade em 92% das famílias. O fenótipo do probando 

2, portanto, é semelhante ao discutido na literatura, o que revela a alta herdabilidade 

desta condição determinada por uma região regulatória do genoma humano.  

Este é um caso que a reanálise permitiu um melhor aconselhamento genético 

do paciente, informando da necessidade do uso de insulina para o tratamento de sua 

hiperglicemia, reposição de enzimas digestivas para a insuficiência exócrina 

pancreática e acompanhamento de possíveis déficits nutricionais decorrentes dela.  

 

Probando 3 (MODY Não GCK) – Variante região promotora HNF1A: c.-

285C>T 

 

O probando 3 apresenta uma história típica de DM monogênico tipo MODY 

não GCK: 1- idade de início do DM antes dos 30 anos, peptídeo C detectável três anos 

após o diagnóstico de DM e histórico familiar de DM em três gerações consecutivas. 

Além disso, é notória 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 ausência de resposta terapêutica às outras classes de 

antidiabéticos orais (metformina, inibidores de DPP4 e iSGLT2). Os dados de 

seguimento em longo prazo demonstraram a manutenção de boa resposta à sulfa por 

aproximadamente dez anos de uso. Variantes no HNF1A e HNF4A são causas já 

descritas de MODY sensíveis à sulfa em baixa dose 131. Por essas considerações, a 

variante encontrada em heterozigose em região 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 região promotora do HNF1A já tinham sido descritas 

associadas a MODY. Segundo revisão de Colclough, Kevin, de 2013 45, a região 

promotora do HNF1A compreende até 300 pares de base antes do códon de iniciação 

de transcrição. Esta região altamente conservada possui sítios de ligação preditos para 

outros fatores de transcrição como o HNF4A e o próprio HNF1A específicos dos 

tecidos pancreáticos e hepáticos 54. A variante do probando 2 se situa no sítio de 

ligação do HNF4A 227, onde já existem variantes próximas (c.-283A>C) com estudos 

funcionais, demonstrando diminuição do nível de transcrição basal do HNF1A 54. O 

fenótipo desses pacientes na literatura variou 45,54 com idades ao diagnóstico 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 orientações dietéticas a antidiabéticos orais 

e insulina). 

É interessante notar que a história familiar (Figura 21) do probando 3, apesar 

de rica em casos de DM, não é compatível com DM monogênico. Da família paterna, 

observamos somente o pai com histórico de pré-DM após os 35 anos, associado ao 

peso limítrofe para sobrepeso e comorbidades metabólicas importantes (tabagismo, 

DLP, HAS e IAM). Em relação à família materna, evidenciamos uma história típica 

de DM2, todos os indivíduos diagnosticados com pré-DM em vigência de obesidade, 

inclusive a mãe, revertendo o DM em um período restrito de perda de peso.  

Em suma, a reanálise tanto genotípica quanto fenotípica, neste caso, permitiu 

um aconselhamento genético mais preciso ao caso índice, principalmente, ao orientar 

a manutenção do tratamento com sulfa para sua hiperglicemia. Além de permitir um 

seguimento clínico mais próximo 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 228 como causadora 

da síndrome MERRF (Myoclonic Epilepsy and Ragged-Red Fiber Disease): uma 

patologia mitocondrial multissistêmica caracterizada por mioclonia, convulsões, 

ataxia cerebelar e miopatia mitocondrial com “fibras vermelhas irregulares”. Esta 

variante se situa no gene mitocondrial MTTK que codifica o RNA transportador de 

lisina (tRNALys). Ao alterar a síntese proteica mitocondrial, esta variante resulta em 

mau funcionamento nos complexos da cadeia respiratória, especialmente o complexo 

citocromo-oxidase IV 229.  

É interessante notar que, desde a sua descoberta em 1990 até os dias atuais, 

ocorreu uma extensa expansão fenotípica relacionada a esta variante mitocondrial. A 

literatura, agora, aponta para uma ampla gama de possibilidades fenotípicas: 1- DM 

com surdez neurossensorial 230; 2- lipomatose múltipla sistêmica 231; 3- hipertensão 

arterial sistêmica com surdez neurossensorial e DM 232; 4- distúrbios psiquiátricos 

como humor depressivo e psicose 233; 5- cardiomiopatia e arritmias cardíacas (Wolff-

Parkinson-White) 234. Além disso, uma gama de outras manifestações fenotípicas 

evidenciadas em revisão recente incluem o hipotireoidismo, sintomas gastrointestinais 

e até eventos cerebrovasculares: apontando para uma sobreposição de fenótipos com 

a variante m.3243A>G 23 235,236.  

O probando 7 foi originalmente classificado como LPD parcial familiar, uma 

vez que apresentava sinais compatíveis com essa condição: 1- Distribuição e gordura 

preferencialmente truncal. 2- Aparente diminuição de gordura em extremidades. 3- 

DM com resistência insulínica manifesta (acantose nigricante, SOP, altas doses de 

insulinoterapia, alopecia androgenética, hirsutismo facial). 4- Dislipidemia. Essas 

características preenchem os critérios do consenso 204 para suspeita clínica de LPD 

parcial familiar. No entanto, após uma reanálise de seus dados de sequenciamento e a 

priorização da variante m.8344A>G, o fenótipo de distribuição de gordura foi 

igualmente reavaliado e reclassificado como lipomatose múltipla sistêmica. Além 

disso, o probando 7 foi encaminhado para acompanhamento multidisciplinar, como de 
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hábito em patologias mitocondriais, com cardiologia, neurologia e 

otorrinolaringologia. A partir daí seu fenótipo foi reafirmado pela biópsia muscular 

com padrão histopatológico característico de doença mitocondrial, além da 

identificação de novos achados clínicos: surdez neurossensorial moderada, miopatia 

proximal, fadiga, déficit cognitivo, ataxia sensorial e anormalidades cardíacas 

(arritmia). Todos achados fenotípicos possíveis e característicos relacionados à 

variante m.84344A>G 235. Este probando demonstra a importância da reanálise dos 

dados genéticos como auxílio no melhor entendimento do fenótipo do paciente, assim 

como aconselhamento genético mais preciso.  

A relação entre função mitocondrial, tecido adiposo e resistência insulínica é 

promissora para o entendimento da fisiopatologia do diabetes mellitus. Do ponto de 

vista molecular, Kobayashi e colaboradores 237 demonstraram que a função 

mitocondrial preservada é fundamental para um tecido adiposo saudável. Esse autor 

aponta que defeitos no mecanismo de reparo para proteínas mitocondriais mal 

empacotadas (UPRmt) em adipócitos pode induzir atrofia do tecido adiposo e 

resistência à obesidade induzida por dieta. Além disso, mais evidências apontam que 

defeitos mitocondriais causam tanto dificuldade na função das células beta 

pancreáticas (insulinopenia) 230 quanto prejuízo na sinalização do receptor de insulina 

(resistência insulínica) 238-240.  

Do ponto de vista clínico, em recente revisão 205, genes nucleares (LIPE e 

MFN2) com relevância para o funcionamento mitocondrial adequado e a variante 

m.8344A>G foram apontadas como causadoras de síndromes lipodistróficas 

associados à lipomatose múltipla sistêmica. Entretanto, o autor aponta que, 

especificamente no caso variante m.8344A>G, os dados eram escassos que 

corroborassem comprometimento metabólico associado. Dessa forma, o quadro 

clínico do probando 7 se destaca, pois evidencia uma variante mitocondrial causando 

não somente lipomatose múltipla sistêmica como também DM insulino resistente 

secundário a um padrão lipodistrófico de distribuição de gordura.  

Este é mais um caso que a reanálise fenotípica e genotípica teve grande impacto 

no aconselhamento genético da probando. Principalmente porque permitiu um melhor 

diagnóstico clínico (a paciente não só 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 prováveis de explicarem o fenótipo 

Ao todo, 5 variantes (Tabela 9) foram identificadas com pouca probabilidade 

de serem causadoras do fenótipo suspeito: 2 foram identificadas em fenótipos pouco 

típicos para MODY e 3 em fenótipos típicos para MODY.  

Dentre as duas identificadas em fenótipos poucos típicos, uma delas (probando 

1) é uma pequena deleção intrônica em heterozigose no gene GCK em um probando 

que muito provavelmente possui hiperglicemia secundária à magreza e cuja 

segregação familiar não acrescentaria informações adicionais. De toda forma, esta 

variante ficou classificada como VUS. O probando 6 apresentou uma variante tipo 

inserção inframe em heterozigose no RFX6, cuja classificação é VUS pela atualização 

da literatura em relação a defeitos moleculares no RFX6, apontando que somente 

variantes do tipo nonsense são causadores de MODY.  

Dentre as demais 3 variantes em fenótipos classificados como típicos para 

MODY, uma delas (probando 4) é uma missense em heterozigose no gene WFS1, 

classificada como VUS, principalmente pela revisão da literatura que aponta somente 

variantes em homozigose ou heterozigose compostas como possíveis causadoras de 

MODY. O probando 5 apresentou uma variante missense em heteroziogse no CEL, 

classificada como provavelmente benigna, tanto pela segregação familiar não 

concordante com o fenótipo quanto pela revisão da literatura, apontando que a variante 

missense no CEL não é um mecanismo de defeito molecular causador de MODY. O 

probando 8 apresentou uma variante tipo deleção em CNV no gene GATA6, 

classificada como VUS, uma vez que a literatura não aponta defeitos moleculares no 

GATA6 como causador de MODY.  

Todos estes casos serão discutidos em detalhes a seguir. 
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Probando 1 (MODY GCK) – Variante intrônica profunda em deleção no GCK: 

c.864-279_864-271del 

 

O probando 1 apresenta um quadro de hiperglicemia leve e sustentada durante 

seguimento clínico (dos 33 aos 41 anos de idade), com níveis laboratoriais de glicemia 

de jejum e HbA1c compatíveis com Pré DM, o que pode ser considerado uma suspeita 

para MODY-GCK. Entretanto, este fenótipo se torna menos provável, uma vez que a 

paciente diagnosticou este quadro somente aos 33 anos em exames de rotina. Sabe-se 

que o indivíduo com MODY-GCK apresenta hiperglicemia desde o nascimento 150 e, 

em nossa coorte 140, a média de idade do diagnóstico de hiperglicemia foi em torno de 

8 anos de idade em 82 casos índices e 27 anos de idade em 108 familiares. A idade 

avançada (após os 30 anos), apesar de não excluir a possibilidade de MODY-GCK, 

faz-nos questionar se outros comemorativos clínicos 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 evidências científicas que 

corroboram essa associação são pouco robustas185,241-242.  

Do ponto de vista molecular, a variante em deleção em região intrônica 

profunda do GCK passou a ser pouco valorizada, uma vez que o fenótipo da paciente 

é pouco típico para MODY-GCK, assim como até o presente momento deste estudo, 

nenhuma variante em deleção intrônica profunda se mostrou causadora e MODY-

GCK. O que se tem descrito até o momento 243 é uma deleção de 23 pares de base que 

engloba a região fronteiriça entre o intron 8 e exon 9 e portanto, engloba o sítio 

canônico de splicing. A segregação desta variante poderia ter sido realizada no filho 

com história de hiperglicemia leve, mas pouco acrescentaria. Isso ocorre pelo fato de 

o filho ter apresentado algumas glicemias de jejum entre 80 e 90 mg/dL, o que não é 

compatível com MODY-GCK.  

Dessa forma, esta variante permanece como VUS sem a possibilidade de 

acrescentar pontuação a mais pela segregação familiar e que, mesmo que fossem 

realizados estudos funcionais, a somatória desta pontuação (PS3) não seria suficiente 

para elevar sua patogenicidade para provavelmente patogênica. Mais tempo de 

seguimento do probando seria interessante para avaliar uma possível melhora da 
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hiperglicemia com o ganho de peso e normalização de seu IMC. Além disso, este é um 

caso que nos faz refletir, que mesmo apresentando idade jovem ao diagnóstico de 

hiperglicemia, alta pontuação pelo MODY calculator e, portanto, sendo classificado 

como típico para MODY, ao aprofundarmos com mais detalhe sua descrição 

fenotípica, notamos outros comemorativos (no caso aqui, a possibilidade de 

hiperglicemia secundária à magreza) que podem tornar menos provável a causa 

monogênica para seu fenótipo.  
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Probando 6 (MODY não GCK) – Variante deleção inframe no RFX6: 

c.1494_1495insGGA 

 

O probando 6 apresenta um fenótipo pouco típico 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 diagnóstico de 

DM, além de não possuir histórico familiar de DM. Estes dois comemorativos clínicos 

nos fazem pensar que mais provavelmente se trata de um DM tipo 1 em que a ausência 

de história familiar de DM e a insulinopenia desenvolvida nos primeiros 5 anos de 

diagnóstico de DM é típico 244. 

Do ponto de vista molecular, o RFX6 é um membro da família de fatores de 

transcrição do fator regulatório X (RFX), crucialmente importante para o 

desenvolvimento de células beta pancreáticas 245. Com variantes em homozigose, 

originalmente, no ano de 2010, é descrito como causador de diabetes neonatal 

sindrômico associado à hipoplasia/agenesia pancreática, atresia intestinal e atresia de 

vesícula biliar: síndrome de Mitchell-Riley 246. Em 2017, Patel e colaboradores 98 

relataram o primeiro caso de MODY em idade mais avançada (em torno de 30 anos), 

secundário à variante nonsense em heterozigose no gene RFX6. Desde então, múltiplos 

relatos de caso 247,248, assim como publicações mais robustas com 13 probandos 47,48; 

todas descrevem casos de MODY secundários variantes nonsense no RFX6, tornando 

este mecanismo molecular como o único muito provavelmente possível para esta 

correlação genótipo/fenótipo. A variante encontrada no probando 6, apesar de rara, por 

ser uma deleção inframe, não altera o quadro de leitura da proteína e, portanto, não 

causa um códon prematuro de parada: muito provavelmente não é causadora do 

fenótipo de DM deste paciente. Esta variante então ficou classificada como do tipo 

VUS, principalmente, pois seu mecanismo de defeito molecular está em discordância 

com o que a literatura defende para o RFX6 (variantes nonsense, somente), assim como 

seu fenótipo mais característico para DM tipo 1.  

A reanálise deste caso permitiu a este um melhor aconselhamento clínico, 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 análise de risco poligênico para DM tipo 1 249. 

  

Probando 4 (MODY Não GCK) – Variante missense no WFS1 c.911T>C 

 

O probando 4 foi classificado como típico para MODY pois sua idade jovem 

ao diagnóstico de DM (aos 17 anos de idade) e o fato de apresentar bom controle 

glicêmico dois anos após, sem qualquer tratamento farmacológico, gerou alta 

pontuação pelo MODY calculator (75,5%), mesmo que tudo isto tenha ocorrido em 

vigência de sobrepeso. Entretanto, alguns pontos dessa história merecem melhor 

reflexão que podem aproximá-la mais de um DM tipo 2 do que um DM monogênico. 

De início, importante lembrarmos que os pacientes com MODY raramente apresentam 

cetoacidose, nem sobrepeso no diagnóstico de sua hiperglicemia 136,250. Em paralelo, 

essa importante história de glicotoxicidade e insulinopenia ao diagnóstico 

(cetoacidose), com necessidade de insulinoterapia por 4 meses, seguido de melhora 

importante do controle glicêmico que se manteve estável por 2 anos sem tratamento 

farmacológico (HbA1c de 5,4% com peptídeo C de 3,08 ng/dL), faz-nos pensar em 

um diabetes propenso à cetose 251. Sendo este um provável subtipo de DM tipo 2, cuja 

incidência vem aumentando nos últimos anos pelo aumento concomitante da 

incidência de DM tipo 2 em adolescentes e adultos jovens 189. É característico deste 

quadro clínico, o diagnóstico de DM em vigência de marcada hiperglicemia, 

glicotoxicidade, eventualmente cetoacidose que necessita de insulinoterapia e sinais 

de resistência insulínica, como o sobrepeso da nossa paciente. Após semanas ou meses 

de controle glicêmico adequado em insulinoterapia, esses indivíduos são capazes de 

descontinuar o tratamento com insulina e manter bom controle apenas com dieta e/ou 

antidiabéticos orais. A história de DM em família materna é insuficientemente 

detalhada o que auxilia pouco no entendimento do caso índice. A avó materna se 

assemelha mais a um quadro de DM tipo 2 diagnosticado aos 67 anos, enquanto a mãe, 

diagnosticada aos 24 anos, pode se tratar tanto de um MODY quanto um DM tipo 2, a 

depender de melhor descrição fenotípica que não foi possível pela impossibilidade de 

contato para reconvocação desta família.  
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De toda forma, o probando foi selecionada como caso típico para MODY e 

uma variante missense em heterozigose foi identificada: 

WFS1(NM_006005.3):c.911T>C (p.Ile304Thr). O gene WFS1 transcreve a proteína 

transmembrana wolfranina composta pela calda N-terminal na região do citosol, nove 

domínios transmembrana e extremidade carboxiterminal situada no lúmen do retículo 

endoplasmático. Além disso, possui domínio funcional degron (região fundamental 

para reconhecimento e degradação de wolfranina mal empacotadas durante processo 

de síntese proteica), situado na porção citosólica (Figura 41) 252. É altamente expressa 

no sistema nervoso central, coração e células beta pancreáticas. Possui um mecanismo 

molecular controverso: 1- Participa no processo pós-translacional de empacotamento 

de proteínas recém-sintetizadas (incluindo a insulina). 2- Promove o equilíbrio de 

concentrações de cálcio intracelular (citosol). 3- É responsável pelo equilíbrio de 

sinalizações dependentes de cálcio nos retículos endoplasmáticos associados a 

mitocôndrias (MAMs – mitochondrial associated endoplasmatic reticulum 

membranes) 253. Em última análise, perdas no funcionamento da wolfranina geram 

estresse do retículo endoplasmático, interrupção da síntese proteica, apoptose celular, 

resultante do acúmulo de proteínas mal empacotadas.  

As variantes podem ser separadas em três tipos maiores, segundo revisão da 

literatura 252 (Figura 41). As do tipo 1 são aquelas que sofrem o processo de decaimento 

nonsense por apresentarem um stop códon prematuro, portanto, antes do éxon 8. As 

do tipo 2 são aquelas que promovem um defeito na proteína que a leva à degradação 

completa por manter o domínio degron (671-700) intacto: são as missenses que 

ocorrem fora do domínio degron e aquelas nonsenses que ocorrem após o domínio 

degron. As do tipo 3 são as que transcrevem uma proteína mais curta ou defeituosa: 

são as missenses entre 671-700 (impedem a degradação de uma wolfranina 

defeituosa); mutações nonsense antes do códon 700 e após o éxon 8 (proteína 

truncada); mutações frameshift que introduzem um códon de parada após o éxon 8 

(proteína truncada). Segundo esta revisão, as mutações mais comuns são as do tipo 2 

(55,61%) seguidas do tipo 3 (38,2%) e tipo 1 (5,62%) 252.  
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Figura 41 -  Representação esquemática da proteína wolfranina e localização das 

variantes já identificadas na literatura 

 

Seta vermelha: localização da variante da Probando 4 (p.Ile304Thr) 

Fonte retirada de PMID 23429432 

 

 

A descrição de variantes no gene WFS1 como causadoras de MODY é mais 

recente. As duas principais publicações 47,48 neste tema apontam que variantes 

missenses em homozigose ou heterozigose composta no WFS1, em sua maioria 

situadas no exon 8, são causadoras de MODY-não GCK. Ao todo, estas duas 

publicações relataram 21 probandos com este tipo de defeito molecular. Em 

contrapartida, uma única publicação 103 revelou um probando com variante missense 

em heterozigose no WFS1 que segregou com fenótipo de MODY em uma família. A 

maioria dessas variantes, assim como a encontrada pelo nosso caso são classificadas 

como tipo 2: levam um defeito na proteína que promove sua destruição completa. No 

caso de nossa probando, a variante fica classificada como VUS, por ser rara (PM2 

supporting) e possuir alta pontuação no preditor in sílico REVEL (PP3 supporting). A 

patogenicidade desta variante se manteria como VUS se acrescida de estudos 

funcionais (PS3 moderate) e segregação familiar (PP1 supporting). A reconvocação 

da paciente e seus familiares não foi possível pela perda de contato durante 
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seguimento. De toda forma, acreditamos que o fenótipo da paciente seja mais típico 

para DM tipo 2, assim como, do ponto de vista molecular, variantes em heterozigose 

na WFS1, parecem não ter se sustentado na literatura como uma causa possível de 

MODY. Certamente, para melhor compreensão futura do mecanismo molecular 

envolvido neste DM, a classificação em escore de risco poligênico para DM tipo 2 254 

é de grande valia.  

 

Probando 5 (MODY GCK) – Variante missense no CEL c.296A>C  

 

O probando 5 apresenta uma história clínica típica para MODY-GCK: 

hiperglicemia leve e estável por 13 anos sem necessidade de tratamento farmacológico 

para tal, sendo manejado com dieta. Este longo período de 13 anos de permanência em 

pré-DM de forma estável 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 incidência de conversão de pré-DM em DM de até 

58,9% 255. Uma vez que o DM em idades mais jovens tende a progredir mais 

rapidamente para falência pancreática 189, não esperaríamos manutenção deste pré-DM 

no probando 5 por tão longo período, a não ser que se trate de um caso de MODY-

GCK. Entretanto, é notória a dislipidemia à custa de elevação do LDL diagnosticada 

quando jovem aos 9 anos de idade sem outros comemorativos metabólicos que 

pudessem justificá-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 potência farmacológica 

hipolipemiante (rosuvastatina 20 mg com ezetimibe 10 mg), mantendo um LDL, ainda 

algo elevado, de 115 mg/dL. Possui histórico familiar materno (Figura 26) igualmente 

rico para dislipidemia à custa de LDL, assim como eventos tromboembólicos arteriais 

e venosos. A história de DM ocorre tanto do lado materno quanto paterno. O pai com 

quadro mais semelhante ao DM tipo 2 e a família materna também apresenta, em sua 

maioria, quadros de DM que lembram o tipo 2. Nenhum destes familiares apresentou 

história típica para MODY-GCK como a do caso índice, o que torna provável uma 

sobreposição de fenótipos diferentes relacionadas a DM nesta família. Do ponto de 

vista de função exócrina, tanto o probando quanto sua mãe apresentaram dosagens de 
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elastase fecal e imagem pancreática normais. A atual variante não segregou de forma 

positiva na família para o fenótipo de DM nem para o fenótipo de dislipidemia e/ou 

eventos tromboembólicos (Figura 26).  

Do ponto de vista molecular, a carboxil ester lipase (CEL) é uma enzima 

presente em todos os vertebrados examinados até então 256, sendo uma das 4 lipases 

secretadas pelo pâncreas ao duodeno, mas somente a CEL necessita de ativação pelos 

ácidos biliares. Por isso, também chamada de lipase estimulada pelos ácidos biliares. 

A CEL representa 4% do total de proteína detectada no suco pancreático e é 

principalmente expressa nas células acinares deste órgão. A proteína CEL é formada 

por uma região repetitiva em sua porção C-terminal, sendo mais comumente 

encontrada 16 repetições correspondendo a uma proteína composta por 722 

aminoácidos. Sendo esta porção postulada por ser importante para secreção e atividade 

proteica 257. Em sua porção N-terminal, situa-se o peptídeo sinalizador contendo 23 

aminoácidos, o qual, quando removido, permite sua entrada no retículo 

endoplasmático, onde se empacotará com chaperonas e formará um complexo 

proteico. Subsequentemente, a CEL é transportada ao complexo de Golgi, onde seus 

aminoácidos repetitivos são glicosilados, aumentado sua estabilidade e impedindo a 

degradação por danos proteolíticos. Após completamente glicosilada, é translocada ao 

intestino pela via secretória associada a outras enzimas pancreáticas. É reportado na 

literatura que uma fração da proteína CEL sofre endocitose do intestino para o 

compartimento sanguíneo, onde parcialmente se associa à lipoproteína, contendo 

Apolipoproteína-B (ApoB) 258,259. As variantes descritas nas regiões de VNTRs que 

geram uma proteína truncada, acarretariam uma proteína instável pela menor 

disponibilidade de sítios de glicosilação, sendo alvo de destruição proteolítica 260. A 

proteína CEL é transcrita pelo gene CEL que é localizado no cromossomo 11 e consiste 

em 11 exons, sendo que o último exon possui uma região de variações de cópia 

repetidas em tandem (VNTR) rica em GC, composta por praticamente idênticos 

segmentos de 33 pares de base. Esta região torna o gene muito polimórfico, uma vez 

que repetições entre 3 a 23 vezes foram observadas (sendo a mais frequente, possuindo 

tamanho de 16 repetições) 261. A primeira descrição do MODY-CEL ocorreu em 2006 

com a descrição de 2 casos índices afetados por DM e insuficiência exócrina 260. Em 

uma das famílias, 3 dos 14 indivíduos tinham diagnóstico de DM antes dos 25 anos, o 
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restante antes dos 40 anos. Além disso, muitos membros possuíam insuficiência 

exócrina caracterizados por deficiência na elastase fecal. Através de estudo de ligação, 

foi identificada uma região do gene CEL que segregava com estes dois fenótipos, esta 

que, quando sequenciada foi identificada uma deleção c.1686del (p.Thr563fs) de um 

par de base, gerando um códon de parada prematuro no último exon 11. Exon este 

caracterizado por VNTR (variando de 11 a 22 repetições) de 33 pares de base, cada 

um codificando 11 aminoácidos. Esta deleção alteraria a primeira repetição, gerando 

um comprometimento de toda esta região a justante e consequentemente da proteína 

transcrita por esta região repetitiva. Nesta primeira família, todos os portadores da 

variante possuíam elastase fecal diminuída de forma severa (<100 ug/g) ou 

moderadamente (100-200 ug/g), sendo que 10 indivíduos que realizaram tomografia 

computadorizada de pâncreas que possuíam DM e insuficiência exócrina, 

apresentavam liposubstituição do tecido pancreático. Sendo assim, aventa-se que o 

MODY-CEL é uma doença causada por mal empacotamento proteico consequente de 

mutações ganhadoras de função com efeito dominante negativo sobre as proteínas 

saudáveis 268-270. Até o momento, somente variantes em deleção pontual na região do 

VNTR do gene CEL se consagram como possibilidade para gerarem fenótipos 

patogênicos (tanto DM quanto pancreatite/insuficiência exócrina). 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 famílias, a fim de provarem sua patogenicidade 265. Em 

relação ao fenótipo marcante de dislipidemia e eventos trombóticos nesta família, a 

literatura, apesar de pouco robusta, apresenta alguma relação. Estudos in vitro 

demonstram relação de enzimas lipase dependente de bile (como a CEL) com 

aterogênese 266-268, assim como um único estudo associou polimorfismos em variação 

do número de VNTR no CEL e dislipidemia 269.  

A reanálise 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 

pontuação elevada no REVEL (PP3 supporting) não segregou (BS4 strong) com 

fenótipo de DM nem com fenótipo de dislipidemia/eventos trombóticos. Este caso 

reforça que variantes missenses (BP1 supporting) no CEL muito pouco provavelmente 

são causadores de MODY, assim como dislipidemia/eventos trombóticos. Para melhor 
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explicar o fenótipo deste probando, estudos moleculares abordando genes relacionados 

à dislipidemia primária são importantes, assim como a investigação de CNVs no gene 

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

 

Probando 8 (MODY não GCK) – Variante tipo deleção CNV no GATA6 

chr18:g.19780797_19780917del 

 

O probando 8 foi selecionado como um fenótipo típico para MODY, pois 

diagnosticou DM jovem (12 anos de idade) associada à pontuação elevada no MODY 

calculator (75,5%). Entretanto, uma reflexão mais profunda, principalmente em 

relação ao seu seguimento clínico e histórico familiar nos faz pensar que o DM tipo 2 

deve ser considerado como diagnóstico diferencial. É notório ressaltar que a paciente 

diagnosticou DM aos 12 anos de idade com sobrepeso, quando precisou de tratamento 

farmacológico para a hiperglicemia. Entretanto, à medida que normalizou o peso, 

passou a apresentar perfil glicêmico compatível com normalidade, em uso irregular de 

baixas doses de gliclazida (dos 13 aos 16 anos) ou mesmo sem qualquer tratamento 

farmacológico (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 farmacológico. Esta oscilação da glicemia associado a 

variações de peso levanta a hipótese de se tratar de um DM tipo 2, mostrando que a 

resistência insulínica aqui exerce um forte papel fisiopatológico no desenvolvimento 

da hiperglicemia. A literatura possui robusta evidência de que variações no peso em 

estágios iniciais do DM tipo 2 comprovadamente podem gerar remissão do DM 270,271, 

e vice versa. Em paralelo, do ponto de vista familiar (Figura 31), com exceção da mãe 

que diagnosticou DM durante gestação aos 24 anos, a idade avançada do diagnóstico 

de DM em três familiares maternos após os 47 anos de idade torna pouco provável que 

esta família carreie uma variante de alta herdabilidade causadora monogênica para 

DM.  

Do ponto de vista molecular, os fatores de transcrição GATA constituem uma 

família de proteínas regulatórias da transcrição expressa em perfis específicos de 

tecidos e de desenvolvimento distintos embrionários, regulando assim padrões de 
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expressão gênica. O GATA6 possui papel fundamental no desenvolvimento em 

estágios iniciais de múltiplos órgãos: pâncreas, coração, ovário, pulmão e fígado 272. 

Em 2011 Allen e colaboradores 273 descreveram os primeiros 14 casos de DMN 

associados à agenesia pancreática causados por variantes em heterozigose do tipo 

missense ou deleção em frameshift em regiões codificadoras do gene GATA6. Desde 

então, um amplo acometimento fenotípico tem sido relacionado ao GATA6: mal 

formação cardíaca, má formação do trato gastro intestinal ou biliar, assim como, mais 

raramente, MODY 192,274,275. Até o momento não há descrição de variante em região 3 

UTR no GATA6 como causadora de algum fenótipo.  

Para melhor entendimento deste caso, um estudo de risco poligênico para DM 

tipo 2 254 no probando seria útil, assim como a investigação de mal formações de 

órgãos características do acometimento no GATA6. A segregação familiar teria pouca 

valia, uma vez que somente um indivíduo foi diagnosticado com DM jovem, antes dos 

30 anos e o restante possui um fenótipo típico para DM2. Desta forma, esta variante 

permanece com variante de significado incerto pontuando -0,3 seguintes motivos: 1B 

(-0,6) variante situada em uma região que não é codificadora de proteína OU não tem 

nenhum elemento funcional conhecido relevante; 4C (+0,3), o fenótipo reportado é 

consistente com a região genômica, mas não altamente específica e/ou com alta 

heterogeneidade genética; 5F (0) informação sobre herança não disponível ou não 

informativa.  

 

5.2.3 Reinterpretação de variantes do tipo VUS 

A reanálise foi capaz de reclassificar 5 variantes VUS, que foram aventadas 

como possíveis causadoras do fenótipo do probando; todas foram rebaixadas para 

benigna (4/5) ou provavelmente benigna (1/5). Esse majoritário rebaixamento na 

patogenicidade de variantes durante o processo de reanálise é algo esperado como 

aponta a literatura 112,126,276, principalmente pelo aumento do número de indivíduos 

sequenciados em bancos de dados populacionais públicos 155. As variantes passam a 

apresentar novas frequências alélicas que são maiores do que a esperada para a 

frequência da doença. Do ponto de vista do DM monogênico, a publicação do MDEP 

em 2021 151 com pontos de cortes muito bem definidos em relação a pontuações no 
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ACMG e frequência alélica de variantes foi um marco importante, principalmente para 

MODY, que permitiu a reclassificação de todas as variantes VUS do atual estudo. 

Neste trabalho, uma frequência alélica >= 0,01% define a pontuação BA1 stand alone; 

BS1 supporting é definido pela frequência >= 0,004% (variantes no GCK) ou >= 

0,0033% (variante no HNF1A e HNF4A) e PM2 supporting para frequências 

<=0,002%. Como MODY causado por variantes no GCK, HNF1A e HNF4A são os 

fenótipos mais comuns dentre os indivíduos com DM monogênico, entendemos que 

as variantes encontradas nos demais genes, devem, no mínimo respeitar esses filtros 

de frequência de raridade para terem patogenicidade considerada. Interessante notar a 

importância do aumento da representatividade de indivíduos provenientes de 

populações miscigenadas, como a brasileira, no total de indivíduos sequenciados. Dos 

5 probandos com variantes VUS, 4 foram reclassificados como nível mais baixo, e 

pouco passível de questionamentos, de benignidade pela pontuação BA1 stand alone 

adquirida por frequências alélicas elevadas em nosso banco de dados populacionais o 

ABraOM 160. Este fato nos faz pensar que possam ser variantes enriquecidas em nossa 

população miscigenada, pois, como resumido na Tabela 9, podemos notar uma grande 

discrepância da frequência 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) possuíam familiares disponíveis para este 

estudo. Todos os estudos não forneceram dados positivos adicionais relevantes em 

relação à patogenicidade da variante. No caso do probando 9, com fenótipo típico para 

MODY, ao todo 3 familiares afetados com hiperglicemia não possuíam a variante, 

tornando-a menos provável de ser causadora do fenótipo na família. O probando 11 

possui um fenótipo pouco típico para MODY e, também, a variante segregou em um 

familiar igualmente pouco provável se tratar de MODY. Por fim, apesar do probando 

12 possuir um fenótipo típico para MODY, a variante segregou em familiar com 

provável DM tipo 2 (DM diagnosticado aos 76 anos de idade). Dessa forma, podemos 

refletir que a segregação familiar, durante um processo de reanálise de VUS, deve 

sempre ser posterior a uma análise detalhada da nova frequência alélica que, 

eventualmente, a variante adquiriu com o passar do tempo. Assim como, dada a alta e 

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

DM monogênico.  

 

5.2.4 Variantes extrínsecas à reanálise direta  

Ao todo, dois pacientes (probando 14 e 15) tiveram seu diagnóstico molecular 

estabelecido por outros métodos de sequenciamento e não pelos dados reanalisados do 

tNGS. Ambos probandos possuem fenótipos classificados como típicos pela reanálise, 

sendo um característico para MODY GCK (probando 14) e o segundo para LPD 

parcial familiar (probando 15).  

Como não foi encontrada nenhuma variante que explicasse o fenótipo após o 

processo de reanálise do probando 14, este prosseguiu sua investigação molecular por 

estudo do exoma em trio (probando, pai e mãe) em outro projeto de pesquisa interno 

do nosso grupo 171. Neste estudo, o preparo das bibliotecas de DNAs do pai e da mãe 

foi proveniente da nova coleta de sangue periférico, enquanto no probando, o processo 

de extração e amplificação por PCR do DNA foi feito a partir da mesma amostra de 

sangue periférico utilizada para o tNGS. Esta análise identificou uma variante 

missense em heterozigose no GCK na mãe e não no pai e nem no probando 14. Ao 

prosseguir com recoleta de nova amostra de DNA do probando 14 e realização do 

sequenciamento por Sanger destas 4 amostras (amostra antiga do probando 14, amostra 

nova do probando 14, amostra do pai e da mãe – Figura 38), identificou-se a variante 

corretamente no probando e na mãe. Ilustra-se aqui a possibilidade de erro de amostra, 

por exemplo, falha na rotulagem 196, como uma causa de falso negativo em estudos de 

investigação 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 fenótipo típico para MODY GCK (PP4 supporting), ser uma 

nova variante missense em um aminoácido em outras variantes missenses diferentes 

que já foram estabelecidas como patogênicas (PM5 strong), ser uma variante missense 

em um gene que não tolera este tipo de variante (PP2 supporting) e pontuação no 

REVEL de 0,8 (PP3 supporting) foi então classificada como provavelmente 

patogênica.  
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O probando 15 apresentou uma resolução para seu diagnóstico molecular mais 

comum durante o processo de reanálise: nova associação gene/doença. Apesar de os 

estudos em reanálise apresentarem metodologias distintas, esta é apontada como a 

principal causa de novos achados moleculares durante o processo de reanálise 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 fenótipo típico para LPD parcial familiar, uma vez que possui baixo 

percentual de gordura em MMII, comorbidades metabólicas relacionadas à resistência 

insulínica, mas possui um achado adicional não comum em pacientes com este 

fenótipo: lipomatose. Do ponto de vista molecular, o gene MFN2 é traduzido em 

mitofusina-2, uma proteína transmembrana da membrana externa mitocondrial cuja 

oligomerização é responsável pela fusão mitocondrial 277. Inicialmente descrita como 

causadora de neuropatia de Charcot-Marie-Tooth em 2004 278, somente mais 

recentemente em 2017/2018 279,280 que variantes em homozigose ou heterozigose 

composta no MFN2 foram definidas como causadoras do fenótipo de LDP parcial com 

lipomatose. Esta expansão fenotípica ocorreu posterior à escolha dos genes para o 

nosso painel cuja segunda versão mais atualizada ocorreu em 2015 e, portanto, não 

contemplou o MFN2. Do ponto de vista de etiopatogenia, os defeitos mitocondriais, o 

estresse oxidativo e aumento da expressão de alguns marcadores termogênicos no 

tecido adiposo justificam o elo entre lipodistrofia e disfunção mitocondrial associado 

ao MFN2. Pensamento fisiopatológico semelhante ao ocorrido, com probando 7 que 

também possui disfunção 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 patogênica pelos seguintes motivos: 

possui robustos estudos funcionais (PS3 strong); rara em bancos de dados 

populacionais (PM2 supporting), possui outra variante missense no mesmo 

aminoácido já descrita como patogênica (PM5 moderate), pontuou 0,8 no REVEL 

(PP3 supporting). Este caso reforça a importância da atualização pela literatura 

científica para as novas associações genes/doença que, de forma constante e 

progressivamente mais rápida, ocorrem ao longo do tempo.  
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6 CONCLUSÃO  

 

 

A reanálise combinada fenotípica e genotípica foi capaz de aumentar a acurácia 

diagnóstica molecular em uma coorte de indivíduos com suspeita clínica de diabetes 

monogênico sem etiologia molecular prévia em aproximadamente 9 a 26% de forma 

geral. Os indivíduos com suspeita de LPD parcial familiar foram os mais beneficiados 

com incremento de 26,03% em seu diagnóstico, seguido pelo incremento de 24,68% 

nos indivíduos com suspeita de DMN, 16,67% nos indivíduos com suspeita de 

MODY-GCK e 9,93% naqueles com suspeita de MODY-não GCK. Este incremento 

foi à custa tanto de novos achados moleculares antes não visualizados como na melhor 

capacidade em excluir casos pouco típicos para doença monogênica.  

A partir dos mecanismos pelos quais os novos achados moleculares foram 

identificados, o atual trabalho destaca a importância da melhor compreensão do papel 

das regiões regulatórias (promotoras e enhancers) como possíveis causadoras de DM 

monogênico, assim como no genoma mitocondrial.  

Este estudo também permitiu a identificação da variante mitocondrial de ponto 

m.8344A>G como provável nova causa de LPD parcial familiar, além de ter destacado 

a possibilidade, pouco relatada na literatura em reanálise molecular, de um falso 

negativo ser causado por provável falha humana em erro de rotulagem de amostra de 

DNA.  

Em suma, o atual trabalho mostra que as combinações dos estudos de reanálise 

fenotípica e genotípica e a troca de informações bidirecionais entre eles potencializou 

o aumento da acurácia diagnóstica molecular dos diversos fenótipos de DM 

monogênico.  
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7 ANEXOS 

 

 

ANEXO 1 – Critérios para seleção dos diversos fenótipos de DM monogênico 

utilizados por projetos anteriores 

 

Critérios de seleção de probandos com MODY 

 

Critérios de inclusão:  

− Idade de início da hiperglicemia antes dos 35 anos em pelo menos um 

indivíduo da família; 

− História familiar de diabetes em pelo menos 2 gerações consecutivas 

uniparentais;  

− Ausência de obesidade e/ou sem sinais de resistência insulínica;  

− Anticorpos anti-células beta negativos;  

− Peptídeo C detectável fora da fase de “lua-de-mel” (período após o 

diagnóstico de DM tipo 1, em que ainda há secreção endógena de insulina, 

que pode durar até 3 a 5 anos) 

 

Considerações relevantes sobre a seleção para o estudo:  

É importante destacar que os pacientes selecionados não precisaram preencher 

todos os critérios acima para serem referidos para a pesquisa genética, visto que o uso 

de critérios clínicos menos rígidos para diagnóstico de MODY pode permitir um 

aumento do número de casos diagnosticados. 

Assim sendo, algumas considerações foram feitas para situações específicas:  

− Antecedentes familiares desconhecidos ou ausência de história. 

Familiar de diabetes não configuraram critério de exclusão, desde que o 

paciente tivesse outras características muito sugestivas de MODY.  

− A presença de sobrepeso ou obesidade ao diagnóstico não excluiu MODY, 

apesar de serem pouco frequentes nessa população. 
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− A presença de anticorpos anti-células beta em valores positivos, mas em 

baixos títulos, não excluiu o diagnóstico de MODY (uma vez que os 

anticorpos podem ser encontrados em até 1% dos casos de MODY, assim 

como na população controle, sem diabetes). 

 

Critérios mínimos de inclusão: 

Com base no exposto, os critérios mínimos de inclusão utilizados foram:  

1) idade de início do diabetes ou pré-diabetes antes dos 35 anos;  

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

obrigatórios os seguintes critérios:  

- Anticorpos anti-células beta negativos ou em baixos títulos;  

- Peptídeo C detectável após 3 anos do diagnóstico de DM. 

 

Critérios de seleção de probandos com DMN 

 

Os critérios clínico-laboratoriais utilizados para seleção dos pacientes com 

DMN foram os mesmos baseados em trabalho prévio do nosso grupo e literatura, 

sendo:  

 

Critérios de inclusão 

DM associado a uma ou mais das condições: 

- Diagnóstico < 6 meses. 

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

DM negativos). 

- Diagnóstico < 6 meses ou entre 6 e 12 meses e com autoanticorpos 

relacionados ao DM positivo, sexo masculino, associado à diarreia crônica, 

eczema, tireoidite, nefropatia ou doenças hematológicas. 
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Critérios de seleção de probandos com LPD parcial familiar  

 

Critérios de inclusão 

- Perda ou ausência de gordura subcutânea de um modo parcial ou 

generalizado. 

 

ou 

 

- Perda de tecido subcutâneo, tipicamente ocorrendo durante ou após a 

puberdade, acometendo extremidades e, ou região glútea, poupando ou 

levando ao acúmulo de gordura na face, pescoço ou região intra-abdominal 

que podem estar associadas às seguintes condições: 

- Presença de diabetes com evidência de resistência insulínica grave: 

• Diabetes mellitus que requer altas doses de insulina, por exemplo, ≥ 

200 UI/dia ou ≥2 UI/kg/dia. 

• Diabetes cetose-resistente. 

• Acantose nigricante. 

• Síndrome dos Ovários Policísticos ou sintomas semelhantes 

(hiperandrogenismo, oligomenorreia e, ou ovários policísticos). 

- Presença de hipertrigliceridemia: 

• Grave (Triglicérides (TG) >500 mg/dL). 

• Níveis de TG que não respondem à terapia e, ou modificação dietética 

(≥250 mg/dL). 

• História de pancreatite associada à hipertrigliceridemia. 

- Evidência de esteatose hepática ou esteato-hepatite: 
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• Hepatomegalia e/ou aumento de transaminases na ausência de causa 

conhecida de doença hepática, podendo ser consistente com doença 

hepática não alcoólica gordurosa. 

• Evidência radiográfica de esteatose hepática. 

- História familiar de aparência física similar e, ou de perda de gordura. 

- Musculatura proeminente e flebomegalia nas extremidades. 

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

por comida) 

- Hipogonadismo secundário em homens e amenorreia primária ou secundária 

em mulheres 

 

Critérios de exclusão  

- Antecedente de paniculite 

- Uso de antirretrovirais 

 

Critérios de seleção de probandos com Síndrome de Wolfram  

 

Critérios de inclusão  

- Diabetes com autoanticorpos relacionados ao DM negativo e  

- Atrofia óptica bilateral que podem estar associados às seguintes condições:  

- Surdez neurossensorial  

- Diabetes insípidos  

- Doença ulcerosa péptica 

- Diátese hemorrágica 
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ANEXO 2 - Genes nucleares contemplados pela primeira versão do painel 

 

INS KLF11 CAV1 GLIS3 PLAGL1 SLC2A2 

PDX1 GCK CIDEC GLUD1 PLIN1 STAT3 

KCNJ11 HNF1A CISD2 HADH PPARG TBC1D4 

ABCC8 HNF4A CP IER3IP1 PTF1A WFS1 

HNF1B NEUROD1 EIF2AK3 INSR PTRF ZFP57 

PAX4 AGPAT2 FOXP3 LMNA RFX6 ZMPSTE24 

BLK AKT2 GATA4 HYMAI SLC16A1  

CEL BSCL2 GATA6 NEUROG3 SLC19A2  

Em negrito: genes com região intrônica completa contempladas 
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ANEXO 3 - Genes nucleares contemplados pela segunda versão do painel 

 

INS KLF11 CAV1 GLIS3 PLAGL1 SLC2A2 *NKX2-2 

PDX1 GCK CIDEC GLUD1 PLIN1 STAT3 *PAX6 

KCNJ11 HNF1A CISD2 HADH PPARG TBC1D4 *APPL1 

ABCC8 HNF4A CP IER3IP1 PTF1A WFS1 
 

HNF1B NEUROD1 EIF2AK3 INSR PTRF ZFP57 
 

PAX4 AGPAT2 FOXP3 LMNA RFX6 ZMPSTE24 
 

BLK AKT2 GATA4 HYMAI SLC16A1 *AIRE 
 

CEL BSCL2 GATA6 NEUROG3 SLC19A2 *MNX1 
 

Em negrito: genes com região intrônica completa e promotora contempladas 

*Genes novos adicionados à segunda versão do painel 
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ANEXO 4 – Metodologia utilizada no sequenciamento em larga escala (SLE) 

 

 

Extração do DNA genômico  

 

As amostras de DNA dos pacientes selecionados e seus familiares foram 

obtidas a partir de leucócitos de sangue periférico. O DNA foi extraído de acordo com 

procedimento padronizado no Laboratório de Endocrinologia Molecular e Celular - 

LIM25, FMUSP 281. A concentração do DNA extraído foi obtida por leitura em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 260 nm (1 unidade DO 260 = 50 

μg/mL). A integridade do DNA foi verificada em seguida, utilizando eletroforese em 

gel de agarose. Todas as amostras foram congeladas e são mantidas estocadas a menos 

20ºC. 

 

Dados do sequenciamento em larga escala (SLE)  

  

O painel foi construído com o uso da ferramenta Agilent Sure Design (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, EUA) e incluiu 51 genes nucleares já previamente 

associados aos diferentes tipos de diabetes monogênico [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, NEUROG3, RFX6, ZFP57, GLIS3, IER3IP1, GATA6, GATA4, EIF2AK3, 

SLC19A2, SLC2A2, CP, PLAGL1, HYMAI, NKX2-2, MNX1, PAX6), 3 genes 

associados a diabetes monogênico autoimune (FOXP3, AIRE, STAT3), 2 genes 

associados à síndrome de Wolfram (WFS1, CISD2), 1 gene associado às síndromes de 

resistência insulínica (INSR), 11 genes de lipodistrofia (AGPAT2, BSCL2, CAV1, 

PTRF, LMNA, PLIN1, ZMPSTE24, AKT2, CIDEC, TBC1D4, PPARG), 3 genes 

associados à hipoglicemia hiperinsulinêmica familial – HHF (HADH, GLUD1, 

SLC16A1), em adição ao genoma mitocondrial. Os genes relacionados à hipoglicemia 

hiperinsulinêmica familial foram incluídos como potenciais candidatos a novos casos 
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de MODY e DMN, uma vez que também transcrevem proteínas relacionadas à 

homeostase glicêmica.  

 

Sondas para captura por SLE  

 Foram sintetizadas sondas específicas para seleção, captura e enriquecimento 

das regiões genômicas 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 (Illumina, Inc., San Diego, CA 

92122, EUA), escolhida por ser apropriada para estudos do genoma humano, pelas 

baixas taxas de erro, sobretudo em regiões de homopolímeros 282, e por ser a tecnologia 

dominante na atualidade, suportada pelas principais ferramentas de bioinformática. 

 

Etapas do SLE 

O processo de SLE compreendeu três etapas fundamentais:  

 

1. Preparo das bibliotecas de DNA:  

a. fragmentação mecânica do DNA genômico (por sonicação), gerando 

fragmentos entre 150 e 550 pb; 

b. ligação dos adaptadores (contendo primers universais) às extremidades dos 

fragmentos e posterior adição dos indexes (“barcodes” que permitem a 

identificação do paciente no pool de amostras sequenciadas); 

c. enriquecimento das bibliotecas com sondas de captura das regiões-alvo do 

painel gênico (sondas biotiniladas ligam-se por complementariedade às regiões 

gênicas de interesse, permitindo uma posterior “captura” destas regiões através 

de esferas magnéticas acopladas à estreptavidina); 
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2. Amplificação clonal (clusterização) por meio de uma reação em cadeia da 

polimerase em ponte (bridge PCR).  

Nesta etapa, os fragmentos de DNA ligados às moléculas adaptadoras são 

depositados em uma lâmina especial denominada flowcell. Esta lâmina é constituída 

por canaletas (ou lanes), em cuja superfície encontram-se fixados de maneira paralela 

oligonucleotídeos complementares às moléculas adaptadoras acopladas às 

extremidades dos fragmentos de DNA das bibliotecas. Após a ligação dos fragmentos 

aos seus oligonucleotídeos complementares, cada molécula é amplificada várias vezes 

através de PCR em ponte. Ao final, são gerados clusters (clones) de moléculas de DNA 

idênticas à molécula original, ligadas covalentemente à superfície da flowcell. 

 

3. Sequenciamento  

Após a amplificação clonal, as moléculas antisense são removidas 

enzimaticamente e o processo de sequenciamento é iniciado com o acoplamento de 

um primer (oligonucleotídeo iniciador) especial. Em seguida, nucleotídeos 

modificados com terminadores reversíveis marcados com fluoróforos específicos para 

cada nucleotídeo são adicionados ao meio. A cada ciclo de incorporação são geradas 

imagens de toda a superfície da flowcell através de um scanner de fluorescência em 

cada um dos comprimentos de onda (específico para cada fluoróforo). Os clusters 

presentes na superfície da flowcell são então identificados e mapeados. A sobreposição 

das imagens produzidas a cada ciclo de incorporação propicia a identificação da 

sequência de bases nucleotídicas de cada cluster de moléculas, ou seja, a sequência do 

fragmento que deu origem ao cluster. Na metade dos ciclos, ao final do 

sequenciamento do primeiro read, acontece uma inversão dos fragmentos ligados na 

flowcell e uma reclusterização para que aconteça o sequenciamento do mesmo 

fragmento no sentido reverso (do segundo read). Isso caracteriza a configuração 

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 sequências. 
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ANEXO 5 - Genes nucleares contemplados pelo painel da disciplina de 

endocrinologia da FMUSP 

 

ABCC8 GATA4 KLF11 PPARG 

ACADVL GATA6 LIPE PTF1A 

AGL GCK LMNA PTRF 

AGPAT2 GLIS3 LMNB2 RFX6 

AKT2 GLUD1 MNX1 SLC16A1 

APPL1 GYS2 NEUROD1 SLC19A2 

BLK HADH NEUROG3 SLC2A2 

BSCL2 HMGA1 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 classificação de patogenicidade das variantes 

alélicas 

 

Critério muito forte de patogenicidade 

PVS1 Null variant: variantes nonsense, frameshift, em sítios de splice canônicos 

±1 ou 2, códon de iniciação, deleção de 1 ou vários éxons, em um gene no 

qual perda de função (LoF) é um mecanismo conhecido de doença. 

Critérios fortes de patogenicidade 

PS1 Troca de aminoácido já estabelecida como patogênica, independente da 

troca do nucleotídeo. 

PS2 Variante de novo em um paciente com doença sem história familiar (com 

paternidade confirmada). 

PS3 Presença de estudos funcionais (in vitro ou in vivo) bem estabelecidos de 

suporte do efeito deletério sobre o gene ou sua proteína. 

PS4 A prevalência da variante nos indivíduos afetados é significativamente 

maior quando comparada com a prevalência em controles. 

Critérios moderados de patogenicidade 

PM1 Variante localizada em uma região hotspot para mutações e/ou no domínio 

funcional bem estabelecido da proteína, sem variantes descritas como 

benignas. 

PM2 Variante ausente nos bancos de dados populacionais (1000Genomes, 

ExAC) (ou presente em frequência extremamente baixa para os casos 

recessivos). 

PM3 Variante detectada em trans com uma variante patogênica para as doenças 

recessivas. 

PM4 Modificação no tamanho da proteína causada por deleções ou inserções in-

frame em região não repetitiva ou por variantes que perdem o códon de 

parada (tipo stop-loss). 

PM5 Nova variante missense em um aminoácido em que uma variante missense 

diferente já foi estabelecida como patogênica. 

PM6 Variante considerada de novo, sem confirmação da paternidade. 

Critérios suporte patogenicidade  

PP1 Cosegregação da variante com a doença em múltiplos familiares afetados, 

em um gene conhecido como causador da doença 

PP2 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 doença. 

PP3 Várias ferramentas computacionais suportam a evidência de efeito 

deletério no gene ou proteína (conservação evolutiva, impacto no splicing, 

etc). 

PP4 O fenótipo do paciente ou a história familiar são bastante específicos de 

uma doença monogênica. 

PP5 Variante recém-publicada como patogênica, porém o laboratório não 

apresenta condições de fazer um estudo funcional independente. 

continua 
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ANEXO 6 - Critérios da ACMG para classificação de patogenicidade das variantes 

alélicas (conclusão) 

 

Critério benigno independente  

BA1 Frequência alélica maior que 5% nos bancos de dados populacionais 

(1000Genomes, ESP, ExAC) 

Critérios fortes de benignidade 

BS1 A frequência do alelo é maior que a esperada para a doença. 

BS2 Variante em homozigose (para doença recessiva), em heterozigose (para 

doença dominante) ou em hemizigose (para doença ligada ao X), com 

Penetrância completa esperada em idade precoce, observada em indivíduo 

adulto saudável. 

BS3 Presença de estudos funcionais (in vitro ou in vivo) bem estabelecidos, 

mostrando ausência de efeito deletério sobre a proteína ou splicing. 

BS4 Ausência de segregação em membros afetados da família. 

Critérios de suporte de benignidade  

BP1 Variante missense em um gene no qual variantes com perda de função 

(LoF) são mecanismos conhecidos de doença. 

BP2 Variante detectada em trans com uma variante patogênica para um gene 

dominante com penetrância completa ou observada em cis com uma 

variante patogênica em qualquer padrão de herança. 

BP3 Deleções ou inserções in-frame em região repetitiva sem função conhecida. 

BP4 Várias ferramentas computacionais sugerindo ausência de efeito deletério 

no gene ou proteína (conservação evolutiva, impacto no splicing etc). 

BP5 Variante encontrada em um caso com uma base molecular alternativa para 

doença. 

BP6 Variante recém-publicada como benigna, porém o laboratório não 

apresenta condições de realizar um estudo funcional independente. 

BP7 Variante sinônima (silenciosa) cujas ferramentas de predição de splicing 

não predizem impacto na sequência consenso de splice, nem a criação de 

um novo sítio de splice, e o nucleotídeo não é altamente conservado. 
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ANEXO 7 – Diretriz para interpretação de variantes situadas nos genes GCK, HNF1A e HNF4A proposta pelo MDEP 
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ANEXO 8 Descrição fenotípica resumida dos indivíduos excluídos da reanálise 

 

Probando Suspeita clínica 

Idade 

ao Dx 

(anos) 

MODY 

calculator 

(%) 

Motivo da exclusão 

Tempo de 

seguimento 

(anos) 

1 MODY GCK 5 75,5 Hiperglicemia transitória da infância 7 

2 MODY não GCK 7 75,5 Hiperglicemia transitória da infância* 7 

3 MODY GCK 11 75,5 Hiperglicemia transitória da infância 5 

4 MODY GCK 11 75,5 Hiperglicemia transitória da infância** 7 

5 MODY GCK 13 75,5 Hiperglicemia tranitória da infância 5 

6 MODY GCK 22 75,5 Hiperglicemia Transitória Resolvida  12 

7 MODY GCK 25 75,5 Hiperglicemia na Gestação 5 

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

9 MODY GCK Sem dados clínicos 

10 MODY não GCK Sem dados clínicos 

11 MODY não GCK Sem dados clínicos 

12 DMN Sem dados clínicos  

Dx: diagnóstico 

*doença autoimune em uso intermitente de imunomoduladores e/ou corticoide  

**terapia de reposição 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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