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RESUMO

Maturity onset diabetes of young 3 (MODY 3)é o mais frequente diabetes
mellitus (DM) monogénico autossémico dominante causado por mutacées no gene
HNF 1A e caracterizado por defeito na secrecdo de insulina, diminuicdo no limiar
renal de glicose e sensibilidade a sulfonureia, na maioria das vezes. Com frequéncia
€ diagnosticado erroneamente como DM 1 ou DM 2. Frente a esta evidéncia este
trabalho tem como objetivo a investigagdo das mutacdes do gene HNF 1A em
pacientes atendidos no ambulatério de DM1 do Hospital Universitario da UFMA Sé&o
Luis — MA (HUUFMA), assim como caracterizar epidemiologicamente a populacéo
de estudo, além de identificar e descrever as mutagfes encontradas no gene,
correlacionando-as com as complicacdes cronicas proprias do DM que estes
pacientes possam apresentar. Foram avaliados por meio de questionario 60
pacientes com diagnostico prévio de DM 1, destes, 20 pacientes foram selecionados
por suas caracteristicas clinicas sugestivas de MODY para andlise molecular do
gene HNF 1A pela técnica de sequenciamento. Onze pacientes foram do sexo
feminino e nove do sexo masculino com uma média de idade de 24,35 + 6,91 anos.
Destes, 25% apresentavam retinopatia, 55%, nefropatia, 35% neuropatia e 15%
cardiopatia isquémica. Dentre as variagbes génicas, foram encontradas 53
mutacdes, destas, uma delecdo no promotor. Das 52 variacbes que ocorreram nos
éexons, 15 eram silenciosas. Entre as ndo-silenciosas, observaram-se 29 missense,
sete delegcbes e uma nonsense. Destas, 11 mutagbes encontraram-se na isoforma
A, duas na isoforma AB e 24 na isoforma ABC. Em relacdo aos dominios da
proteina, verificou-se: uma mutacdo missense no dominio de dimeriza¢do, nove
mutacdes no dominio de ligacdo do DNA e 25 mutagdes no dominio de
transativacdo. Ao se correlacionar os tipos de mutacdes, suas localizacdes no gene
ou em seus respectivos dominios de proteina com as complicagdes cronicas tipicas
do DM, ndo se observou qualquer relacdo. Contudo, foi observado que pacientes
apresentando associacdo de mutacdes frameshift com missense no dominio de
transativacdo apresentavam um pior controle metabdlico que pacientes com
mutacBes missense no mesmo dominio. Com estes resultados concluimos que
alteracdes no gene HNF 1A sdo muito frequentes entre os paciente com DM 1 com
caracteristicas tipicas de MODY, sugerindo que o MODY 3 possa ser causa do DM
de muitos destes pacientes e que o tipo de mutacéo e sua localizacdo no dominio de
proteina pode ter associacdo com o controle metabdlico destes pacientes.

Palavras-chaves: Diabetes mellitus; HNF 1A; MODY 3



ABSTRACT

Maturity onset diabetes of young 3 (MODY 3) is the most common monogenic
autosomal dominant diabetes caused by mutations in the HNF 1A and characterized
by a defect in insulin secretion, decreased renal threshold for glucose and sensitivity
to sulfonureia. It is often misdiagnosed as DM 1 or DM 2. By this evidence, this study
aims to investigate the HNF 1A gene mutations in patients treated at the outpatient
clinic of the University Hospital of DM1 UFMA Sao Luis - MA (HUUFMA),
characterize epidemiologically the study population, and identify and describe the
mutations found in the gene, correlating them with the chronic complications of
diabetes that these patients may have. We evaluated by questionnaire 60 patients
with a previous diagnosis of DM 1. These, 20 patients were selected for their clinical
features suggestive of MODY for molecular analysis of the HNF 1A gene by
sequencing technique. Eleven patients were females and nine males with a mean
age of 24.35 + 6.91 years. Twenty five per cent had retinopathy, 55 %, nephropathy,
neuropathy 35 % and 15 % ischemic heart disease. Among the gene variations were
found 53 mutations, of these, a deletion in the promoter. Of the 52 variations that
occurred in exons, 15 were silent. Among the non- silent, there were 29 missense
mutations, seven deletions and one nonsense. Of these, 11 mutations were found in
the A isoform, two in the AB isoform and 24 in the ABC isoform. Regarding the fields
of protein, it was found: one missense mutation in the dimerization domain, nine
mutations in the DNA-binding domain and 25 mutations in the transactivation
domain. By correlating the types of mutations, their locations in their respective gene
or protein domains with typical chronic complications of diabetes, there was no
relationship. However, it was observed that patients with frameshift mutations
associated with missense mutations in the transactivation domain had a worse
metabolic control than patients with missense mutations in the same domain. With
these results we conclude that changes in gene HNF 1A are very common among
diabetic patients with a typical characteristics of MODY in this sample, suggesting
that the MODY 3 can be cause of DM in many of these patients and the type of
mutation and its location in the field protein may be associated with metabolic control
in these patients.

Keywords: Diabetes mellitus; HNF 1A; MODY 3
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1. INTRODUCAO

1.1. Diabetes mellitus

O Diabetes mellitus (DM) é considerado uma das grandes epidemias
mundiais deste século, independente do desenvolvimento do pais onde a doenca
acontece. Isto ocorre em decorréncia de varios fatores, dentre eles cita-se: aumento
da expectativa de vida, distor¢cdes alimentares, urbanizacdo, processo de
industrializagéo, sedentarismo e obesidade. Seu tratamento envolve a atuacdo de
multiplos profissionais e multiplas drogas, variando de modificacdo do estilo de vida
ao uso de insulina. Atualmente sua classificacdo é baseada conforme a etiologia

em?:

v DM 1 (Diabetes mellitus tipo 1), causado por reacdo auto-imune com destruicédo
das células beta pancreaticas, estando ligado ao sistema do antigeno leucocitario
humano (HLA), sendo responséavel por 5 - 10% dos casos de DM;

v DM 2 (Diabetes mellitus tipo 2), aquele relacionado principalmente a resisténcia
insulinica e obesidade, associado a destruicdo de células beta pancreéticas de
forma lenta, tendo caracteristica poligénica; responsavel por cerca de 90% dos
casos;

v' outros tipos especificos que se subdividem em defeitos genéticos funcionais das
células beta pancreaticas, defeitos genéticos na acdo da insulina, doenca do
pancreas exocrino, endocrinopatias, induzidos por farmacos e agentes quimicos,
infecgbes, formas incomuns de diabetes imunomediados e outras sindromes
genéticas relacionadas ao DM,;

v DM Gestacional, que se caracteriza como uma disglicemia que ocorre durante a

gestacao. (Tabela 1).

Dentre o0s outros tipos especificos de DM, enfatizam-se as formas
relacionadas aos defeitos genéticos funcionais das células beta-pancreaticas, em
especial, ao diabetes monogénico da maturidade no jovem (MODY — Monogenic

onset diabetes of young) que é subclassificado dependendo do gene acometido.
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Tabela 1: Classificagdo do DM de acordo com ADA 1997

Tipo 1
Auto — imune
Idiopético

Tipo 2

Outros tipos
Defeitos genéticos da célula 3
Defeitos genéticos da acao da insulina
Doencas do pancreas exadcrino
Endocrinopatias
Induzidas por farmacos ou quimicos
Infeccbes
Formas incomuns de diabetes auto-imune
Outras sindromes genéticas

Diabetes gestacional

ADA: American Diabetes Association

1.2. MODY

Forma mais comum de diabetes monogénico, causado por mutacdes em
diferentes genes envolvidos com a funcdo das células beta pancreaticas, contando
com 0,3 — 2,4% dos diabéticos®, mas frequentemente é confundido com o DM 1 ou
2. Sua prevaléncia é estimada em torno de 5% dos pacientes com DM 2% e 10%
entre aqueles com DM 1 em muitas populagdes europeias, dentre adultos e

criancas”.

As descrigOes feitas de MODY séo de familias acompanhadas em estudos de

cohorts, a maioria europeia (Regido Escandinava, Itélia, Inglaterra)®"?®.

Vaxillaire e Froguel®, em 2008, definiram que os cinco melhores critérios para

diagnosticar ou sugerir MODY s&o:

v" hiperglicemia, usualmente, antes de 25 anos de idade em no minimo 1 e
idealmente 2 membros da familia,;
v heranca autossémica dominante, com transmisséo vertical por pelo menos trés

geracdes e um fendtipo semelhante compartilhado por membros da familia;


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/#606391_Reference18
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v auséncia de terapia insulinica por no minimo 5 anos depois do diagnéstico ou
niveis de peptidio C com valores dentro da normalidade, mesmo em paciente em
uso de insulina;

v' 0s niveis de insulina frequentemente estdo na faixa de normalidade, embora
inapropriadamente baixo para o grau de hiperglicemia, sugerindo um defeito
primario na funcdo da célula beta;

v’ raramente estdo associados a sobrepeso ou obesidade.

Em relagéo a idade precoce do diagndstico, existe uma tendéncia classica de
considerar como suspeito aquele individuo cujo diagnostico da hiperglicemia tenha
sido feito antes dos 25 anos de idade. Entretanto, tem-se demonstrado que a idade
de diagnéstico varia bastante em decorréncia do momento e contexto em que €
realizado o exame'®. Ademais, pesquisas mostram que a idade de inicio do DM no
MODY tem relacdo com algumas variantes de risco para DM 2, como filhos de méaes
com hiperglicemia durante a gestacdo, pais com DM 2, mas ndo portadores de
mutac&o no gene, assim como alguns modificadores genéticos™*™**. Além do préprio
padrao de heranca autossdmico dominante do MODY, que tem alta penetrancia,
visto que 95% dos individuos nascidos com uma mutacdo para MODY
desenvolverdo diabetes ou algum grau de hiperglicemia até os 55 anos de idade™®.
Neste sentido ndo é a idade do diagnéstico, mas sem divida os dados provenientes

dos antecedentes familiares que devem nortear a suspeita clinica.

Recentemente foi publicado um modelo matemético de probabilidade de
desenvolvimento de MODY para a determinacdo de realizacdo do teste genético.
Este modelo leva em consideracéo a idade de inicio da doenca, a histéria familiar de
DM, a terapéutica utilizada nos seis primeiros meses de doenca e 0s niveis de
hemoglobina glicada®®.

Pesquisa em genética de familias com MODY tém demonstrado que esta
patologia ndo € uma Unica doenca, mas uma sindrome clinica e geneticamente
heterogénea em que pelo menos onze genes sao acometidos (Figura 1) (Tabela 2).
Estes genes codificam a enzima glicoquinase (GCK)'’ e fatores de transcricdo
nucleares de hepatécitos como o 4 alfa (HNF4A)'®, 1 alfa (HNF1A)'°, 1 beta
(HNF1B)® e o fator de diferenciacéo neurogénica (neuro D1/beta 2)** e ainda, fator

promotor de insulina 1 (IPF1)?, o fator de transcricdo like-Kruppel (KLF11)?, gene
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da lipase ester-carboxil (CEL)**, gene Box pareado (PAX4)*, gene da insulina® e

gene da tirosina quinase especifica de linfécitos B (BLK)?'.

Apesar da descoberta de todos estes genes responsaveis pelo MODY,
pesquisas relatam que aproximadamente 11% dos pacientes com suspeita deste

tipo de diabetes monogénico tenham etiologia genética ainda desconhecida®®.

ATP-sensitive Ca?*
K+ channel Q
Kir6.2 9
SUR1 Depolarization o0 Insulin
Glucose - secretion
q ™ Insulin
\ ,/ ' receptor
. \

b
B e MopY 3
MODY 2 @ Insulin 41
— Containeg
Ca?~g'gwles

Protein
kinase Ba

MODY 4

MODY 5

Figura 1: Célula pancreatica e proteinas relacionadas ao MODY.

ATP: trifosfato de adenosina, K+: ion de potassio, SUR 1: receptor de sulfoniureia 1, KIR6.2: receptor
KIR6.2, HNF 4a: fator nuclear hepatocitario 4a,GCK: enzima glicoquinase, HNF 1a: fator nuclear
hepatocitario 1a, IPF1: fator ptomotor de insulina 1, HNF 118: fator nuclear hepatocitario 113, Neuro
D1/B2: fator de diferenciagdo neurogénica D1/B2, KLF11: fator de transcrigdo like — Kruppel, CEL:
gene da lipase ester-carboxil, PAX 4. gene Box pareado, ISL 1: gene da insulina, BLK: gene da
tirosina quinase especifica de linfécitos B, GLUT2: transportador de glucose 2, Ca 2+: ion calcio,IRS:
receptor de insulina. Adaptado de Bell, 2001%.
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Tabela 2: Subtipos e caracterizagdo genética do MODY

Tipo Locus genético Gene Funcao Frequéncia
MODY 1 20q HNF4A Fator de transcricdo Rara
MODY 2 7q GCK Enzima 8-65%
MODY 3 12q HNF1A Fator de transcricdo 25-75%
MODY 4 13q IPF1 Fator de transcri¢éo Rara
MODY 5 17q HNF1p Fator de transcri¢éo Rara
MODY 6 2932 Neuro D1/32  Fator de transcri¢éo Rara
MODY 7 2p25 KLF11 Gene Rara
MODY 8 2p CEL Gene Rara
MODY 9 7932 PAX4 Gene Rara
MODY 10 11p15.5 ISL1 Gene Rara
MODY 11 8p23 BLK Gene Rara

g: brago longo do cromossomo, p: brago curto do cromossomo, HNF 4A: fator nuclear hepatocitério 4A,
GCK: enzima glicoquinase, HNF 1A: fator nuclear hepatocitario 1A, IPF1: fator promotor de insulina 1,
HNF 11pB: fator nuclear hepatocitario 118, Neuro D1/B2: fator de diferenciagdo neurogénica D1/B2,
KLF11: fator de transcricdo like — Kruppel, CEL: gene da lipase ester-carboxil, PAX 4: gene Box
pareado, ISL 1: gene da insulina, BLK: gene da tirosina quinase especifica de linfécitos B, MODY:
Diabetes da maturidade de inicio na idade jovem.

1.3. MODY 3

O MODY 3 € o tipo mais comum de DM monogénico em todo o mundo, com
uma taxa de prevaléncia muito variavel (25 a 75%), dependendo do pais em que é
estudado®3%%.

E a causa mais frequente deste tipo de DM na populacéo adulta, podendo
chegar a 65%2. Estima-se que seja responsavel por 1% de todos os casos de DM no
Reino Unido®. Entre pacientes com DM 1, sua frequéncia é estimada entre 4,4 a
10% 3738 Aqui no Brasil, existem relatos de familias com diagnéstico de MODY, em
especial 0 MODY 3% cujas familias eram, em sua maioria, descendentes de
japoneses e alemaes. Em relacédo a regido nordeste e, em especial ao Maranhao,

nao foi encontrado qualquer relato a respeito desta patologia.
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Clinicamente, os pacientes apresentam uma grande heterogeneidade em sua
expressdo, até dentro da mesma familia*®. Esta heterogeneidade de apresentacéo
pode ser explicada por varios fatores, dentre os quais se destacam, em especial, a
presenca de algumas mutacdes determinando a evolucdo para complicacdes
cronicas tipicas do DM*® e outros modificadores genéticos®, sugerindo uma rede de
tracos genéticos importante na expressdo do gene HNF 1A%,

Alguns pacientes apresentam uma forma leve de DM, respondendo
adequadamente a sulfoniureia, enquanto outros necessitam de insulina para um
controle adequado®. Estudos relatam que aproximadamente 63% dos pacientes
com mutacbes no gene para MODY 3 desenvolvem DM aos 25 anos de idade®.
Ademais, os pacientes com MODY 3 apresentam uma menor absorcédo de glicose
renal e maior glicosuria, devido a uma expressao reduzida do cotransportador de
glicose de baixa afinidade e alta capacidade (SGLT2) que esta sob controle direto do
HNF 1A%,

O mecanismo fisiopatologico para o desenvolvimento do MODY 3 se da por
mutacdes, principalmente heterozigéticas, no gene HNF 1A*. Os eventos que
podem ocorrer para seu surgimento seriam a perda de funcdo de um alelo,
ocorrendo principalmente por haploinsuficiéncia, ou por disfuncdo em uma série de

fatores de transcricdo que mantém a célula B-pancreatica funcionante®’.
1.3.1. Gene HNF 1A

O gene HNF 1A esta localizado no braco longo do cromossomo 12, na
posicdo 12g24.2 (Figura 2) e se estende ao longo de 23kb, possui 10 éxons e dois
sitios de poliadenilacdo no extremidade 3", que junto do processamento alternativo
dos éxons 6 e 7, podem gerar trés isoformas ou isdmeros diferentes A, AB, e ABC*®
(Figura 3):

v a isoforma A contém todos os 10 éxons e se expressa no figado, rim, intestino e
pancreas fetal;

v a isoforma AB surge por processamento em um dos sitios de poliadenilagéo,
compreendendo os éxons 1 a 6, sendo expresso nas ilhotas pancreaticas, rins e
figado, estes com menor expressao e

v a isoforma ABC é gerada por processamento do outro sitio de poliadenilagédo

reunindo os éxons 1 a 7, expresso no pancreas™*2.
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Figura 2: Localizagdo do gene HNF1A no genoma humano. O detalhe em azul corresponde aos 10

éxons do gene. Adaptado de Bonatto 2010%.

As trés isoformas tém atividade, mas a AB e ABC tém uma capacidade
ativadora de transcricdo cerca de cinco vezes maior que A. Contudo, apenas a
isoforma A tem seu perfil de expressdo bem definido®?.

Este gene esta implicado na codificacao e funcao de outros genes, ativando:

- a transcricdo do gene HNF 4A via promotor P2, que na sequéncia ativa sua
prépria transcricdo, processo que funciona como um interruptor bioestavel, de tal
forma que haploinsuficiéncia de um ou outro, causa desligamento do circuito®;

- outros genes como: gene codificador de insulina®, gene promotor do GLUT
2°2_ gene transportador de glicose (GLUT 2)*3, gene transportador de aminoécidos e
enzimas mitocondriais como a piruvato quinase®* e expressdo de outros fatores de
transcricdo em ilhotas pancreéticas, incluindo aqueles envolvidos com MODY.
Assim, sugere-se uma complexa rede hierarquica de elementos na transcricdo da
célula .

Ja foram descritas mais de 300 mutacBes neste gene, relacionadas ao MODY
3, mais comumente localizadas nos éxons 2 e 4 e com menor frequéncia nos éxons
5 e 10%°. A mutacdo mais frequentemente encontrada é a Pro291fs, localizada no
éxon 4, em uma regido hotspot do gene HNF 1A, que altera a leitura do RNAmM
gerando uma proteina truncada. Aproximadamente 43,5% das mutacdes de ponto

sdo deaminacbes de metilcitosinas nos dinucleotidios CpG®®. A penetrancia de
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mutacBes no HNF1A é de aproximadamente 65% com 25 anos, 93,6% com 50 anos
e 98,7% com 75 anos”’.

Dimerization DNA-binding Transactivation
domain domain domain
-—
1 2?1 437 501 631
A 1 2 3 :4~5‘~{6L«7.~8»49@10.
|
T
Specific to
HNF1A (A) and (B)
Common to HNF1A (A), Specific to
(B) and (C) HNF1A (A)
281 437 501 631

1l.72l173|’477|5v|617.8‘9.10

Figura 3: A: Estrutura genémica do HNF 1A mostrando os trés dominios funcionais da
proteina HNF 1A: dominio de dimerizacdo (preto), dominio de ligacdo de DNA (cinza escuro)
e dominio de transativacao (cinza claro). B: Estrutura genémica do HNF 1A mostrando suas
isoformas: isoforma ABC (cinza), isoforma AB (éxon 7) e isoforma A (éxons 8 — 10). Adaptado
de BELLANNE-CHANTELOT e col., 2008".

1.3.2. Proteina HNF 1 A

A proteina HNF 1A é um fator de transcricdo contendo um homeodominio®,
responsavel pela codificacdo de fatores de transcricdo em diferentes 6rgaos, sendo
expressa no figado, no rim, intestino e ilhotas pancreaticas. Esta envolvida na
expressdo do gene da insulina, tendo importante funcdo em sua secrecao e na
massa funcionante de células B°®. Participa de uma rede de fatores de transcricdo
gue regulam o desenvolvimento pancreatico, assim como metabolismo dos acidos
graxos, proteinas e carboidratos (Figura 4 e 5). Esta proteina existe em forma de
dimero, formando homodimeros (HNF 1A/HNF 1A) ou heterodimeros. Esses
dimeros formam um complexo de duas moéléculas de uma proteina denominada
Cofator de dimerizagdo do HNF 1A (CoDH)*.

A proteina HNF 1A tem trés dominios funcionais: 1) dominio de dimerizacao
amino-terminal (1-32 aa); 2) dominio de ligacdo ao DNA, que envolve dois
subdominios, o primeiro compreendendo os aminoacidos 91 — 185 (dominio POUs)

e um segundo dominio de homeodominio de sequéncia de aminoacidos conservada
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compreendendo os residuos 203 - 276 (dominio POUy); 3) e um dominio de
transativacao carboxi-terminal (282 — 631 aa). O dominio de dimerizag&o, permite a
ligacdo e dimerizacdo ao DNA e o dominio de transativacdo € aquele responsavel
pela transcricdo do DNA. Ja o dominio de ligacdo ao DNA, formado por dois outros
dominios, POUs e POUy, como o préprio nome diz é responséavel por sua ligagdo ao
DNA. O dominio POUs é formado por cinco a-hélices e o POUy, por trés a-hélices

(Figura 3 e 5)°04761,

Esta proteina tem fungdo importante na secrecdo da insulina estimulada por
glicose, assim como na sua estocagem *. Ademais, regula um grande niimero de
genes especificos do figado, tais como: aqueles que codificam a albumina, a a 1-
antitripsina e o B — fibrinogénio, assim como genes pancreéticos envolvidos no
transporte e metabolismo da glicose, incluindo aqueles que codificam a piruvato
quinase® e GLUT 2°3. Além disso, a HNF 1A tem extrema importancia na regulacdo
de outros fatores de transcricdo como o HNF 4A, PDX-1 e Neuro D1/Beta 2%. Em
relacdo ao HNF 4A, no pancreas, o HNF 1A ativa a transcricdo do gene HNF 4A via

promotor P2, que, em contrapartida, ativa a transcricdo do HNF 1A,

Hepatocytes Pancreatic Islets
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Figura 4: Redes regulatorias envolvendo o HNF 1A. Proteinas: circulos azuis. Genes alvos:

retangulos vermelhos. Adaptado de Odom e col. 2004,
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Estudos tém indicado que a proteina HNF 1A regula a expressao do gene da
insulina, assim como de proteinas codificadoras envolvidas no transporte e
metabolismo da glicose. Cita-se ainda, sua importancia no metabolismo mitocondrial

e na adesio célula-célula®®.

Figura 5: Estrutura do complexo HNF 1A/DNA. Duas proteinas (1 e 2) ligadas ao DNA (centro). As
cinco a-hélices de cada dominio POUg e as trés a-hélices de cada dominio POU, sdo marcadas

como Pa1-5 e Ha1-3, respectivamente. Adaptado de Chi e col., 2002°%.
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2. JUSTIFICATIVA

A terapéutica intensiva para os pacientes com DM 1, proposta pelo Diabetes
Control and Complication Trials (DCCT)®,inclui insulinoterapia e monitorizacdo
intensiva da glicemia capilar. Isto implica em um consumo mensal de 120 fitas
reagentes, totalizando um valor aproximado de R$ 360,00, por quatro testes
diarios®. Além dos gastos com as fitas, soma-se o custo das seringas descartaveis
e outros materiais para desinfeccdo do frasco e antissepsia da pele como se
preconiza na pratica do preparo e aplicacéo de injecées®*. Songer e colaboradores®,
em 1997, ressaltam que estes gastos afetam diretamente as familias de baixa renda,
que chegam a gastar 56% a mais do que as familias que ndo possuem diabéticos.
Estes mesmos autores enfatizam o alto custo do manejo do diabetes, incluindo
materiais e medicacdo, como € o0 caso das familias americanas que gastam
aproximadamente US$ 2500 por ano. Esse custo & semelhante aos US$ 2770
anuais que gastam as familias australianas com filhos adolescentes diabéticos®.

Ao se reconhecer o impacto dos custos com o tratamento do DM e
considerando a experiéncia junto a pacientes com DM1, pode-se afirmar que a
terapéutica intensiva € onerosa, impossibilitando o fornecimento ou a compra do
namero adequado de materiais e medicacgdes utilizados diariamente pelos pacientes
diabéticos, isso também refletido pela precariedade do servico publico de saude.
Dessa forma, torna-se dificil a implementacéo eficiente da terapéutica intensiva no
manejo do diabetes, o que leva a reflexdo sobre as sérias dificuldades econémicas
que a clientela diabética enfrenta mensalmente, principalmente se nao adquirir a

medicacdo e 0os materiais em quantidade suficiente para administrar a insulina.

Como observado o DM 1, em especial, representa um importante problema
de saulde, ndo soO para o paciente, mas para toda a sociedade, pela necessidade de
implantacdo de regras que determinem gastos prioritarios e necessarios a esta

parcela da populacao.

O diagndstico clinico, relativamente facil de ser realizado, aponta para a
necessidade da determinagcédo exata de qual subtipo de DM o paciente € portador,
pois esta definicAo tem repercussdes Obvias na escolha correta do tratamento e

também no prognostico da doenca nestes individuos. Assim, mostra-se a
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importancia ndo s6 econbmica, mas social e pessoal do diagndstico do diabetes tipo
MODY na populagdo de DM 1. Além disso, a suspeita ou confirmagdo de que um
paciente € portador de MODY permite o diagnostico de outros familiares que
desconheciam sua condicdo, propiciando o emprego do tratamento mais adequado
e precoce, 0 que certamente os protegerd do advento das complicacdes cronicas
secundarias ao mau controle metabdlico ou determinara a ndo necessidade de
tratamento mais agressivo quando de um diagnostico posterior. O diagnostico
genético de MODY ja é feito de forma rotineira em alguns paises, ndo o sendo no
Brasil. Espera-se que em médio prazo se torne um recurso disponivel em nossa
regido, por se tratar de um exame de extrema importancia na pratica da

diabetologia.

Diante do exposto e avaliando-se determinadas peculiaridades de alguns
pacientes atendidos no ambulatério de DM 1 do Hospital Universitario da
Universidade Federal do Maranhdo, este trabalho se prop8e a avaliar a prevaléncia

de MODY 3 nos pacientes com caracteristicos clinicas proprias.
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3. Objetivos

3.1. Geral

- Investigar mutacdes no gene HNF 1A em pacientes diabéticos 1 suspeitos
de MODY.
3.2. Especificos

- Identificar clinicamente os pacientes com suspeita de MODY;

- Estimar a prevaléncia de MODY 3 na populacao estudada;

- Descrever as mutagdes encontradas;

- Correlacionar as mutag6es encontradas com a idade de diagnéstico do DM,;
- Correlacionar as mutacfes encontradas com a nefropatia e retinopatia

diabética.
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4. METODOLOGIA

4. 1. Local de estudo

O estudo foi realizado no Servico de Endocrinologia do Hospital Universitario
(HUUFMA) e no Laboratério de Estudos Gendmicos e de Histocompatibilidade

(LEGH), também no Hospital Universitario.
4.2. Tipo de estudo

Este estudo foi um estudo transversal genético-molecular das anomalias

relacionadas ao MODY.
4.3. Casuistica

O estudo foi realizado com pacientes portadores de Diabetes Mellitus do tipo

1 com caracteristicas clinicas de MODY.

4.4. Aspectos Eticos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUUFMA
com o registro do CEP 186/09 e processo numero 004798/2009-00 (ANEXO A). A
entrevista e coleta de material foram realizadas apenas apds assinatura do paciente
ou seu responsavel do TCLE (Apéndice A), com base na portaria n°. 196/96 do
Conselho Nacional de Saude do Ministério da Salude e com prévia explicacdo do
que era a pesquisa com seus objetivos, além de serem informados todos os seus
direitos e que o mesmo poderia retirar-se a qualguer momento dependendo de sua

vontade.

4.5. Coleta de Dados

Os dados foram coletados com auxilio de questionario contendo
caracteristicas socioecondémicas e demograficas, assim como histéria clinica, exame
fisicos e exames de laboratério (ANEXO B). Apds analise dos dados, os pacientes
com diagnéstico clinico de MODY (ANEXO C) coletaram sangue para a realizacao

do sequenciamento do gene HNF 1A.
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A pressao arterial (PA) foi aferida com estetoscopio e esfigmomanémetro de
mercurio no brago esquerdo, repousado sobre uma superficie firme na altura do
coracao, com a paciente sentada. A paciente ndo poderia estar com a bexiga cheia,
ter praticado exercicios fisicos ou ter ingerido bebidas alcodlicas, café, alimentos até
30 minutos antes da verificacdo. Fo considerado hipertensdo os niveis tensionais
acima de 130 / 80 mmHg®’ (SBC, 2010) ou pacientes em uso de anti-hipertensivos.

Para avaliacdo das medidas antropométricas, como peso e estatura, utilizou-
se balanca antropométrica mecanica, com medidor de altura em centimetros

acoplado (Filizola®), com capacidade maxima de 180 Kg e sensibilidade de 100g.

Os pacientes ficavam descalcos de costas para a balanca com os pés juntos,
bracos paralelos ao corpo em posicdo ereta e encostada no aparelho com o
calcanhar, tocando a parte posterior do antropémetro e a visao formando um angulo
de 90° ao solo. Foram retirados objetos e aderecos que pudessem interferir nas
medidas do peso e estatura. Com as medidas do peso e estatura, calculou-se o IMC
no qual o peso em quilogramas € dividido pelo quadrado da altura em metros. Apos
a obtencdo do IMC, este foi caracterizado pela classificacdo proposta pela OMS
(1998) e adotada pelo Ministério da Saude: magreza (IMC < 18,5), eutrofia (IMC 18,5
a 24,9 Kg/m2), sobrepeso (IMC 25 a 29,9 Kg/im2), obesidade (IMC > 29,9 Kg/m?2)®.

A coleta sanguinea em jejum de 12 horas ocorreu no periodo matutino (entre
sete e nove horas) para realizacdo de hemograma, lipidograma, e glicemia jejum e
perfil lipidico e sequenciamento genético. As amostras de sangue foram coletadas
de veia periférica de membro superior. A coleta de urina de 24h para a medida da
proteindria, microalbuminuria e depuracdo de creatinina foi feita coletando-se apartir
da segunda urina do dia e por todo o dia e noite, sendo colocado em recipiente

estéril e posteriormente levado a geladeira.

As dosagens laboratoriais foram realizadas em um laboratério certificado pela
ISO 9001:2000 sob o numero SQ — 7131, pelo Programa Nacional de Controle de
Qualidade (PNCQ) e pela Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC).

4.6. Exames realizados

Todos o0s pacientes realizaram 0s seguintes exames, pois fazem parte da

investigacdo de rotina do DM 1: Glicemia em jejum, Peptideo C, Insulina sérica,
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Uréia, Creatinina, Hemoglobina glicada, Perfil Lipidico, TSH, Depuracdo de
Creatinina, Proteinaria de 24 h, Microalbuminaria 24h. O Anticorpo Anti-
descarboxilase de acido glutamico (Anti-GAD) foi realizado somente em pacientes

com menos de 5 anos de doenca.

4.7. Avaliacdo Molecular
4.7.1. Coleta do material:

Foram coletados oito ml de sangue de cada paciente com DM1 suspeito de
MODY3. Logo apos a coleta, o sangue foi centrifugado a 3700 RPM para a retirada
do anel leucocitario dos mesmos e em seguida armazenados no freezer a -20°C até

0 procedimento de extracao de DNA.

4.7.2. Extracao de DNA (Check gel de DNA):

O DNA de cada individuo foi extraido utilizando o kit comercial para extracao
de DNA gendmico da marca Biological ®, seguindo-se o protocolo do fabricante
(Apéndice B). Apdés a extragdo, dois pl do produto foram submetidos a uma
eletroforese em gel de agarose 1,5% por 15 minutos a 100 Volts em seguida corado
com brometo de etidio, e posteriormente visualizado no transluminador de luz
ultraviotela (UV).

4.7.3. PCR (Reacéo de Cadeia de Polimerase)

Foi realizada a reacdo de PCR dos produtos obtidos pela extracdo de DNA,
com as seguintes concentracbes Tampado 1X (contendo 10mM Tris-HCL, pH 8,3 e
50mM KCL), dNTP’s 10mM, MgCl, 1mM, Go Taq Flexi DNA Polimerase 2,5U
(Promega), primer 20pmol (Invitrogen, Brasil LTDA) com volume final de 25 pl. A
termociclagem foi realizada no GenAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems,
USA) e consistiu de um ciclo de 95° por 5min, 35 ciclos de 94°por 1min, 60° por
45seg, 72° por 1min e um ciclo de 72°C por 7min.Os primers utilizados foram

previamente descritos na literatura® (Tabela 2).



Tabela 3 - Sequéncias dos primers do gene HNF1A.

PRIMER 5' SEQUENCIA 3 PB
Promotl-F | ACTGTTCTTGGCACATGGTAATC 415 pb
Promotl-R | CCCTGCAAAGTGCAGGCCTCA
Promot2-F | TCCCATCGCAGGCCATAGCTC 388 pb
Promot2-R | GCTCCGTCTGCAGCTGGCTCA
EX1-F TGGCAGCCGAGCCATGGTTTC 415 pb
EX1-R GAAGGGGGGCTCGTTAGGAGC
EX2-F CAGCCCTTGCTGAGCAGATCC 366 pb
EX2-R CCACTGACTTCCTTTCCATCTACC
EX3-F GGGCAAGGTCAGGGGAATGGA 304 pb
EX3-R CAGCCCAGACCAAACCAGCAC
EX4-F CAGAACCCTCCCCTTCATGCC 360 pb
EX4-R CCCACCTTCCCACGTGTCCC
EX5-F AACCAATGGAGTTTGAAGTGCTGA 321 pb
EX5-R GCCTCCCTAGGGACTGCTCCA
EX6-F TGGAGCAGTCCCTAGGGAGGC 322 pb
EX6-R GTTGCCCCATGAGCCTCCCAC
EX7-F GGTCTTGGGCAGGGGTGGGAT 321 pb
EX7-R CTGCAATGCCTGCCAGGCACC
EX8-F GAGGCCTGGGACTAGGGCTGC 229 pb
EX8-R CTCTGTGACAGGCCAAGGGAG
EX9-F CCTGTGACAGAGCCCCTCACC 318 pb
EX9-R TAGGCCTGCTGCATGCACAGC
EX10-F GTACCCCTAGGGACAGGCAGG 248 pb
EX10-R ACCCCCCAAGCAGGCAGTACA

p.b: pares de base, EX: éxon, F: forward

4.7.4. Eletroforese do produto de PCR

R: reverse

34

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a

2% por uma hora e meia a 120 Volts em seguida corados no brometo de etidio por

vinte minutos e visualizados em um sistema de fotodocumentacgéo (Vilber Lourmat,

France). Utilizou-se um marcador de 100 pb (Axygen ®) para

identificacdo dos fragmentos de cada éxon.

auxiliar na
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4.7.5. Purificagao do produto de PCR

Apoés a eletroforese, o produto de PCR foi purificado, conforme o protocolo
(Apéndice C), a partir do kit AccuPrep ® Purification Kit (Bionner Corporation),

obtendo-se um volume final de 30 pl de solugéao.

4.7.6. Sequenciamento automatico

As amostras purificadas foram submetidas ao sequenciamento automatico
utilizando-se o equipamento ABI 3100 com capilares POP6 (POP-6 ™ polymer —
Applied Biosystems), e o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
V3.1 ®. Para o processo de sequenciamento fez-se necessario a realizacdo das

seguintes etapas:

v PCR Big Dye (V3. 1 — Z): realizada de acordo com o protocolo (Tabela 4).
Para a reacdo de sequenciamento foram utilizados aproximadamente 100 ng de
DNA, 3,2 pmol de primers (sense e antisense) e 6uL de agua ultra pura até
completar o volume de 10 pL.A termociclagem foi realizada no GenAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems, USA) e consistiu de um ciclo de 94° por 1min,
com 35 ciclos de 96°por 15seg, 50°por 15seg, 60° por 1min e extensao final de 4°C

por 1min.

Tabela 4: Protocolo Pgem (controle positivo da corrida):

REAGENTES QUANTIDADE

Big Dye 2,
Oul

Pgem 1,
0l

Primer 0,
5ul

H20 6,
(OR1]]

v Precipitacdo com isopropanol/etanol: Processo importante para eliminar os
sais, dNTP e ddNTP que possam ter ficado da reac&o anterior.
v" Ressuspensdo com Formamida Hi-Di (Applied Biosystems).



36

v' Cada éxon foi sequenciado na direcao forward (5' - 3') e reverse (3' - 5'). A
sequéncia dos éxons foi comparada com a sequéncia publicada em literatura®®,

utilizando-se o programa BLAST (http: www.ncbi.nlm.nih.gov).

A andlise dos dados foi realizada através do programa de alinhamento
SeqScape 2.x © (ABI PRISM).

4.8. Programas de Presunc¢ao de Patogenicidade das Mutacdes

O estudo do comportamento teérico das mutagdes missenses no gene HNF
1A foi realizado com a utilizacdo de programas de informatica chamados: SIFT,
Polyphen, PMUT, Align-GVGD.

4.8.1. PMUT (http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/)

E um programa que prediz se uma mutacdo pode ser patogénica ou neutra.

Baseia-se nas caracteristicas das sequéncias e em um software de uma ou duas
redes neurais NN (rede neural) que usa base de dados internas, predicdo de
estrutura secundaria e conservacao dessa sequéncia. Da uma resposta afirmativa
ou negativa e um indice de confianca’®.

Coloca-se a sequéncia protéica estudada em formato FASTA junto com o
aminoacido e a posicao alterada que foi produzida. Os resultados mostrados variam
de zero a um, onde o valor zero indica que a mutacao € neutral, ndo patogénica e os
valores mais altos sdo patogénicos. Além disso, o programa da o indice de
confianca, em que os valores ficam entre zero (pouco confiavel) e nove (muito
confiavel), cujo significado € se uma mutagdo for patogénica e tem um valor de
confiangca nove, sugere esta mutacdo seja realmente patogénica. Também mostra a
mutacdo em relacdo a estrutura protéica. A taxa de erro para falso positivo é de 21%
e para falso negativo € de 17%. Caso se inclua a estrutura da proteina, a taxa de
falso positivo se reduz para 12% e de falso negativo para 10%.

4.8.2. POLYPHEN :(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph)

Este programa prediz o possivel impacto de uma substituicdo de um

aminoacido sobre a estrutura e funcao da proteina humana aplicando caracteristicas
fisicas diretas e comparativas’'. Esta predicdo é baseada em numero de

caracteristicas que informam a sequéncia, a estrutura poligénica das substituicbes.


http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/
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A sequéncia da proteina é colocada no programa em formato FASTA. O programa
faz o alinhamento desta sequéncia com proteinas homélogas de espécies descritas
em BLAST. O resultado do alinhamento mudltiplo € usado pelo software PSIC
(Posicao especifica de contagens independente) para calcular o perfil da matriz. Os
elementos da matriz sédo propor¢des logaritmicas indicando a probabilidade de que
uma determinada posicéo (taxa de fundo). O programa Polyphen analisa os valores
absolutos da diferenca entre os valores do perfil das duas variantes alélicas na
posicdo polimorfica. Um valor muito elevado desta diferenca pode indicar que a
substituicdo estudada aparece pouco ou nada em uma familia de proteinas.
Polyphen também mostra o nUmero de sequéncias alinhadas na posicdo estudada.
Este numero indica a credibilidade dos calculos do valor do perfil. Os resultados do
estudo podem determinar que a alteracédo é:

- provavelmente patogénica: uma alta probabilidade de afetar a estrutura ou fungéao
da proteina;

- eventualmente patogénica: acredita-se que poderia afetar a funcdo ou a estrutura
da proteina;

- benigna: é provavel nao ter qualquer efeito fenotipico;

- desconhecido: em alguns casos, a falta de dados ndo permite a programa para

fazer uma previséo.

4.9. Determinacdo das complicacfes crénicas

1. Nefropatia diabética: foram considerados nefropatas aqueles pacientes que
apresentavam valores de microalbuminuria de 24h > 30 mg/24h ou proteinudria > 140
mg/24h.

2. Retinopatia diabética: avaliado pelo mapeamento da retina e classificado
como possiundo ou ndo a retinopatia.

3. Neuropatia diabética: avaliado pela investigacdo clinica de sintomas tipicos
como parestesia, anestesia, dor em queimacado de membros inferiores, hipoglicemia
sem sinais e sintomas tipicos, episodios de diarreia alternados com constipacao.
sendo descartado qualquer outra patologia. Caso o paciente apresentasse o sintoma

era classificado como sendo portador da neuropatia periférica.
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4. Vasculopatia diabética:
a. Coronariopatia: sinais ou sintomas tipicos ou avaliacdo cardiologica
mostrando tais alteracdes ou historia prévia de coronariopatia.

b. Periférica: sinais e sintomas tipicos de insuficiéncia vascular periférica.
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5.  RESULTADOS

5.1. Caracterizacao clinica dos pacientes com suspeita de MODY

Neste trabalho foram avaliados 60 pacientes com diagndéstico de DM 1 prévio,
dentre estes, 20 foram investigados com suspeita de MODY 3 (33,8%). Onze
pacientes do sexo feminino e nove do sexo masculino. Apresentavam uma média de
idade de 33,3 £ 8,1 anos e que ao diagnostico do DM tinham média de 24,35 + 6,91
anos de idade. Estes pacientes tinham tempo médio de doenca de 9,25 + 6,37 anos.
Vinte e cinco por cento eram hipertensos e 45% dislipidémicos. A dose total de
insulina diéria usada por estes pacientes foi 0,58+0,31UI/kg.Trinta e trés por cento

faziam uso de Metformina como droga coadjuvante em seu tratamento (Tabela 5).

Tabela 5. Caracteristicas epidemioldgicas e clinicas dos pacientes com diagnéstico clinico de MODY.

Sao Luis, Maranhéo, 2011.

Variaveis N =20
Sexo (f/m) 11/09
Idade atual (anos) 33,6 £8,1
Idade do diagndstico (anos) 24,35+6,91
Tempo de doenca (anos) 9,25+ 6,37
IMC (Kg/m®) 24,76 + 4,77
CA(f/m) (cm) 87,5+11,91/88,11 + 9,39
Glicemia em jejum (mg/dl) 116,9 + 38,48
Hemoglobina Glicada (%) 6,98 £ 1,45
Dose total de insulina (UI/Kg) 0,583+0,31
Metformina 7120
PAS (mmHg) 117+ 15
PAD (mmHg) 784+ 11,4
HAS (%) 5/20 (25%)

Dislipidemia (%)

9/20 (45%)

f: feminino m: masculino kg/m*: quilograma/metro quadrado cm: centimetro
mg/dl: miligrama/decilitro Ul/kg: unidades internacionais por quilo mmHg:

milimetro de mercirio %: percentagem

Dentre as complicagBes cronicas apresentadas pelos pacientes tem-se: 25%

de retinopatia, 55% de nefropatia, 35% de neuropatia periférica sintomatica e 15%

de cardiopatia isquémica (Tabela 6).
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Tabela 6: Complicacbes apresentadas pelos pacientes

com diagnéstico clinico de MODY. Sé&o Luis, Maranhéo,

2011
Complicacdes Cronicas Frequéncia
Retinopatia 5/20 (25%)
Nefropatia 11/20 (55%)
Neuropatia 7120 (35%)
Cardiopatia isquémica 3/20 (15%)

%: percentagem

Dentre estes pacientes, somente um ndo apresentou qualquer mutacao no
gene HNF 1A. Entdo, 95% dos pacientes submetidos a avaliagdo molecular tinham
alguma alteracdo no gene HNF 1A e na populagdo estudada de DM 1, estima-se
que 31,6% dos pacientes apresentam alguma mutacdo neste gene, podendo ser
causa de MODY 3.

5.2. Descricdo de mutagdes encontradas

Foram encontradas 53 variacdes, destas uma na regido promotora (uma
delecdo). Das 52 variagBes que ocorreram nos éxons, 15 eram silenciosas. Entre as
nao-silenciosas, observaram-se 29 missenses, sete delecbes e uma nonsense
(Tabelas 7 e 8).

Quando estas mutacdes nao-silenciosas séo distribuidas nas diferentes
isoformas do gene observa-se que 11 mutacdes encontram-se na isoforma A, duas
na isoforma AB e 24 na isoforma ABC. Transferindo-se essas mesmas mutacfes
para os dominios da proteina observaram-se: uma mutacdo missense no dominio de
dimerizacéo, 09 mutacdes (duas delecbes e sete missenses) no dominio de ligacdo
do DNA e 26 mutacgles (trés dele¢des, uma nonsense e 23 missenses) no domino
de transativacéo (Figura 8). Importante observar que uma paciente apresentou uma
delecdo na posicao A39, produzindo uma alteracdo completa da proteina e
possivelmente gerando uma proteina truncada (Fig.9).

O maior nimero de alteracdes foi encontrado no éxon 06 (no total de 11
missense e cinco silenciosas), no éxon 03 ndo houve nenhuma alteracdo e no éxon

05 ocorreram apenas trés alteracdes (duas silenciosas e uma missense).
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Na regiao do promotor foi encontrada uma delecéo (-119delG) nos pacientes
AG1l1 e AG19, com a delecdo de uma guanina. No éxon 01, no paciente AG03, foi

encontrada uma delecdo de uma citosina no nucleotideo 117 (A39fsDelC) (Figura 7).

No éxon 02, foram encontradas trés delecbes de guaninas nos seguintes
nucleotideos: no paciente AG08, no nucleotideo 471 (Q157fsDelG) (Figura 8), no
paciente AG15, no nucleotideo 477 (Q159fsDelG) e nos pacientes AG03 e AG08, no
nucleotideo 516 (E172fsDelG) (Figura 9).

No éxon 06 foram encontradas duas dele¢cbes. Uma no paciente AG13, no
nucleotideo 1170, com a delecdo de uma guanina (E390fsDelG) e outra no paciente
AG14, no nucleotideo 1173, com a delecdo, também, de uma guanina (Q391fsDelG)

(Figuras 10 e 11, respectivamente).

Foram encontradas 15 mutacdes silenciosas que se encontram na tabela 5.
Todas as outras alteracdes, com seus respectivos dominios de proteina e seus
tipos, encontram-se na tabela 6.

Dominio de ini i 3
Dimerizagio Dominio de Bgagdio de DA Dominio de transativacdo
/ A
281-628
1-32 91- 185 203 - 276
Q57K S800R
E172fs e
E71D V2624 L5780 P5ESS ABITV
127L Azafs anev ML S2eaL E3660 0391fs E4186G L555H
KI33R AL 1383 53037 Td25A T557A
V6N Q1708 Q290%s N2O7D SA8TN AS73T
E390K L4D8P Q495K G574R
E390fs P409s Q541H HS7TY

Figura 6: Representacao da estrutura da proteina HNF 1A por dominios funcionais assim como

as mutacdes encontradas.
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Figura 7: Eletroferograma mostrando a delecdo A39fsdelC, no paciente AGO3.

A: sequéncia normal B: sequéncia do paci
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Figura 8: Eletroferograma mostrando a delecdo Q157fsDelG, no paciente AG08

A: sequéncia normal B: sequéncia do paciente.
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Figura 9: Eletroferograma mostrando a dele¢@o V172fsDelG, no paciente AG03.

A: sequéncia normal B: sequéncia do paciente.
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Figura 10: Eletroferograma mostrando a dele¢cdo E390fsDelG, no paciente AG13

A: sequéncia normal B: sequéncia do paciente.
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Figura 11: Eletroferograma mostrado a delecéo E391fsDelG, no paciente AG14.

LA

A: sequéncia normal B: sequéncia do paciente.

64 51Il9
SGCACTGMNCCAGGCACTGGGTGAGCCGGGGCCCTACCTCCTG

1
SGCACTGafCCAGGCACTGGGTGAGCCGGGGCCCTACCTCCTG

JGCACTGafCCAGGCACTGGGTGAGCCGGGGCCCTACCTCCTG
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JGCACTGAITCCAGGCACTGGGTGAGCCGGGGCCCTACCTCCTG

A WWWMMMWMWM

Figura 12: Eletroferograma mostrando a mutacao missense I127L, localizada no éxon 01,
nos seguintes pacientes AG11 e AG14. A: sequéncia normal B: paciente AG11 C:
paciente AG14.
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LGCTGGAGAACCTCAGCCCTGAGGAGGCGG|C

Figura 13: Eletroferograma mostrando a mutacao missense A98V, localizada no éxon 01, no

paciente AG15. A: sequéncia normal B: sequéncia do paci

ente.
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Tabela 7: VariagBes génicas encontradas no gene HNF 1A dos pacientes em investigacao de MODY.
Séao Luis, Maranhao, 2011.

Ex Codon cDNA Alteracéo do Proteina Posicéao relative
nucleotidio ao dominio
1 27 c.79A>C ATC-CTC p.lLe27Leu Dimerizacéo
127L
39 c.116delC GCT - GTG p.A39fs -
A39fsdelC
71 €.213G>T GAG - GAT p.Glu71Asp -
E71D
98 €.293C>T GCC-GTC p.Ala98Val Ligacéo
A98V
2 154 c.462G>A ATG — ATA p.Met154lle Ligacdo
M1541
155 C.464A>G AAG - AGG p.Lys155Arg Ligacdo
K155R
157 c.471delG CAG — CAA p.Q157fs Ligacao
Q157fsdelG
167 €.499G>A GTC - ATC p.Vall67lle Ligacdo
V1671
170 ¢.510delG CAG - CAC p.GIn170fs Ligacdo
Q170fsdelG
172 c.516delG GAG - GTG p.Glul72fs Ligacdo
GAG - TGG E172fsdelG
4 249 Cc.747C>T TCA-TTA p.Ser249Leu Ligacdo
S249L
262 c.786T<C GTG - GCG p.Val262Ala Ligacdo
V262A
5 366 c.1098A>T GAA-GAT p.Glu366Asp Transativagéo
E366D
6 383 €.1147C>G CTG - ATG p.Leu383Val Transativagéo
L383V
390 €.1170delG GAG - CAG p.Q390fs Transativacéo
GAC - AGA Q390fsdelG
390 €.1168G>C GAG - GAC p.Glu390Lys Transativacéo
E390K
390 c.1168delG GAG - CAG p.Glu390fs Transativacéo
AGC — AGA E390fsdelG

continua
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Tabela 7: VariagBes génicas encontradas no gene HNF 1A dos pacientes em investigacao de MODY.

Séao Luis, Maranhao, 2011. Continuagao

Ex Codon cDNA Alteracéo do Proteina Posicéao relative
nucleotidio ao dominio
391 c.1173delG TTG - GAG p.GIn391fs Transativagéo
TTG - AGC 391QfsdelG
393 c.1178C>T TCC-TTC p.Ser393Phe Transativagéo
S393F
397 c.1189A>T AAC - GAC Asn397Asp Transativagéo
N397D
408 c.1223T7>C CTT-CCT p.Leu408Pro Transativacéo
L408P
409 €.1225C>T CCT-TCT p.Pro409Ser Transativacéo
P409S
418 c.1253A>G GAG-GGG p.Glu418Gly Transativagéo
E418G
425 c.1273A>G ACG-GCG Thr425Ala Transativagéo
T425A
7 487 c.1460G>A AGC - AAC p.Ser487Asn Transativagéo
S487N
495 €.1483C>T CAG - TAG p.GIn495X Transativagéo
Q495X
8 541 €.1623G>T CAG- CAT p.GIn541His Transativacéo
Q541H
9 555 €.1665T>A CTT - CAT p.Leu555H Transativacéo
L555H
557 c.1671A>G ACG - GCG p.Thr557Ala Transativacdo
T557A
573 c.1719G>A GCC -ACC p.Ala573Thre Transativagéo
A573T
574 c.1722G>A GGG - AGG p.Gly574Arg Transativacao
G574R
577 c.1731C>T CAC - CAT p.His577Tyr Transativacéo
H577Y
578 €.1733T>A CTG - CAG p.Leu578GIn Transativacao
L578Q
579 c.1735C>A CAG - AAG p.GIn579Lys Transativacéo
Q579K

continua
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Tabela 7: VariacBes génicas encontradas no gene HNF 1A dos pacientes em investigacao de MODY.

Séao Luis, Maranhao, 2011. Continuagao

Ex Codon cDNA Alteracéo do Proteina Posicéao relative
nucleotidio ao dominio
588 c.1764C>T CCC-CCT p.Pro588Ser Transativagéo
P588S
10 600 c.1801C>A AGC - AGA p.Ser600Arg Transativagéo
S600R
627 c.1880C>T GCC -GCA p.Ala627Val Transativagéo
AG27V
P1 4680- -119delG
delG

Tabela 8: MutacgBes silenciosas encontradas no gene
MODY. Sé&o Luis, Maranh&o 2011.

HNF 1A dos pacientes em investigacdo de

Exon Cddon cDNA Proteina Dominio
1 17 c. 51C>A CTC-CTA p.Leul7= Dimerizacao
4 262 c.786G>T GTG-GTT P.Val262= Transativacéo
288 €.864G>C GGG - GGC p.Gly288= Transativacéo
5 333 €.999A>C GTA-GTC p.Val333= Transativacéo
363 €.1089G>A CTG-CTA p.Leu363= Transativacéo
6 390 c.1170G>A GAG - GAA p.Glu390= Transativacdo
400 €.1200T>C CCT -CcCC p.Pro400= Transativacdo
403 €.1209C>T CTC-CTT p.Leud403= Transativacdo
404 c.1211C>A ATC — ATA p.lle404= Transativagao
426 c.1278C>T TTC-TTC p.Phe426= Transativagao
7 459 c.1375C>T CTG-CTA p.Leud59= Transativacdo
489 c.1467C>T TTC-TTT p.Phef489= Transativacdo
8 515 €.1545G>A ACG — ACA p.Thr515= Transativacdo
9 555 c.1667T>A CTT-CTA p.Leu555= Transativacdo
593 c.1766C>G CCC-CCG p.Pro593= Transativacdo




Tabela 9: Classificacdo das muta¢des conforme a analise de programas de informatica

MutagGes Polyphen 2 AlignGVGD PMUT

E71D Benigna N3o Deleteria Neutra

127L Benigna N3o Deleteria Neutra

A98V Benigna Deleteria Patogénica

M154| Benigna N3o Deleteria Neutra

K155R Provavelmente N3o Deleteria Neutra
Danoso

V1671 Provavelmente N3o Deleteria Neutra
Danoso

S249L Possivelmente Deleteria Patogénica
Danosa

V262A Possivelmente Deleteria Neutra
Danosa

E366D Benigna N&o Deleteria Neutra

L383V Provavelmente N&o Deleteria Patogénica
Danosa

E390K Possivelmente N&o Deleteria Neutra
Danosa

S393F Possivelmente Deleteria Patogénica
Danosa

N397D Benigna Nao Deleteria Neutra

L408P Benigna Deleteria Patogénica

P409S Benigna N3o Deleteria Neutra

E418G Provavelmente Deleteria Patogénica
Danosa

T425A Benigna Deleteria Patogénica

S487N Benigna N3o Deleteria Patogénica

Q541H Provavelmente Nao Deleteria Patogénica
Danosa

T557A Benigna Deleteria Neutra

H556N Provavelmente Deleteria Neutra
Danosa

A573T Benigna Deleteria Neutra

49
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Tabela 9: Classificagdo das mutagdes conforme a analise de programas de informatica (continuacéo)

MutagGes Polyphen 2 AlignGVGD PMUT

G574R Possivelmente Deleteria Patogénica
Danosa

H577Y Benigna Deleteria Patogénica

L578Q Possivelmente Deleteria Patogénica
Danosa

Q579K Possivelmente Deletéria Patogénica
Danosa

P588S Provavelmente Deleteria Patogénica
Danosa

S600R Benigna Deleteria Patogénica

AB27V Provavelmente Deleteria Patogénica

Danosa

5.3. Correlacdo das mutacdes encontradas nos seus respectivos dominios

de proteina com a idade de diagnostico, o tempo de doenca, dose total de

insulina usada pelo paciente, hemoglobina glicada, depuracdo de creatinina e

proteindria de 24h.

Para se investigar se havia qualquer relacdo entre a idade de diagndstico dos

pacientes, o tempo de doenca, a dose total de insulina usada pelo paciente, a

hemoglobina glicada, a depuracdo de creatinina e a proteindria de 24 h com o

dominio em que estava localizada a mutacdo aplicou-se a analise de variancia
multivariada (MANOVA) com F(222) = 0, 5762; p = 0, 800410 (Figuras 14, 15, 16, 17,

18).
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Figura 14: Comparacao entre as médias de idade atual, idade de inicio e tempode diabetes para os

diferentes grupos de dominio de proteina. Onde: LT = Pacientes com muta¢do no dominio de ligagédo

e transativacdo do DNA; DLT = Pacientes com mutacdo no dominio de dimerizacdo, ligacdo e

transativac@o do DNA; T = Pacientes com mutag&o no dominio de transativagao do DNA.
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Figura 15: Comparacao entre as médias de dose total de insulina por quilograma de peso (Dose TTI-

Ul/kg/dia) para os diferentes grupos de dominio de proteina. Onde: LT = Pacientes com mutagcéo na

regido de ligacdo e transativagdo do DNA; DLT = Pacientes com mutacéo na regido de dimerizagéo,

ligacdo e transativacdo do DNA; T = Pacientes com mutacdo na regido de transativacdo do DNA.
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Figura 16: Comparacdo entre as médias de hemoglobina glicada (Hb glicada) para os diferentes
grupos de dominio de proteina. Onde: LT = Pacientes com mutacdo na regido de ligacdo e

transativacdo do DNA; DLT = Pacientes com mutacdo na regido de dimerizacdo, ligacdo e

transativacdo do DNA; T = Pacientes com mutacdo na regido de transativagdo do DNA.
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Figura 17: Comparacéo entre as médias de depuracéo de creatina (DC) para os diferentes grupos de
dominio de proteina. Onde: LT = Pacientes com mutacdo na regido de ligacdo e transativacdo do

DNA; DLT = Pacientes com mutacdo na regido de dimerizagdo, ligacédo e transativacdo do DNA; T =

Pacientes com mutacgdo na regido de transativacdo do DNA.
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Figura 18: Comparacéo entre as médias de dose de proteindria para os diferentes grupos de dominio
de proteina. Onde: LT = Pacientes com mutacao na regido de ligagdo e transativacdo do DNA; DLT =
Pacientes com mutacdo na regido de dimerizacdo, ligacdo e transativacdo do DNA; T = Pacientes

com mutacdo na regido de transativagdo do DNA.

Com estava avaliagdo observou-se que ndo houve diferenga significativa
entre a localizacdo das mutacdes nos dominios da proteina com as variaveis
estudadas (p>0,05). Assim podemos inferir que os dominios de proteina apresentam
a mesma importancia para a idade de inicio do DM, assim como para o melhor ou
pior controle da glicemia, avaliados pela hemoglobina glicada, proteintria e
depuracédo de creatinina. Assim, a estrutura total da proteina precisa estar inalterada

para que exista uma perfeita harmonia no desenvolvimento destas vias metabdlicas.

5.4. Correlagdao dos agrupamentos de mutacdo (MM e MFM) em seus
respectivos dominios de proteina com a idade de diagndstico, o tempo de
doenca, dose total de insulina usada pelo paciente, hemoglobina glicada,

depuracao de creatinina e proteinuria de 24h.

Para se investigar se havia qualquer relacdo entre a idade de diagndstico, a
idade atual dos pacientes, o tempo de doenca, a dose total de insulina usada pelo
paciente, a hemoglobina glicada, a depuracdo de creatinina e a proteindria de 24 h

com o dominio em que estava localizada a mutacdo aplicou-se a andlise de
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variancia fatorial (ANOVA Fatorial) com F(2, g) = 5,7652; p = 0,02815 e se observou
que apenas a hemoglobina glicada apresentou diferenca estatistica em funcdo do
tipo de mutacédo e o dominio da proteina onde estd a mutacao (p< 0,05), assim, os
individuos com mutacdo frameshift e missense no dominio de transativacdo
apresentaram pior controle metabdlico que aqueles com mutagcdes do mesmo tipo
ou s6 missense nos outros dominios (Figura 19). O mesmo nao foi observado

guando analisado as outras variaveis.

13
12 T

11

©

Hb glicada (%)

=& Tipo de mutacdo
MISSENSE

~0- Tipo de mutacdo
FRAMESHIFT/MISSENSE

LT DLT T
Dominio de Proteina

Figura 19: Efeito de Interacédo entre as médias da hemoglobina glicada com as muta¢des dos tipos
“Missense” e “Frameshift/Missense” para os diferentes grupos de dominio de proteina. Onde: LT =
Grupo de pacientes com mutacao no dominio de ligacao e transativacdo do DNA; DLT = Grupo de
pacientes com mutagdo no dominio de dimerizagao, ligacdo e transativagdo do DNA; T = Grupo de

pacientes com mutagdo no dominio de transativagao do DNA.

N&do foi feito para a mutagcdo nonsense porque apenas 03 pacientes
apresentaram esta mutacdo e quando se fazia a corrida pra formacao da proteina

apenas uma chegou ao codon de parada antes das delecdes.
5.5. Correlacéo do tipo de mutagédo com as complica¢des cronicas.

Em relacdo aos tipos de mutacdo ndo se observou qualquer diferenca
estatistica entre estas e o surgimento das complica¢des crénicas quando avaliado
pelo Qui-quadrado com corre¢do de Yates, usando-se o nivel de significancia para

todas as analises < 0,05 (Tabela 10).
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Tabela 10: Correlacao entre o tipo de mutacdo com as complicacdes crénicas em pacientes com

mutagdes no gene HNF 1A em Séao Luis, Maranhao, 2011.

Tipos de mutacao P
Complicacdes Missense Missense/Frameshift
Nefropatia Sim 2 2 NS
N&o 7 3 NS
Neuropatia Sim 2 1 NS
N&o 7 4 NS
Retinopatia Sim 1 3 NS
N&o 8 2 NS

NS: nédo significante

De acordo com o valor de p encontrado (p > 0,05), ndo houve diferenca

significativa entre a frequéncia dos tipos de mutacao e as complicacdes cronicas nos

pacientes com muta¢des no gene HNF 1A.

5.6. Correlacdo do tipo de mutacéo e seus respectivos dominios de proteina

com as complicacdes crbnicas

Em relacdo aos tipos de mutacdo e seus respectivos dominios de

proteina ndo se observou qualquer diferenca estatistica entre estas e o surgimento

das complicacbes crbnicas quando avaliado pelo Qui-quadrado com correcdo de

Yates, usando-se o nivel de significancia para todas as analises < 0,05 (Tabela 11).
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Tabela 11: Correlagéo entre o tipo de mutacdo com seus respectivos dominios de proteina com as

complicac@es crbénicas em pacientes com mutacdes no gene HNF 1A em Séao Luis, Maranhédo, 2011.

Complicacbes Dominio de Proteina P
T LT DLT
Nefropatia Sim 2 - 2 NS
N&o 4 4 2 NS
Neuropatia Sim 2 - 1 NS
Néo 4 4 3 NS
Retinopatia Sim 1 - 3 NS
N&o 5 4 1 NS

Onde: T = Transativacdo; LT = Ligacdo de DNA + Transativacdo; DLT = Dimerizagdo + Ligacéo de

DNA + Transativacao.

De acordo com o valor de p encontrado (p > 0,05), ndo houve
diferenca significativa entre a frequéncia de muta¢des nos dominios de proteina e as

complicacBes crbnicas nos pacientes com mutacées no gene HNF 1A.

5.7. Avaliacdo da correlacdo entre as mutagbes exdnicas e idade de
diagnostico, hemoglobina glicada, proteintria de 24h e depuracdo de
creatinina.

Realizando-se a correlacédo linear de Pearson com o objetivo de
verificar se ha correlacao estatistica entre as mutacdes exbnicas e a idade de inicio
do DM, assim como a hemoglobina glicada, depuracéo de creatinina e proteindria de
24 h, usando-se nivel de significancia igual a 0,05, observou-se que ndo houve essa

correlacdo entre as variaveis analisadas (Figuras 20, 21 e 22)
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Figura 20: Gréfico da correlacdo linear de Pearson das mutacdes exbnicas com a
idade de inicio do DM em pacientes com mutac¢des no gene HNF 1A. .
Conotacéo do teste: r* = 0,0135; r = 0,1160; p = 0,6687

Onde: r?2 = coeficiente de determinagdo; r = coeficiente linear de Pearson; p =

probabilidade do teste.

1000

800

600

400

Proteinuria 24h (mg/24h)

200

Mutagdes Exons
Figura 21: Grafico da correlagdo linear de Pearson das mutagdes exdnicas com a proteindria de 24h.
Conotag&o do teste: r* = 0,0659; r =0,2567; p = 0,3373

Onde: r2 = coeficiente de determinagdo; r = coeficiente linear de Pearson; p =

probabilidade do teste
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Figura 22: Gréfico da correlacdo linear de Pearson das mutagdes exdnicas com a depuracao

de creatinina em pacientes com muta¢6es no gene HNF 1A.
Conotag&o do teste: r* = 0,1295; r = -0,3599; p = 0,1709

Onde: r2 = coeficiente de determinacgéo; r = coeficiente linear de Pearson; p = probabilidade

do teste.
5.8. Alinhamento da proteina HNF 1A normal com as supostas proteinas mutadas

Ao se realizar o alinhamento da proteina normal com as mutadas, observa-se
gue os pacientes com mutacdes frameshift finalizam precocemente as respectivas
proteinas. Entdo, verificou-se uma paciente que teve uma mutacdo no aminoacido
39 e terminou a proteina com 121 aminoacidos. Da mesma forma se observou um
paciente que terminou a proteina com 179 aminodcidos, outro com 411
aminoacidos, outro com 416 e outros dois com 494 aminoacidos (Figura 20). Foi
observado ainda que a maioria das mutacdes encontradas ocorreu em regides de

conservagao entre especies.
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Figura 23: Alinhamento da proteina HNF 1A normal com as provaveis proteinas mutadas dos
pacientes com mutacbes no gene HNF 1A (pontilhados: mesma sequéncia de aminoacidos da
sequéncia normal, A: alanina, R: arginina, N: aspargirina, D: &cido aspéartico, C: cisteina, E: &cido
glutdmico, Q: glutamina, G: glicina, H: histidina, I: isoleucina, L: leucina, K: lisina, M: metionina, F:

fenilalanina, P: prolina, S: serina, T: treonina, W: triptofano, Y: tirosina, V: vallina).
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ANEXO A

HOSPITAL

UNIVERSITARIO

Universidade Federal do Maranhio '
Hospital Universitario
Diretoria Adjunta de Ensino, Pesquisa e Extensdo
Comité de Etica em Pesquisa

comitg

PARECER CONSUBSTANCIADO

Parecer N° 049/10

Registro do CEP:186/09 Processo NO: 004798/2009-00

Pesquisador (a) Responséavel: Emygdia Rosa do Régo Barros Pires Leal Mesquita

Equipe executora: Emygdia Rosa do Régo Barros Pires Leal Mesquita, Ana Gregodria Ferreira
Pereira de Almeida, Manuel dos Santos Faria e Bruno de Almeida Nunes

Tipo de pesquisa: Projeto de Pesquisa de Pds-Graduacdo em Salide Materno Infantil

Instituicdo onde sera desenvolvido: Hospital Universitario Presidente Dutra — UFMA
Situagcdo: APROVADO

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Federal do Maranh3o
analisou na sessdo do dia 20.11.09 o Processo NO: 004798/2009-00, referente ao projeto de
pesquisa: "MODY em pacientes atendidos no ambulatério de Diabetes tipo 1 do HUUFMA
em S&o Luis-MA”, tendo como pesquisador (a) responsavel: Emygdia Rosa do Ré&go Barros
Pires Leal Mesquita, cujo objetivo geral é “Determinar a prevaléncia de MODY entre os
pacientes atendidos no ambulatério de DM”.

Assim, mediante a importincia social e cientifica que o projeto apresenta, a sua
aplicabilidade e conformidade com os requisitos éticos, somos de parecer favoravel 3
projeto classificando-o como APROVADO, pois 0 mesmo atende aos requisitos fundamentais da
Resolugdo 196/96 e suas complementares do Conselho Nacional de Salde / MS.

Solicita-se ao (a) pesquisador (a) o envio a este CEP, relatérios parciais sempre
quando houver alguma alteragdo no projeto, bem como o relatério final gravado em CD-ROM.

P S&o Luis, 10 de margo de 2010

- Z Toia 2
Pref."Dr. Jodo Inac L%%Ea

Coordenador do CEP-HUUFMA
Ethica homini habitat est

T lLLSSS—— T —
Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhio
Rua Baréo de Itapary, 227 Centro C.E.P. 65. 020-070 S&o Lufs — Maranho Tel: (98) 222-5508 / Fax: (98) 231-1161 e 231-4595
E-mail: cep@huufma.br

e5ynpse®
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ANEXO B

MODY EM PACIENTES DIABETICOS ATENDIDOS NO
AMBULATORIO DE DIABETS TIPO 1 DO HUUFMA - SAQ

LUIS — MA.

Questionario



A: Hora do inicio da entrevista :

68

L. 1L

Horas minutos
B: Informante: ( 1) Proprio paciente (2 ) Outro L
1. Informagbes gerais
1.1. Cidade 0o 1
L1
1.2. Estado L L
1.3. Cadigo do local 1
L1
1.4. Nivel de atencéo (1) Primaria (2 ) Secundéria 3
(3) Terciaria
1.5. Identificagdo do entrevistador 0 1 1
L1 JL1
1.6. Data da entrevista (dia/més/ano) L Ly Ly L L L]
1.7. Numero de Registro no hospital/Centro L et ke et e e L L
1.8. Tempo de seguimento no Centro (em meses) I N N ) W
2. Consentimento e identificagao
2.1. O consentimento foi assinado? (1)Sim (2)Néo
L1
2.2. Qual o0 seu nome?
(Letra de forma)
2.3. Local (A) e Nimero de telefone principal de (1)Casa (2)Trabalho A L
B)?
contato (B) (3)Vizinho (4 ) Celular
B lJLJ L JLJLJL 1L JLJLJL
(5) Nao tem
2.4. Enderego atual?
(Letra de forma)
25.CEP
NN N Iy S IS [y I Iy Sy S oy |
(99999999) No sabe
2.6. Sexo (1) Masculino (2 ) Feminino L1

2.7. dade, em anos
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2.8. Data de nascimento (dia/més/ano)

Lyt 141

2.9. Estado onde nasceu?

(Letra de forma)

L1 L1

2.10. Cor (auto-referida)

(1)Branca (2)Preta
(3) Parda/mulata (4 ) Amarela/Oriental

(5) Indigena

2.11. Estado Civil

(0) Nao se aplica (crianca)

(1) Solteiro (2) Casado/ amasiado

(3) Viavo (4 ) Separado / divorciado

2.12. Qual a sua escolaridade?

(0) Néo se aplica (crianga)

(1) Analfabeto

(2) Ensino fundamental incompleto(1°G)
(

Ensino fundamental completo

Ensino médio completo
Ensino superior incompleto

) Na

)

)

)

) Ensino médio incompleto(2°.G)
)

)

) Ensino superior completo

)

2
3
(4
(5
(6
(7
(8

Pés-graduagéo

2.13. Anos de estudo até o momento?

2.14. Atividade profissional principal nos ultimos

12 meses?

0
1

) Nao se aplica (crianca)

) Funcionario publico

2 ) Trabalhador c/ carteira assinada
3)Autéonomo (4 ) Estudante
5)Donadecasa (6 )Aposentado
7 ) Desempregado pelo diabetes
8 ) Desempregado por outros motivos
9) Voluntario

10 ) Licenciado pelo INSS ou outros

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(11) Outros

2.15. Descri¢do da fungéo dentro da categoria
profissional (Letra de forma )

2.16. Aposentadoria

(0) Néo se aplica (crianga ,adolescente ,jovem)

(1) Sim, no tempo normal (2)Nao

(3) Sim, mais precoce pelo diabetes

2.17. Ano da Aposentadoria

(0000) Né&o se aplica. Nao se aposentou

I oy N Iy By S




2.18. Qual é a renda mensal familiar, em salarios (1) menos de 01 salério (2 01 a 05 saldrios
minimos? (3)06a10saldrios  (4)11a 15 salarios
(5) mais de 16 salarios (9 ) N&o sabe informar
2.19. Quantas pessoas vivem com a renda? (1)1 (2)2 (3)3
(5) 5 ou mais
2.20. Quais destes itens vocé
ltens N&o tem

possui? E quantos?
A. Televisdo em cores

Posse deitens: 0; 1; 2; 3; 4 ou +
B. Radio

C. Banheiro

D. Automovel

E. Empregada com carteira assinada

F. Aspirador de p6

G. Maquina de lavar roupas / tanquinho

H. Video cassete ou DVD

|. Geladeira

J. Freezer duplex ou separado

3. Sintomas iniciais do DM

3.1. Idade ao diagnéstico de diabetes, em anos.

(99) Nao sabe

3.2. Més e Ano de diagndstico do diabetes

Caso n3o souber 0 Més por s6 0 ano (99) N&o sabe

3.3. Quais os principais sintomas que vocé
teve quando foi diagnosticado o Diabetes?

A. Polis (poliria , polidpsia, polifagia)
B. Astenia (cansago) ............
C. Enurese noturna (urinar na cama)

D. Parestesias (formigamento)

[

CCCCELEC

mo o m »
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F. PIUFAO (COCEIFA) ...vvvvvveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereressrrsins (1)Sim (2)Nao (9)Nao sabe F. L
G. Anorexia (falta de apetite) ..........cccocvoerineincirennens (1)Sim (2)N&o (9)Néao sabe G L
H. SONOIENCIA ... (1)Sim (2)Nao (9)Né&o sabe H L
|. Deficiéncia de Crescimento .........ccvvvvvenivrenininns (1)Sim (2)Né&o (9)Nao sabe | L1
J. Infecgdes de repetiGao .........covvvrrerrerereneerirneenenens (1)Sim (2)Nao(9)Nao sabe J L]
K. Perda de peso ... (1)Sim (2)N&o (9)Nao sabe K L
L. OULroS (JESCTVET) .....ovvevererieereereereieeeeeeeeeseeeeeees (1)Sim (2)Nao(9)Nao sabe L L
3.4. Infecgdo nos lfimos 6 meses antes do. | » caximba (1)Sim (2)N&o (9)Nao sabe AL
diagnoéstico do diabetes?
B. RUD&OIA ...ovvves (1)Sim (2)Nao (9)N&o sabe B. L
C. Catapora .......oovveveerermeeneererneeneeneenenes (1)Sim (2)Nao (9)Né&o sabe c. L
D. DeNgUe ......ccveveiereincirciricsriess (1)Sim (2)Nao (9)Né&o sabe D L
E. ROtAVIFUS ... (1)Sim (2)Nao (9)N&o sabe E L
F. Citomegalovirus ..........coccovvreiereucnnn. (1) Si'm (2)N&o (9)Né&o sabe oL
G. Sarlamp‘o ............................................ (1) Sfm (2)N&o (9)Naosabe s L
H. Amigdalite .......ccooveevvrnirrseniren. (1)Sim (2)Nao (9)N&o sabe
' i i H L
| OULIOS ..ot (1)Sim (2)Nao (9)N&o sabe
.
3.5 Como foi feito o diagndstico do (1) Glicemia de jejum (2) Curva glicémica
diabetes?
(3) Glicemia ao acaso (4 ) Internagdo/cetoacidose/hiperosmolar L
(5) Outros (especificar)
3.6. Qual foi 0 tempo decorrido entre o (1)<4 semanas (1més) (2)1a6 meses
inicio dos sintomas e o diagndstico?
(3) 6atano (4)>1ano L
3.7. Acredita que algum fato emocional ou (1) Sim (2)Ndo (9) Néo sabe
psicolégico contribuiu para o inicio da
doenca? L
4. Historia pessoal
4.1. Qual o peso ao nascimento? (1) Menor que 2 kg (2) Entre 2,1kg & 2,5kg
(3)Entre 2,6 kg e 3kg (4)Entre 3,1kge 3,5kg
(5) Entre 3,6 kg e 4kg (6) Maior que 4kg
(9) N&o sabe L1
4.2. Teve amamentacéo exclusiva com leite materno (1) Sim (2)Nao (9) Nao sabe
nos primeiros trés meses de vida? L
4.3. Completou esquema de vacinagao do Ministério da 1)Sim 2 Nio 9) Nio sabe
Saude? (‘) (2) (9) LI
4.4. |dade da primeira menstruacéo. Anos: N3 lica (h .
nos: (00) Ndo se aplica (homem ou crianga) Ll L
4.5. |[dade da menopausa .
Sim (A
() Sim (Anos) Ll L

(02) Ausente

(00) Nao se aplica (homem ou crianga)

4.6. Menopausa cirrgica?

() Sim (Anos)
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(02) Ausente (00) Nao se aplica (homem ou crianga)
4.7. Numero de gestagdes que ja teve? (0) Néo se aplica (homem ou crianga)
(1)Nenhuma  (2)Uma (3)Duas
(4)Trés (5) Quatro (6) Cinco ou mais L1
48. Usa anticoncepcional hormonal ? (1)Sim (2)Nao (0)N&o se aplica ( homem ou crianga ) L
4.9. Algum médico Ihe informou que vocé tem presséo (1) Sim (2)Nao (9) Nao sabe
alta (hipertens&o arterial)? L1
4.10.1. Ano ao diagnéstico da presséo alta (hipertensao L L
arterial)
4.10.2. |dade ao diagnostico da presséo alta anos L L1
(hipertens&o arterial)
4.11. Em relagao ao fumo, em que opgéo vocé se (0) Nao se aplica (crianga) (1) Fuma
enquadra? L
(2) Ex-fumante (3 ) Nunca fumou
4.12. Em relagao ao consumo de bebidas alcodlicas, em (0) Nunca bebeu ou n3o se aplica (crianca)
que opgao vocé se enquadra? .
(1) Consome diariamente (2 ) As vezes consome L
(3) Consumiu no passado, mas nao consome atualmente
4.13. Em caso de consumo de bebida alcodlica (atual ou vezes por semana
passado), descrever a freqiiéncia do consumo (nimero
de vezesisemana) (99) N&o sabe (00) Nunca bebeu ou nao se aplica (crianga) L L
4.14. Em relagdo ao uso de drogas, em que opgao vocé (0) Néo se aplica (crianca)
se enquadra? .
(1)Eusuario  (2)Ex-usudrio  (3)Nunca usou drogas L
4.15. Em caso de uso de drogas (atual ou ex-usuario), (0) Nao se aplica (crianga) (1) Maconha L1
descrever qual droga (2) Cocaina (3) Crak L
(4) Ectasy (5) Outros L1
LI
4.16. Pratica exercicios de rotina? (1) Apenas no fim de semana (2)2a3vezes nasemana
(3) 3 ab5vezes nasemana (4)+ 5vezes na semana L1
(5)Nao
4.17. Em relagdo ao uso de anabolizantes ( hormonal), (0) Nao se aplica (crianga) (1)E usudrio
em que opgao vocé se enquadra?
¢ (2) Ex-usuario (3) Nunca usou anabolizantes L1
4.18. A sua vontade de ter relagdes sexuais (libido) esta (0) Nao se aplica (crianga) (1) Sim
alterada?
(2)Nao (9) Néo sabe ou ndo quis responder L1
4.19. Com que freqliéncia vocé faz exames dos dentes (0) Nunca fiz (1)1vez Jano
e da gengiva?
geng (2)2vez/ano (3)1vez/5anos L1

(9) Nao sabe

5. Historia familiar

5.1. Diabetes tipo 1

(1)Pai




73

Qual o grau de parentesco com o individuo? (3) Irméo (4)Irma

(5) Filho(a)

(6) Mais de um parente em 1°grau L1
Quando fc’)r mais que 1 parente'de 1°grau marcar (7) Avés ou Tios ou Primos
com um circulo em volta dos nimeros o .
corredentes e por o nUmero 6 na casela (8) Néo ha histdrico familiar
5.2. Diabetes tipo 2. (1)Pai (2)Mae
Qual o grau de parentesco com o individuo? (3)Irmao (4)Ima
Quando . 1 do 10 (5) Filho(a)

uando for mais que 1 parente de 1°grau marcar , o

com um circulo em volta dos nimeros (6) Mais de lljm parenlte em 1°grau L
correspondentes e por o nlimeroa casela (7) Avos ou Tios ou Primos

(8 )N&o ha historico familiar
5.3. Obesidade. (1)Pai (2)Mae
Qual o grau de parentesco com o individuo? (3)Irmao (4)Irma

(5) Filho(a)
Quando for mais que 1 parente de 1°grau marcar 6 ) Mais d " 1
com um circulo em volta dos nimeros (6) Mais de u.m paren .e em 1grau
correspondentes e por o niimero 6 na Ca (7) Avos ou Tios ou Primos L1 L

(8) Nao ha histérico familiar
5.4. Hipertensao arterial( presséao alta). (1)Pai (2)Mae
Qual o grau de parentesco com o individuo? (3)Imao (4)Irma

(5) Filho(a)
Quando for mais que 1 parente de 1°grau marcar (6) Mais de um parente em 1°grau
com um circulo em volta dos numeros
correspondentor o nlimero 6 na casela (7) Avds ou Tios ou Primos

(8) N&o ha historico familiar L1 L
5.5. D?enga coronariana precoc?( doenca do (1)Pai (2)Mae
coragdo com enfarte , dor no peito ao esforgo
fisico) (3) Irmao (4)Irma

(5) Avbs ou Tios ou primos
<55 anos (homem) (6) Nao ha historico familiar
< 65 anos (mulher) L 1L
Grau de parentesco com o individuo?
5.6. Doencgas autoimunes

A. Doenga B. Parentesco
§.6:1,. Qual o grau de parentesco com o Tireoidopatias (1)Pa (2)Mae
individuo? . L1
autoimunes (3)Im (4)Irma A
(1) Sim (5) Filho(a)
2)Nao °

Quando for mais que 1 parente de 1°grau (2) ) (6) Mais de um parente em 1°grau
marcar com um circulo em volta dos ( 9) Néo sabe (7) Avs ou Tios ou Primos (MARCAR B. L

numeros corentes € por 0 nimero 6 na
casela

QUAL)

(8) N&o h4 histérico familiar
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5.6.2. Qual o grau de parentesco com o

o (1)Pa (2)Mae
individuo? , L
Doenga Celiaca (3)Im (4)Imé&
Quando for mais que 1 parente de 1°grau | (1) Sim (5) F|Iho( )
marcar com um circulo em volta dos (2)Nao (6 ) Mais de um parente em 1°grau
nimeros correspondentes e por 0 numero .
6 na casela (1 9)Nao sabe (7) Avés ou Tios ou Primos (MARCAR
QUAL) B. L
(8) Nao ha histérico familiar
5.6.3. Qual o grau de parentesco com o (1)Pai (2)Mae
individuo?
Vitiligo (manchas brancas | (3) Irméo (4)Ima L
Quando for mais que 1 parente de 1°grau pello corpo) (5) Filho(a)
marcar com um circulo em volta dos. (1)Sim (6 ) Mais de um parente em 1°grau
numeros correspondentes e por o nimero | (2) Nao , , ,
6 na casela . (7) Avés ou Tios ou Primos (MARCAR
( 9) Nao sabe QUAL) B. L
(8) N&o ha historico familiar
5.6.4. Qual o grau de parentesco com o (1)Pai (2)Me
individuo? .
Alopecia ( queda de cabelo | (3) Irm (4)Ima L
Quando for mais que 1 parente de 1°grau acentuada) (5) F||ho( )
marcar com um circulo em volta dos’ (1) Sim (6) Mais de um parente em 1°grau
numeros correspondentes e por o nimero | (2) Nao
6 na casela (7) Avés ou Tios ou Primos (MARCAR
(9) Nao sabe QUAL) B LI
(8) Nao ha histérico familiar
5.6.5. Qual o grau de parentesco com o Artrite reumatoide (1)Pai  (2)Mae  (3)Iméo
individuo? (4)Ima  (5)Filho(a) L
Quando for mais que 1 parente de 1°grau | (1) Sim (6) Mais de um parente em 1°grau
marcar com um circulo em volta dos (2)Nao (7) Avés ou Tios ou Primos (MARCAR
numeros correspondentes € por o niimero 6 ) QUAL)
(9) Néo sabe o .
na casela (8) Nao ha histérico familiar B, L
6. Avaliagao da dieta
6.1. Vocé faz algum tipo de dieta? , N
1)S 2)N
(1)Sim (2)Néo L
6.2. No ultimo ano teve consulta com nutricionista? . ~
1S 2)N
(1)Sim (2)Nao L
6.3. Quem é o principal orientador de sua (1) Nutricsta (2) Médico
alimentag&o?
(3) Outro profissional de satde (4) Leigo L
(5) Revistas/Jomais
6.4. Vocé segue a dieta recomendada? . N
18 2)N
(1)Sim (2)Néo L
6.5. Qual o fipo principal de dieta vocé faz (1) Restringe apenas aglcadoces (2) Dieta de calorias
(3) Contagem de carboidratos (4) Indice glicémico
L1
(5)0s
6.6. Quanto vocé acha que segue sua dieta? (1)100% (2)80% (3)50% (4) Menos de 50%
L1
6.7. Qual a maior dificuldade que vocé acha para A Deixar de r doces (1)Sim (2)Ndo A Ll
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seguir a dieta. B. Comer verduras, legumes e frutas .................. (1)Sim (2)Nao B LI
C. Respeitar a quantidade da alimentagéo .............. (1)Sim (2)Néo c. 4
D. L4
D. Respeitar o horario da alimentagao .................... (1)Sim (2)Nao E L
E. Entender as listas de substituicdo de
alimentos fornecidas junto com a dieta .................... (1)Sim (2)Nao
6.8. Qual alimento é usado para tratar a hipoglicemia? | (1) Doces (2) Agucar (3) Suco de fruta
(4 ) Biscoito recheado ,bolachas ou pao
L1
(5) Outros. Especificar
6.9. Consome produtos dietéticos? (1)Sim (2)Néo L1
7. Atividades educativas em diabetes
7.1. Vocé teve consulta de enfermagem no Ultimo ano? (1) Sim (2)Néo L
7.2. Vocé participou de algumpo de reunido de (1)Sim (2)Nao L1
pacientes diabéticos no Ultimo ano?
7.3. Voce participou de algum programa ducagéo para (1) Sim (2)Néo L
pacientes diabéticos no ultimo ano?
8. Uso de insulina
8.1. Qual a insulina lenta que esta usando no momento (1) NPH (2) Glargina (3 ) Detemir
(4)Outra L
8.2. Dose da insulina Lenta que esta usando no A Dose Uldia
momento doo \E i 999) Nzo sab A
(000) Nao se aplica (999) N&o sabe L1 L L
B. Dose Ulkg
N . N B.
(000) N&o se aplica (999) Nao sabe L1 L
8.3.’ Numero de aplicagdes por dia da insulina Lenta que (1) Uma vez (2) Duas vezes
esta usando no momento
(3) Trés vezes (4 ) Quatro vezes L1
(9) Nao sabe
8.4. Como obtém a insulina lenta que esta usando no Recebe gratis no seu hospital
momento
Recebe gratis na farmacia do SUS
L1

(1)
(2)
(3 ) Compra na farméacia popular
(4 ) Compra em farmacia comum
(5)

Recebe gratis apds mandato judicial
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(6) Outra fonte?
(9) Nao sabe
8.5 Faz uso no momento de insulina de agao rapida? (1) Sim (2) Nao (9) Nao sabe
Se ndo pular para a questdo 8.10 e preencher a L
casela com 0
8.6 Qual a insulina de agdo rapida que esta usando no (1) Regular (2) Lispro (3) Aspart
momento
(4)Outra
8.7. Como obtém a insulina Irapida que esta usando no (1) Recebe gratis no seu hospital
momento
(2) Recebe gratis na farmacia do SUS
(3 ) Compra na farméacia popular L1
(4 ) Compra em farmacia comum
(5) Recebe gratis apés mandato judicial
(6) Outra fonte?
(9) Nao sabe
8.8. Dose de insulina de ac&o rapida que esta usando A Dose Uldia
no momento (exemplo ontem) } . ] A
(000) Nao se aplica (999) N&o sabe L L LT
B. Dose Ulkg
000) Nao se aplica 999) Nao sabe B.
L1 1L
8.9. Niimero de aplicages por dia de insulina de agdo (1) Uma vez (2) Duas vezes
rapida que esta usando no momento
(3) Trés vezes (4) Quatro vezes
(9) N&o sabe L1
8.10 Faz auto-monitorizac&o da glicemia em casa no (1) Sim (2) Nao
momento
(9) Néo sabe —
Se néo faz pular para a questdo 8.13 e
preencher a casela com 0
8.11. Como obtém as fitas para auto-monitorizag&o (1) Recebe gratis no seu hospital
(2) Recebe gratis na farmacia do SUS
L1
(3) Compra na farmacia popular
(4) Compra em farmacia comum
(5) Recebe gratis apés mandato judicial
(6) Outra fonte?
(9) Nao sabe
(0)Nenhuma (7)sete aoito
8.12. Nimero de medicées da glicemia por dia (1) Uma (8) Mais de 8 L
(2) Duas (9 ) Outros: descrever
(3)Trés
(4) Quatro
(5) Cinco
(6) Seis
8.13 Usa aparelho de Bomba de Insulina (1)Sim
2\ N3 L1
Se ndo usa pular para a questao 9 e preencher a casela (2)Néo
com 0 (9) Nao sabe

8.14. Aparelho de Bomba de Insulina

(1) Recebe gratis no seu hospital
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(2) Recebe gratis na farmacia do SUS
(3 ) Compra direta da industria
(4) Recebe gratis apés mandato judicial L1
(5) Outra fonte?
(9) Nao sabe
8.15. Dose Total diéria de insulina A Dose U/dia
5 i 5 A
(000) Nao se aplica (999) N&o sabe L L L
B. Dose Ulkg
(000) Nao se aplica (999) Nao sabe L L |_|B
?.16Ipom adquire os insumos do Aparelho de Bomba de (1) Recebe gratis no seu hospital
nsulina
(2) Recebe gratis na farmacia do SUS L
(3 ) Compra direto da industria
(4 ) Compra em farmacia comum
(5) Recebe gratis apés mandato judicial
(6) Outra fonte?
(9) Nao sabe
9. Uso de outras medicagoes
Complete a tabela seguinte de acordo com as respostas dadas pelo paciente ou que constam no prontuario médico na Ultima consulta
referente as medicagdes em uso
Nome da medicagao B. Dose diaria total
A.Em uso?
i i L1
9.1. Estatina (1)Sim mg A.
Principio Ativo: (2)Nao (00) Né&o se aplica B. L L
9.2. [ECA (1)Sim mg
Principio Ativo: (2)Nao (000) Néo se aplica A L
B, L1 L L
9.3. Diurético (1)Sim
(2) Nao A L
9.3.1. Diurético TIPO Tiazidicos e similares | (1) Sim mg
(2) Néo (000) Nao se aplica A
B, L1 L L
9.3.2. Diurético TIPO Furosemida (1)Sim mg
(2) Nao (000) Nao se aplica A
B, L1 L L
9.3.3. Outros Diuréticos (1)Sim mg
(2)Néo (000) Nao se aplica A L
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I
9.4. Inibidor de receptor AT1 (1)Sim mg
(2)Nao (000) Nao se aplica A L
I Iy
9.5. Beta bloqueador (1)Sim mg
(2) Néo (000) Nao se aplica A L
L 1L
9.6. Bloqueador de Canal de calcio (1)Sim mg
(2)Nao (000) Nao se aplica A L
L 1L
9.7. Metformina (1)Sim mg
(2) Néo (0000) N&o se aplica A L
B. L 1L
9.8. Horménio Tireoidiano (1)Sim ug
(2)Nao (000) Nao se aplica A L
L 1L
Hg
9.9 . AAS ou similares (1)Sim (000) Né&o se aplica A L
(2)Nao L 1L
Nome
9.10 Outros medicamentos (uso continuo) (1)Sim Dose A L
(2)Nao
L 1L
10. EUROQOL.: Avaliacao da Qualidade de Vida ( realizar apenas em pacientes com idade > 10 anos )
Solicitar ao paciente que informe como se sente hoje em relacéo a:
10.1. Mobilidade (1) Nao tenho problemas em andar
(2) Tenho alguns problemas em andar
(3) Estou limitado a ficar na cama L
10.2. Cuidados Pessoais (1) Nao tenho problemas com os meus cuidados pessoais
(2 )Tenho alguns problemas para me lavar ou me vestir L1
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(3) Sou incapaz de me lavar ou vestir sozinho

10.3. Atividades Habituais (ex. trabalho,
estudos, atividades domésticas, atividades em

familia ou de lazer)

(1) Né&o tenho problemas em desempenhar as minhas atividades habituais

(2) Tenho alguns problemas em desempenhar as minhas atividades habituais

(3) Sou incapaz de desempenhar as minhas atividades habituais

10.4. Dor/Mal Estar

(1) Né&o tenho dores ou mal-estar
(2) Tenho dores ou mal-estar moderados

(3) Tenho dores ou mal-estar extremos

10.5. Ansiedade/Depresséo

(1) Nao estou ansioso (a) ou deprimido (a)
(2) Estou moderadamente ansioso (a) ou deprimido (a)

(3) Estou extremamente ansioso (a) ou deprimido (a)




10.6. Para ajudar as pessoas a dizer qudo bom ou mau o seu estado de salde é nés
desenhamos uma escala (semelhante a um termémetro) na qual o melhor estado de
salde que possa imaginar é marcado por 100 e o pior estado de salde que possa

imaginar é marcado por 0.

Solicitar ao paciente que marque na escala a nota que classifica o seu estado de

saude e escreva ao lado a nota aferida.

L1 1L
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O melhor estado de
saude imaginavel

100
9¢0
8e0
790
690
590
40
30
290
1¢0

0

O pior estado de satde
imaginavel
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11. Dados do prontuario médico ou obtidos durante a entrevista

11.1. Data da ultima informagao do prontuario

Dia / Més / Ano: (caso néo tenha o dia,
completar com Més / Ano e, se ndo tiver o

Més, completar apenas com o Ano) ou obtidos / / IS N [y S [y IS (N Iy Iy iy
no dia da entrevista
11.2. Q}Jantas’cgnsultas médicas compareceu (1)Uma (2) Duas
no servigo no Ultimo ano?
(3)Trés (4 ) Quatro
(5) Cinco (6) Seis L1
(7) Sete ou mais (0) Nenhuma
11.3. Qual a causa das consultas do ultimo (1) Hipoglicemia (2) Hiperglicemia
ano? (3) Infecgdes (4 ) Rotina
5) Out
(5) Outras L
11.4. Peso (kg) kg
(pode ser o obtido durante a entrevista) (999) Sem dados no prontuario L1
11.5. Altura, em centimetros cm
(pode ser a obtido durante a entrevista) (999) Sem dados no prontuario L1
11.6. Circunferéncia abdominal, em om
centimetros
(999) Sem dados no prontuario Iy Iy
(pode ser a obtida durante a entrevista)
11.7. Circunferéncia quadril, em centimetros om
(pode ser a obtida durante a entrevista) (999) Sem dados no prontuario L
11.8. Circunferéncia pescogo, em centimetros om
(pode ser a obtida durante a entrevista) (999) Sem dados no prontuario L4
11.9. Circunferéncia coxa direita, em om
centimetros ]
(999) Sem dados no prontuario L1 1L1
(pode ser a obtida durante a entrevista)
11.10. Pressao arterial sistdlica? mmHg
(pode ser a obtida durante a entrevista) (1999) Sem dados no prontuario e
11.11. Presséo arterial diastolica? mmHg
(pode ser a obtida durante a entrevista) (999) Sem dados no prontuario 1L
11.12. Freqiiéncia cardiaca (pode ser a
obtida durante a entrevista)
(999) Sem dados no prontuério I Iy N Iy B

11.13. Existe a presenca de acanthosis

(1) Sim
(2) Nao
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nigricans? (9) Sem dados no prontuario L
(1) Sim L1
11A.14. Episodios de hipoglicemia no ultimo 1 (2)No
més
(9) Sem dados no prontuario
- T TPy
11.14.1. Se sim, esse episodio fO'I Igve. A (1) Sim, vezes
Quantas vezes aconteceram no ultimo més?
(2)Nao A
(9) Sem dados no prontuario
B. L L vezes
- — 5
11.14.2. Se sim, esse episodio fO'I modereldo. (1)Sim, vezes
Quantas vezes aconteceram no ultimo més?
(2)Nao A
(9) Sem dados no prontuario
B. L L vezes
11.14.3. Se sim, esse episddio foi Grave (1)Sim, vezes
(mudanga de comportamento, perda de )
consciéncia, interacéo)? Quantas vezes (2) Nao A
aconteceram no Ultimo més? (9) Sem dados no prontuario
B. L L vezes
11.14.4. Se sim, esse episodio foi (1)Sim, vezes
Assintomatico (< 40mg/dl)? Quantas vezes )
aconteceram no Ultimo més? (2) Nao A
(9) Sem dados no prontuario
B. L L vezes
11.1.4.5. Se sim, esse episodio foi (1)Sim, vezes
Assintomatico (<70mg/dl)? Quantas vezes )
aconteceram no ultimo més? (2) Néo A L

(9) Sem dados no prontuario

B. L L vezes

11.15. Consta algum episddio de internacdo
por hiperglicemia no ultimo ano?

(1) Sim (2)Nao

(9) Sem dados no prontuario L1
11.16. Coqsta alggm 'e.plsodlo’d.e internagao (1) Sim (2)Ndo
por cetoacidose diabética no Ultimo ano?

(9) Sem dados no prontuario L1
11.17. Exame de fundo de olho no Ultimo ano? (1)Sim (2)Nao

(9)) Sem dados no prontuario L
11.18. Retinopatia (0) Ausente (1) Pré proliferativa

(2) Proliferativa L1

(9) Sem dados no prontuario
11.19. Laserterapia . ~

1 2)N
(1)Sim (2)Nao L
( A.

9) Nao ha dados no prontuario

B.

Data da dltima: més e ano
Lt L JLJbL_1L_
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11.20. Vitrectomia

(1)Sim (2)Ndo

(9) Sem dados no prontuario

A L

Data da Ultima: més e ano

=Y O O O I (Y

11.21. Tem outras patologias oculares?

)
) Neuropatia Autonémica Genitourinaria (disfuncéo erétil)
)Neuropatia Autondmica Genitourinaria (bexiga neurogénica)

(0) Nao tem (1) Catarata L
(2) Glaucoma (3) Outras
(9) Sem dados no prontuario
(1) Sim, o centro faz de rotina
11.22.0 centro faz exame de microalbuminuria (2)Sim, o centro faz' mas SO para Pesqwsa » o L
ou encaminha para realizar em laboratdrio fora (3) O centro encaminha para realizar em laboratério fora da instituicdo
da instituicao? (4) O centro ndo faz e ndo encaminha para realizar fora
A. Freqiiéncia / ano (9) Sem dados no prontuério A L
11.93. Microalbumindria z \L/JaI‘(()jr ja ultl/mg " o (9? Sj);)g)gs)esm da:o; no prontuario B L 1L 1L
. Unidade ug/min; mg/L ou mg oras em dados no
prontudrio coLJ4 41
A. Freqiiéncia / ano (9) Sem dados no prontuario A L
11.24. Proteiniria E \L/Jallc;r c(ja 'ultm;; , ” ( 9:::; S:m d:d;)s no prontLtlarlc.) B Lt L1l
. Unidade:mg oras ou gr/2dhs ___ (9999) Sem dados no prontuario c L Ll
A. Freqiiéncia / ano (9) Sem dados no prontudrio A L
11.25. Depuracdo de creatinina B. Valor da ultima (9999) Sem dados no prontuério B Lt L1l
(0) N&o tem nefropatia diabética(ND)
11.26. Nefropatia diabética (1) Nefropatia por microalbumindria ( confirmada em 2 amostras)
o (2) Nefropatia por proteindria ( confirmada em 2 amostras) L
(3) Doenga renal cronica em tratamento conservador
(4 ) Doenca renal cronica em tratamento por hemodialise
(5) Doenga Renal Créonica em tratamento por dialise peritoneal
(6) Transplante renal
(9) Nao constam dados no prontuario
(0) N&o tem neuropatia
(1) Neuropatia sensorio motora ou polineuropatia simétrica distal
(2) Mononeuropatia
11.27. Neuropatia diabética (3) Neuropatia Autonémica Cardiovascular
(4 ) Neuropatia Autonomica Gastrointestinal L
(5
(6
9

(

) Néo consta do prontuario

11.28. Doenga coronariana Clinica

A. Angina (1)Sim (2)N&o (9)Nao consta
B. Infarto Prévio (1)Sim (2)N&o (9)Né&o consta
C. Revascularizado (1)Sim (2)N&o (9)Nao consta

D. Angioplastia (1)Sim (2)N&o (9)Nao consta

A. ECG de repouso
B. Teste ergométrico

(1)Sim (2)Nao (9)Né&o consta
(1)Sim (2)N&o
(1)Sim (2)N&o (9)N&o consta

(9) Nao consta

C. Eco de estrese

[CCLOICCCT
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11.29. Investigacdo de Doenga Coronariana D. Cintilografia (1)Sim (2)Nao (9)N&o consta D. L
E. Escore de Célcio (1)Sim (2)Nao (9)Nao consta E. L
F. Cinecoronariografia (1)Sim (2)Nao (9)Nao consta F. L
G.Outros (descrever) (1)Sim G L
(1)Sim
11.30. Exame dos pés (2) N?O L
(9) Nao consta
A. Ulceras (1)Sim (2)Nao (9)Nao consta e
11.31. Pé Diabético B. AmputagGes (1)Sim (2)N&o (9)Nao consta B. L
C. Artropatia de Charcot (1)Sim (2)N&o (9)Né&o consta gy -
A. Auséncia pulsos m.inferiores (1) Sim (2)Nao (9) N&o consta A
11.32. Arteriopatia periférica B. Sopro carotideo (1)Sim (2)Nao (9)Nao consta B. L
C. Amputagdes (1)Sim (2)Nao (9)Né&o consta c. L4
A. Tiroidite de Hashimoto ................. (1)Sim (2)Nao (9)Nao consta A
11.33. Doengas autoimunes B. Moléstia de Basedow-Graves ..... (1) Sim (2)N&o (9) Néo consta B. L
C. Doenga celiaca .........cocoveerererneenes (1)Sim (2)Nao (9)Né&o consta c. L4
D. Adrenalite .........cccoveervereereereeneineenes (1)Sim (2)Nao (9)N&o consta D L
E. Miastenia gravis .........cccoccvervrenecn. (1)Sim (2)Nao (9)Né&o consta E Ll
F. OOfOrite ..voveeeeeeereseereees (1)Sim (2)Nao (9)Né&o consta E L
G. Artrite Reumatéide ............ccoc...... (1)Sim (2)Nao (9)Né&o consta G, L
H. Lupu Eritematoso Disseminado ... (1) Sim (2)N&o (9 ) N&o consta L
| AlOPECIA ... (1)Sim (2)Nao (9)N&o consta ' L
J VGO oo (1)Sim (2)N&o (9)Nao consta | L
K. Outras (especifique) ..........ccocrennee (1)Sim (2)Nao (9)Né&o consta J.
K L
11.34. Doenga Periodontal (1)Sim (2)N3o (9) N4o consta
L1

12. Exames laboratoriais: informago6es obtidas no prontuario do paciente

12.1. DATA: DIA/ MES / ANO (caso néo tenha
o dia, completar com Més / Ano e, se ndo tiver
0 Més, completar apenas com o0 Ano

Ly gLy JLJL

Exame

Consta no

tudrio? Quantos exames fez
prontuario?

no ultimo ano?

Valor de tltimo resultado

Unidade de medida

12.2. Hemoglobina Glicada

(1)Sim (2)Néo

Valor referéncia do
Método

D. Minimo L— L
E. Méximo L— L
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D.
12.3. Glicemia de jejum A L (1) mgdi
(2) mmoll [
(1)Sim (2)Néo o
12.4. Glicemia pés-prandial A L (1) mgdl
(2) mmolll L
(1)Sim (2)Nao D
12.5. Frutosamina A L (1) mgdi
(2) mmoll [
(1)Sim (2)Nao o
12.6. Colesterol total A L (1) mgdl
(2) mmolll L
(1)Sim (2)Néo D
12.7. Triglicerideos A L (1) mgdi
(2) mmolll L
(1)Sim (2) Nao o
12.8. HDL A L (1) mgdl
(2) mmolll L
(1)Sim (2)Néo D
12.9.LDL A Ll (1) mgdl
(2) mmolll L
(1)Sim (2)Néo o
12.10. Creatinina A L (1) mgdl
(2) mmolll L
(1)Sim (2)Nao D
12.11. Uréia A L (1) mgdl
(2) mmolll L
(1)Sim (2) Nao o
12.12. Transaminase oxalacética A L (1)U/ml L
(1)Sim (2) Nao 0
12.13. Transaminase pirQvica A L (1)U/ml L
(1)Sim (2)Néo o
12.14. Creatino Fosfoquinase A L (1) Uml L
(1)Sim(2)Nao D
12.15. K A L (1)mEq L
(1)Sim (2) N&o o
12.16. Na A L (1)mEq L
(1)Sim D

(1) mgdl
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12.17. P Creativa ultrasensivel (2)Néo (2)mgl
A L
12.18. Acido Urico (1)Sim (2)Nao
PR N
A L S (1) mgdl
12.19. TSH (1)Sim (2)Nao
coLJdL L
A L e (1) mUml
12.20. Peptidio C (1)Sim (2)Nao
PR N
A L L (1)nglml L
12.21. Anticorpo AntiGAD (1)Sim (2)Nao
PoR N N
A L L (1)Um L
12.22. Anticoporpo Antiinsulina (1)Sim (2)Nao
PoR N N
A L S (1)U~
12.23. Anticorpo Antiilhota (1)Sim (2)Nao
PoR N N
A L S (1)U~
12.24. Anticorpo Antitirosina fosfatase (1)Sim (2)Nao
PoR N N
A L S (1)U~

C: Hora do término da entrevista:

L1 1. 1L

Horas minutos




ANEXO C
CARACTERIZACAO DO DOENTE COM DIABETES TIPO MODY

1. Nome:

2. Sexo: __Masculino ___Feminino

3. Cbdigo do doente-alvo*:

[JJ* 11 digitos = Data de nascimento: dia (2 digitos) + més (2 digitos) + ano (4 digitos) ; Iniciais do primeiro

e ultimo nome do doente (2 digitos) ; Inicial da localidade onde se localiza o Centro (1 digito) . P.ex.: Maria Jodo Faro Sousa,

nascida a 2 de Julho de 1960 e seguida no Hospital de S. Jodo — Porto, teria o codigo 02071960MSPn

4. Naturalidade:

5. Data de Nascimento: / /

6. Idade de diagndéstico da diabetes: anos
7. Terapéutica antidiabética efetuada, atualmente:

__Insulina:

__Antidiabéticos orais:

8. Determinagdes analiticas (valor e data da ultima analise):

a.HbAlc: % (//)b. Glicemia jejum: mg/dl (//)

c. Trigliceridios: _ mg/dl (//) d. Colesteroltotal: _ mg/dI(//)
e. HDL-c: mg/dl (//)f. LDL-c: mg/dl (//)

g. Creatinina: __ mg/dl (//) h. Uréia: mg/dl (/1)

i. Microalbuminria: [g/min ou mg/24h (/1)

j. Proteindria: (/1)1. Péptido C plasmético: (/1)

9.Complicac¢des tardias da diabetes?



Quais:

__Nefropatia __Neuropatia periférica ___Neuropatia autonémica
__Retinopatia ___Doenca vascular periférica

__Acidente vascular cerebral __Coronariopatia isquémica:

Outras:

10 Patologias concomitantes (e terapéuticas efetuadas):
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE MATERNO-INFANTIL
PROJETO DE MESTRADO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar como voluntario(a) em uma pesquisa. Apds ser
esclarecido(a) sobre as informacGes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine
ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa vocé ndo sera penalizado(a) de forma alguma. Em caso de
duavida vocé pode procurar:

Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Presidente Dutra
Rua Bardo de Itapary s/n Centro
CEP: 65020-070 Fone: (98)- 3219-1000
INFORMAGCOES SOBRE A PESQUISA

MODY EM PACIENTES ATENDIDOS NO AMBULATORIO DE DIABETES TIPO 1 DO
HUUFMA EM SAO LUIS - MA

Este estudo se destina a investigar a existéncia de um tipo diferente de Diabetes mellitus, que
pode acometer toda uma familia e pode ser tratada de forma a se prevenir complicagdes
crbnicas tipicas do diabetes. Este estudo € importante porque vai determinar o numero de
pacientes com este tipo de diabetes, assim encaminhando-os para tratamento adequado. Este
estudo comecard em setembro de 2009 e terminara em janeiro 2011.

Ele sera realizado da seguinte maneira: sera realizada coleta de sangue dos participantes no
laboratério do HUUFMA e INLAB para analise dos niveis de varias substancias no
organismo relacionado ao diabetes. Existe um pequeno incbmodo no momento da coleta do
exame, pela picada da agulha.

O risco de infeccdo é desprezivel, pois a coleta de sangue seré realizada por profissionais
habilitados e com materiais descartaveis do proprio hospital. Vocé contard com a assisténcia
do pesquisador se necessario, em todas as etapas de sua participacao no estudo.

Os beneficios que vocé devera esperar com a sua participacdo, mesmo que indiretamente
serdo: melhor avaliagdo de diabetes tipo 1 com capacidade de citar progndstico em alguns
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casos e descoberta de casos entre familiares os quais poderdo ser encaminhados para
tratamento com especialista.

Sempre que vocé desejar serd fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do
estudo. A qualquer momento, vocé podera se recusar a continuar participando do estudo e,
também, poderd retirar seu consentimento, sem que para isto sofra qualquer penalidade ou
prejuizo, ou seja, sem qualquer alteragcdo na continuidade de seu acompanhamento médico.

Serd garantido o sigilo quanto sua identificacdo e das informacBGes obtidas pela sua
participacdo, exceto aos responsaveis pelo estudo, e a divulgacdo das mencionadas
informagdes s6 serd feita entre os profissionais estudiosos do assunto. Vocé ndo serd
identificado(a) em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo.

Vocé ndo terd qualquer despesa para sua participacao.

Prof. Dra. Emygdia Rosa do Régo Barros Pires Leal Mesquita

Dra. Ana Gregoria Ferreira P. de Almeida

CRM - 3986 - MA

Sao Luis, / /

Assinatura do sujeito ou responsavel

Endereco do sujeito :

Em caso de davidas, esclarecimentos ou reclamacdes:
Pesquisador Dra. Ana Gregoria Ferreira Pereira de Almeida
Endereco: Avenida Baré de Itapary s/n

Telefone: (98) 32258558



92

APENDICE B
PROTOCOLO:

EXTRACAO DE DNA POR BUFFY COAT:

¢ |dentificar os tubos de microcentrifuga (eppendorfs) com as iniciais dos
pacientes e\ou doadores.

e Transferir 250 yL de buffy coat para os eppendorfs previamente
identificados conferindo atentamente os nomes.

LISE DOS GLOBULOS VERMELHOS:
¢ Adicionar 500 uL da solugdo de RCBL e homogeneizar bem a amostra
no vortex;
e Centrifugar a 900 RPM por 3 minutos;
e Descartar o sobrenadante cuidando para nao perder o pellet;
¢ Adicionar 500 uL da solugdo de RCBL e homogeneizar bem a amostra
no vortex;
e Centrifugar a 900 RPM por 3 minutos;
e Descartar o sobrenadante cuidando para nédo perder o pellet;
Obs. Se o pellet ndo estiver limpo repetir a lavagem com RCBL mais uma vez.
e Acrescentar 750 pyL de RCB e homogeneizar as amostras no vortex;
e Centrifugar a 900 RPM por 3 minutos;
e Descartar o sobrenadante cuidando para nédo perder o pellet.
Obs. Se o pellet néo estiver limpo repetir a lavagem com RBC mais uma vez,
nao excedendo duas lavagens.

PURIFICACAO E PRECIPITACAO DO DNA

e Acrescentar 500 uL de EZ-DNA e agitar no vortex por dois minutos;

e Deixar a amostra em repouso por cinco minutos a temperatura

ambiente;

e Acrescentar 500 pL de Etanol Absoluto gelado e homogeneizar
lentamente e por inversdo até formar uma Unica solucdo e aparecer o DNA
em formato de medusa,;

e Deixar em repouso por 5 minutos a temperatura ambiente;

e Centrifugar a 900 RPM por 3 minutos

e Descartar o sobrenadante cuidando para nao perder o pellet;
e Acrescentar 500 uL de Etanol 96° gelado;

e Soltar o pellet com leves batidas no fundo do tubo;

e Centrifugar a 900 RPM por 3 minutos;

e Descartar o sobrenadante cuidando para néo perder o pellet;
e Deixar os tubos de boca para baixo em papel toalha;
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Colocar em banho seco a 65° por 30 segundos;

Acrescentar 210 pL de agua ultra pura ou agua de injegao para hidratar;
Deixar em banho seco a 65° por 1 hora com as tampas abertas;

Fechar os tubos;

Etiquetar as amostras conferindo os nomes;

Deixar ressuspendendo a temperatura ambiente por 24 horas;
Armazenar os tubos em freezer-20°;

Limpar a bancada e repor o material usado.
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APENDICE C

PURIFICACAO — PRODUTO DE PCR

Misturar o volume da PCR (10 ul) com o dobro de Buffer NT (20 ul) em um
eppendorf;

Transferir o volume para o tubo de coluna e colocar dentro do tubo de coleta
(2 ml).Centrifugar por 2 min.Descartar o flow — throught;

Adicionar 700 ul de Buffer NT3 e centrifugar por 2 min. Descartar;

Centrifugar por 3 min para remover o Buffer NT3. Jogar fora o tubo de coleta;
Colocar o tubo de coluna dentro de um eppendorf. Adicionar de 15-50 pl (45
pl) do Buffer NE esperar por 1 min a temperatura ambiente e centrifugar por 2
min.

PURIFICACAO — GEL

Adicionar em um eppendorf 100mg de gel com 200 ul de Buffer NT. Colocar
em banho Maria por 10 minutos e depois vortexar;

Transferir o volume para o tubo de coluna e colocar dentro do tubo de coleta
(2 ml).Centrifugar por 2 min.Descartar o flow — throught;

Adicionar 700 pl de Buffer NT3 e centrifugar por 2 min. Descartar;

Centrifugar por 3 min para remover o Buffer NT3. Jogar fora o tubo de coleta;

Colocar o tubo de coluna dentro de um eppendorf. Adicionar de 15-50 pl (45
pl) do Buffer NE esperar por 1 min a temperatura ambiente e centrifugar por 2

min.

A especificidade dos primers utilizados foi confirmada por reagdo de PCR

convencional que tiveram seus produtos submetidos a eletroforese em gel de

agarose 2,5% com posterior coloragdo com brometo de etideo e demonstram a

presenca de uma Unica banda para cada exon (Figuras 6 e 7).
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Figura 24: Check Gel dos produtos de PCR dos éxons 1, 2, 3, 4, 5,6, 10 e promotor 1 do
gene HNF 1A. Com 248pb, 415pb, 415pb, 366pb, 304pb, 360pb, 321pb e 322pb

respectivamente. M: marcador de 100 pb. Corado com brometo de etidio.

Figura 25: Check Gel dos produtos de PCR dos éxons7, 8, 9, 10, promotor 1e promotor2
HNF 1A. Com 321 pb, 229 pb, 318 pb, 248 pb, 415 pb e 388 pb respectivamente. M:
marcador de 100 pb. Corado com brometo de etidio.
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6. PRIMEIRO ARTIGO CIENTIFICO
6.1. Diabetes care Al

6.2. Normas editoriais

1. ABOUT THE JOURNAL

Diabetes Care is a journal for the health care practitioner that is intended to
increase knowledge, stimulate research, and promote better management of people
with diabetes. To achieve these goals, the journal publishes Original Articles on

human studies in the following categories:
1) Clinical Care/Education/Nutrition/Psychosocial Research
2) Epidemiology/Health Services Research
3) Pathophysiology/Complications

4) Cardiovascular and Metabolic Risk

The journal also publishes clinically relevant review articles, letters to the
editor, and commentaries. Topics covered are of interest to clinically oriented
physicians, researchers, epidemiologists, psychologists, diabetes educators, and
other health professionals. The journal does not publish descriptions of study designs

without data, papers on in vitro studies, or studies involving animals.

The editor-in-chief of Diabetes Care, William T. Cefalu, MD, began his term
with the January 2012 issue. Dr. Cefalu's editorial team began reviewing first

submissions on July 1, 2011.
2. POLICIES

The American Diabetes Association's Publications Policy Committee follows
the recommendations of the International Committee of Medical Journal Editors
(ICMJE), the World Association of Medical Editors (WAME), and the Committee on
Publication Ethics (COPE) for guidance on policies and procedures related to
publication ethics. The policies for Diabetes Care have been adopted from those
three advisory bodies and, where necessary, modified and tailored to meet the
specific content, audiences, and aims of Diabetes Care. Comprehensive information

related to the editorial and ethical policies of Diabetes Care can be found in
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Publication Policies and Procedures for Diabetes Care. The Association's

Publications Policy Committee or Subcommittee on Ethical Scientific Publications will
consider on a case-by-case basis policies that are not addressed in the policies

document, which contains information related to the following topics:

. Study Design

. Originality and Prior Publication

. Authorship and Contributions

. Acknowledgments

. Conflict of Interest

. Data Access and Responsibility

. Clinical Trials, Systematic Reviews, and Meta-Analyses
. Plagiarism

. Digital Image Manipulation

. Responses to Possible Scientific Misconduct
. Peer Review

. Editorial Decisions

. Prepublication of Accepted Articles

. Reuse, Post-Prints, and Public Access

. Errata

. Media Embargos

. Advertising

. Supplements

Frequently referenced segments of the document appear below.
2.1.Diabetes Care

Publishes only material that has not been published previously (either in print
or electronically) and is not under consideration for publication elsewhere, with the
exception of an abstract that is less than 400 words in length. Prior presentation of
data (e.g., at a scientific meeting or via webcast) does not preclude publication in
Diabetes Care, but should be disclosed in the Acknowledgments of the paper and in
the author's comments to the editor upon manuscript submission. All submissions to

the journal will be scanned for possible duplicate or prior publication using the


http://care.diabetesjournals.org/site/misc/PoliciesCare.pdf
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CrossCheck/iThenticate plagiarism detection system (www.ithenticate.com). Any
article that eclipses a certain similarity threshold with another article will be closely
reviewed by ADA. Authors who submit previously published work to the journal will
be banned from submitting future manuscripts to the journal, and their funding body

and/or institution will be notified.

2.2. Prepublication of Research Articles.

To make new research readily available to subscribers, Diabetes Care
publishes original research articles online ahead of print before the print/online issue

becomes available.

Online Ahead of Print articles are citable by their unique DOI (digital object
identifier). DOIs for Diabetes Care articles begin with 10.2337, followed by the article
number assigned when the manuscript was submitted online via the manuscript
submission system. (e.g., 10.2337/dc13-1234)

Example: Kohler C, Norton H, Such V, Baldino N: How to cite a prepublished
article in ADA journals. Diabetes Care 10.2337/dc13-1234. Accessed [insert date]

3.3.Embargo Policy.

If you are interested in reporting on a Diabetes Care article published online

ahead of print, please read the article embargo policy for specific instructions and

conditions. Articles that were not prepublished are embargoed until they appear in a
final issue of Diabetes Care Online.

3.4.Public Access Policy.

Since the July 2008 issue, the American Diabetes Association deposits all final
print articles accepted for publication in Diabetes Care in PubMed Central, a
repository of peer-reviewed research maintained by the National Institutes of Health
and its affiliates. ADA provides this service at no cost to authors. Articles are
accessible on PubMed Central 12 months after the date of final publication in
Diabetes Care. Authors may submit the accepted version of their manuscript to their

funding body’s repository immediately upon acceptance.


http://care.diabetesjournals.org/site/misc/www.ithenticate.com
http://care.diabetesjournals.org/misc/embargoinfo.pdf
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3.5.Clinical Trials.

The International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) defines a
clinical trial as “any research study that prospectively assigns human participants or
groups of humans to one or more health-related interventions to evaluate the effects
on health outcomes.” All clinical trials submitted to Diabetes Care must be registered

with an approved ICMJE clinical trial registry (ClinicalTrials.gov, www.ISRCTN.orq,

www.actr.org.au, www.umin.ac.jp, and www.trialregister.nl). Diabetes Care accepts

registration of clinical trials in any of the primary registries that participate in the WHO
International Clinical Trial Reqistry Platform. Posting clinical trial results exceeding

more than 500 words in a clinical trials registry is considered prior publication.
Posting results in the form of a structured abstract (less than 500 words) or table is
not considered prior publication. For definitions and further information, please see

ICMJE’s clinical trials registration policy found in the Uniform Requirements for

Manuscripts Submitted to Biomedical Journals. Please be sure to include the unique

trial number and the name of the registry (e.g., NCTXXXXXXXX, ClinicalTrials.gov; or
ISRCTNXXXXXXXX, www.ISRCTN.org) on the manuscript's title page.

3. EDITORIAL OFFICE CONTACT INFORMATION

Diabetes Care Editorial Office
5110 Commerce Square Dr., Suite G
Indianapolis, IN 46237
phone: (317) 354-1508, ext 1782 fax: (317) 859-3592

e-mail: diabetescare@diabetes.org

Lyn Reynolds, Director, Editorial Office
Shannon Potts and Jane Lucas, Peer Review Managers
Rita Summers, Editorial Assistant
Joan Garrett, Editorial Assistant

Rachel Castillo, Editorial Secretary
4. FORMS AND REQUIREMENTS

4.1. The Manuscript Submission Form addresses ADA’s policies on 1) originality

and authorship, 2) copyright assignment, and 3) potential conflict of interest and


http://www.clinicaltrials.gov/
http://www.isrctn.org/
http://www.actr.org.au/
http://www.umin.ac.jp/ctr/index/htm
http://www.trialregister.nl/trialreg/index.asp
http://www.who.int/ictrp/about/details/en/index.html
http://www.who.int/ictrp/about/details/en/index.html
http://www.icmje.org/urm_main.html
http://www.icmje.org/urm_main.html
mailto:diabetescare@diabetes.org
http://care.diabetesjournals.org/site/misc/ManuscriptSubmissionFormRevisedApril2012_enabled.pdf
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outlines the Association’s permission policies related to reuse and post prints. ADA

will also accept ICMJE's Uniform Disclosure Form for Potential Conflicts of Interest.

The corresponding author may complete the form on behalf of all authors.

Corresponding authors are encouraged to scan and upload the form to the
manuscript submission site with their article files. If this is not possible, the
corresponding author may fax (317-859-3592) or e-mail
(EditorialOffice@diabetes.org) the completed form for all authors to the Editorial
Office immediately after submission. Submissions will not be considered complete
until the form has been received.

4.2. Statement of Originality and Authorship.

Diabetes Care subscribes to the requirements stated in the_ Uniform

Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals that authorship

implies substantial contributions to conception and design or analysis and
interpretation of data and drafting of the article or critical revision for important

intellectual content. The editor reserves the right to query authorship contribution.

4.3. Author Contributions.

Authors are required to include a paragraph in the Acknowledgments section

listing each author’s contribution.
4.4. Writing Groups.

The names of members of writing groups should be listed at the end of the
paper in the Acknowledgments section (if no more than two or three short

paragraphs) or in a separate supplemental online-only file.
4.5. Affiliations.

Institutional and/or employment affiliations of all authors should be listed on
the title page of the manuscript. In addition, when citing “editorial assistance” or help
provided by a colleague, authors are required to list the employer/institution with
which that colleague is affiliated.


http://www.icmje.org/coi_disclosure.pdf
http://www.icmje.org/
http://www.icmje.org/
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Example: “The authors acknowledge the editorial assistance of Mark Smith,

Global Informatics, Inc.”; “The authors thank Mark Smith, Global Informatics, Inc,. for

help with preparing the manuscript.”
4.3. Copyright Assignment.

The American Diabetes Association holds the copyright on all material
appearing in Diabetes Care, unless the content is produced by an employee of the
U.S. government as part of the authors’ official duties. Authors must check the
appropriate boxes and sign the Manuscript Submission Form, which transfers
copyright to the ADA in accordance with the Copyright Revision Act of 1976.

4.4. Reuse.

Authors are permitted to reuse portions of their ADA-copyrighted work in their
own work, including tables and figures, and to reuse portions or all of their ADA-
copyrighted work for lecture or classroom purposes, provided that the proper citation

and copyright information is given.
4.5. Post-Prints.

Authors are permitted to submit the accepted version of their manuscript to
their funding body or institution for inclusion in that funding body or institution’s
database, archive, or repository, or to post the accepted version on their personal
Web site. These manuscripts may be made freely accessible to the public upon

acceptance, provided that the following two conditions are observed:

First, post-prints must include the following statement of provenance and,
once the final version has been published in the journal, a link to the final published

version of the paper on the journal's Web site:

This is an author-created, uncopyedited electronic version of an article
accepted for publication in Diabetes Care. The American Diabetes Association
(ADA), publisher of Diabetes Care, is not responsible for any errors or omissions in

this version of the manuscript or any version derived from it by third parties. The
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definitive publisher-authenticated version will be available in a future issue of

Diabetes Care in print and online at http://care.diabetesjournals.org.

Second, the version of the manuscript deposited or posted must be identical to
the final accepted version, with the exception of the addition of the above statement
and any changes necessary to correct errors. Authors may make changes to the
posted version to correct mistakes or may issue an erratum at any time. However,
the final published version of the manuscript may not be deposited, posted, or later

substituted for the post-print.
4.6. Conflict of Interest.

Authors must read the ADA Policy Statement on Duality of Interest and check

the appropriate box on the Manuscript Submission Form.

4.7. Color Figure Approval.

For a manuscript that contains color figures and is accepted for publication,
the corresponding author must complete a color printing approval form. Forms are
available online through the manuscript submission process. The cost of printing in
color, to be borne by the author, is $490 U.S. per color figure. Color fees are based
on individual figures as a whole, not by the part, i.e., A, B, C, etc. Authors will receive

an invoice for publication fees when page proofs become available.

5. MANUSCRIPT CATEGORIES

See Section 6, Manuscript Format and Style, for detailed instructions on

formatting documents.
5.1. Original Articles.

Original Articles should be arranged in the following order: title page,
structured abstract, introduction (no heading), “Research Design and Methods,”
“‘Results,” “Conclusions,” “Acknowledgments,” “References,” tables, and figure

legends.

A structured abstract is required for all Original Articles.


http://care.diabetesjournals.org/site/misc/DCpolicy.pdf
http://care.diabetesjournals.org/site/misc/dcformwebaug2010.pdf
http://care.diabetesjournals.org/site/misc/ifora.xhtml#Section6
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An abstract for an Original Article should not exceed 250 words. (This is not to
be confused with abstracts submitted to the Annual Scientific Meeting, for which the
word limit is higher.) The abstract must be self-contained and clear without reference
to the text and should be written for a general journal readership. The abstract format
should include four sections: “Objective” (the purpose or hypothesis of study),
“‘Research Design and Methods” (the basic design, setting, number of participants
and selection criteria, treatment or intervention, and methods of assessment),
“‘Results” (significant data found), and “Conclusions” (the validity, limitations, and

clinical applicability of the study and its results).

The word count limit for Original Articles is 4,000 words, excluding words in
tables, table legends, figure legends, title page, acknowledgments, and references.
In addition, an original article is limited to a combination of 4 tables and figures.
References are limited to 40 citations.

In the case of multicenter studies, authors should provide a list of
participating investigators in an appendix to the paper. Papers will not be reviewed if

this information is not included.

Where appropriate, clinical and epidemiological studies should be analyzed
to see if there is an effect of sex or ethnicity. If there is no effect, it should be stated

as such in the “Results” section.

Randomized Clinical Trial reporting: Authors of reports on randomized
controlled trials are required to use the instructions and checklist in the Consolidated
Standards of Reporting Trials (CONSORT) Statement. The instructions and checklist

are designed to ensure that information pertinent to the trial is included in the study
report. CONSORT information may be included in a supplemental online-only file so
that it does not affect word count limitations.

All clinical trials submitted to Diabetes Care for consideration of publication
must be registered with a clinical trial registry approved by the International
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). Please see Section 2.5 for more

information.

5.2. Brief Reports.


http://www.consort-statement.org/
http://www.consort-statement.org/
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Brief Reports will be considered in one of two specific formats, as follows:

1. Clinical research related to:
o the feasibility of a "proof of concept" principle or idea;
o a novel or innovative finding considered as a pilot study

when planning for a larger trial; or
o Results from early phase human investigation from a small

number of subjects.

This format includes a structured abstract stating the study's objectives,
followed by a short introduction (2 to 3 sentences) and four concise sections:

Research Design and Methods, Results, Conclusions, and References.

The abstract must be self-contained and concise, without reference citations,

and written for a general journal readership.

2. A case report/case study representing a unique or novel finding

on disease presentation or treatment effects.

The format of a case report/case study consists of a structured abstract,
followed by a short introduction (2 to 3 sentences) and four sections: History and
Examination, describes the patient and provides a brief history; Investigation,
discusses the treatment findings and results; Conclusions, summarizes the

importance of the findings/results in one or two paragraphs; and References.

Brief Reports are not intended to be short reports on studies that are not

powered for larger trials or to simply confirm findings from other studies.
Brief Reports may contain one table or one figure only.

The format of title page, margins, text, table, figure, and font size for Brief
Reports is the same as for Original Articles.

Manuscripts should be double spaced, written in Arial or Times New Roman
12 point font, and saved as a .doc, .txt, or .rtf file. See Sections 6.2 and 6.3 of
Manuscript Format and Style.
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Brief Reports should include no more than 15 references.

The word limit for a Brief Report is 1,150 words, including the 150 word
abstract. Not included in the work count are the tables, figures, legends, the title

page, acknowledgments, and references.

5.3. Letters to the Editor.

Letters do not have abstracts, should not exceed 500 words (excluding a
maximum of 5 references), and do not have tables or figures. As with all

submissions, letters should be double-spaced and include a title page.

A Comment Letter is a letter that comments on a recently published article
and should include the cited paper as reference 1 in the reference list. It should be

submitted within 3 months of the article’s printed publication.

A Response Letter is an invited letter from the cited author that replies to the
comment letter and should include the comment letter as reference 1 in the reference

list.

All letters require a signed Manuscript Submission Form from the author(s). A
conflict-of-interest  statement for all authors must be included in the
Acknowledgments section of the main document. If there are no relevant conflicts of
interest to disclose, authors should indicate as such in the Acknowledgments section.

5.4. Commentaries.

Diabetes Care publishes Commentaries by invitation only. Commentaries
normally accompany an original article and are invited by the editors. Instructions will
be provided at the time of solicitation. As with any submission, commentaries should
include a title page and be double-spaced. A commentary is limited to 1,200 words
and 25 references, and it should not include an abstract.
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5.5. Review Articles and Meta-analyses.

Please read the criteria and formatting quidelines for meta-analyses and

systematic review articles. While a meta-analysis may be submitted to the journal

with prior approval from the editors, review articles are only published in Diabetes
Care if they have been invited or approved by the editors prior to submission. If you
would like to submit an uninvited review article, you must first submit a proposal to

the editors.

The proposal should include: 1) a detailed outline of the content of the
proposed review; 2) a general idea of the amount of original literature to be
summarized; and 3) the background of the author(s) and a description of expertise in
the area to be discussed in the review. It is anticipated that the author(s) will have
worked and published in the area covered by the review. The author should also
state why he/she feels this particular review is suited for Diabetes Care and why the

review would appeal to the readership.

Lastly, the authors must disclose whether they propose to write the entire
article themselves, whether they received any form of sponsorship or honorarium for
the material, and whether a pharmaceutical company, or its representative, was
involved in the funding or authorship. Once approved, Review Articles are limited to
5,000 words, 60 references, and an unstructured 250-word abstract Review Articles

do not have abstracts.

5.6. Editorials.

Editorials are accepted by invitation only from the Editorial Committee. As with
all submissions, an editorial must include a title page and authors must provide a
signed Manuscript Submission Form. The word limit for an Editorial is 1,500 words,
not including references. Editorials normally do not contain figures or tables. A
conflict-of-interest statement for all authors should be included at the end of the text
or the Acknowledgments section, if one is included. Please label this section
“Disclosure.” If the authors have no relevant conflict of interest to disclose, please

indicate so in this section.

5.7. Supplements.


http://care.diabetesjournals.org/site/misc/DiabetesCareSystematicReviewsAndMetaAnalysis.pdf
http://care.diabetesjournals.org/site/misc/DiabetesCareSystematicReviewsAndMetaAnalysis.pdf
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Supplements must be approved prior to submission. A proposal for a
supplement should first be submitted to the Publications Department of the ADA

(ckohler@diabetes.org) and must specify the following:

- The name of the organization(s) sponsoring and funding the supplement (not
merely the name of the public relations agency handling its publication).

- If the supplement is based on a symposium, where and when the symposium
was held and how the speakers and papers were selected.

- Whether authors will be paid and, if so, how much.

If the proposal is approved, it will be forwarded to the Editor of Diabetes Care.
Initial approval by the ADA does not commit the Editor to accept a proposal in whole
or part. All manuscripts are subject to the same peer review as other manuscripts in

the journal.
6. MANUSCRIPT FORMAT AND STYLE

Articles must be in clear and understandable English. Non-native English
authors are encouraged to seek the assistance of an English-proficient colleague, or

a communications agency, such as American Journal Experts, to help improve the

clarity and readability of a paper before it is submitted to the journal.

6.1. Title Page.

Every manuscript, regardless of article type, must have an accompanying title
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Abstract

Obijective: The objective of this research was investigate HNF1A mutations in type 1 diabetes
outpatients and epidemiologically characterize the study population and correlate mutations
with clinical presentation. Research design and methods: We evaluated 60 patients who had
previously received a diagnosis of type 1 diabetes; 20 patients with clinical characteristics
typical of maturity-onset diabetes of the young (MODY) were included in the
HNF1Amolecular analysis by genetic sequencing. Results: The study included 11 female and
9 male patients, with an average age at diagnosis of 24.3 £ 6.9 years, a BMI of 24.76 + 4.7
kg/m? and a GHb of 6.98 + 1.45; the patients used an average total insulin dose of 0.58 +
0.31 IU/kg/day. Hypertension was observed in 25% of the patients, and dyslipidemia was
noted in 45%. We determined that 25% presented with retinopathy, 55% with nephropathy,
35% with neuropathy, and 15% with ischemic cardiopathy. We detected 53 HNF1A
mutations, includingl deletion in the promoter region. Of the 52 mutations that occurred in
exons, 15 were silent, 29 were missense, 7 were deletions, and 1was nonsense. Of the 37
mutations not silent, we identified 11 mutations in the A isoform, 2 in the AB isoform, and 24
in the ABC isoform. Regarding protein domain localization, a missense mutation was found
in a dimerization domain, 9 mutations were detected in the DNA-binding domain, and 26
mutations were identified in the trans-activation domain. Conclusion: HNF1A gene mutations
might be the cause of diabetes mellitus (DM) in patients with type 1 diabetes diagnoses and

clinical features typical of MODY .
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Diabetes mellitus (DM) is considered to be one of the great global epidemics of this
century, and it affects countries in all stages of development. The increased prevalence of DM
is due to several factors, including increased life expectancy, dietary changes, urbanization,
industrialization, sedentary lifestyle, and obesity (1).

Among the types of DM, typel diabetes stands out and is characterized by the absolute
absence of insulin secretion due to the autoimmune destruction of pancreatic tissue.Typel
diabetes is associated with specific HLA genotypes and is responsible for approximately
10%of DM cases worldwide. In addition to type 1, another DM type is maturity-onset
diabetes of the young (MODY), which is characterized by a genetic defect of pancreatic 3
cells.

MODY is the most common form of monogenic diabetes and is caused by mutations
in different genes involved in the function of pancreatic  cells. MODY is responsible for 0.3-
2.4% of diabetes cases (2); however, it is often confused with typel or type2 diabetes. Its
prevalence is estimated at approximately 5% in type2 diabetes patients(3) and at 10% among
those with typel diabetes in many European populations (4). MODY generally affects
patients at a young age, but they are not typically dependent on insulin in the early stages.
MODY is autosomal dominant with high penetrance; 95% of individuals with a mutation for
MODY will develop diabetes or some degree of hyperglycemia before the age of 55 (5).

The most common form of this type of diabetes, called MODY 3,is due to a mutation
in the HNF1A (hepatocyte nuclear factor 1A) gene and, depending on the population studied,
represents up to 65%of all MODY cases. The HNF1Aprotein is a transcription factor involved
in various steps of producing and secreting insulin through its regulation of glucose
transporter 2 (GLUT 2) expression (6).

Approximately 10% of the patients classified as typel diabetics are wrongly

diagnosed, especially those with a family history of DM in 2 or more generations who lack
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autoantibodies against pancreatic p-cell components (4) and are negative for high-risk
haplotypes associated with typel diabetes (7). It is important to correctly diagnose these
patients because it would change their treatment profile and prognosis and would improve
their quality of life.

The clinical features of some typel diabetic outpatients who were followed up
featured a positive family history for DM in 3 generations and low doses of insulin, which
suggest a pancreatic insulin reserve. Therefore, we decided to investigate possible mutations

in the HNF1A gene in these DM patients.

Research design and methods
Patients

The genetic study to investigate HNF1A mutations was performed in 20 unrelated
patients who were previously diagnosedwithtypel diabetes but who had clinical features
consistent with MODY according to the American Diabetes Association (ADA). Inclusion
criteria were:

-patients with a DM diagnosis before the age of 38;

-positive family history for DM in at least 2 generations;

-low doses of insulin throughout the first 5 years of disease or no use of insulin in that period;
-patients with less than 5 years of disease who were negative for autoantibodies (Anti-GAD);
-levels of C-peptide < 1.2 ng/ml.

Patients were selected from a group of 60 patients who were previously diagnosed
with typel diabetes who were followed as outpatients. Routine DM laboratory tests included
fasting glucose, GHb, lipid profile, and C-peptide measurements. Patients were considered
nephropathic if they presented with microalbuminuria or proteinuria, which were used to
assess diabetic nephropathy. Retina mapping was performed to detect diabetic retinopathy.

Patient histories were used to determine coronary disease risk. Previous complaints of
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paresthesia, anesthesia, or burning pain in lower limbs (LL) were considered signs of

peripheral neuropathy.

Genetic study

Genomic DNA was extracted from peripheral blood samples using an EZ-DNA
commercial kit (Biological Industries, BeitHaemek, Israel). After extraction, the DNA was
amplified by PCR to permit the identification of mutations in exons 1-10 and the promoter of
the HNF1A gene. The PCR reaction tube had a final volume of 25 ul and contained 2,5 ul
DNA, 5 U/ul 1XGoTaqgFlexi DNA Buffer (Promega, Madison, Wisconsin, United States),10
mM dNTPs, 25 mM MgCl,, 5 U/ul GoTagFlexi DNA polymerase (Promega), and 20 pmol
primer (Invitrogen, Brazil LTDA). The primers used were previously described in the
literature (Table 1)(8). Thermocycling was performed on a GenAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems, USA) and consisted of 1 cycle of 95°C for 5 min, 35 cycles of 94°C for
1 min, 60°C for 45 sec, 72°C for 1 min, and 1cycle of 72°C for 7 min. The PCR products
were purified using the AccuPrep ® Purification Kit (Bionner Corporation). The products
were then diluted from an initial concentration of 100 ng/ml to a final concentration of 50
ng/ml using the Big Dye Terminator kit v. 1.1, v. 3.1 (Applied Biosystems, Warrington,
United Kingdom, England). The DNA was precipitated with isopropanol/ethanol, and the
samples were subsequently resuspended in Hi-Di formamide. Sequencing was performed on
an ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California, United
States). Electropherogramswere analyzed usingSeqScape v.2.5 software (Applied Biosystems,
Foster City, California, United States), and the consensus sequence of the HNF1A gene (HNF
1A; OMIM: 142410) was compared to the results obtained from the sequencing analysis.
Statistical analysis

The results are expressed as means + standard deviations for quantitative variables and

as percentages for qualitative variables.
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The programs used to predict pathogenicity can be accessed through the following
links: SIFT (http://sift.jcvi.org/www/SIFT aligned_seqgs_submit.html) and Align-GVGD
(http://agvgd.iarc.fr/index.php). These programs predict whether a substitution is well
tolerated. The Polyphen program (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) predicts the
probability of a damaging effect. The Pmut program (http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/)

predicts whether the mutation is pathogenic.

Results
Clinical profile of patients with suspected MODY

Sixty patients who were previously diagnosed with typel diabetes were evaluated.
Twenty of these patients (11 female, 9 male) were investigated for suspected MODY 3
(33.3%). They had a mean age of 33.6 £ 8.1 years, a mean age at DM diagnosis of 24.3 + 6.9
years, and had diabetes for an average of 9.25 = 6.37 years. Twenty-five percent were
hypertensive, and 45% were dyslipidemic. Thirty-five percent used metformin as a coadjuvant
drug treatment (Table 2). Among the complications exhibited by patients, 25% presented with
retinopathy, 55% had nephropathy, 35% presented with symptomatic peripheral neuropathy,
and 15% had evidence of ischemic heart disease (Table 3).

Of these 60 patients previously diagnosed with type 1 diabetes, 33.3% had clinical
features of MODY. Of these 20 patients, 85% carried some mutation in the HNF1A gene.

Thus, among the 60 patients, 31.6% could be diagnosed with MODY 3.

HNF1A mutations in typel diabetes patients with suspected MODY 3

A total of 53 genetic variations were found. Of these, one was a deletion in the
promoter, and 52 were exonic mutations. Among the latter, there were 29 missense
mutations,7 deletions, 1 nonsense mutation, and 15 silent mutations. Seventeen had

previously been described in the literature as polymorphisms. All missense mutations were
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analyzed using bioinformatics tools that combine biophysical and sequence features with
protein alignments to predict whether substitutions would be harmful or neutral.

When these mutations were analyzed according to the different isoforms, 34.6% were
in isoform A, 9.61% in isoform AB, and 75% in isoform ABC. Analyzing those same
mutations according to protein domains revealed that 1 missense mutation was in the
dimerization domain, 9 mutations (2 deletions and 7 missense mutations) were in the DNA-
binding domain, and 26 mutations (3 deletions, 1 nonsense mutation, and 23 missense
mutations) were in the trans-activation domain (Figure 1). It is important to note that one
patient carried a frameshift deletion at the A39 position, which would change the entire
protein sequence. Table 4 describes the mutations that were characterized as harmful or

pathogenic by at least 2 of the 4 programs used.

Discussion

The fact that DM is clinically apparent in patients with mutations in the HNF1Agene
appears to be due to altered gene expression in pancreatic B-cells that leads to impaired
insulin synthesis and secretion, along with abnormal cellular development. These effects
occur because HNF1A activates transcription of the HNF4A gene via the P2 promoter, which
in turn activates HNF1A transcription. HeterozygousHNF1Amutations are the most common
cause of MODY worldwide (9). Most of these mutations lead to formation of non-functional
heterodimers with the product of the normal allele, thereby preventing DNA binding (10).

It is estimated that HNF1Amutations are responsible for 1% of all DM cases in the
United Kingdom, with a prevalence of 63% and penetrance of 63%eat 25 years and 93.6% at
50 years and 98.7% at 75 years of age (11). In other countries, prevalence ranges from 10 to
21% (12, 13). In Brazil, there are reports prevalence rates between 13 and 46.2%within

families of previously diagnosed patients (14-16). Regarding patients with typel diabetes,
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there are reports that 4.4 to 10% of patients actually have MODY3 (4, 7, 17). This study
investigated the frequency of HNF1A gene mutations in unrelated patients who were
previously diagnosedwithtypel diabetes but presented with clinical features of MODY.
Among 60 patients evaluated, 20 had MODY features, and only 1of these 20 patients did not
carry a HNF1A mutation. Thus, it is estimated that 33.3% of MODY patients may be
mistakenly diagnosed with type 1 diabetes based on clinical and laboratory criteria. Some of
the limitations of this study were that the mutations were not functionally analyzed, and there
was no family study, which are the only ways to determine if such mutations were the cause
of the disease. The difference between the literature and these results may be due to the
patient recruitment method and the inclusion criteria. Other studies excluded patients with risk
haplotypes for type 1 diabetes (4) and included patients without antibodies against the
pancreatic islets (typelB diabetes)(7). This study included patients with levels of C-peptide
>1.2 ng/ml, which indicate a pancreatic reserve of insulin secretion. Antibodies against the
pancreatic islets were not evaluated in all patients because the average time with DM was 9.8
years, and the vast majority of patients were already negative for these antibodies. Another
important point was that the patients included here either used low doses of insulin (<0.5
IU/kg/day) throughout the first 5 years of the disease or did not use insulin at all. Only later
was the dosage increased or combined with another drug, most often biguanide. It is
important to note that the daily average dose of insulin of the patients described here was 0.58
+0.31 1U/kg.

More than 300 mutations have been described in the HNF1A gene sequence and
promoter regions (18). The main mutations types are missense mutations, followed by
deletions, nonsense mutations, insertions, and duplications (18-20); these negatively affect
DNA binding and/or trans-activation (21). This study identified 53 HNF1A mutations

consisting of 54.71% missense mutations, 15.09% deletions, and 1.88% nonsense mutations.
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These findings agree with reports in the literature (18-20). Of the mutations not silent
identified, 1.88% were found in the dimerization domain, 16.98% in the DNA-binding
domain, and 49.05% in the trans-activation domain.

Of the 37 exon mutations not silent, 11 were located in isoform A, 2 in isoform AB
and 24 in isoform ABC. These results agree with those of Bellanné-Chantelot et al. (20), who
showed that most HNF1A mutations are located between exons 1 and 6, thus affecting all 3
isoforms (ABC), followed by isoform A and isoform AB. However, the present results differ
from other authors who showed that most mutations affected isoform AB, followed by
isoforms ABC and A (22).

The dimerization domain is essential for the binding of DNA to its coactivator,and
mutations in that region affect the capacity of HNF to form dimers and interact with the
coactivator to form the tetrameric complex (12), thereby destabilizing DNA binding and
affecting all functions of the gene and protein (23). Furthermore, a single amino acid
substitution in this sequence is not enough to cause a pathogenic mutation because its
pathogenicity will depend on the nature of the new amino acid relative to the wild type in
terms of polarity, pH, and other features. Therefore, it is necessary to functionally evaluate the
mutant protein.

This study identified only one mutation in the dimerization domain (127L). This
mutation has been described as a polymorphism in several studies. Its prevalence has been
widely studied in type 2 diabetes in different population groups (23) and ranges between
40and 50% (24). Isoleucine is an amino acid conserved across various species, indicating a
potentially important role in the protein. In vitro, this polymorphism has been associated with
decreased gene transcription and glucose transporter promoter function (6). Changes in
glucose metabolism have been indicated in vivo; they are mainly associated with insulin

resistance and are more significant in homozygotes. Thus, this polymorphism directly alters
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glucose metabolism or acts as a genetic marker for another mutated gene in this region (25).
However, in 2003, the same author suggested that this mutation would also be associated with
a decline in B cell function in homozygotes. The mutation was also reported by another author
(26), who proposed that it would have some role in the pathogenesis of type 2 diabetes in an
Asian population. However, several reports have shown that there is no evidence of an
association between this polymorphism and type 2 diabetes (27, 28).

It has been demonstrated that this polymorphism, 127L, is protective against
hypertriglyceridemia in patients with type 2 diabetes and patients with late-onset autosomal-
dominant DM (29). Moreover, there are reports that it increases levels of high-density
lipoprotein cholesterol (30).

In this study, 5 patients carried this mutation, including 2 heterozygous and 3
homozygous patients. The former have clinical features of greater insulin resistance than the
latter. These results agree with those of Urhammer et al. (23) and Chiu et al. (25).

The mutational hotspot in the complex with high promoter affinity was crystallized
and revealed that mutations in binding domain regions, especially in the POU domain, are
very important for protein/DNA interaction and recognition of its nuclear position, in addition
to stability, either through its interaction to the DNA or its three-dimensional structure in the
POUs-POUy interaction (31). Results corroborated by other authors showed that amino acids
158-171 were responsible for protein cellular localization (32). The following 9 mutations
were found in the DNA-binding domain:3 deletions not yet described in the literature
(Q157fsdelG, Q170fsdelG, and E172fsdelG);1 missense mutation that was already described
in the literature (A98V); another missense mutation also previously described with different
substitutions (M1541);and 4missense mutations not yet reported (K155R, V1671, V262A, and
S249L). Four of these mutations were located in the POU domain. The deletions were found

in 2 patients, 1 in AG 03, who had already been shown to carry another deletion at position 39
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(A39fsdelC) that was VV172fsdelG, which may generate a truncated protein that is completely
different from the wild type. The other mutations, Q157fsdelG and Q170fsdelG, were
identified in another patient (AG08) and are also suggestive of a generated173 amino acid
protein with extensive changes in the POU domain. Ryffel (19) classified some mutations as
leading to one of the following effects: 1) decrease of function; 2) loss of function; 3) and loss
and negative domain. Thus, it can be inferred that nearby mutations could have the same
effect, such as R171X (loss) and K158N (loss and negative domain), which appear in this
study as E172fsdelG and Q157fsdelG, respectively, and would result in the loss of protein
function. This phenomenon would occur as a result of the deletion itself.

In India, the A98V polymorphism was more prevalent in MODY when comparing
normal individuals and patients with type2 diabetes (33). This same polymorphism has
already been described by other authors who demonstrated its association with an
approximately 20% reduction of C-peptide levels and lower insulin secretion in the first 30
minutes after glucose overload in healthy middle-aged individuals (23). It has also been
reported that this polymorphism increases the risk of developingtype2 diabetes in its carriers
(34). Giuffrida et al. (29) demonstrated that this polymorphism was present in 22.2% of
patients with late-onset autosomal-dominant DM. Comparing these results to those of this
study showed that the patient who carried the mutation required insulin replacement within
the first 6 months of illness, although they had initially presented with features of type 2
diabetes. However, it is worth noting that, in addition to this polymorphism, the patient
carried 3 more mutations, including 2 that have not yet been reported in the literature (L408P,
P409S); the other mutation, S487N, has already been reported and is related to type 2
diabetes. These mutations were determined to be pathogenic when analyzed by PMUT
(http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/). Therefore, in addition to the disability caused by A98V,

the patient exhibited poor control due to the other 3 mutations, possibly due to a combination
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of factors (change in secretion, insulin resistance, and perhaps even changes in the incretin
system) (35).

The trans-activation domain is extremely important for DNA transcription (36).
Changes in that domain affect trans-activation activity and subsequent nuclear transport (37).
It has already been demonstrated that mutant proteins containing between 348 and 416
residues accumulate outside the nuclear membrane and are unable to activate their target
genes (38). Bjorkhaug et al. (32) showed that deletions between amino acids 398 and 470 and
between 544 and 631 result in reduced levels of transcription when compared to the wild type
protein. This study identified 26 mutations in the trans-activation domain, including 22
missense mutations (see Figure 1), the previously described Q495X nonsense mutation (39),
and 3 deletions not yet described in the literature (E390fsdelG, E390fsdelG, and Q391fsdelG).
The 2 patients with these deletions may generate proteins that are truncated at amino acids
412 and 417, respectively. Thus, one can assume that they would exhibit worse metabolic
control because of reduced levels of transcription and blocked translocation of transcripts to
the nucleus to perform their functions.

Mutations in the promoter enhance HNF1A binding to non-identified proteins, and
deletions are associated with increased HNF1A expression. In 1999, Yoshiuchi et al. (17)
demonstrated that some missense mutations in that region could lead to increased promoter
activity with consequent increased levels of HNF1A and its activity. It has already been
demonstrated that HNF1A overexpression downregulates the expression of HNF4A-
dependent genes, which, in turn, loses HNF1 binding sites in the promoter region (40). In this
study, we found 2 patients with the same deletion in the promoter, but they expressed
different phenotypes. One patient had clinical features suggesting greater insulin resistance,
such as mild obesity; however, this patient carried another mutation, S487D, which has

already been described as a polymorphism possibly associated with type 2 diabetes. The other
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patient, who was thinner, carried a stop codon at position Q495X in addition to the deletion in
the promoter. The early stop codon generates a truncated protein, thus changing protein
transcription, and may be responsible for the patient’s diabetes and complications, including
nephropathy and diabetic neuropathy.

In view of these findings, we concluded that MODY 3 may be an important cause of
monogenic diabetes among patients. Therefore, molecular analysis of this gene should be

performed in patients with a suspected diagnosis of MODY.

Study limitations
We did not perform functionality testing to confirm the effects of mutations on

pancreatic -cell insulin secretion.

Ethical aspects

The study was approved by the Maranhdo Federal University Hospital’s Research
Ethics Committee and is registered as CEP 186/09 and protocol number 004798/2009-00.
Patient interviews and material collection were performed only after the study, its goals, and
the patient’s rights (including the right to withdraw from the study at any time) had been
explained and the informed consent form had been signed by the patient or their guardian,

based on Ordinance 196/96 of the National Health Council of the Ministry of Health.

Acknowledgments

We thank to the Maranhdo Federal University Hospital (Hospital Universitario da
Universidade Federal do Maranh&o). In this research the authors’s contributions are:

AGFPA: Responsible for drafting the questionnaire, applying it to patients, collecting blood

samples, performing data analysis, and writing the manuscript.



126

BAN: Responsible for performing the molecular biology exams.

FOG: Responsible for assisting with the molecular biology exams.

MSF: Research co-supervisor responsible for reviewing the manuscript
ERRBPLM: Research supervisor and responsible for reviewing the manuscript.

Conflict of interest

None of the authors of the above manuscript has any conflict of interest to declare.



127

References
1. American Diabetes Association. Report of the expert committee on the diagnosis and

classification of diabetes mellitus. Diabetes Care 1997;20:1183-1197

2. Shields BM, McDonald TJ, Ellard S, Campbell MJ, Hyde C,Hattersley AT.The
development and validation of a clinical prediction model to determine the probability of
MODY in patients with young-onset diabetes. Diabetologia 2012;55:1265-1272

3. Lederman HM. Is maturity onset diabetes at young age (MODY) more common in
Europe than previously assumed? Lancet 1995;345:648

4. Moller AM, Dalgaard LT, Pociot F, Nerup J, Hansen T, Pedersen O. Mutation in the
hepatocyte nuclear factor-1a gene in Caucasian families originally classified as having
type | diabetes. Diabetologia 1998;41:1528-1531

5. Frayling TM, Evans JC, Bulman MP, Pearson E, Allen L, Owen K, Bingham C,
Hannemann M, Shepherd M, Ellard S, Hattersley AT. B—cell genes and diabetes:
Molecular and clinical characterization of mutations in transcription factors. Diabetes
2001;50(Suppl 1):S94-S100

6. Holmkvist J, Cervin C, Lysenko V, Winckler,W, Anevski D, Cilio C, Almgren
P, Berglund G, Nilsson P, Tuomi T, Lindgren CM, Altshuler D, Groop L. Common
variants in HNF - 1 alpha and risk of type 2 diabetes. Diabetologia 2006;49:2882-2891

7. Kawasaki E, Sera Y, Yamakawa K, Abe T, Ozaki M, Uotani S, Ohtsu N, Takino H,
Yamasaki H, Yamaguchi Y, Matsuura N, Eguchi K. Identification and functional
analysis of mutations in the hepatocyte nuclear factor - la gene in anti-islet
autoantibody-negative Japanese patients with type 1 diabetes. J ClinEndocrinolMetab
2000;85:331- 335

8. Yamagata K, Oda N, Kaisaki PJ, Menzel S, Furuta H, Vaxillaire M, Southam L, Cox
RD, Lathrop GM, Boriraj VV, Chen X, Cox NJ, Oda Y, Yano H, Le Beau MM, Yamada

S, Nishigori H, Takeda J, Fajans SS, Hattersley AT, lwasaki N, Hansen T, Pedersen


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Almgren%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17033837
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Almgren%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17033837
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berglund%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17033837
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nilsson%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17033837
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tuomi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17033837
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lindgren%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17033837
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Altshuler%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17033837
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Groop%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17033837
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Southam%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cox%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cox%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lathrop%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boriraj%20VV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cox%20NJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oda%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yano%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Le%20Beau%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yamada%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yamada%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nishigori%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takeda%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fajans%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hattersley%20AT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iwasaki%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hansen%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pedersen%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470

128

O, Polonsky KS, Bell GI. Mutations in the hepatocyte nuclear factor 1 alpha gene in
maturity-onset diabetes of the young (MODY 3). Nature 1996;384:455-458

9. Frayling TM, Bulman MP, Ellard S, Appleton M, Dronsfield MJ, Mackie AD, Baird
JD, Kaisaki PJ, Yamagata K, Bell GI, Bain SC, Hattersley AT. Mutations in the
hepatocyte nuclear factor-1a gene are a common cause of maturity-onset diabetes of the
young in the U.K. Diabetes 1997;46:720-725

10.Bonatto N. Prospeccdo de mutacGes génicas relacionadas ao diabetes mellitus tipo
MODY na regido dos Campos Gerais, Parana [Mining for gene mutations related to
diabetes mellitus type MODY in the region of Campos Gerais, Parana). Thesis, Graduate
Program in Genetics,Universidade Federal do Parand, Parand, 2011,58 p.

11.Shepherd M, Sparkes AC, HattersleyAT. Genetic testing in maturity onset diabetes of
the young (MODY): a new challenge for the diabetic clinic. Practical Diabetes
International 2001;18:16-21.

12.Radha V, Ek J, Anuradha S, Hansen T, Pedersen O, Mohan V. Identification of novel
variants in the hepatocyte nuclear factor-1o gene in south Indian patients with maturity
onset diabetes of young. J ClinEndocrinolMetab 2009;94:1959-1965

13.Lopez PA, Foscaldi AS, Perez MS, Rodrigues M, Traersa M, Puchulu FM, Bergada |,
Frechtel GD. HNF 1 alpha gene coding regions mutations screening, in a Caucasian
population clinically characterized as MODY from Argentina. Diabetes ResClinPract
2011;91:208-212

14.Furuzawa GK, Giuffrida FM, Oliveira CS, Chacra AR, Dib SA, Reis AF. Low
prevalence of MODY2 and MODY 3 mutations in Brazilian individuals with clinical
MODY phenotype. Diabetes Res ClinPract 2008;81:e12-e14

15. Maraschin JF, Kannengiesser C, Murussi N, Campagnolo N, Canani LH, Gross JL,

Velho G, Grandchamp B, Silveiro SP. HNF-1 mutations are present in half of clinically


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pedersen%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Polonsky%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bell%20GI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8945470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baird%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9075818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baird%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9075818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaisaki%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9075818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yamagata%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9075818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bell%20GI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9075818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bain%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9075818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hattersley%20AT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9075818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Furuzawa%20GK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18672310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Giuffrida%20FM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18672310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oliveira%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18672310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chacra%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18672310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dib%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18672310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reis%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18672310

129

defined MODY patients in South-Brazilian individuals. Arq Bras EndocrinolMetab
2008;52:1326-1331

16.Moises RS, Reis AF, Morel V, Chacra AR, Dib SA, Bellanne-Chantelot C, Velho G.
Prevalence of maturity-onset diabetes of the young mutations in Brazilian families with
autosomal-dominant early-onset type 2 diabetes. Diabetes Care 2001;24:786-788

17.Yoshiuchi I, Yamagata K, Yang Q, Iwahashi H, Okita K, Yamamoto K, Oue T,
Imagawa A, Hamaguchi T, Yamasaki T, Horikawa Y, Satoh T, Nakajima H, Miyazaki J,
Higashiyama S, Miyagawa J, Namba M, Hanafusa T, Matsuzawa Y. Three new
mutations in the hepatocyte nuclear factor-1a gene in Japanese subjects with diabetes
mellitus: clinical features and functional characterization. Diabetologial999;42:621-626

18.Ellard S, Colclough K. Mutations in the genes encoding the transcription factors
hepatocyte nuclear factor 1 alpha (HNF1A) and 4 alpha (HNF4A) in maturity-onset
diabetes of the young. Hum Mutat 2006;27:854-869

19.Ryffel GU. Mutations in the human genes encoding the transcription factors of the
hepatocyte nuclear factor (HNF)1 and HNF4 families: functional and pathological
consequences. J MolEndocrinol 2001;27:11-29

20.Bellanné-Chantelot C, Carette C, Riveline JP, Valéro R, Gautier JF, Larger E, Reznik
Y, Ducluzeau PH, Sola A, Hartemann-Heurtier A, Lecomte P, Chaillous L, Laloi-
Michelin M, Wilhem JM, Cuny P, Duron F, Guerci B, Jeandidier N, Mosnier-Pudar
H, Assayag M, Dubois-Laforgue D, Velho G, Timsit J. The type and the position of
NHF 1A mutation modulate age at diagnosis of diabetes in patients with maturity onset
diabetes of the young (MODY)-3. Diabetes 2008;57:503-508

21.Thomas H, Badenberg B, Bulman M, Lemm I, Lausen J, Kind L, Roosen S, Ellard

S, Hattersley AT, Ryffel GU. Evidence for haploinsufficiency of the human HNFlalpha


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moises%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11315851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reis%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11315851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Morel%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11315851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chacra%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11315851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dib%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11315851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bellanne-Chantelot%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11315851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Velho%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11315851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bellann%C3%A9-Chantelot%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carette%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Riveline%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Val%C3%A9ro%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gautier%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Larger%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reznik%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reznik%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ducluzeau%20PH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sola%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hartemann-Heurtier%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lecomte%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chaillous%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Laloi-Michelin%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Laloi-Michelin%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wilhem%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cuny%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duron%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guerci%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jeandidier%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mosnier-Pudar%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mosnier-Pudar%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Assayag%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dubois-Laforgue%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Velho%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Timsit%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18003757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thomas%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12530534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Badenberg%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12530534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bulman%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12530534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lemm%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12530534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lausen%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12530534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kind%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12530534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Roosen%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12530534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ellard%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12530534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ellard%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12530534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hattersley%20AT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12530534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ryffel%20GU%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12530534

130

gene revealed by functional characterization of MODY3-associated mutations.
BiolChem 2002;383:1691-1700

22.Harries LW, Ellard S, Stride A, Morgan NG, Hattersley AT. Isomers of the TCF-1 gene
encoding hepatocyte nuclear factor -1 show differential expression in the pancreas and
define the relationship between mutation position and clinical phenotype in monogenic
diabetes. Hum MolGenet 2006;15:2216-2224

23.Urhammer SA, Fridberg M, Hansen T, Rasmussen SK, Moller AM, Clausen JO,
PedersonO. A prevalence amino acid polymorphism at codon 98 in the hepatocyte
nuclear factor-1 o gene is associated with reduced serum C-peptide and insulin responses
to an oral glucose challenge. Diabetes 1997;46:912-916

24.Chiu KC, Chuang LM, Chu A, Yoon C, Wang M. Comparison of the impact of the 127L
L polymorphism of the hepatocyte nuclear factor-1 alpha on estimated and measured
beta cell indices. Eur J Endocrinol 2003;148:641-647

25.Chiu KC, Chuang LM, Ryu JM, Tsai GP, Saad MF. The 127L amino acid polymorphism
of hepatic nuclearfactor-la is  associated with insulin  resistance. J
ClinEndocrinolMetab2000;85:2178-2183

26.Chen T, Cao X, Long Y, Zhang X, Yu H, Xu J, Yu T, Tian H. I127L polymorphism in
hepatocyte nuclear factor-1 a gene and type 2 diabetes mellitus: a meta-analysis of
studies about orient population (Chinese and Japanese). Int J Diabetes Mellit 2010;2:28-
31

27.Yamada S, Nishigori H, Onda H, Utsugi T, Yanagawa T, Maruyama T, Onigata K,
Nagashima K, Nagai R, Morikawa A, Takeuchi T, Takeda J. Identification of mutations
in the hepatocyte nuclear factor (HNF)-1 alpha gene in Japanese subjects with IDDM.

Diabetes 1997:46: 1643-1647


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chiu%20KC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12773136
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chuang%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12773136
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chu%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12773136
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yoon%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12773136
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12773136
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chiu%20KC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10852449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chuang%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10852449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ryu%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10852449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tsai%20GP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10852449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saad%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10852449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takeuchi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9313763
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takeda%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9313763

131

28.Nishigori H, Yamada S, Kohama T, Tomura H, Sho K, Horikawa Y, Bell Gl, Takeuchi
T, Takeda J.Frameshift mutation, A263fsinsGG, in the hepatocyte nuclear factor-1p
associated with diabetes and renal dysfunction. Diabetes1998;47:1354-1355

29.Giuffrida FM, Furuzawa GK, Kasamatsu TS, Oliveira MM, Reis AF, Dib SA.HNF1A
gene polymorphisms and cardiovascular risk factors in individuals with late-onset
autosomal dominant diabetes: a cross-sectional study. CardiovascDiabetol 2009;8:28

30.Babaya N, Ikegami H, Fujisawa T, Nojima K, Itoi-Babaya M, Inoue K, Nakura J, Abe
M, Yamamoto M, Jin JJ, Wu Z, Miki T, Fukuda M, Ogihara T. Association of 127L
polymorphism of hepatocyte nuclear factor-1gene with high-density lipoprotein
cholesterol level. J ClinEndocrinolMetab2003;88:2548-2551

31.Chi YI, Frantz JD, Oh BC, Hansen L, Dhe-Paganon S, Shoelson SE. Diabetes mutations
delineate an atypical POU domain in HNF-1a. MolCell 2002;10:1129-1137

32.Bjorkhaug L, Ye H, Horikawa Y, Sovik O, Molven A, NjolstadPR. MODY associated
with two novel hepatocyte nuclear factor-1-alpha loss-of-function mutations (P112L and
Q466X). BiochemBiophys Res Commun 2000;279:792-798

33.Anuradha S, Radha V, Deepa R, Hansen T, Bendix C, Pedersen O, Mohan V. A
prevalent amino acid polymorphism at codon 98 (Ala98Val) of the hepatocyte nuclear
factor -1a is associated with maturity-onset diabetes of the young and younger age at
onset of type 2 diabetes in Asian Indians. Diabetes Care 2005;28:2430-2435

34.Winckler W, Burtt NP, Holmkvist J, Cervin C, de Bakker PI, Sun M, Almgren P, Tuomi
T, Gaudet D, Hudson TJ, Ardlie KG, Daly MJ, Hirschhorn JN, Altshuler D, Groop L.
Association of common variation in the HNFlalpha gene region with risk of type2

diabetes. Diabetes 2005;54:2336-2342


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Furuzawa%20GK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19490620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kasamatsu%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19490620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oliveira%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19490620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reis%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19490620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dib%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19490620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Babaya%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12788852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ikegami%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12788852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fujisawa%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12788852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nojima%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12788852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Itoi-Babaya%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12788852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Inoue%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12788852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nakura%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12788852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abe%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12788852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abe%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12788852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yamamoto%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12788852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jin%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12788852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wu%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12788852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miki%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12788852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fukuda%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12788852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ogihara%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12788852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chi%20YI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12453420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Frantz%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12453420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oh%20BC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12453420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hansen%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12453420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dhe-Paganon%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12453420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shoelson%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12453420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Burtt%20NP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16046299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Holmkvist%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16046299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cervin%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16046299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Bakker%20PI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16046299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sun%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16046299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Almgren%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16046299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tuomi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16046299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tuomi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16046299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gaudet%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16046299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hudson%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16046299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ardlie%20KG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16046299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Daly%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16046299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hirschhorn%20JN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16046299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Altshuler%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16046299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Groop%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16046299

132

35.Kyithar MP, Bacon S, Pannu KK, Rizvi SR, Colclough K, Ellard S, Byrne MM.
Identification of HNF1A-MODY and HNF4A-MODY in Irish families:phenotypic
characteristics and therapeutic implications. Diabetes Metab2011;37:512-519

36.Bach I, Yaniv M. More potent transcriptional activator or transdominant inhibitors of the
HNF1 homeoprotein family are generated by alternative RNA processing. EMBO J
1993;12:4229-4242

37.Yang Q, Yamagata K, Yamamoto K, Miyagawa J, Takeda J, Iwasaki N, lwahashi
H, Yoshiuchi I, Namba M, Miyazaki J, Hanafusa T, Matsuzawa Y .Structure/function
studies of hepatocyte nuclear factor-lo, a diabetes-associated transcription factor.
BiochemBiophys Res Commun 1999;266:196-202

38.Sourdive DJ, Chouard T, Yaniv M. The HNF 1 C-terminal domain contributes to
transcriptional activity and modulates nuclear localization.CR  AcadSci I
1993;316:385-394

39.Awa WL, Thon A, Raile K, Grulich-Henn J, Meissner T, Schober E, Holl RW, DPV-
WISS Study Group. Genetic and clinical characteristics of patients with HNF 1A gene
variations from the German-Austrian DPV database. Eur J Endocrinol 2011;164:513-
520

40.KtistakiE, Talianidis I.Modulation of hepatic gene expression by hepatocyte nuclear

factor 1.Science 1997:277:109-112


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yang%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10581189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yamagata%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10581189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yamamoto%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10581189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miyagawa%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10581189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takeda%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10581189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iwasaki%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10581189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iwahashi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10581189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iwahashi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10581189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yoshiuchi%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10581189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Namba%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10581189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miyazaki%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10581189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hanafusa%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10581189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matsuzawa%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10581189

133

Table 1.HNF1A primer sequences

PRIMER SEQUENCE 2P
Promotl1-F ACTGTTCTTGGCACATGGTAATC 415
Promotl-R CCCTGCAAAGTGCAGGCCTCA 415
Promot2-F TCCCATCGCAGGCCATAGCTC 388
Promot2-R GCTCCGTCTGCAGCTGGCTCA 388

EX1-F TGGCAGCCGAGCCATGGTTTC 415
EX1-R GAAGGGGGGCTCGTTAGGAGC 415
EX2-F CAGCCCTTGCTGAGCAGATCC 366
EX2-R CCACTGACTTCCTTTCCATCTACC 366
EXS-F GGGCAAGGTCAGGGGAATGGA 304
EX3-R CAGCCCAGACCAAACCAGCAC 304
EX4-F CAGAACCCTCCCCTTCATGCC 360
EX4-R CCCACCTTCCCACGTGTCCC 360
EX5-F AACCAATGGAGTTTGAAGTGCTGA 321
EX5-R GCCTCCCTAGGGACTGCTCCA 321
EX6-F TGGAGCAGTCCCTAGGGAGGC 322
EX6-R GTTGCCCCATGAGCCTCCCAC 322
EX7-F GGTCTTGGGCAGGGGTGGGAT 321
EX7-R CTGCAATGCCTGCCAGGCACC 321
EX8-F GAGGCCTGGGACTAGGGCTGC 229
EX8-R CTCTGTGACAGGCCAAGGGAG 229
EX9-F CCTGTGACAGAGCCCCTCACC 318
EX9-R TAGGCCTGCTGCATGCACAGC 318
EX10-F GTACCCCTAGGGACAGGCAGG 248
EX10-R ACCCCCCAAGCAGGCAGTACA 248
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Table 2.Characteristics of patients with clinical suspicion of MODY. S&o Luis, Maranhdo,

2011.
Sex (FIM) 11/9
Current age (years) 33.6 £8.1
Age at diagnosis (years) 243+6.9
Time with illness (years) 9.2+6.3
BMI (kg/m?) 24.7+4.7
AC(F/M) (cm) 87.4+11.9/88.1+9.3
Fasting glucose (mg/dl) 116.9 £ 38.47
Glycatedhemoglobin (%) 6.9+14
Total insulin dose (IU/kg of 0.58+0.3
weight)
Metformin 7/20 (35%)
SBP (mmHg) 117 +15
DBP (mmHg) 784+11.4
SAH 25%
Dyslipidemia 45%

AC=Abdominal circumference; SAH=systemic arterial hypertension.



Table 3.Complications in patients with suspected MODY'. S&o Luis, Maranhdo, 2011.

Complications Frequency

Retinopathy
Nephropathy
Neuropathy

Ischemic heart disease

5/20 (25%)
11/20 (55%)
7120 (35%)
3/20 (15%)
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Table 4. Missense mutations identified and characterized as harmful or pathogenic.

Mutation

A8V €.293C>T
S249L C.747>T
V262A c.786T>C
L383V €.1147C>G
S393F €.1178C>T
L408P €.1223T>C
E418G €.1253A>G
T425A C.1273A>G
S487N c.1406G>A
Q541H €.1625G>T
L555H c.1665T>A
A573T c.1719G>A
H577Y c.1731C>T
L578Q c.1735T>A
Q579K c.1735C>A
P588S c.1764C>T
S600R c.1801C>A
AB27V c.1880C>T
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Figure legend
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Figure 1.Schematic of HNF1A protein structure by functional domain, with known mutations

shown.

DNA-binding domain.
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Abstract

Diabetes da maturidade com inicio na idade jovem (MODY) é caracterizado
por um defeito na secrecdo de insulina causado por mutacbes no gene
HNF1A.Clinicamente costuma ser confundido com Diabetes Mellitus tipo 1 (DM 1)
devido a idade de inicio de doenca que geralmente antes dos 25 anos. Como estes
dois tipos de diabetes ocorrem em pacientes de mesma idade, este estudo se
propbe a investigar o surgimento das complicagdes cronicas préprias do DM em
pacientes com MODY, comparando-as aos pacientes com DM 1.Foram avaliados
um total de 58 pacientes, 38 com diagndstico de DM 1 e 20 com diagndstico clinico
de MODY. Entre os pacientes com DM1 65,79% eram do sexo feminino. Tinham a
idade de inicio do DM de 17,21+9,38 anos com tempo de doenca de 8,74+6,23. Ja
os pacientes com MODY, 55% eram do sexo feminino, a idade de inicio de doenca
foi de 24,35+6,91 anos com tempo de doenca de 9,2+6,3 anos. Ja em relacédo as
caracteristicas clinicas o IMC dos pacientes com DM 1 e MODY forma,
respectivamente, 22,52+3,70 e 24,76x4,77. Em relacdo ao controle metabdlico,
observou-se que pacientes com MODY apresentaram uma Hb glicada de 6,9+1,4%
usando uma dose total de insulina de 0,58+0,31 Ul/kg/dia. J& os pacientes com DM
1 apresentaram a média de hemoglobina glica de 8,34+3,6% com uma dose total de
insulina de 0,99+0,52 Ul/kg/dia. Dentre outras patologias investigadas que podem
contribuir para surgimento de complicacdes crbnicas observou-se a HAS, que se
revelou com 21,05% entre os pacientes com DM 1 e 25% entre aqueles com MODY.
Ja a dislipidemia estava presente em 36,84% dos pacientes com DM 1 e 45% dos
pacientes com MODY. Quantos as complicagbes cronicas, observou-se que a
retinopatia esteva presente em 34,21% dos pacientes com DM 1 e 25% daqueles
com MODY, a nefropatia em 34,21% e 55% dos pacientes com DM 1 e MODY
respectivamente. Ja quanto a neuropatia, observou-se 26,32% em DM 1 e 35% em
MODY e a coronariopatia foi observada em 5,26% DM e 15% nos pacientes com
MODY. Diante destes resultados conclui-se ndo haver diferenca entre o surgimento
de complica¢Bes crbnicas entre os pcaientes com MODY e DM1.
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1. Introducéo

O Diabetes mellitus (DM) é uma patologia que vem apresentando caracteristicas
de epidemia e junto dela vém as complicacdes crénicas micro e macrovasculares
decorrentes de um mau controle metabdlico. Dentro de sua classificacdo tem-se de
forma geral o Diabetes tipo 1 (DM 1), Diabetes tipo 2 (DM 2) e outros tipos'. Destes
outros tipos, nota-se MODY (Maturity Onset Diabetes of Young), que € o DM
monogénico autossdmico dominante com caracteristicas de DM 2 que acomete

pessoas geralmente antes dos 25 anos de idade?.

Dentro deste tipo, o mais prevalente em todo o mundo é o MODY3*
caracterizado por um defeito na secrecéo de insulina causado por mutacdes no gene
HNF1A>. Apresenta-se clinicamente, na fase inicial, como uma hiperglicemia leve
responsiva a sulfoniureia e que posteriormente pode evoluir para necessidades de

insulina®.

Neste tipo de DM, trabalhos tém demonstrado que dependendo da mutacéo,
estes pacientes podem apresentar mais ou menos complicagdes cronicas quando
comparados ao DM 1 e DM 2’, mas outros tém revelado que estas complicacdes
podem surgir independente dos tipos de mutacdo presentes nos pacientes e sim
tendo relacdo com o tempo de exposicéo a hiperglicemia, que seria o principal fator

para o surgimento das complicacdes, assim como o descontrole metabélico®®.

Como estes pacientes tém um tempo de surgimento de DM comparado ao DM 1
poder-se-ia inferir que eles apresentariam uma mesma taxa de complicacdesque 0s
pacientes com DML1. Frente a esta afirmativa, este trabalho se propde investigar as
complicacBes crbnicas tipicas do DM em pacientes com caracteristicas clinicas de
MODY comparando-as aso pacientes com DM 1.

METODOLOGIA

Foi avaliado um total de 58 pacientes acompanhados em ambulatério de DM,
todos em uso de insulina e preenchendo critérios clinicos e laboratoriais para
diagnéstico de DM conforme OMS e ADA. Destes 20 tinham caracteristicas clinicas
de MODY, sendo que 19 apresentaram mutacdes no gene HNF 1A e 38 com

diagnéstico clinico de DM 1. Para sua avaliacao foi realizado um interrogatorio de
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histéria e exame clinico proprio com caracteristicas epidemioldgicas e de avaliacéo
laboratorial.

Para a determinacao das complicacdes foram empregados os seguintes critérios:

7. Nefropatia diabética: foram considerados nefropatas aqueles pacientes que
apresentavam valores de microalbuminuria de 24h > 30 mg/24h ou proteinuria > 140
mg/24h.

8. Retinopatia diabética: avaliado pelo mapeamento da retina e classificado
como possiundo ou nao a retinopatia.

9. Neuropatia diabética: avaliado pela investigacao clinica de sintomas tipicos
como parestesia, anestesia, dor em queimacdo de membros inferiores, hipoglicemia
sem sinais e sintomas tipicos, episodios de diarreia alternados com
constipacdo.sendo descartado qualquer outra patologia. Caso apresentasse algum
sintoma era caracterizado como portador da neuropatia.

10.Vasculopatia diabética:

a. Coronariopatia: sinais ou sintomas tipicos ou avaliagdo cardiolégica
mostrando tais alteracdes ou historia prévia de coronariopatia.

b. Periférica: sinais e sintomas tipicos de insuficiéncia vascular periférica.

Os resultados foram analisados em programa de estatistica proprio, sendo
descritos as varidveis numéricas como média e desvio padrdo, as quantitativas em
percentagem e correlacdo das complicacdes cronicas entre DM 1 e MODY utilizou-
se Qui-quadrado com correcdo de Yates considerada significante quando p <0,05.

Resultados

Foram avaliados um total de 58 pacientes, 38 com diagnéstico de DM 1 e 20
com diagnostico clinico de MODY. Entre os pacientes com DM1 65,79% eram do
sexo feminino. Tinham a idade de inicio do DM em torno de 17,21+9,38 anos com
tempo de doenca de 8,74+6,23. Ja os pacientes com MODY, 55% eram do sexo
feminino, a idade de inicio de doenca foi significativamente maior que em pacientes
com DM1, em torno de 24,35+6,91 anos com tempo de doenca de 9,2+6,3 anos. Ja
em relacdo as caracteristicas clinicas o IMC dos pacientes com DM 1 e MODY
forma, respectivamente, 22,52+3,70 e 24,76x4,77. Em relacdo ao controle
metabdlico, observou-se que pacientes com MODY apresentaram uma Hb glicada
de 6,9+1,4% usando uma dose total de insulina de 0,58+0,31 Ul/kg/dia. Ja& os
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pacientes com DM 1 apresentaram a média de hemoglobina glica de 8,34+3,6% com
uma dose total de insulina de 0,99+0,52 Ul/kg/dia, sendo singnificantemente maior
que a dose dos pacientes com MODY. Dentre outras patologias investigadas que
podem contribuir para surgimento de complicacdes cronicas observou-se a HAS,
gue se revelou com 21,05% entre os pacientes com DM 1 e 25% entre aqueles com
MODY. J& a dislipidemia estava presente em 36,84% dos pacientes com DM 1 e
45% dos pacientes com MODY. Quantos as complicacBes crbnicas, observou-se
que a retinopatia esteva presente em 34,21% dos pacientes com DM 1 e 25%
daqueles com MODY, a nefropatia em 34,21% e 55% dos pacientes com DM 1 e
MODY respectivamente. Ja quanto a neuropatia, observou-se 26,32% em DM 1 e
35% em MODY e a coronariopatia foi observada em 5,26% DM e 15% nos pacientes
com MODY (Tabela 1). Importante ressaltar que entre estes pacientes nenhum tinha

histéria de tabagismo.

Discussao

Pesquisas revelam que complicacbes cronicas proprias do DM
apresentam a mesma prevaléncia tanto em DM 1 quanto em MODY(10,11). No
presente estudo observou-se que a prevaléncia destas complicagdes foi: 25% para
retinopatia, 55% para nefropatia, 35% para neuropatia periférica sintomética e 15%
para miocardiopatia isquémica. Nao havendo diferenca entre os pacientes com DML1.
Estes resultados concordam com os resultados encontrados por Barrio e col. (2002)
que mostraram uma prevaléncia de complicacdes cronicas em familias com MODY
de 41% para nefropatia e retinopatia. No entanto, outros pesquisadores observaram
uma taxa de complicacbes de 25% para retinopatia, 3,2% para nefropatia
(microalbumindria), 3,2% para polineuropatia e 10% com doenca vascular
periférica'®. Esta Ultima complicacéo nao foi encontrada nos pacientes da presente

pesquisa.

Ao se analisar as causas para o surgimento das complicacdes, pesquisadores
relatam que estas sdo intimamente relacionadas ao tempo de doenca e controle
glicémico'®**. Em relacéo ao tempo de doenca, este estudo foi concordante com a
literatura, pois ndo houve diferenca entre esta variavel entre os grupos. No entanto,
ao se correlacionar as complicacdes crbnicas ao controle metabdlico, ndo se

observou essa relacdo causa e efeito. J& que os pacientes com MODY
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apresentaram uma Hb glicada menor que aqueles com DM 1, isso sendo

conseguido com uma dose menor de insulina.

Isto sugere que outros fatores teriam importancia no surgimento das
complicacBes crénicas em pacientes com MODY. Estudos relatam que o surgimento
e evolucdo dessas complicacdes estariam relacionadas aos tipos e localizacdo das
mutaces dentro do gene e sua influéncia nas proteinas'®'®, assim como a
existéncia de uma histéria familiar de DM 2 em progenitor ndo portador de mutagéo

no gene HNF 1A, no caso para MODY 3%°.

Para as complicagdes macrovasculares, em especial, a coronariopatia, nosso
trabalho mostrou uma prevaléncia de 15%, a mesma relatada em outros trabalhos™®.
Contudo, estes evidenciaram que esta complicacao foi mais freqiiente em pacientes
com MODY que aqueles com DM 1, independente da hipertensdo, mas nao
chegando aos niveis dos pacientes com DM2.

Estudo realizado por Richter e col.*

, em 2003 mostraram que humanos com
mutacdes heterozigéticas no gene HNF 1A tém diminuida expressao de ApoM,
maior compenente da lipoproteina de densidade muito alta (HDL), sugerindo que isto
possa causar aumento da aterogénese e em consequéncia aumento do risco
cardiovascular. Outros pesquisadores evidenciaram que pacientes com mutacdes no
HNF 1A apresentaram uma taxa de mortalidade por doenca cardiovascular de 66%
guando comparado ao controle (43%) (pessoas sem DM), com esta sendo também
precoce’. Estes autores chegaram a recomendar o uso de estatina em todo

paciente com DM por mutacdo no HNF 1A acima de 40 anos.

Frente a estes resultados, conclui-se que pacientes com MODY apresentam a
mesma prevaléncia de complicagdes cronicas que os pacientes com DM 1, e estas
sdo indepententes de seu controle glicémico, sugerindo que outros fatores estejam

associados ao seu surgimento.
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Tabela 1: Caracteristicas e comparacdo epidemiologica, clinica e laboratorial dos
pacientes com DM 1 e MODY, S&o Luis, Maranhao, 2011.

Variaveis DM 1 MODY p
n=38 n=20

Sexo Masculino 34,21% (n=13) | 45,00% (n =9) 0,4209
Feminino 65,79% (n =25) | 55,00% (n=11)

Idade de inicio de doenca 17,21 £ 9,38 24,35+ 6,91 *0,0436

Tempo de doenca 8,74 £ 6,23 9,25 + 6,37 0,2099

IMC 22,52 + 3,70 24,76 £ 4,77 0,5209

CA Masculino 76,85 * 8,69 88,11 £ 9,39 0,7145
Feminino 75,24 £+11 .41 87,50 £ 11,91
Geral 75,79 £10,47 87,78 £ 10,58 *0,0003

Hemoglobina glicada 8,34 + 3,62 6,98 £ 1,45 0,1058

Glicemia em jejum 158,05 = 96,07 116,90 + 38,48 0,0721

Dose total de insulina 0,998 £+ 0,52 0,583 £ 0,31 *0,0090

HAS Positivo 21,05% (n = 8) 25,00% (n =5) 0,9909
Negativo 78,95% (n=30) | 75,00% (n =15)

Dislipidemia Positivo 36,84% (n=14) | 45,00% (n=9) 0,5461
Negativo 63,16% (n =24) | 55,00% (n=11)

Retinopatia Positivo 34,21% (n=13) | 25,00% (n =5) 0,6729
Negativo 65,79% (n=25) | 75,00% (n = 15)

Neuropatia Positivo 26,32% (n =10) | 35,00% (n =7) 0,4898
Negativo 73,68% (n=28) | 65,00% (n=13)

Coronariopatia | Positivo 5,26% (n = 2) 15,00% (n = 3) 0,4451
Negativo 94,74% (n=36) | 85,00% (n=17)

Nefropatia Positivo 34,21% (n=13) | 55,00% (n=11) 0,1265
Negativo 65,79% (n=25) | 45,00% (n=9)




