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RESUMO

Maturity-onset diabetes of the young (MODY) é uma forma monogénica de diabetes
que pode acometer até 4% da populacdo diabética, segundo estudos. MutacGes em 14 genes
envolvidos no desenvolvimento e maturacdo das células beta pancreaticas, e em enzimas
envolvidas na detec¢do de glicose pelas células beta ja foram relatadas como causas de MODY.
O fendtipo de MODY inclui diabetes de inicio precoce, comumente antes dos 35 anos,
hiperglicemia leve e estavel em jejum, parentes de primeiro grau afetados, entre outras
caracteristicas incompativeis tanto com diabetes mellitus tipo 1 (DM1), quanto com diabetes
mellitus tipo 2 (DM2). Na maioria dos casos, o controle da hiperglicemia dispensa o tratamento
insulinico e/ou exige apenas baixas doses de sulfoniureias. Pela dificuldade de diagnostico, que
envolve testes genéticos moleculares, a maioria dos pacientes com MODY acaba sendo
diagnosticada incorretamente com outras formas de diabetes. O diagnostico incorreto resulta
em prescri¢do de insulina a pacientes com MODY, expondo-os a episddios de hipoglicemia,
além de aumentar os gastos em saude publica com o tratamento. Portanto, o presente estudo
teve por objetivo identificar os pacientes do ambulatério de DM1 do Hospital das Clinicas de
Botucatu (HC-UNESP) suspeitos ao diagndstico de MODY, através da aplicacdo de uma
calculadora de probabilidade de MODY validada no Reino Unido. Posteriormente, realizamos
0 sequenciamento do gene MODY que mais correspondeu ao fendtipo dos pacientes
selecionados. O préximo passo sera fazer sequenciamento de todos 0s genes associados ao
MODY nestes pacientes. Assim, esta pesquisa permitirad identificar os pacientes com MODY
do ambulatério de DM1 do HC-UNESP, favorecendo o manejo correto da hiperglicemia, nestes

pacientes.

Palavras-chave: MODY. Diabetes monogénico. Modelo de previsdo clinica. Sequenciamento

genetico.



ABSTRACT

Maturity-onset diabetes of the young (MODY) is a monogenic form of diabetes that can
affect up to 4% of the diabetic population, according to studies. Mutations in 14 genes involved
in the development and maturation of pancreatic beta cells, and in enzymes involved in the
detection of glucose by beta cells have already been reported as causes of MODY. The MODY
phenotype includes early-onset diabetes, commonly before the age of 35, mild and stable fasting
hyperglycemia, first-degree relatives affected, among other characteristics incompatible with
both type 1 diabetes mellitus (T1DM) and type 2 diabetes mellitus (T2DM). In most cases, the
control of hyperglycemia dispenses insulin treatment and/or requires only low doses of
sulphonyurea. Due to the difficulty of diagnosis, which involves molecular genetic tests, most
patients with MODY end up being misdiagnosed with other forms of diabetes. Incorrect
diagnosis results in insulin prescription to patients with MODY, exposing them to episodes of
hypoglycemia, in addition to increasing public health spending on treatment. Therefore, the
present study aimed to identify patients at the DM1 outpatient clinic at the Hospital das Clinicas
de Botucatu (HC-UNESP) suspected of having a diagnosis of MODY, through the application
of a MODY probability calculator validated in the United Kingdom. Subsequently, we
performed the sequencing of the MODY gene that most corresponded to the phenotype of the
selected patients. The next step will be sequencing all genes associated with MODY in these
patients. Thus, this research will identify patients with MODY from the DM1 outpatient clinic

at HC-UNESP, favoring the correct management of hyperglycemia in these patients.

Keywords: MODY. Monogenic diabetes. Clinical forecasting model. Genetic sequencing.



1 INTRODUCAO

O termo diabetes mellitus (DM) designa uma condigdo crbnica caracterizada por
hiperglicemia decorrente da producdo insuficiente ou ausente de insulina, ou ainda pela
resisténcia periférica dos tecidos a insulina secretada. O descontrole da glicemia por um longo
periodo é responsavel pelas complicacdes do diabetes, que podem acometer diversos 6rgaos e
tecidos, como olhos, rins, nervos, além de causar doencas cardiovasculares. Todavia, 0
tratamento adequado pode impedir ou postergar tais complicacbes (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2019).

Segundo a American Diabetes Association (2019), o DM pode ser classificado em
categoriais, de acordo com a etiologia, sendo elas: diabetes mellitus tipo 1 (DM1) — destruigéo
autoimune das células beta pancreaticas, o que leva a deficiéncia total de insulina -, diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) — reducéo progressiva da secrecdo de insulina associada a resisténcia a
insulina -, diabetes mellitus gestacional (DMG) — hiperglicemia que surge no segundo ou
terceiro trimestre gestacional, sem evidencias de diabetes prévio a gestacao — e tipos especificos
de diabetes por outras causas, como doencas do pancreas exdcrino (pancreatite e fibrose
cistica), diabetes induzido por drogas (glicocorticoides, terapia antirretroviral para HIV/AIDS,
imunossupressores, etc.) e sindromes monogénicas de diabetes (diabetes neonatal e maturity-
onset diabetes of the young - MODY) (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2019).

MODY corresponde a um grupo heterogéneo de formas monogénicas de diabetes, com
padrdo de heranca autossomico dominante, caracterizado por mutacdes em genes envolvidos
no funcionamento das células beta pancreaticas. Até o momento, mutacdes em 14 genes foram
associados ao MODY, embora recentemente Laver et al. (2002) sugeriram que trés genes —
KLF11, PAX4 e BLK — sejam excluidos dos testes genéticos, pois as evidencias atuais ndo
suportam mutacfes nesses genes como causadoras de MODY. (MURPHY et al., 2008;
VAXILLAIRE et al., 2016; SANYOURA et al., 2018; JANG, 2020; LAVER et al., 2022).

Atualmente, a nomenclatura dos subtipos de MODY leva em consideracdo o0 gene
afetado. Todavia, devido a elevada heterogeneidade entre as formas de MODY do ponto de
vista fisiopatoldgico, genético e clinico, Nkonge et al. (2020) propuseram uma nhova
classificacdo do MODY, agrupando os genes afetados em cinco categorias, de acordo com a
patogénese molecular subjacente: 1) Distarbios da regulacdo transcricional (HNF4A, HNF1A,
PDX1/IPF1, HNF1B, NEUROD1, KLF11, PAX4, BLK); 2) Disttrbios enzimaticos (GCK); 3)



Distarbios do dobramento incorreto de proteinas (CEL e INS); 4) Disturbios do canal iénico
(ABCC8 e KCNJ11) e 5) Disturbios de transdugéo de sinal (APPL1) (NKONGE et al., 2020).

O fendtipo de MODY inclui diabetes de inicio precoce (idade < 35 anos), auséncia de
obesidade e acantose nigricans, niveis normais de triglicérides e lipoproteina de alta densidade
(HDL) normal ou elevada - sendo essas caracteristicas incompativeis com o DM2. MODY
também reune caracteristicas incompativeis com DM1, como auséncia de autoanticorpos das
ilhotas pancreaticas, peptideo C mensuravel na presenca de hiperglicemia, auséncia de
cetoacidose mesmo sob omissdo da insulina, baixa necessidade de insulina para o controle
glicémico e extrema sensibilidade ao tratamento com sulfoniureias. Pelo padréo de heranca
autossdmica dominante, varios membros da familia podem ser afetados, enquanto que, entre
pacientes com DM1, apenas 2 a 6% tém um pai afetado. (HARJUTSALO et al., 2010; BESSER
etal., 2011; McDONALD et al., 2011; LUDVIGSSON et al., 2012; NAYLOR et al., 2018).

Segundo Saraswathi et al. (2019), o MODY afeta cerca de 4% dos pacientes com
diabetes (SARASWATHI et al. 2019). Em estudo, Naylor et al. (2018) descreveram a
prevaléncia de MODY como correspondendo a 1-3% dos casos de diabetes (NAYLOR et al.,
2018). Para Shields et al. (2010), esta prevaléncia em minorias raciais e étnicas pode estar sub
representada, pois os estudos realizados envolveram majoritariamente populacfes brancas
(SHIELDS et al. 2010). Na populacéo pediéatrica, até 0 momento, os estudos evidenciaram uma
prevaléncia de diabetes monogénico ou MODY de 1,1 a 4,2% (EHTISHAM et al., 2004;
PIHOKER et al., 2013; SHEPHERD et al., 2016).

Mutacdes no fator nuclear de hepatécitos 1A (HNF1A) e no gene da glucoquinase
(GCK), representam as causas mais prevalentes de MODY, correspondendo a 30-65% e a 30-
50% dos casos, respectivamente. As mutacdes no fator nuclear de hepatdcitos 4A (HNF4A) e
no fator nuclear de hepatdcitos 1B (HNF1B), correspondem a 5-10% e a menos de 5% dos
casos, respectivamente. Os outros 10 subtipos de MODY sdo extremamente raros, com
penetrancias relatadas em apenas algumas familias, e com dados escassos na literatura,
correspondendo juntos a menos de 1% de todas as causas de MODY (NAYLOR et al., 2018).

Os genes associados a0 MODY podem ser consultados no Quadro 1.
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Quadro 1

- Genes associados ao MODY

HNF4A
GCK
HNF1A
PDX1
HNF1B

Fator nuclear de hepat6citos 4A

Gene da glucoquinase

Fator nuclear de hepatécitos 1A

Fator homeobox duodenal pancreético 1
Fator nuclear de hepat6citos 1B

NEUROD1 Gene de Diferenciagdo Neural 1

KLF11
CEL
PAX4
INS
BLK
ABCC8
KCNJ11
APPL1

Gene do fator semelhante a Krueppel 11

Gene da lipase do éster carboxilico

Gene box emparelhado 4

Gene da insulina

Gene da tirosina quinase especifica de linfdcitos B

Gene da subfamilia C do transportador de cassete de ligagdo ao ATP 8

Gene do membro 11 da subfamilia J de retificacdo interna do canal de potassio
Proteina adaptadora, fosfotirosina interagindo com o dominio PH e ziper de leucina 1

Fonte: Adaptado de Nkonge al., 2020

O gene GCK, expresso predominantemente em celulas beta pancreaticas e hepatdcitos,
codifica a glucoquinase, enzima responsavel pela fosforilagdo da glicose em glicose-6-fosfato
- etapa inicial da producéo de adenosina trifosfato (ATP). Mutagcdes homo e heterozigoticas
inativadoras do GCK aumentam o limiar glicémico para a secrecdo de insulina. Assim, a
glucoquinase € considerada uma espécie de “sensor” de glicose das células beta pancreaticas.
Individuos com MODY-GCK apresentam hiperglicemia leve e estavel em jejum, com apenas
um pequeno incremento (< 54 mg/dL) no teste oral de tolerancia a glicose (TOTG). Steele et
al. (2013) mostraram que individuos com MODY-GCK e idade de até 40 anos raramente
apresentam HbALc superior a 7,3%, ou superior a 7,6% quando em idade acima de 40 anos.
Como os pacientes com MODY-GCK s&o assintomaticos o diagnostico costuma ser incidental,
através de exames de rotina, em qualquer fase da vida, como no rastreio para DMG. Pelo padréo
de hiperglicemia leve e estavel, o risco de complicacbes micro e macrovasculares é baixo, e 0
tratamento farmacoldgico é dispensavel. Todavia, no caso de gestacGes nas quais a gestante é
portadora da mutacdo e o feto ndo, recomenda-se o tratamento com insulina, pois pode ocorrer
hiperinsulinismo fetal compensatério a hiperglicemia materna, levando a macrossomia
(STRIDE et al., 2002; NOLAN et al., 2008; SHAMMAS et al., 2013; STEELE et al., 2013;
BISHAY etal., 2016; SANYOURA et al., 2018).

O HNF1A ¢ um fator nuclear de transcricdo, altamente expresso no figado, células beta
pancreaticas, rins e intestino. Como o HNF1A regula a expressao de genes que codificam a
insulina (INS) e os transportadores de glicose 1 e 2 (GLUT1 e GLUTZ2), os portadores de
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mutacOes no HNF1A apresentam hiperglicemia progressiva, como resultado de uma deficiéncia
na secre¢do de insulina. Nas fases iniciais, 0s pacientes sdo geralmente assintomaticos,
apresentando apenas um incremento (< 90mg/dL) no TOTG. Todavia, a hiperglicemia progride
e, com o tempo, os riscos de complicagcdes micro e macrovasculares sdo comparaveis aos de
pacientes com DM1. Mutac6es no HNF1A s&o as principais causas de MODY na Europa,
América do Norte e em alguns paises asiaticos. A idade média de diagndstico é de 14 anos,
sendo que, em estudo foi encontrado que 63% dos portadores tem menos de 25 anos, 79%
menos de 35 anos e 96% menos de 55 anos. Mutagdes no HNF1A s&o particularmente
responsivas as sulfoniureias, 0 que pode ser explicado pela menor depuracdo hepatica destas
medicag0es nos pacientes com MODY-HNF1A. Portanto, baixas doses de sulfoniureias (por
exemplo 20 a 40 mg/dia de gliclazida) configuram-se como o tratamento de primeira linha para
esta condi¢do. O HNF1A também regula a expressdo de genes que codificam o cotransportador
de sddio-glicose 2 (SGLT2), responsavel pela reabsor¢éo tubular de glicose. Portanto, pacientes
que portam mutacdo no HNF1A apresentam menor limiar renal para glicose, quando
comparados a individuos que ndo carregam a mutacdo, o que causa glicosuria. Este aspecto é
particularmente relevante na diferenciacdo de mutagdes no HNF1A e no HNF4A, condicdes
que compartilham semelhancas fenotipicas (STRIDE et al., 2002; HARRIES et al., 2006;
McDONALD et al., 2013; ANIK et al., 2015; HALIYUR et al., 2019; URAKAMI, 2019;
NKONGE et al., 2020; LI et al., 2022).

Assim como 0 HNF1A, o HNF4A também € expresso no tecido hepatico, pancreatico,
além de rins e intestino. Este por sua vez ativa 0 HNF1A, e mutacdes no HNF4A que causam
MODY, resultam em apresentacéo clinica semelhante ao MODY-HNF1A. O tratamento é
realizado também com sulfoniureias em baixas doses. Aproximadamente 50% dos pacientes
com MODY-HNF4A apresentam hipoglicemia hiperinsulinémica neonatal responsiva ao
diazoxido, o que raramente ocorre no MODY-HNF1A. Posteriormente, ocorre normalizacdo
da glicemia na infancia, e deterioracdo da secre¢do de insulina na idade adulta (YAMAGATA
etal., 1996; PEARSON et al., 2007; SANYOURA et al., 2018; HATTERSLEY et al., 2019).

O HNF1B esta diretamente relacionado ao desenvolvimento embrionario inicial e a
organogénese de tecidos, como rins, figado, pulméao, intestino e pancreas. Portanto, mutacdes
no HNF1B, além de causarem hiperglicemia pela disfuncdo das células beta pancreaticas,
apresentam como caracteristica as anormalidades no desenvolvimento destes 6rgdos. A

presenca de cistos renais é uma caracteristica marcante dos portadores de MODY-HNF1B, o
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que levou alguns autores a adotarem a nomenclatura de sindrome de cistos renais e diabetes
(renal cysts and diabetes — RCAD). Além disso, também é comum a presenca de malformacoes
do trato genital e de hiperuricemia. A maioria dos pacientes com MODY-HNF1B necessita de
insulinoterapia para o controle satisfatério da hiperglicemia, embora alguns pacientes possam
responder as sulfoniureias ou as glinidas (BELLANNE-CHANTELOT etal., 2004; CLISSOLD
et al., 2014; SANYOURA et al., 2018).

O tratamento insulinico em pacientes com os subtipos mais prevalentes de MODY,
quando diagnosticados incorretamente com outros tipos de diabetes, aumenta episddios de
hipoglicemia (SANYOURA et al., 2018).

Em estudo com a populacdo brasileira, Giuffrida et al. (2017) analisaram dados de 311
pacientes e relataram a predominéncia de mutagdes no gene GCK (72 individuos) e no HNF1A
(31 individuos), comparados aos outros subtipos de MODY. Os autores também concluiram
que estratégias para selecionar individuos para os testes genéticos moleculares e o diagnostico
de formas raras de MODY seguem sendo desafios no Brasil (GIUFFRIDA et al., 2017).

Shields et al. (2012) desenvolveram um modelo de previsdo clinica que calcula a
probabilidade de um individuo ter MODY atraves de regressao logistica, o qual esta disponivel
online no site www.diabetesgenes.org, na forma de uma calculadora de probabilidade. Tal
modelo foi desenvolvido a partir de um estudo com uma coorte europeia caucasiana, para ser
utilizado em individuos com diagndstico de DM em idade < 35 anos (SHIELDS et al., 2012).

No Reino Unido, o cutoff sugerido para testes genéticos moleculares de MODY é uma
probabilidade pos-teste (PPT) > 25% em pacientes ndo tratados com insulina nos seis meses
posteriores ao diagnostico, e > 10% em pacientes tratados com insulina dentro dos seis meses
posteriores ao diagndstico (SHIELDS et al., 2012). No segundo caso, é sugerida a realizacao
de testes adicionais de peptideo C e autoanticorpos pancreaticos antes da realizacdo dos testes
genéticos. Assim, peptideo C positivo e autoanticorpos negativos aumentam a probabilidade de
MODY em relacdo ao DM1 (BESSER et al., 2011; McDONALD et al., 2011). Todavia, 0s
autores ressalvam que, em locais onde o diagnostico de MODY faca diferenca sob o
gerenciamento clinico de um paciente, pode-se considerar uma probabilidade mais baixa
(SHIELDS et al., 2012).

Diante de estudos que apontam o impacto negativo do tratamento intensivo do diabetes
sobre a qualidade de vida de pacientes com os principais subtipos de MODY, como aumento

dos episddios de hipoglicemia, fica evidente a necessidade de pesquisas que discriminem

13



corretamente os casos de MODY dos casos de DM1 e DM2 atraves de testes genéticos, e que
esclarecam quais estratégias devam ser empregadas para selecionar potenciais pacientes com
mutacOes aos testes (SANYOURA et al., 2018).
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2 HIPOTESE

A calculadora de probabilidade de MODY desenvolvida por Shields et al. (2012) pode
representar uma ferramenta de facil aplicacdo em ambulatério de DM1 pertencente ao Sistema

Unico de Sadde (SUS), visando a discriminagéo correta de pacientes com MODY.
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3 JUSTIFICATIVA

MODY ¢ a forma mais comum de diabetes monogénico, podendo corresponder a até
4% da populacédo diabética. Na prética clinica, o diagnostico de MODY representa um desafio,
uma vez que a selecdo de pacientes aos testes genéticos depende de uma alta suspeita médica
baseada em caracteristicas clinicas inespecificas. Este cenario culmina em pacientes MODY
sendo frequentemente diagnosticados com DM1 ou DM2, recebendo tratamento incorreto.
Shields et al. (2012) desenvolveram uma calculadora de probabilidade de MODY a partir de
uma coorte europeia caucasiana, a qual demonstrou boa sensibilidade e especificidade na
discriminacdo de MODY de DM1 e DM2. Todavia, o cutoff sugerido para o encaminhamento
a testagem genética pode ser diferente em populacGes multiétnicas. Portanto, este estudo se
justifica pela necessidade de se aplicar um modelo pratico em ambulatério brasileiro de DM1,
que seja eficiente em identificar os pacientes com MODY. Assim, esperamos contribuir com o
diagndstico assertivo de MODY, visando o tratamento personalizado de acordo com as

mutagdes encontradas.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Aplicar a calculadora de probabilidade de MODY nos pacientes do ambulatério de
diabetes mellitus tipo 1 (DM1) do Hospital das Clinicas de Botucatu (HC-UNESP).

4.2 Obijetivo especifico

Realizar sequenciamento genético nos pacientes com probabilidade sugestiva de
MODY, de acordo com seu fendtipo.
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5 PACIENTES E METODOS:

5.1 Amostra

= Populacéo de Estudo:
Foram convidados a participar do estudo todos os pacientes do ambulatério de DM1 do
HC-UNESP.

= Critério de incluséo:
O Unico critério de inclusdo do nosso estudo foi a aceitacdo do(a) paciente em participar
do estudo, mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(APENDICE A) e Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) (APENDICE B), para

menores de 18 anos.

= Critério de exclusao:

Diagnostico de diabetes apds os 35 anos.

5.2 Metodologia

Todos os pacientes acompanhados no ambulatério de DM1 do HC-UNESP foram
convidados a participar do estudo. Uma vez que concordassem em participar, o estudo foi
explicado e os TCLE’s foram entregues para serem assinados pelos pacientes. A probabilidade
de MODY foi calculada pela calculadora de MODY desenvolvida por Shields et al. (2012)
(APENDICE C). A confirmagio de MODY foi realizada através de sequenciamento Sanger,
selecionando-se 0 gene que mais correspondeu ao fendtipo dos pacientes que atingiram PPT >
25%, como sugerido por Shields et al. (2012).

O ambulatorio de DM1 do HC-UNESP atende, em média, 180 pacientes com diagnostico
de DML, de todas as idades. Os atendimentos acontecem uma vez por semana, em periodo
vespertino, e cada paciente retorna a cada quatro meses. O HC-UNESP é um hospital de

referéncia, recebendo pacientes de toda a regido de Botucatu-SP.
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Selecéo dos pacientes

A calculadora de probabilidade de MODY foi aplicada a todos os pacientes do
ambulatério de DM1 do HC-UNESP que aceitaram participar do estudo, mediante TCLE ou
TALE.

Para o preenchimento dos campos necessarios, peso e estatura dos pacientes foram
aferidos no proprio ambulatério, o que possibilitou o calculo do indice de massa corporal
(IMC). O valor de HbAlc considerado foi o resultado mais recente registrado no prontuério
eletronico dos pacientes, desde que o método de ensaio tenha sido certificado pelo National
Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP).

Foram selecionados para o sequenciamento genético os pacientes que atingiram uma

PPT > 25%, quando n&o tratados com insulina nos 6 meses posteriores ao diagnostico.

= Coleta de sangue
Amostras de sangue periférico (5 mL) foram coletadas por pun¢do venosa em tubos de

coleta contendo EDTA como anticoagulante.

= Extracdo de DNA
O DNA gendmico foi extraido de sangue total usando protocolo padronizado em nossa
instituicdo, que consiste em separar os leucocitos por centrifugacdo, digestdo das amostras com
proteinase K e precipitacdo do DNA com etanol e cloreto de sddio. A concentracdo e a
qualidade do DNA isolado foram avaliadas por espectrofotometria, em equipamento NanoDrop
2000 (Thermo Scientific), por absorbancia em 260nm e pela razdo Azeo/A2go, €stando proxima

de 1,8, como esperado.

=  Amplificacdo dos Exons por PCR
Os éxons do gene foram amplificados usando Platinum Tag DNA polimerase
(Invitrogen), 1,5uM de MgCl,, 200uM de dNTP, 200nM de cada primer (Tabela 1) e cerca de
100ng de DNA total. A reacdo foi feita usando a ciclagem: 2min 94°C/ 40%(30s 94°C/ 30s 60°C
[ 72°C 1min)/ 72°C 10min. A amplificacdo foi verificada por eletroforese em gel de agarose.
As amostras amplificadas foram purificadas de primers e nucleotideos residuais por incubacéo

com exonuclease | e fosfatase alcalina, passando em seguida pela reacdo de sequenciamento.
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Tabela 1 - Primers usados para amplificacdo por PCR e sequenciamento dos éxons 2 e 4 do
gene HNF1A.

Exon Sequéncias dos primers (5"-3") Comprimento
do produto
2 F: CATAGGCCTGTGTCCACGTT 656
R: AGGACCAAGTCTACTCCCGT
4 F: TCTCAGAACCCTCCCCTTCA 413

R: GCAAAGAGGTTTAGGTGACTGC

= Sequenciamento Sanger

Os produtos de PCR purificados foram submetidos a amplificacdo linear pelo método
de Sanger, usando kit BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems), seguindo o protocolo do
fabricante com algumas modificac6es: 0,5uL de ready reaction mix, 1,75uL de tampéo, 300ng
de DNA e 1uM do primer. A reagdo usou a ciclagem: 5min 95°C/ 40%x(15s 95°C/ -1°C/s até
50°C/ 10s 50°C/4min 60°C).

O produto desta reacdo foi purificado por precipitacdo de acordo com o protocolo do
fabricante do kit, desnaturado em formamida e sequenciado em equipamento 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). O software foi configurado para aceitar QV > 20, e
nucleotideos em heterozigose foram detectados pela presenca de picos sobrepostos dos quais 0
mais baixo tenha altura > 30% do mais alto.

Realizamos o sequenciamento dos éxons 2 e 4 do gene HNF1A, por serem 0s éxons nos
quais as mutagdes ocorrem em maior prevaléncia neste gene. Optamos pelo HNF1A devido as
caracteristicas fenotipicas dos pacientes selecionados ao sequenciamento genético (ELLARD
et al., 2006).
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5.3 Metodologia Estatistica

O perfil da casuistica foi apresentado por meio de estatistica descritiva envolvendo
distribuicdo de frequéncias e medidas descritivas de posicéo e variabilidade. A associacdo da
PPT com as variaveis quantitativas ldades (Diagnostico e Atual), IMC e HbAlc foi estabelecida
pelo coeficiente de correlacdo linear de Pearson (NORMAN; STREINER, 2014).

A associacdo da PPT com sexo, tratamento atual com insulina, pais afetados com
diabetes e etnia foi realizada pela técnica ndo-paramétrica de Mann-Whitney, enquanto que
com o tempo de tratamento pelo teste de Kruskal-Wallis complementado com as comparacoes
maltiplas de Dunn, considerando o nivel de 5% de significancia (NORMAN; STREINER,
2014).
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6 RESULTADOS

A calculadora de probabilidade de MODY foi aplicada em 117 pacientes do ambulatorio
de DM1 do HC-UNESP. Do total de 117 pacientes, dois ndo tiveram a PPT calculada, pois o
diagndstico de DM ocorreu apds os 35 anos de idade. Entre os 115 pacientes que tiveram a PPT
calculada, 13 (11,3%) ndo tratados com insulina nos primeiros seis meses posteriores ao
diagndstico apresentaram PPT > 25%, sendo selecionados ao sequenciamento genético. Porém,
durante a convocacao para a coleta de sangue, cinco pacientes desistiram de participar do estudo

e, assim, o sequenciamento foi realizado em oito probandos selecionados.

A tabela 2 mostra a distribuicdo de frequéncia de pacientes de acordo com o sexo.

Observa-se predominancia do sexo feminino em nossa amostra (p < 0,05).

Tabela 2 - Distribuicdo de frequéncia do sexo

Sexo Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa (%0)
M 45 38,5
F 72 61,5

Total 117 100,0

A tabela 3 apresenta a frequéncia de pacientes tratados com insulina ou com agentes
hipoglicemiantes orais. E possivel observar a predominancia de pacientes tratados, em relacio

aos n&o tratados (p < 0,05).

Tabela 3 — Distribuicdo de frequéncia do tratamento com insulina ou agente
hipoglicemiante oral

Tratamento Freguéncia Absoluta Frequéncia Relativa (%)
Sim 114 97,4
Né&o 3 2,6
Total 117 100,0

A tabela 4 apresenta o tempo para o tratamento com insulina — no caso de pacientes tratados

com insulina. Em nossa amostra, houve predominancia de pacientes tratados com insulina dentro

de seis meses ap0s o diagnostico, em relacdo a pacientes que iniciaram o tratamento com insulina

com mais de seis meses do diagndstico e, estes foram predominantes em relacéo aos pacientes nao

tratados com insulina (p < 0,001).

22



Tabela 4 — Distribuicdo de frequéncia do tempo para tratamento com insulina

Tempo para o uso de insulina Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa (%)
Atualmente n&o tratado 3 2,6
Dentro de 6 meses apos 0 98 83,7
diagnéstico
Mais de 6 meses ap0s 0 16 13,7
diagndstico
Total 117 100,0

A tabela 5 apresenta a distribuicdo de frequéncia de pacientes com a presenca de pais
afetados com diabetes. Houve predominancia de pacientes com pais ndo afetados com diabetes
(p < 0,05).

Tabela 5 — Distribuicéo de frequéncia de pais afetados com diabetes

Pais afetados Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa (%)
Né&o 72 61,5
Sim 45 38,5
Total 117 100,0

A tabela 6 apresenta a distribuicdo de frequéncia de pacientes de acordo com a etnia.

Houve predominancia de individuos brancos, em relagdo aos nao brancos (p < 0,05).

Tabela 6 — Distribuicao de frequéncia da etnia

Etnia Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa (%)
Branco 99 84,6

Né&o branco 18 15,4
Total 117 100,0

A tabela 7 apresenta as medidas descritivas das varidveis quantitativas.

Tabela 7 - Medidas descritivas das varidveis quantitativas

Variavel Media DP CV (%)
Idade no diagnostico 16,9 8,4 49,7
IMC (kg/m?) 26,5 5,2 19,6
HbAlc (%) 9,0 2,1 23,3
Idade atual 33,8 10,9 32,2
PPT (%) 9,1 18,0 197,8

CV = coeficiente de varia¢do. DP = desvio padrdo. PPT = probabilidade pds-teste.
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A tabela 8 apresenta medidas de associacdo linear entre PPT e demais variaveis.

Observa-se correlagdo positiva entre a PPT e a varidvel idade no diagndstico (p < 0,05).

Tabela 8 - Medida de associagdo linear entre PPT e Idade (diagndstico e atual), IMC e
HbAlc

Associacdo Coeficiente de correlacio p-valor

PPT x Idade no diagndstico 0,189 p <0,05
PPT x IMC -0,015 p>0,05

PPT x Idade atual -0,148 p > 0,05
PPT x HbAlc 0,028 p > 0,05

HbAlc = hemoglobina glicada. IMC = indice de massa corporal. PPT = probabilidade pos-teste.
A tabela 9 apresenta as medidas descritivas da PPT segundo sexo dos pacientes.
Observa-se que a PPT foi mais alta em mulheres, em comparacdo aos homens, o que foi

estatisticamente significativo (p = 0,026).

Tabela 9 - Medidas descritivas da PPT segundo sexo

Medida Descritiva

Sexo Media DP p-valor
M (45) 7,4 16,3
F (70) 10,2 19,1 p=0,026

DP = desvio padrdo. PPT = probabilidade pos-teste.

A tabela 10 apresenta as medidas descritivas da PPT de acordo com a presenca ou
auséncia de tratamento com insulina ou agente hipoglicemiante oral. A PPT foi
significativamente mais alta em pacientes ndo tratados, em comparacao aos pacientes tratados
(p = 0,006).

Tabela 10 - Medidas descritivas da PPT de acordo com a presenca ou auséncia de tratamento
com insulina ou agente hipoglicemiante oral

Medida Descritiva

Tratamento Media DP p-valor
Néo (3) 51,3 21,9 p = 0,006
Sim (112) 7,0 16,6

DP = desvio padrdo. PPT = probabilidade pos-teste.
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A tabela 11 apresenta as medidas descritivas da PPT segundo o tempo de tratamento
com insulina. E possivel observar que nio houve diferenca estatistica entre pacientes nio
tratados com insulina e aqueles que iniciaram o tratamento com insulina com mais de seis meses
apds o diagnostico. Todavia, a PPT foi significativamente superior nestes dois grupos, em
comparacdo ao grupo de pacientes que iniciou a insulinoterapia dentro de seis meses apds o

diagndstico (p <0,001).

Tabela 11 - Medidas descritivas da PPT segundo tempo de tratamento com insulina

Medida Descritiva

Tempo para o Média DP p-valor
uso de insulina
Atualmente ndo 51,3 21,9

tratado (3)

Dentro de 6 3,1 5,7 p <0,001
meses apos 0
diagnostico (96)

Mais de 6 meses 36,9 28,1
apos o
diagnostico (16)
DP = desvio padrdo. PPT = probabilidade pos-teste.

A tabela 12 apresenta as medidas descritivas da PPT segundo a presenca ou auséncia de

pais afetados com diabetes. A PPT foi significativamente superior em individuos com pais

afetados com diabetes (p < 0,001).

Tabela 12 - Medidas descritivas da PPT segundo pais afetados com diabetes

Medida Descritiva

Pais afetados Media DP p-valor
Néo (71) 4,0 10,5
Sim (44) 17,3 23,8 p <0,001

DP = desvio padrdo. PPT = probabilidade pos-teste.

A tabela 13 apresenta as medidas descritivas da PPT segundo a etnia dos pacientes. N&do

houve diferenca no valor da PPT em individuos brancos, comparados aos ndo brancos (p = 0,893).
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Tabela 13 - Medidas descritivas da PPT segundo etnia

Medida Descritiva

Etnia Média DP p-valor
Branco (98) 8,8 17,3 p =0,893
Né&o branco (17) 10,5 22,3

DP = desvio padrdo. PPT = probabilidade pos-teste.

O sequenciamento dos éxons 2 e 4 ndo revelou nenhum alelo associado a MODY de acordo
com a literatura. No intron 1, proximo ao inicio do éxon 2, foram encontrados trés sitios
polimorficos, ja cadastrados em diversas bases de dados, enquanto no éxon 4 foi encontrado um
polimorfismo silencioso. A Tabela 14 mostra os genétipos encontrados, e na Tabela 15 estéo listadas

as frequéncias alélicas observadas segundo diversas bases de dados.

Tabela 14 — Gendtipos apresentados pelos pacientes nos sitios polimorficos encontrados

Paciente intron 1 Exon 4
rs1169292 rs1169293 rs1169294 rs56348580
1 CIT A G/A G
2 C A/G G G
3 C A G G/C
4 CIT A G/A C
5 CIT A/G G/A C
6 T A A C
7 T A A C
8 C A A G/C

Tabela 15 - Frequéncias alélicas observadas para cada polimorfismo em diferentes estudos
populacionais.

Base de dados intron 1 Exon 4
rs1169292 rs1169293 rs1169294 rs56348580
ALFA (lat. am. 2) C=0,62 A =0,95 G =0,62 G =0,99
T=0,38 G =0,05 A=0,38 C=0,01
1000 Genomes Cc=0,70 A =0,89 G =0,68 G=0,82
(Geral) T=0,30 G=0,11 A=0,32 CcC=0,18
genomAD C=0,65 A=0,92 G =0,62 G =0,56
(american) T=0,35 G =0,08 A =0,38 C=0,44
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7 DISCUSSAO

Nossos dados preliminares permitiram tracar o perfil dos pacientes do ambulatério de
DM1 do HC-UNESP, com uma predominéncia de individuos do sexo feminino, brancos, com
auséncia de pais afetados com diabetes, tratados com medidas farmacologicas e, entre aqueles
que usam insulina, a maioria iniciou o tratamento dentro de seis meses do diagndstico de
diabetes. Houve correlagdo positiva entre a PPT e a idade no diagnostico de diabetes. A PPT
foi significativamente superior em mulheres, individuos ndo tratados com medidas
farmacoldgicas, individuos que iniciaram a insulinoterapia dentro de seis meses do diagndstico
e entre aqueles com pais afetados com diabetes. Nao houve diferenca no valor da PPT de acordo
com a etnia dos participantes em nosso estudo.

Posteriormente, decidimos por realizar 0 sequenciamento Sanger dos éxons 2 e 4 do
gene HNF1A, nos quais as mutacdes neste gene sdo mais prevalentes, particularmente a
mutacdo p291fsinsC no éxon 4. Neste caso, ocorre um frameshift a partir da insercdo de uma
citosina em torno do cédon 290, o que leva a sintese de uma proteina sem grande parte do
dominio de transativacdo. Optamos por sequenciar 0 HNF1A pelo fendtipo dos pacientes
selecionados, principalmente em relacdo a média de HbAlc (8,3%), que como ja citado,
costuma ser inferior em pacientes com GCK, raramente ultrapassando 7,6%, de acordo com 0s
dados de Steele et al. (2013). Adicionalmente, ressalta-se que a calculadora de Shields et al.
(2012) foi desenvolvida para captar mutacGes nos trés principais genes associados ao MODY
(HNF4A, GCK e HNF1A). Optamos por ndo sequenciar o gene HNF4A, em decorréncia de as
mutacOes patogénicas/provavelmente patogénicas neste gene serem bem menos prevalentes em
relacdo ao GCK e ao HNF1A. Todavia, ndo encontramos mutacfes nos éxons sequenciados,
apenas polimorfismos cuja frequéncia dos alelos na populacdo em geral é elevada
(YAMAGATA et al., 1998; ELLARD et al., 2006; SHIELDS et al., 2012; STEELE et al.,
2013).

Em estudo realizado no Rio de Janeiro, Tarantino et al. (2020) realizaram
sequenciamento genético para GCK (n = 7) e HNF1A (n = 27) em pacientes previamente
classificados como portadores de diabetes monogénico de acordo com caracteristicas clinicas
sugestivas. Foram encontradas 11 mutacGes (6 em GCK e 5 em HNF1A). O valor preditivo
positivo (VPP) da calculadora de Shields et al. (2012) foi > 75% em todos os 11 pacientes
positivos para MODY. Houve predominancia de pacientes do sexo feminino (61,7%) e de
pacientes em tratamento farmacoldgico (55,8% com insulina e 41,2% com antidiabéticos orais),
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corroborando com nossos dados. A média de IMC foi de 22,8 kg/m?, inferior a média dos nossos
pacientes. N&o foram divulgados valores de HbAlc, porém, um dos critérios para a inclusdo no
grupo testado para GCK foi HbAlc < 7,5%. Dos pacientes incluidos, 35,3% eram classificados
previamente com DM1, 23,5% com DM2, 3% com DMG e 38,2% néo tinham classificacéo
(TARANTINO et al., 2020).

Também no Brasil, Magalhdes et al. (2019) calcularam o VPP da calculadora de Shields
et al. (2012) retrospectivamente, a partir de dados clinicos e laboratoriais extraidos de
prontuarios de 209 pacientes que tiveram o diagndstico de diabetes antes dos 35 anos. Destes
pacientes, 46 tinham MODY, 133 tinham DM1 e 30 tinham DM2. O VPP para 0s grupos
MODY, DM1 e DM2 foi de 75,5%, 0,7%% e 4,6%, respectivamente, com diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0.05) (MAGALHAES et al., 2019).

Hohendorff et al. (2019), testaram a utilidade da calculadora de MODY de Shields et al.
(2012), em uma analise retrospectiva de 155 probandos poloneses, qualificados para testes
genéticos para MODY, entre 2006 e 2018, de acordo com critérios previamente estabelecidos.
Dos 155 pacientes analisados, 64 tinham mutacdo em GCK (VPP = 75,5%), 37 em HNF1A
(VPP =49,4), 3 em HNF4A (VPP = 45,5%) e 51 eram negativos para 0 sequenciamento de
nova geracdo (next generation sequencing - NGS) (VPP = 49,4%). A analise da curva
caracteristica de operacdo do receptor (ROC) mostrou ponto de corte étimo de VPP de 58%.
Houve predominancia do sexo feminino (70,3%) e a maioria dos pacientes estava em tratamento
farmacoldgico (64,5%), assim como em nosso estudo. Tanto os individuos com MODY, quanto
0s NGS negativos, eram mais velhos no diagndstico de diabetes (20,0 e 24,0 anos,
respectivamente) quando comparados aos participantes do nosso estudo. As médias de HbAlc
entre individuos com MODY e NGS negativos ndo apresentaram diferenca entre si (6,4%) e
foram inferiores a média do nosso estudo. Quanto ao tempo para o tratamento com insulina,
60% ndo estava em tratamento e apenas 24,5% receberam insulina nos primeiros seis meses
posteriores ao diagndstico. Esta diferenca em relacdo aos nossos dados, pode ser explicada pelo
fato de 0 nosso estudo ter sido realizado em um ambulatério de DML1, condicdo na qual insulina
é indicada precocemente (HOHENDORFF et al., 2019).

No estudo de Shields et al. (2012), por meio de regressdo logistica, a presenca de um
dos pais afetados com diabetes foi o preditor mais fortemente discriminativo de MODY em
relacdo ao DM1, com aqueles participantes com um dos pais afetados tendo chances até 23

vezes maiores de terem MODY. O sexo feminino, idade avangada (ao diagnostico e atual), e
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valores mais baixos de HbAlc, também foram importantes preditores de MODY. Em nosso
estudo, as medidas descritivas também mostraram aumento significativo da PPT em pacientes
com pais afetados e em individuos do sexo feminino. Fizemos a associagdo da PPT com a
HbA1c e com as idades (ao diagnostico e atual), através de correlagdo linear. A PPT apresentou
correlacdo positiva com a idade ao diagnostico, o que foi estatisticamente significativo. A PTT
também apresentou associagdo positiva com a HbAlc e negativa com a idade atual, porém estas
associagdes ndao foram estatisticamente significativas, mostrando que ndo houve correlagédo
entre a PTT e estas varidveis (SHIELDS et al., 2012).

Ang et al. (2016) testaram geneticamente para diabetes monogénico 84 asiaticos
multiétnicos, de acordo com critérios previamente estabelecidos, visando excluir DM1 e DM2
de inicio precoce. Destes 84 individuos, 12% eram diagnosticados com DM1, 86% com DM2
e 2% com outros tipos de diabetes, como latent autoimune diabetes of the adult (LADA). Os
autores também avaliaram o desempenho da calculadora de Shields et al. (2012), entre os
individuos testados. Neste estudo, a media de idade do diagndstico de diabetes (25,0 anos) foi
superior a do nosso estudo, o que pode ser explicado pela maioria de individuos diagnosticados
previamente com DM2, enguanto que, no nosso estudo foram incluidos apenas pacientes
diagnosticados com DM1, condicao na qual o diagnostico ocorre predominantemente em fases
mais precoces da vida (KORDONOURI et al., 2021). As médias de IMC (24 kg/m?) e HbAlc
(9,1%) se aproximaram das meédias dos nossos pacientes. Houve predominancia de individuos
tratados (90,4%) em relacdo aqueles sem tratamento farmacoldgico, corroborando com nossos
dados. Todos os 84 participantes tinham historia familiar de diabetes (100%), sendo este um
dos critérios para a inclusdo no grupo testado. Ndo houve predominancia de nenhum dos sexos.
Apbés 0 sequenciamento  genético, 13 individuos  apresentaram  variantes
patogénicas/provavelmente patogénicas para diabetes monogénico (15,5%), e o VPP da
calculadora de MODY foi > 62,4%, com sensibilidade de 0,769 e especificidade de 0,603 (ANG
etal., 2016).

Carlsson et al. (2020) realizaram um estudo com uma grande populacdo sueca (n =
3.933) de pacientes pediatricos, com idades entre 1 e 18 anos, que tiveram o diagndstico de
diabetes entre maio de 2005 e dezembro de 2010. Dosagens de quatro autoanticorpos de ilhotas
pancreaticas — antidescarboxilase do acido glutamico (GADA), antigeno de insulinoma-2 (1A-
2A), antitransportador de zinco 8 (ZnT8A) e anti-insulina (IAA) - e de peptideo C foram

realizadas no momento do diagndstico. Todos os pacientes foram sequenciados geneticamente
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para os principais subtipos de MODY (GCK, HNF1A e HNF4A), sendo identificadas 46
mutacdes — prevaléncia minima de 1,2%. Entre os 303 participantes com negatividade para 0s
quatro autoanticorpos, 0s 46 pacientes com MODY foram identificados, resultando em uma
taxa de deteccdo de 15%. Porém, quando analisados pacientes com negatividade para os quatro
autoanticorpos e HbAlc < 7,5% (n = 73), 36 pacientes com MODY foram identificados,
resultando em uma taxa de deteccdo de 49%. Quanto as caracteristicas clinicas dos pacientes
incluidos, houve predominancia do sexo feminino entre os pacientes com MODY (54,0%), mas
ndo entre aqueles sem mutacdo (45,0%). A média da idade no diagndstico de diabetes foi de
12,1 anos em pacientes com MODY e 10,1 anos em pacientes sem mutacao, e ambas foram
inferiores a média do nosso grupo. A HbAlc média entre pacientes com MODY foi de 7,0%,
também inferior em relagdo a média dos nossos pacientes. Entre aqueles pacientes sem
mutacdo, a média da HbAlc foi de 10,7%. Por fim, 63,0% dos pacientes com MODY tinham
pais afetados com diabetes, corroborando com nossos dados que mostraram PPT mais alta em
pacientes com pais afetados, o que & explicado pelo padrdo autossdbmico dominante de
transmissdo de MODY, amplamente discutido na literatura. Entre os pacientes sem mutacdes
identificadas, apenas 12% tinha pais afetados com diabetes. Ressalta-se que, entre os estudos
discutidos, este foi o Unico estudo realizado exclusivamente com uma populacéo de diabetes
pediatrico. (CARLSSON et al. 2020).

Em estudo brasileiro recente foram avaliaram dados de 391 pacientes — 231 com DML,
46 com DM2 e 114 com MODY, acompanhados entre 1953 e 2020 no ambulatério de diabetes
de um hospital quaternario da cidade de Sao Paulo. Visando avaliar o desempenho da
calculadora de Shields et al. (2012), os autores chegaram a trés cutoffs que apresentaram
sensibilidade e especificidade > 95%. O cutoff de 40% apresentou sensibilidade de 97,85% e
especificidade de 96,43% (maxima sensibilidade), o cutoff de 50% apresentou sensibilidade de
96,14% e especificidade de 97,15%, e o cutoff de 60% apresentou sensibilidade de 96,15% e
especificidade de 98,1% (méaxima especificidade). Estes dados atuais sugerem fortemente que
o VPP utilizado para a selecdo de probandos brasileiros deve ser superior aquele indicado a
populagdes caucasianas brancas (JUNIOR et al. 2023).

A importancia de se realizar o diagnostico assertivo de MODY foi mais uma vez
reforcada por dados de um estudo brasileiro publicado em 2022, no qual foram analisados, de
forma ndo concorrente, os dados de uma coorte de pacientes MODY encaminhados ao

ambulatorio de diabetes monogénico da Universidade de Séo Paulo (USP) — 190 com MODY -
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GCK e 38 com MODY-HNF1A. No caso do MODY-GCK, a porcentagem de pacientes que
estavam em tratamento com intervencéo dietética isolada aumentou de 53,9% para 94,8% ap0s
o0 diagndstico molecular, com manutencdo da HbAlc apos seis anos de acompanhamento (de
6,3 para 6,4%). Para os pacientes com MODY-HNF1A, ap6s o diagndstico molecular, a
porcentagem de pacientes utilizando sulfoniureias aumentou de 33,3% para 81%, com melhora
da HbAlc apds cinco anos de acompanhamento (de 7,5% para 5,6%), o que foi estatisticamente
significativo (FRANCO et al., 2022).
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8 CONCLUSAO

A calculadora de probabilidade de MODY se mostrou uma ferramenta pratica de ser
aplicada em ambulat6rio de DM1 que pertence ao SUS, para a selecdo de pacientes com elevada
probabilidade de diagndstico de MODY. N&o encontramos mutacfes nos éxons 2 e 4 do gene
HNF1A, o qual esta relacionado ao fenotipo dos pacientes selecionados pela calculadora de
probabilidade de MODY em nosso estudo. O préximo passo deve ser a realizacdo do NGS
baseado em um painel com todos os genes associados ao MODY para o calculo do VPP,
visando validar a calculadora de probabilidade de MODY em nosso servico, como uma
ferramenta de fécil aplicacdo, que evite o diagndstico incorreto de MODY e, consequentemente,

permita o gerenciamento clinico personalizado das muta¢des encontradas.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

CONVIDO o(a) Senhor(a) para
participar do Projeto de Pesquisa intitulado “CARACTERIZACAO DOS PACIENTES MODY NO
AMBULATORIO DE DIABETES MELLITUS JUVENIL DA UNESP DE BOTUCATU?”, que sera
desenvolvido por mim, VINICIUS VIGLIAZZI PEGHINELLI, mestrando pelo Programa de
Fisiopatologia em Clinica Médica - FMB/UNESP, com orientacio da médica e professora Dra. CELIA
REGINA NOGUEIRA e coorientacio da Dra. ADRIANA LUCIA MENDES (Faculdade de
Medicina de Botucatu —UNESP).

Estou estudando mutagcdes em genes responsaveis por causar um tipo raro de diabetes, chamado de
Maturity-onset diabetes of the young (MODY).

Para se cumprir o objetivo, serd aplicado um questionario com dura¢do maxima de 10 minutos, para
obtencdo de informacgdes gerais, como seu endereco e numero de telefone, além de informacdes
referentes ao seu diabetes. Posteriormente o(a) Senhor(a) podera ser convocado(a) para uma coleta de

sangue.

Uma amostra de 5mL de seu sangue sera coletada no Hospital das Clinicas de Botucatu por uma equipe
de profissionais, seguindo todos os procedimentos de cuidados necessarios, em data previamente
combinada com o(a) Senhor(a), de acordo com sua disponibilidade de tempo. O(A) Senhor(a) podera
sentir dor durante a coleta de sangue, e uma mancha roxa podera surgir em seu brago. Porém, essa

mancha roxa desaparecera rapidamente.

Solicito seu consentimento para medir sua estatura e seu peso em estadidmetro e balanca eletronica
digital, respectivamente. Para medir sua altura e seu peso o(a) Senhor(a) devera usar o0 minimo de roupa

possivel e estar sem sapatos.
Solicito também seu consentimento para consultar o seu prontuério médico para coletar informacdes la

contidas como: resultado de hemoglobina glicada e dados clinicos referentes a consultas feitas

anteriormente.
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Os pacientes que possuem este tipo de diabetes que estou estudando ndo precisam usar insulina para
controlar o aglcar no sangue. Muitas vezes € necessario apenas tomar medicamentos orais, ou, em outros
casos, ndo € necessaria nenhuma forma de tratamento, o que torna sua participacao na pesquisa benéfica
ao(a) Senhor(a).

Fique ciente que a sua participacdo neste estudo é voluntaria e que mesmo apés ter dado seu
consentimento para participar da pesquisa, o(a) Senhor(a) a podera retirar a qualquer momento, sem

qualquer prejuizo na continuidade de seu tratamento.

Informamos também que, caso o(a) Senhor(a) se sinta desconfortavel em responder algumas perguntas

do questionario, o(a) Senhor(a) pode ndo responder sempre que desejar.

Destacamos ainda, que o(a) Senhor(a) ndo terd nenhum tipo de despesas por participar da pesquisa,
durante todo o decorrer do estudo. O(A) Senhor(a) também ndo receberd pagamento por participar desta
pesquisa, assim como ndo forneceremos nenhuma ajuda de custo com transporte e alimentacdo no dia

da coleta de sangue.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de igual teor, o qual 01 via
sera entregue ao(a) Senhor(a) devidamente rubricada, e a outra via serd arquivada e mantida pelos

pesquisadores por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Qualquer divida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de Etica em Pesquisa através
dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 2% a 6° feira das 8.00 as 11.30 e das 14.00
as 17horas, na Chéacara Butignolli s/n°® em Rubido Junior — Botucatu - S&o Paulo. Os dados de localizacédo

dos pesquisadores estdo abaixo descritos:

Apbs terem sido sanadas todas minhas duvidas a respeito deste estudo, CONCORDO em participar de
forma voluntéria, estando ciente que todos os meus dados estardo resguardos através do sigilo a que os
pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os resultados desse estudo poderdo ser publicados

em revistas cientificas sem, no entanto, que a minha identidade seja revelada.

Botucatu, [

Pesquisador Responsavel pelo Participante da Pesquisa
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Nome: VINICIUS VIGLAZZ| PEGHINELLI
Enderego: RUA GARIBALDINA PINHEIRO MACHADO, 41- BOTUCATU

Telefone: 14. 997406692

Email: v_vigliazzi@hotmail.com

Nome: CELIA REGINA NOGUEIRA
Endereco: AV. PROF. MARIO RUBENS GUIMARAES MONTENEGRO — DISTRITO DE RUBIAO

JUNIOR
Telefone:14. 38801611
Email: nogueira@fmb.unesp.br
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
(Para responsaveis por menores de 18 anos)

CONVIDO o(a) Senhor(a) responsavel
pelo(a) menor para participar do
Projeto de Pesquisa intitulado “CARACTERIZACAO DOS PACIENTES MODY NO
AMBULATORIO DE DIABETES MELLITUS JUVENIL DA UNESP DE BOTUCATU”, que sera
desenvolvido por mim, VINICIUS VIGLIAZZI PEGHINELLI, mestrando pelo Programa de
Fisiopatologia em Clinica Médica - FMB/UNESP, com orientacio da médica e professora Dra. CELIA
REGINA NOGUEIRA e coorientacdo da Dra. ADRIANA LUCIA MENDES (Faculdade de
Medicina de Botucatu —UNESP).

Estou estudando mutagcdes em genes responsaveis por causar um tipo raro de diabetes, chamado de
Maturity-onset diabetes of the young (MODY).

Para se cumprir o objetivo, serd aplicado um questionario com duracdo maxima de 10 minutos, para
obtencdo de informacgdes gerais, como seu endereco e numero de telefone, além de informacdes
referentes ao diabetes de seu(ua) filho(a). Posteriormente seu(ua) filnho(a) podera ser convocado(a) para

uma coleta de sangue, necessaria para identificar mutagcdes nos genes citados.

Uma amostra de 5mL do sangue de seu(ua) filho(a) sera coletada no Hospital das Clinicas de Botucatu
por uma equipe de profissionais seguindo todos os procedimentos de cuidados necessarios, em data
previamente combinada com o(a) Senhor(a), de acordo com a disponibilidade de tempo de seu(ua)
filho(a). Durante a coleta de sangue seu(ua) filno(a) podera sentir dor e também podera ficar em seu

braco uma mancha roxa que desaparecera bem rapidamente.

Solicito seu consentimento para medir a estatura e o peso de seu(ua) filho(a) em estadidmetro e balanga
eletronica digital, respectivamente. Para medir o peso e a altura de seu(a) filho(a), este(a) devera estar

usando o minimo de roupa possivel e estar sem sapatos.
Solicito também seu consentimento para consultar o prontuario médico de seu(ua) filho(a) para coletar

informacGes 14 contidas como: resultado de hemoglobina glicada e dados clinicos referentes a consultas

feitas anteriormente.
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Os pacientes que possuem este tipo de diabetes que estou estudando ndo precisam usar insulina para
controlar o aglcar no sangue. Muitas vezes € necessario apenas tomar medicamentos orais, ou, em outros
casos, ndo é necessaria nenhuma forma de tratamento, o que torna a participacéo de seu(ua) filho(a) na

pesquisa benéfica a ele(a).

Fique ciente, que a participacdo de seu(ua) filho(a) neste estudo é voluntaria e que mesmo apds ter dado
seu consentimento para participar da pesquisa, o(a) Senhor(a) a podera retirar a qualquer momento, sem

qualquer prejuizo na continuidade do tratamento de seu(ua) filho(a).

Informamos também que, caso seu(ua) filho(a) se sinta desconfortavel em responder algumas perguntas

do questionario, este(a) pode ndo responder sempre que desejar.

Destacamos ainda, que o(a) Senhor(a) nao terd nenhum tipo de despesas pelo fato do seu(ua) filho(a)
participar da pesquisa, durante todo o decorrer do estudo. O(A) Senhor(a) também ndo recebera
pagamento pela participacdo de seu(ua) filho(a) nesta pesquisa, assim como ndo forneceremos nenhuma

ajuda de custo com transporte e alimentacdo no dia da coleta de sangue.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de igual teor, o qual 01 via
sera entregue ao(a) Senhor(a) devidamente rubricada, e a outra via sera arquivada e mantida pelos

pesquisadores por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Qualquer divida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de Etica em Pesquisa através
dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 6% feira das 8.00 as 11.30 e das 14.00
as 17horas, na Chéacara Butignolli s/n°® em Rubido Junior — Botucatu - S&o Paulo. Os dados de localizacédo

dos pesquisadores estdo abaixo descritos:

Apbs terem sido sanadas todas minhas ddvidas a respeito deste estudo, CONCORDO que meu(inha)
filho(a) participe de forma voluntéria, estando ciente que todos os seus dados estardo resguardos através
do sigilo a que os pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os resultados desse estudo poderédo
ser publicados em revistas cientificas sem, no entanto, que a identidade do(a) meu(inha) filho(a) seja

revelada.

Botucatu, [
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Pesquisador Responsavel pelo Participante da Pesquisa

Nome: VINICIUS VIGLAZZI PEGHINELLI
Endereco: RUA GARIBALDINA PINHEIRO MACHADO, 41- BOTUCATU
Telefone: 14. 997406692

Email: v_vigliazzi@hotmail.com

Nome: CELIA REGINA NOGUEIRA
Endereco: AV. PROF. MARIO RUBENS GUIMARAES MONTENEGRO — DISTRITO DE RUBIAO

JUNIOR
Telefone:14. 38801611

Email: nogueira@fmb.unesp.br
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APENDICE B — TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE)

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE)
(Para menores de 18 anos)

Voceé esta sendo convidado a participar da pesquisa CARACTERIZACAO DOS PACIENTES MODY
NO AMBULATORIO DE DIABETES MELLITUS JUVENIL DA UNESP DE BOTUCATU,
desenvolvida por mim, Vinicius Vigliazzi Peghinelli, com orientagdo da médica e professora Dra.
CELIA REGINA NOGUEIRA e coorientagdo da Dra. ADRIANA LUCIA MENDES (Faculdade de
Medicina de Botucatu —UNESP). Seu responsavel permitiu que vocé participe.

Queremos saber se vocé tem um tipo diferente de diabetes, o qual ndo precisa de insulina para controlar

0 a(;l]car Nno sangue.

Vocé s6 precisa participar da pesquisa se quiser, € um direito seu e nao tera nenhum problema se desistir
Para participar da pesquisa, vou te fazer perguntas sobre o seu diabetes, medir seu peso e altura. Depois,
poderemos te chamar para que vocé faca uma coleta de sangue. Durante a coleta de sangue vocé pode
sentir dor, e pode aparecer uma mancha roxa em seu braco, no local da picada. Essa mancha ira

desaparecer rapidamente.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa; ndo falaremos a outras pessoas, nem daremos
a estranhos as informacGes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa vao ser publicados, mas sem

identificar as criancas e jovens que participaram.

CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Eu aceito participar do
Projeto de Pesquisa intitulado “CARACTERIZACAO DOS PACIENTES MODY NO
AMBULATORIO DE DIABETES MELLITUS JUVENIL DA UNESP DE BOTUCATU?, que sera
desenvolvido por mim, VINICIUS VIGLIAZZI PEGHINELLI, mestrando pelo Programa de
Fisiopatologia em Clinica Médica - FMB/UNESP, com orientacio da médica e professora Dra. CELIA
REGINA NOGUEIRA e coorientagdo da Dra. ADRIANA LUCIA MENDES (Faculdade de
Medicina de Botucatu —UNESP).

43



Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer.

Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “ndo” e desistir
e que ninguém vai ficar com raiva de mim.

Os pesquisadores tiraram minhas ddvidas e conversaram com 0S meus responsaveis.

Recebi uma copia deste termo de assentimento, li e concordo em participar da pesquisa.

Botucatu, [/

Pesquisador Assinatura do menor

Nome: VINICIUS VIGLAZZI PEGHINELLI
Endereco: RUA GARIBALDINA PINHEIRO MACHADO, 41- BOTUCATU
Telefone: 14. 997406692

Email: v_vigliazzi@hotmail.com

Nome: CELIA REGINA NOGUEIRA

Endereco: AV. PROF. MARIO RUBENS GUIMARAES MONTENEGRO — DISTRITO DE RUBIAO
JUNIOR

Telefone:14. 38801611

Email: nogueira@fmb.unesp.br
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APENDICE C - MODELO DE PREVISAO CLINICA

QUESTIONARIO

Nome:

Telefone:

Idade do diagnoztico (anos):

Sexo: (M) (F)
Atualmente tratamento com inzulina ou agente hipoglicemiante oral: (3ILD) lf."'.'.-i'i]}
Tempo de tratamento com insulina:

o Atnalments n3o fratado com insulma

o Deentro de § mezes apos o diagnostico

o Maiz de & mesas apds o diagnostico

Pezo (kg Eztatora {m): IMC (kg/'m®):

HbAle (%) Idade atual (anoz):

Pais afetadoz com diabetes: (SILI) I:N_IiD}

Etnia: (BRANCO) (A0 BRANCO)

Probabilidade pos-teste (FETH

Fonte: Adaptado de www.diabetes.org
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