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1 Genética do diabetes melito tipo 2  
A natureza hereditária do diabetes melito tipo 2 (DM2) já é conhecida 
há muito tempo. A maior concordância em gêmeos monozigóticos em relação aos 
dizigóticos, bem como a grande variabilidade em diferentes grupos étnicos, 
apontam para este fato. Por isso, postulou-se que sua patogênese envolva fatores 
genéticos muito antes destes serem efetivamente descritos. O padrão de 
transmissão é complexo na grande maioria dos casos, o que indica herança 
poligênica 
(1,2)
. 
Um dos primeiros passos na tentativa de esclarecer a genética do DM2 
foi a descoberta de genes envolvidos em formas monogênicas de diabetes. Na 
década de 90, foram descritos os três primeiros genes envolvidos no diabetes do 
tipo MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young), sendo estes o fator 
hepatocítico nuclear homeobox 1A (HNF1A; hepatocyte nuclear factor homeobox 
1A) 
(3)
, o fator hepatocítico nuclear homeobox  4A (HNF4A) 
(4)
 e a enzima 
glicoquinase (GCK) 
(5,6)
. A princípio, a descoberta destas formas monogênicas foi 
vista como um passo importante na elucidação das bases genéticas de formas 
mais comuns de diabetes tais como o DM2 
(7)
. Entretanto, esta abordagem não 
rendeu os frutos esperados 
(8)
. 
Diante da tecnologia disponível na época e do custo que esta 
representava, o número de indivíduos, bem como o número de regiões do 
genoma que poderiam ser analisados era limitado. Além disso, não havia o 
conhecimento completo do genoma humano. Portanto, a abordagem mais 
adequada e factível era a de se testar alguns genes candidatos com evidente 
envolvimento em mecanismos da homeostase glicêmica. Dentre estes, os genes 
responsáveis pelas formas monogênicas e aqueles envolvidos em vias 
metabólicas bem conhecidas (por exemplo, insulina e seu receptor) constituíam 
as melhores escolhas. 
Pouco progresso ocorreu até o ano de 2000, quando se comprovou 
que um polimorfismo comum do gene do receptor nuclear Peroxissome 
Proliferation Activator Receptor-gamma (PPARG), a substituição de Prolina por 
Alanina no códon 12 (Pro12Ala), conferia efeito de proteção para DM2 
(9)
. Se por 
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um lado este foi o prenúncio de uma era de sucessos na investigação genética do 
DM2, por outro lado a pequena magnitude desta associação demonstrava que 
ainda havia muitos outros genes a serem descobertos. 
Em 2003, outro polimorfismo comum, desta vez a substituição de 
Glutamato por Lisina no códon 23 (E23K) do gene KCNJ11, foi associado ao 
DM2 
(10,11)
. Este achado foi importante em dois aspectos. Primeiro, associava ao 
DM2 uma variante comum de um gene causador de diabetes monogênico 
(diabetes neonatal). Segundo, associava ao DM2 um gene que afetaria a 
secreção de insulina, sem relação com a RI característica deste tipo de diabetes. 
Por fim, com o advento dos genome scans e com a conclusão do 
seqüenciamento do genoma humano, pôde-se testar a associação de milhares de 
variantes genéticas comuns com diversas doenças, em amostras de milhares de 
indivíduos 
(12)
. Com isso, genes com associação mais discreta com DM2 foram 
descobertos. Inclusive, genes candidatos cuja associação com DM2 não havia 
sido demonstrada anteriormente (como era o caso de alguns genes do MODY), 
mas que com a análise de amostras maiores mostraram associação nominal 
(13)
. 
Entretanto, os genes candidatos não constituem a parcela mais importante dos 
genes descobertos. Muitos dos genes descobertos através de genome scans não 
tinham associação bem estabelecida com o metabolismo glicêmico, inclusive o 
mais importante deles, o fator de transcrição TCF7L2 (transcription factor 7-like 2). 
Algumas variantes deste gene (rs12255372, rs7903146 e rs10885406), conferem 
um aumento de até 50% no risco de DM2 
(14)
. O TCF7L2 regula a expressão do 
gene do proglucagon, agindo através da via de sinalização Wnt 
(15)
. Apesar de 
estas variantes serem localizadas em regiões intrônicas, elas aumentam a 
expressão do próprio gene TCF7L2. A relação entre estas alterações e o 
comprometimento da secreção de insulina não está bem esclarecida até o 
momento. Uma das hipóteses é que haja comprometimento do efeito incretina 
sobre a secreção de insulina 
(16)
. Além do TCF7L2, mais onze novos genes foram 
associados ao DM2 na ultima década (L Groop, comunicação pessoal, 2008). 
Atualmente, estas associações estão sendo individualmente investigadas 
(17-23)
. 
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2 Heterogeneidade do DM2 
O DM2 é uma doença clínica e geneticamente heterogênea, 
caracterizada por uma combinação de defeitos tanto na secreção de insulina 
como na sensibilidade dos tecidos à sua ação 
(24)
. A resistência à insulina (RI) 
geralmente é condição necessária para o aparecimento do DM2 clássico e está 
associada a outras anormalidades metabólicas como obesidade, dislipidemia, 
hipertensão arterial sistêmica (HAS), dentre outras. Todas estas alterações fazem 
parte do conjunto de fatores de risco cardiovascular (CV) denominado Síndrome 
Metabólica (SM). Apesar de RI ser característica do DM2, não constitui um fator 
causal suficiente para seu surgimento. A deficiência na secreção de insulina é 
obrigatória para que se estabeleça a hiperglicemia 
(25)
. 
A distribuição dos diferentes graus de RI e de deficiência de insulina 
nos indivíduos com DM2 é um dos principais fatores que contribuem para sua 
heterogeneidade. Esta é uma doença multifatorial e corresponde ao produto de 
diversos fatores genéticos e ambientais 
(2)
. Como resultado, o termo DM2 abrange 
uma gama contínua de situações clínicas que vão desde a maioria obesa com 
predomínio da resistência á insulina, passando por indivíduos que apesar de 
magros são também resistentes á ação da insulina, até aqueles magros cuja 
deficiência de insulina é mais evidente 
(24)
. Obviamente, estas características são 
importantes na escolha das abordagens terapêuticas e no prognóstico desses 
indivíduos. 
 
3 Síndrome metabólica 
A Síndrome Metabólica (SM) é definida como um conjunto de 
anormalidades metabólicas interligadas pela RI. Cada uma destas alterações 
influencia o risco de ocorrência das outras, resultando desta forma no freqüente 
agrupamento clínico das mesmas. A ocorrência simultânea de doenças como 
diabetes e hipertensão arterial têm sido descrita desde os anos 20, porém este 
conceito tomou a forma atual com a descrição da SM por Reaven em 1988, como 
um conjunto de distúrbios relacionados à resistência á insulina, sendo esta 
condição obrigatória para a definição da síndrome 
(26)
. Um dos critérios 
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diagnósticos mais utilizados para SM é aquele proposto pelo National Cholesterol 
Education Program (NCEP), descrito no Adult Treatment Panel III (ATPIII). De 
acordo com este critério, é necessária a presença de três ou mais dos seguintes 
critérios: DM ou glicemia de jejum alterada (glicemia de jejum ≥ 100 mg/dL ou 5,6 
mmol/l); HAS (definida como pressão arterial sistólica ≥ 130 mmHg ou pressão 
diastólica > 85 mmHg); obesidade central (circunferência abdominal > 88 cm em 
mulheres e 102 cm em homens); hipertrigliceridemia (triglicérides acima de 
150 mg/dL ou 1,7 mmol/l) e HDL baixo (< 40 mg/dL ou 1,03 mmol/l em homens e 
50 mg/dL ou 1,29 mmol/l em mulheres) 
(27,28)
. 
Com a evolução do conceito de SM e o melhor entendimento de que as 
anormalidades relacionadas a RI poderiam preceder o DM por um longo período, 
surgiram outras definições que tinham como ponto de partida não a tolerância à 
glicose, mas a obesidade central 
(29)
. Mesmo utilizando-se o critério do NCEP, 
alguns estudos mostraram que a obesidade central determina o diagnóstico de 
SM de forma preponderante sobre os outros componentes 
(30)
. 
Obesidade central é o nome dado ao acúmulo intra-abdominal de 
gordura. A gordura abdominal ou visceral tem efeito metabólico distinto da 
gordura subcutânea. Através da produção de diversos hormônios e da interação 
direta com o metabolismo hepático de lipídios, a obesidade central interliga-se 
com a dislipidemia, o DM e a HAS 
(31)
. O critério da International Diabetes 
Federation  (IDF) considera a obesidade central condição necessária para o 
diagnóstico de SM 
(32)
. Além disso, define valores de circunferência abdominais 
específicos por etnia. No caso da população brasileira, têm-se utilizado os valores 
de 80 cm para mulheres e 90 cm para homens. Obesidade central mais dois dos 
seguintes critérios definem a SM: intolerância à glicose (definida como glicemia de 
jejum ≥ 100 mg/dL ou 5,6 mmol/l), HDL baixo, hipertrigliceridemia e HAS, sendo 
os três últimos definidos pelos mesmos pontos de corte do NCEP-ATPIII. 
Independentemente do critério, o risco do aparecimento de cada uma 
destas alterações é influenciado pela presença de todas as outras. Do ponto de 
vista fisiopatológico, há mais sentido em tomar a obesidade central como ponto 
de partida para o diagnóstico do que o DM, dadas as já comprovadas funções 
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endócrinas do tecido adiposo visceral. Entretanto, ainda não é possível 
estabelecer entre estas variáveis uma seqüência precisa de causalidade. 
Atualmente a definição da SM tem sido questionada 
(33,34)
, com base no 
argumento de que o risco CV conferido pelo diagnóstico de SM não agrega risco 
adicional àquele conferido por cada um de seus componentes individualmente. 
Além disso, as intervenções terapêuticas farmacológicas são direcionadas às 
doenças específicas (DM, dislipidemia, HAS), não à SM como um todo. Apesar de 
diversas evidências ligando fisiopatologicamente seus componentes através da 
obesidade visceral, glicolipotoxicidade  e disfunção de células beta 
(35)
, os 
detratores da SM advogam que o agrupamento dos fatores pode gerar confusão 
do ponto de vista conceitual e mesmo terapêutico, pois apesar de um nome em 
comum doenças distintas, com abordagens clínicas distintas, continuam existindo. 
 
4 MODY  
MODY é um grupo de seis tipos de diabetes monogênicos, 
caracterizados por início precoce (comumente antes dos 25 anos), herança 
familial autossômica dominante e predominância de defeitos na secreção de 
insulina. Os seis subtipos são causados por mutações nos genes da GCK 
(MODY2) 
(5,6)
 e dos cinco fatores de transcrição: HNF4A (MODY1) 
(3)
,  HNF1A 
(MODY3) 
(4)
, PDX1 (pancreatic and duodenal homeobox 1, causador do MODY4, 
anteriormente chamado insulin promoter factor 1) 
(36)
, fator hepatocítco nuclear 
homeobox 1B (HNF1B, MODY5) 
(37)
 e NEUROD1 (neurogenic differentiation 1, 
MODY6) 
(38)
. Fatores de transcrição são proteínas reguladoras compostas 
tipicamente de um domínio ligador de DNA e de um domínio ativador ou repressor 
que influencia a transcrição gênica. Apesar de seu nome, que reflete sua 
purificação inicial a partir de fígado de camundongo, os HNFs são expressos 
predominantemente em fígado e células beta. Algumas destas proteínas ocupam 
passos fundamentais desde a embriogênese do pâncreas até os mecanismos de 
produção e secreção de insulina, sendo altamente conservados entre diferentes 
espécies. Deste modo, as alterações nestes fatores de transcrição resultam em 
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uma grande diversidade de fenótipos, que variam desde agenesia pancreática até 
discretas alterações da glicemia 
(39)
. 
É importante notar que alguns indivíduos, mesmo com características 
clínicas de MODY, não apresentam mutações em nenhum dos genes até agora 
descritos. A estes se aplica o termo MODYX. Mesmo dentro do contexto de início 
precoce do MODY, os pacientes com MODYX têm início mais tardio, o que leva a 
certo grau de sobreposição com o DM2. Estes indivíduos apresentam 
freqüentemente características de RI como obesidade e dislipidemia 
(40)
. É 
improvável que uma única forma monogênica comum seja responsável por estes 
casos, pois já foi demonstrado através de genome scans que este grupo é 
geneticamente heterogêneo. O agrupamento familial provavelmente ocorre devido 
a várias formas monogênicas raras, podendo ainda haver efeito modulador de 
outros genes ou efeitos epigenéticos 
(41)
. 
A prevalência de MODYX parece ser maior no Brasil do que em 
populações européias, como sugerido por uma publicação de 2001 de nosso 
grupo 
(42)
. Com o objetivo de termos uma visão geral da freqüência de MODYX 
em nossa experiência, agrupamos os dados desta publicação com resultados 
atuais 
(43)
, resumidos na tabela 1. 
 
Tabela 1: Prevalência de MODY2, MODY3 e MODYX em amostra de 35 famílias 
brasileiras (96 indivíduos). 
Diagnóstico Freqüência (%) 
MODY2 8,6 
MODY3 20 
MODYX* 71,4 
*Ausência de MODY2 e 3 
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5 Participação dos genes causadores de MODY no DM2 e na SM 
Como citado anteriormente, a maioria dos genes associados ao DM2 
cuja função já é conhecida são relacionados à deficiência de insulina, o que está 
de acordo com a noção atual sobre sua fisiopatologia 
(25)
. Muitas variantes de 
genes MODY têm sido associadas ao DM2 desde sua descoberta. Ainda no final 
da década de 90, a variante D76N (substituição de Aspartato por Asparagina no 
códon 76) do gene PDX1  foi associada ao DM2 
(44-46)
. A associação da 
substituição de Alanina por Valina no códon 98 (A98V) do HNF1A  também foi 
estudada no DM2. Está presente em 3 a 7% das populações estudadas 
(47-51)
. Em 
algumas populações, esta variante foi associada à função de células beta em 
indivíduos normais 
(52,53)
. Já associação com diabetes ocorreu apenas em 
populações indianas 
(54)
. Uma publicação inglesa que estudou esta variante não 
mostrou associação com DM2, mas incluiu uma meta-análise que agrupou seus 
próprios dados a outros disponíveis na literatura (inclusive um dos estudos com 
população indiana) e mostrou associação significante do A98V com DM2 nos 
dados agrupados, com OR de 1,31 
(55)
. Tomando uma perspectiva diferente, um 
outro estudo indiano mostrou alta prevalência desta variante (10 a 17%) em 
famílias com padrão clínico de MODY e em indivíduos com DM de início precoce 
(antes dos 40 anos), apesar de uma prevalência próxima de outras populações  
(4 a 6%) em indivíduos normais, com DM tipo 1 e com DM2 clássico 
(56)
. Estes 
dados mostram que o A98V pode ter, nesta população específica, um papel bem 
diferente daquele visto nas populações européias. 
Mais modernamente, genome scans com amostras maiores revelaram 
dezenas de variantes que, assim como as citadas anteriormente, têm associação 
modesta com o DM2. Apenas algumas variantes anteriormente suspeitas de 
associação foram confirmadas. Paralelamente, muitas variantes intrônicas não 
descritas no seqüenciamento inicial dos genes foram associadas ao DM2. 
Algumas variantes atualmente associadas estão ilustradas na Tabela 2 
(57,58)
. Se 
cada uma destas variantes apresenta papel causal direto na predisposição ao 
DM2 ou se faz parte de um bloco de desequilíbrio de ligação ainda é objeto de 
estudos confirmatórios 
(59)
. 
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Os genes causadores do MODY, principalmente os fatores de 
transcrição, participam tanto da formação embrionária do pâncreas como de sua 
função endócrina no indivíduo adulto. Por isso, no MODY, a deficiência de 
insulina aparece nitidamente como defeito principal 
(60)
. Curiosamente, porém, a 
conexão entre os genes do MODY e o DM2 se dá também através da RI. Várias 
evidências apontam nesta direção. 
Tabela 2: Variantes dos genes HNF1A, HNF1B E NEUROD1 associadas ao DM2. 
gene  variante  alelo de risco p  OR (IC 95%) 
HNF1A 
rs2701175  C  0,015  1,33 (1,06–1,68) 
  GE117881_360  G  0,4  1,25 (1,01–1,55) 
  rs2701175  A  0,006  0,87 (0,78–0,96) 
  rs1920792  T  0,002  1,17 (1,06–1,30) 
  GE117884_349  G  0,03  1,12 (1,01–1,25) 
  GE117881_360  A  0,009  0,87 (0,79–0,97) 
  rs1169289  G  0,04  0,90 (0,81–1,00) 
  rs1169288 (Ile27Leu)  Leu  0,03  1,13 (1,01–1,25) 
  rs735396  A  0,03  0,89 (0,80–0,99) 
 GE117884_349,rs3999413 A,C 0,05 0,90 (0,81–1,00) 
 rs1920792,GE117881_360 C,A 0,007 0,87 (0,78–0,96) 
 rs2701175,GE117881_360 C,G 0,05 1,11 (1,00–1,23) 
  rs2701175,rs1920792  C,T  0,02  1,13 (1,01–1,26) 
HNF1B rs11263755   A  0,003 1,13 (1,04–1,23) 
  rs2285741  A  0,05  0,94 (0,88–1,00) 
  rs2689  A  0,009  1,09 (1,02–1,17) 
  rs3110641  C  0,0006  1,10 (1,04–1,17) 
  rs3094513  T  0,02  1,08 (1,01–1,16) 
  rs3110640  C  0,04  1,07 (1,00–1,14) 
  rs757210  A  5 x 10
-6
1,12 (1,07–1,18) 
NEUROD1  rs1801262 (Ala45Thr)  Thr  0,033  1,15 (1,01–1,30) 
OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confiança 
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A substituição de Glicina por Serina no códon 319 do HNF1A(G319S), 
um polimorfismo raro e privado da etnia Oji-Cree, do Canadá, foi associado a 
DM2 nesta população 
(61)
. Esta variante não somente conferiu risco para o DM2 
como também antecipou sua idade de diagnóstico em 10 a 20 anos 
(62)
. 
Entretanto, a presença da substituição G319S mostrou papel protetor sobre o 
perfil lipídico, aumentando níveis de HDL e diminuindo o LDL, tanto em indivíduos 
normais como em diabéticos 
(63)
. 
Algumas variantes comuns do HNF1A também foram associadas a 
DM2 e/ou componentes da SM em outras populações. A substituição de 
Isoleucina por Leucina (I27L) está entre as variantes mais estudadas, porém com 
muitos pontos ainda a serem esclarecidos. Localizada no domínio de dimerização 
do  HNF1A, uma região altamente conservada entre as espécies 
(39)
, sua 
freqüência gira em torno de 40 a 50% das populações já avaliadas 
(47-49, 51, 64-67)
, e 
está entre as variantes citadas anteriormente com associação modesta (OR por 
volta de 1,1) com o DM2. Em indivíduos não-diabéticos, sua associação com RI e 
componentes da SM foi estudada em 3 publicações. Chiu, em 2000, descreveu 
diferenças entre os três genótipos II, IL e LL quanto à insulinemia de jejum e ao 
ISI (insulin sensitivity index) 
(68)
, em uma amostra heterogênea de 52 indivíduos 
Caucasianos, Asiáticos, Mexicano-Americanos e Afro-Americanos. Os indivíduos 
heterozigotos foram mais sensíveis à insulina, seguidos pelos homozigotos II. Os 
homozigotos LL foram os mais resistentes à ação da insulina. Em 2003, o mesmo 
autor estudou 78 indivíduos caucasianos não-diabéticos e notou diminuição 
progressiva da função de células beta com 1 e 2 cópias do alelo Leucina 
(69)
. Visto 
que os índices de RI não foram estudados neste trabalho, não podemos concluir 
precisamente sobre o envolvimento do I27L neste aspecto. No mesmo ano, 
Babaya estudou 356 homens japoneses não-diabéticos, e demonstrou níveis de 
HDL progressivamente maiores na presença de 1 e 2 alelos Leucina, comparados 
aos indivíduos II 
(70)
. Dentre os indivíduos com HDL baixo (< 40 mg/dL), 47% não 
apresentavam nenhuma cópia do alelo L, enquanto naqueles com HDL acima de 
40 mg/dL apenas 23% não possuíam o polimorfismo I27L. Dos 3 trabalhos, este 
último fornece a evidência mais sólida de que o I27L possa ter um papel protetor 
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sobre um dos componentes da SM. A semelhança com os achados relatados 
para a variante G319S reforça esta hipótese. 
A substituição de Serina por Asparagina no códon 487 (S487N) ocorre 
em freqüência semelhante ao I27L 
(47-49,51,64,65)
, visto que está em forte 
desequilíbrio de ligação com o mesmo nas populações estudadas 
(51,57)
. Sua 
relação com características de RI não foi estudada de forma análoga àquela vista 
com I27L. A região do HNF1A em que esta variante se encontra é funcionalmente 
menos importante do que a região abrigando o I27L 
(39)
, por isso este foi mais 
estudado em detrimento do S487N. Um estudo funcional de três das variantes 
mencionadas (I27L, A98V e S487N), entretanto, mostrou que todas levam ao 
comprometimento funcional do HNF1A na transcrição do gene do GLUT2 
(51)
. O 
mesmo estudo mostrou ainda efeito aditivo de I27L e A98V. Não foi estudado de 
forma semelhante o efeito destas variantes sobre a transcrição de genes mais 
diretamente relacionados ao metabolismo lipídico e a RI. Portanto, permanece 
aberta a questão do papel do S487N nas alterações anteriormente descritas com 
o I27L. 
 
6 Características genéticas da população brasileira 
Como foi visto anteriormente, além de haver um grande número de 
genes envolvidos no DM2, cada um com pequeno papel dentro de um contexto 
poligênico, sua participação pode apresentar importante variação dentre os 
diversos grupos populacionais estudados. 
A população brasileira é uma das mais heterogêneas do mundo, sendo 
fruto da intensa miscigenação entre europeus, africanos e ameríndios 
(71)
. 
Algumas variantes estudadas em populações africanas mostraram freqüências 
extremamente baixas em uma amostra de 120 indivíduos de etnia Yoruba, da 
Nigéria, depositada no Hapmap 
(72,73)
. Em relação aos genes MODY, a variante 
I27L não foi encontrada em nenhum indivíduo e S487N em apenas 10%. O 
comportamento destas e outras variantes em nossa população, que pode 
apresentar mais de 90% de marcadores de ancestralidade européia em 
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cromossomo Y, mas entre 50 e 60% de marcadores mitocondriais para 
ancestralidade africana e ameríndia 
(71)
, pode se constituir num objeto 
interessante de estudo. 
 
7 Modelos familiais para estudo genético do diabetes 
Os modelos familiais de herança constituem importante ferramenta 
para o estudo genético de doenças. Apesar de terem aplicação mais precisa no 
caso de doenças monogênicas como MODY, situação na qual são um 
componente fundamental, também têm aplicação em doenças poligênicas como o 
DM2. Esta doença apresenta alta herdabilidade nos estudos com famílias e 
gêmeos. História familial positiva aumenta em 2,4 vezes o risco do DM2. O risco 
de desenvolvê-lo durante a vida pode chegar a 38% em indivíduos com um dos 
pais diabéticos e a 60% com ambos 
(74)
. Aproximadamente 75% dos indivíduos 
com DM2 em nossa população apresentam pelo menos um parente de 1º grau 
com a doença 
(75, 76)
. 
Vários modelos têm sido empregados na literatura, como os trios 
(77)
, 
nos quais se estuda indivíduos portadores de diabetes que tenham ambos os pais 
diabéticos, ou o estudo das famílias chamadas multiplex 
(45)
, que possuem alta 
prevalência de diabetes em diversas gerações. Mesmo em se tratando de MODY, 
caracterizado por herança autossômica dominante, esta não ocorre estritamente 
dentro do modelo teórico previsto, pois a penetrância pode ser completa apenas 
após os 55 anos, se tomarmos como exemplo o MODY3 
(78)
. Entretanto, observa-
se na prática clínica pacientes portadores de DM2 que apresentam padrão de 
herança autossômico dominante estrito, com no mínimo 3 gerações com diabetes, 
herança uniparental e ausência de diabetes na prole de indivíduos não-diabéticos. 
Ao contrário do MODY, porém, apresentam início tardio (após os 40 anos). 
Relatos de famílias com estas características não têm sido encontrados na 
literatura. Estas famílias apresentam um interessante modelo para estudo da 
genética do DM2, visto que podem constituir um grupo mais homogêneo dentro 
da heterogeneidade da doença e da população brasileira. 
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8 Objetivos  
Esta tese tem como objetivos: 
Artigo 1: revisar os principais aspectos clínicos e genéticos do MODY, 
aplicando-os posteriormente ao artigo original (Artigo 2). 
Artigo 2: verificar a presença de variantes exônicas dos genes GCK e 
HNF1A em indivíduos com diabetes de início tardio e padrão de herança 
autossômico dominante, bem como caracterizar este grupo em comparação ao 
diabetes tipo 2 clássico na população brasileira. 
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RESUMO 
Características clínicas e genéticas do MODY (Maturity-Onset Diabetes of the 
Young) 
Fatores genéticos desempenham importante papel nas várias formas de diabetes mellitus 
(DM), mas a herança é complexa e interage com fatores ambientais. Apesar de na 
maioria dos casos DM tipo 2 e DM tipo 1 serem poligênicas, algumas formas 
monogênicas já foram identificadas. Entre elas o MODY (Maturity-Onset Diabetes of the 
Young) tem sido a mais intensamente investigada. MODY constitui um grupo de seis 
diferentes formas de diabetes monogênico, caracterizados por defeito na secreção de 
insulina pelas células beta pancreáticas, responsáveis por 2 a 5% de todos os casos de 
DM. As formas mais comuns são MODY2 e MODY3, causadas por mutações nos genes 
que codificam a glucoquinase e o fator hepatocítico nuclear 1-alfa, respectivamente. 
MODY2 é caracterizado por defeito no sensor de glicose, levando o aumento no limiar de 
secreção de insulina. Isto causa hiperglicemia leve e constante desde o nascimento, mais 
freqüentemente em níveis não diabéticos. O diagnóstico é incidental na maioria dos 
casos. Estes pacientes são assintomáticos, geralmente não necessitam de tratamento e 
raramente apresentam complicações crônicas. MODY3 é caracterizado por defeito grave 
na secreção de insulina em resposta à glicose. O diagnóstico é feito geralmente na 
adolescência ou em adultos jovens, freqüentemente por sintomas osmóticos. A 
hiperglicemia é progressiva, e os pacientes comumente necessitam de tratamento com 
drogas orais ou insulina em algum momento do seguimento. Este grupo parece ter 
marcada sensibilidade às sulfoniluréias quando comparado a outros tipos de DM. O 
reconhecimento do MODY como doença monogênica e o entendimento completo de sua 
fisiopatologia são importantes para o diagnóstico e tratamento corretos, com grande 
impacto sobre o prognóstico. Ademais, o estudo destas formas de DM traz importantes 
contribuições para o entendimento da homeostase glicêmica como um todo. 
Palavras chave: Diabetes Mellitus, Fatores de transcrição, Genética, Glucoquinase, 
MODY 
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RESUMO  
Polimorfismos comuns do gene HNF1A são mais prevalentes no diabetes tipo 2 de 
inicio tardio com padrão autossômico dominante e modulam inversamente a 
hipertrigliceridemia 
Objetivos: história familial é comum no diabetes tipo 2, porém herança autossômica 
dominante é rara com início tardio. Comparação deste subgrupo com o diabetes tipo 2 
clássico é incerta. Fator hepatocítico nuclear-1 homeobox A (HNF1A) é uma causa 
importante de MODY, e algumas variantes têm associação modesta com diabetes tipo 2. 
Seu papel no metabolismo lipídico tem sido investigado, mostrando heterogeneidade 
entre diferentes populações. Métodos: dezoito indivíduos com diabetes autossômico 
dominante (3 gerações, linhagem uniparental) e início tardio (idade > 40 anos) (grupo 
ADDM), juntamente com 48 DM2 e 42 controles normoglicêmicos (grupo N) foram 
avaliados quanto a características de resistência à insulina, metabolismo lipídico e 
variantes dos genes HNF1Ae GCK. Resultados: mutações causadoras de MODY foram 
excluídas no grupo ADDM, que mostrou maior freqüência dos polimorfismos A98V 
(22,2% vs 2,1%; p = 0,02) e S487N (72,2% vs 43,8%; p = 0,05) do HNF1A, comparado 
ao DM2. A variante I27L não mostrou freqüência significantemente maior (66,7% vs 
45,8%), mas foi associada a menor risco de hipertrigliceridemia (OR: 0,16; 95% CI: 0,04-
0,65; p = 0,01) após correção de variáveis de confusão (circunferência abdominal e HDL) 
por regressão logística. Conclusões: indivíduos brasileiros com diabetes autossômico 
dominante de início tardio apresentam maior freqüência de A98V e S487N, polimorfismos 
comuns do HNF1A. I27L mostrou efeito protetor sobre a hipertrigliceridemia em nossa 
amostra, sugerindo um papel para o HNF1A no metabolismo lipídico. Este grupo pode ser 
um modelo potencialmente interessante para o estudo da genética do DM2, 
possivelmente representando uma concentração aleatória da poligenia do diabetes nos 
mesmos indivíduos. 
 
Palavras-chave: Diabetes tipo 2, Genética, Triglicérides, MODY. 
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Abstract  
Aims: familial history is common in Type 2 diabetes mellitus, although autosomal 
dominant inheritance with late-onset is rare. Comparison of this subgroup with classical 
type 2 diabetes is unclear. Hepatocyte nuclear factor-1 homeobox A (HNF1A) is a 
prominent cause of MODY, common variants having minor association with type 2 
diabetes mellitus.  Their role in lipid phenotypes has been investigated, but shows 
heterogeneity among different populations. Methods: eighteen late-onset (age > 40) 
autosomal dominant (3 generations, uniparental lineage) diabetic individuals (ADDM 
group), along with 48 type 2 diabetic patients have been evaluated for lipids, insulin 
resistance features, and variants of HNF1A and glucokinase (GCK) genes. Results: 
MODY mutations have been excluded in all patients from ADDM group. They showed 
significantly higher frequencies of polymorphisms A98V (22.2% vs. 2.1%; p = 0.02) and 
S487N (72.2% vs. 43.8%; p = 0.049) of HNF1A compared to type 2 diabetes. I27L did not 
show significant difference (66.7% vs. 45.8%), but associated with lower risk of 
hypertriglyceridemia (OR: 0.16; 95% CI: 0.04-0.65; p = 0.01; power 91.6%) after 
correction for confounders (waist circumference and HDL) by logistic regression. 
Conclusions: Brazilian individuals with autosomal dominant late-onset diabetes are 
enriched for common HNF1A polymorphisms A98V and S487N. I27L showed protective 
effect upon hypertriglyceridemia, suggesting a further role for HNF1A on lipid phenotypes. 
This group could be a potentially interesting model for genetic study of type 2 diabetes, 
possibly representing a random concentration of diabetes polygenes in the same 
individuals. 
Keywords: Type 2 diabetes, Genetics, Triglycerides, MODY. 
Abbreviations: ADDM autosomal dominant diabetes mellitus; GCK glucokinase; HNF1A 
hepatocyte nuclear factor-1 homeobox A; IR insulin resistance; LD linkage disequilibrium; 
LR logistic regression; MODY Maturity-Onset Diabetes of the Young; SNP single 
nucleotide polymorphism. 
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INTRODUCTION  
Type 2 diabetes mellitus (DM) is a clinically and genetically 
heterogeneous disease [1]. Associated clinical conditions such as dyslipidemia, 
hypertension, and visceral obesity further contribute to this heterogeneity. 
Important advancements in the understanding of its genetic bases have arisen in 
the last decade [2], although interaction among various involved genes and 
phenotypes is incompletely understood. 
Maturity-onset diabetes of the young (MODY) is a group of early onset 
and autosomal dominant monogenic forms of diabetes, most commonly caused by 
mutations in glucokinase (GCK) and hepatocyte nuclear factor-1 homeobox A 
(HNF1A) [3]. Small magnitude effect of these genes upon Type 2 diabetes has 
been demonstrated by genome-wide association studies [4], probably occurring 
via mild insulin secretory deficiency. The involvement of HNF1A single-nucleotide 
polymorphisms (SNPs) in insulin secretion has also been investigated in normal 
individuals [5,6]. They can cause transcriptional impairment situated halfway 
between normal and MODY mutations [7]. 
Nonetheless, SNPs such as the Isoleucine to Leucine substitution on 
codon 27 (I27L) can be involved in insulin resistance (IR) associated phenotypes 
such as HDL [8] and insulin sensitivity index [9] in normal individuals. Whether this 
association remains in diabetes is unknown. Moreover, most studies have been 
performed in European and Japanese populations [4,7,10-16]. Investigation of 
these variants in Brazilian population is appropriate, given its intense admixture 
among European, African and native Brazilian populations [17]. 
Families having clinical features of MODY without mutations in any of 
the described genes (termed MODYX) phenotypically overlap with type 2 diabetes, 
showing greater age at diagnosis than MODY and IR features such as obesity and 
dyslipidemia [18]. MODYX is genetically heterogeneous, being not a single 
monogenic form [19], and shows considerably higher prevalence in Brazil than in 
Europe [20,21]. 
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Some uncommon type 2 diabetes families may show a strict autosomal 
dominant clinical pattern of inheritance of diabetes, but with late onset typical of 
classical forms. Although familial clustering models such as trios and multiplex 
families have been studied [22], this specific model has not been approached. This 
group’s characterization in contrast with classical type 2 diabetes is unclear, as 
well as the role of HNF1A variants. 
This study aims to verify the frequency of exonic and HNF1A variants in 
late-onset autosomal dominant diabetic individuals and its relationship to lipids and 
other IR features, and also to characterize this group in contrast with classical type 
2 diabetes in Brazilian subjects. 
 
PATIENTS AND METHODS 
Eighteen individuals (from 15 families) with autosomal dominant (3 
contiguous generations of familial history and uniparental lineage) and late-onset 
diabetes (age > 40) have been studied, being denominated autosomal dominant 
DM (ADDM) group. To clinically differentiate them from classical MODY, late onset 
in all diabetic family members was mandatory. To differentiate them form classical 
MODY, late onset had to be present in all diabetic members of the family. Five 
hundred individuals from the Federal University of Sao Paulo Diabetes Clinic were 
screened for these inclusion criteria. Forty-eight unrelated controls with classical 
type 2 diabetes (late-onset, without the familial pattern defining ADDM group or 
both parents with diabetes) have been included (DM control group). Only patients 
with HbA1c below 8% were included. Forty-two normoglycemic controls without 
familial history of diabetes (normal control group) have been included, defined by 
fasting glucose below 5.6 mmol/l. The study has been approved by the Federal 
University of Sao Paulo Ethics Committee; informed written consent was obtained 
from all participants. 
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Clinical and laboratory evaluation 
Weight was measured with a clinical scale and stature with a 
stadiometre. BMI was calculated dividing weight by the square of stature. Waist 
circumference was measured at the umbilical level. After a 12-hour fast, three 
blood samples in 5-minute intervals have been drawn, for C-peptide determination 
(IFMA, autoDELFIA, Turku, Finland; normal range [NR] 0.12-1.89 pmol/L and 
sensitivity 0.016 pmol/L). Fasting blood glucose (FBG, glucose-oxidase method), 
HbA1c (HPLC; NR 4-6%), total cholesterol, HDL, triglycerides (colorimetric 
method, LDL calculated by Friedewald’s equation). GAD antibodies were 
determined by radio-immunoassay (RSR Limited, Cardiff, UK) in one sample, with 
normal cut-off value 1.72 U/mL, corresponding to the 99th percentile of a sample 
of 194 normal individuals [23]. Categorical variables for central obesity, low HDL, 
hypertriglyceridemia, and metabolic syndrome, were defined according to NCEP-
ATPIII criteria [24]. 
 
Genetic analysis 
Leukocyte DNA has been extracted employing commercially available 
kits (Gentra Systems, Minneapolis, MN). In ADDM group, all exons and promoters 
of HNF1A and GCK have been sequenced (to exclude most common causes of 
MODY). PCR utilized Promega PCR Mastermix (Promega Corporation, Madison, 
WI) and previously described primers 
[11]
. PCR conditions: initial denaturation at 
94
o
 
for 10 minutes; 35 cycles of denaturation at 94
o
 for 30 seconds, annealing for 
35 seconds, and extension at 72
o
 
for 1 minute; final extension at 72
o
 
for 10 
minutes. Annealing temperatures for HNF1A: 55
o
 (exon 6); 57
o
 (exons 1, 2, 5, 7); 
58º (promoter 1, exons 3, 4, 8, 9, 10); 60º (promoter 2). For GCK, temperatures 
were: 55º (exon 4); 57º (exons 1a, 1b, 1c, 2, 3, 6, 8, 9); 60º (exons 5, 7); 61º (exon 
10). BigDye 3.1 Sequence Termination kit in an ABI3100 Genetic Analyzer 
(Applied Bio Systems, Foster City, CA) was employed for direct sequencing. All 
exons containing non-synonymous single-nucleotide polymorphisms (SNPs) were 
sequenced in both diabetes and normal control groups. 
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Statistical analyses 
Continuous variables (expressed in mean ± SD or median [interquartile 
interval] when not normally distributed) have been analyzed by Student’s T-test or 
one-way ANOVA when applicable. χ
2
 has been employed for categorical variables 
(expressed in percentages). Non-normally distributed data have been log-
transformed. Variables significantly different in univariate analysis were entered in 
Logistic Regression (LR) models. Statistical power was calculated post-hoc. 
Hosmer-Lemeshow test was used for goodness-of-fit. Two-tailed p < 0.05 was 
considered significant. All analyses have been performed in SPSS 13.0 for 
Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), except for LR power calculations, carried 
out with PASS 08.0.5 (NCSS LLC, Kaysville, UT, USA) softwares. 
 
RESULTS 
No mutations or polymorphisms of GCK have been encountered in our 
sample. No HNF1A mutations causative of MODY have been found, as well. 
Three common non-synonymous SNPs of HNF1A have been found, two of them 
with a significantly higher prevalence in ADDM group compared to type 2 DM, as 
shown on Table 1. All SNPs were in Hardy-Weinberg equilibrium. I27L and S487N 
were in linkage disequilibrium (LD), with r
2
 
0.64. A98V was not in LD with any of 
the other two SNPs. There were no significant differences between ADDM and 
diabetes control groups for clinical and laboratory features (table 2). 
Since more individuals were under insulin treatment in the ADDM 
group, with marginal significance, influence of potential confounders on insulin use 
was analyzed by logistic regression, evidencing significant contribution of age at 
diagnosis (OR: 0.78 per year, p = 0.006) and current fasting C-peptide (OR: 0.004 
per 1 nmol/l increase, p = 0.034). 
Diabetic patients have been divided in two groups according to 
genotypes for SNPs I27L (groups II and IL+LL) and S487N (groups SS and SN 
+NN), utilizing a dominant model. Comparison of II and IL+LL groups are 
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illustrated in table 3. Groups were similar in baseline characteristics. Since 
prevalence of hypertriglyceridemia was significantly lower in individuals with the 
I27L SNP as compared to those with II genotype, although with nominal 
significance and insuficient power (62.5%), I27L and hypertriglyceridemia were 
entered in logistic regression models along with confounders such as time from 
diagnosis of diabetes, mean waist circumference, percentage of insulin treated 
patients, and mean HDL levels, aiming at achieving highest goodness-of-fit and 
statistical power above 80%. Table 4 shows the best fitted model, out of three 
achieving desired power. Age, gender, HbA1c, presence of hypertension, and 
belonging to the ADDM group did not influence association of hypertriglyceridemia 
to I27L. Excluding ADDM patients from analysis, similar findings resulted. No 
differences between diabetic patients divided for S487N genotypes have been 
observed. No differences in normal individuals divided for both SNPs were 
observed, as well. 
 
DISCUSSION 
Variants of HNF1A were associated to autosomal dominant late-onset 
diabetes (ADDM) and modulated triglyceride levels in Brazilian type 2 diabetic 
individuals. Variants A98V and S487N of HNF1A were associated to autosomal 
dominant late-onset diabetes (ADDM), although this group clinically fits within the 
heterogeneity of type 2 diabetes. Moreover, I27L showed protective effect upon 
hypertriglyceridemia in the whole sample, which was independent from other 
factors known to influence it. 
SNPs found in higher frequencies in the ADDM group, being not in 
linkage disequilibrium (LD) in our sample as in other studied populations 
[4,7]
, can 
be seen as independent findings and point to genetic differences of this group 
compared to classical type 2 diabetes. Prevalence of the three described SNPs 
has been widely studied in European and Asian populations, ranging from 40 to 
50% for I27L and S487N, and 3 to 7% for A98V [7,10-16]. Apparently, frequency 
of these SNPs in our whole population is not different, higher frequencies of A98V 
and S487N in ADDM group being possibly specific of this subset of type 2 diabetic 
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patients. Given the scarcity of such inheritance pattern, this may occur in other 
populations but would be diluted in the whole type 2 diabetes population. A similar 
finding, albeit in individuals with early-onset (age below 25) type 2 diabetes, 
regardless of inheritance pattern, has been reported only in a South Indian 
population, when a 20% or greater frequency of A98V occurred [25]. In spite of 
I27L and S487N being in LD in our study, we did not duplicate the same findings 
with both SNPs. A higher frequency of I27L in the ADDM group would probably 
occur with an accordingly powered sample, but the rarity of individuals with this 
particular inheritance pattern precluded this task. The absence of GCK variants in 
our sample is not surprising, since polymorphisms in this gene are not as common 
in the general population as those found in HNF1A [26]. 
Protective effect of I27L on hypertriglyceridemia has not been 
previously described. It was significant after correction for known confounders 
such as time from diagnosis, waist circumference, and HDL [27], as well as from 
inheritance pattern. Moreover, the first two variables showed suppressive effect 
upon I27L-hypertriglyceridemia association, which intensified statistical power of 
the association seen on univariate analysis. These findings are analogous to data 
previously reported for HDL [8], being in accordance to known pathophysiological 
connections [27]. Among the various IR-related traits which association to I27L 
has been approached [6,8,9], none was consistent across studies, however they 
show a common trend of protective effect in non-diabetic individuals. Another 
publication showing subjects from the Botnia study to be more insulin-sensitive in 
presence of I27L [7] supports this hypothesis. Nevertheless, these effects had not 
been similarly demonstrated in overt diabetes. HNF1A mutated with variants I27L, 
A98V and S487N has been demonstrated to have decreased transcriptional 
activity upon genes involved in glucose metabolism (GLUT-2), which is situated 
midway between normal and MODY causative mutations [7]. Nevertheless, genes 
encoding other proteins involved in lipid metabolic pathways (such as 3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A reductase) are also known targets for HNF1A [28]. 
Interaction of HNF1A with lipid hepatic metabolism in diabetes has been object of 
few studies, and mostly in MODY individuals [29]. In spite of I27L and S487N 
having similar transcriptional impairment, the first is probably accountable for this 
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association, since it is located in the highly conserved dimerization domain of 
HNF1A [28]. 
Although I27L association with type 2 diabetes has been approached in 
large samples [4], association with lipid traits components has not been 
correspondingly addressed and mechanisms linking I27L to IR are unknown. 
However, higher HDL levels are also associated to other HNF1A SNPs, such as 
the G319S polymorphism private of the Canadian Oji-Cree population [30], 
reinforcing the protective role of HNF1A on lipid abnormalities. Differences among 
studied populations possibly explain diverse associations between I27L and lipids. 
Concluding, autosomal dominant late-onset diabetic individuals are 
enriched for HNF1A polymorphisms, despite clinical similarity to type 2 diabetes. 
This group may be an interesting model for genetic studies in this disease, 
possibly representing a random gathering of diabetes polygenes. Concurrently, we 
report protective association of I27L to hypertriglyceridemia in Brazilians with type 
2 diabetes, pointing to a further role of HNF1A in lipid phenotypes, which should 
be better understood through trans-ethnic investigation in forthcoming studies. 
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Table 1. Frequencies of HNF1A SNPs I27L (rs1169288), A98V (rs1800574) and 
S487N (rs2464196) in diabetes control, ADDM, normal control groups. 
 Genotypes 
Diabetes 
control 
group 
ADDM 
Normal 
control 
group 
P* 
N   48 18 42  
I27L (rs1169288) 
II (%) 
IL+LL (%) 
54.2 
45.8 
33.3 
66.7 
42.9 
57.1 
NS 
A98V (rs1800574) 
AA (%) 
AV+VV (%) 
97.9 
2.1 
77.8 
22.2 
92.9 
7.1 
0.02 
S487N (rs2464196) 
SS (%) 
SN+NN (%) 
56.2 
43.8 
27.8 
72.2 
35.7 
64.3 
0.05 
* Two df significance 
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Table 2. Clinical and laboratory characteristics of studied groups. 
   
P 
 
Diabetes 
control 
group 
ADDM 
Normal 
control 
group 
N vs 
T2D 
N vs 
ADDM 
N 48 18 42 NS NS 
Age (years)  65.6 ± 7.1  67.4 ± 10.8  63.0 ± 11.2  NS  NS 
Age at diagnosis (years)  54.9 ± 8.4  54.7 ± 10.0  --  --  -- 
Weight (kg)  73.2 ± 13.7  73.4 ± 15.3  61.4 ± 13.4  <0.01  <0.05 
BMI (kg/m
2
)  28.7 ± 4.2  28.5 ± 4.3  25.3 ± 3.7  <0.01  <0.05 
Waist (cm)  98.7 ± 10.7  99.4 ± 13.0  86.3 ± 9.9  <0.01  <0.01 
Systolic blood pressure (mmHg)  125.3 ± 16.0  118.0 ± 13.6 130.1 ± 17.3  NS  <0.05 
Diastolic blood pressure (mmHg)  75.2 ± 7.6  72.6 ± 8.7  81.8 ± 9.0  <0.01  <0.01 
Fasting glucose (mmol/l)  7.18 ± 1.69  6.41 ± 1.91  4.98 ± 0.33  <0.01  <0.01 
HbA1c (%)  6.4 ± 2.4  7.4 ± 1.2  5.5 ± 0.6  0.07  <0.01 
Total cholesterol (mmol/l)  4.44 ± 0.87  4.56 ± 0.97  4.94 ± 1.04  <0.05  NS 
HDL-cholesterol (mmol/l)  1.23 ± 0.35  1.18 ± 0.28  1.43 ± 0.43  <0.05  0.07 
LDL-cholesterol (mmol/l)  2.35 ± 0.64  2.64 ± 0.86  2.96 ± 0.84  <0.01  NS 
Triglycerides (mmol/l) 
1.45 
(1.07-2.07) 
1.36 
(1.05-1.84) 
1.14 
(0.78-1.48) 
<0.05 NS 
Fasting C-peptide (nmol/l)  0.78 ± 0.50  0.77 ± 0.56  0.57 ± 0.29  NS  NS 
     
   
P* 
Females (%)  68.8  72.2  83.3  NS 
Hypertension (%)  85.4 72.2 50.0 <0.01 
Overweight (%)  83.3  66.7  52.4  <0.01 
Central obesity (%)  62.5  61.1  38.1  0.051 
Low HDL (%)  63.8  50.0  34.1  <0.05 
Hypertriglyceridaemia (%) 38.8 33.3 17.7 NS 
Metabolic syndrome (%) 87.5 77.8 11.9 <0.01 
Insulin treatment (%)
#
14.9 37.5  --  0.054 
Positive GADA (%)  4.9  0  2.6  NS 
* Two df significance, except 
#
 (one df); NS denotes p > 0.10; overweight BMI ≥ 25 kg/m
2
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Table 3. Characteristics of patients according to presence of I27L genotypes. 
 
II  IL+LL  P 
N 32 34 NS 
Age (years)  66.4 ± 6.6  65.8 ± 9.6  NS 
Age at diagnosis (years)  11.5 ± 5.1  11.0 ± 6.9  NS 
Weight (kg)  70.3 ± 12.3  76.0 ± 15.2  0.10 
BMI (kg/m
2
)  27.9 ± 3.4  29.3 ± 4.8  NS 
Waist (cm)  97.1 ± 10.0  100.5 ± 12.2  NS 
Systolic blood pressure(mmHg)  121.9 ± 11.4  124.5 ± 18.7  NS 
Diastolic blood pressure (mmHg)  72.9 ± 6.8  75.9 ± 8.8  NS 
Fasting glucose (mmol/l)  6.88 ± 1.98  7.09 ± 1.04  NS 
HbA1c (%)  7.2 ± 0.9  7.2 ± 1.1  NS 
Total cholesterol (mmol/l)  4.50 ± 0.84  4.46 ± 0.94  NS 
HDL-cholesterol (mmol/l)  1.19 ± 0.33  1.24 ± 0.34  NS 
LDL-cholesterol (mmol/l)  2.41 ± 0.98  2.45 ± 0.71  NS 
Triglycerides (mmol/l)  1.64 (1.15-2.07)  1.32 (1.03-1.90)  NS 
Females (%)  71.90  67.60  NS 
Hypertension (%)  90.30  76.50  NS 
Overweight (%)  75.00  84.80  NS 
Central obesity (%)  59.40  64.70  NS 
Low HDL (%)  64.50  55.90  NS 
Hypertriglyceridaemia (%)  74.20  50.00  0.045 
MS (%)  90.60  79.40  NS 
Insulin treatment (%)  22.60  23.50  NS 
Positive GADA (%)  3.60  3.60  NS 
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Table 4. Logistic regression model testing association of hypertriglyceridaemia 
and I27L. 
Dependent variable: hypertriglyceridaemia 
Independent variable*  OR 
(exp B) 
95% IC  P P for 
g.o.f.
#
Power 
(%) 
I27L 0.16 0.04-0.65 0.011 
Time from diagnosis (years)  1.23  1.04-1.46  0.013 
Waist circumference (cm)  1.09  1.02-1.17  0.014 
HDL (mmol/l)  0.01  0.001-0.26  0.005 
0.78 91.6 
     
Constant 0.02  0.26   
* Insulin use and gender have been initially included but did not enter the model upon analysis; 
#
 Goodness-of-fit. 
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O Artigo 1 constituiu uma revisão geral dos conceitos referentes aos 
tipos mais freqüentes de diabetes monogênico, agrupados sob a denominação de 
MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young). Esta revisão proporcionou não 
apenas atualização nas características clínicas e genéticas deste subtipo de 
diabetes, mas também levou a um conhecimento específico sobre as técnicas de 
biologia molecular utilizadas no estudo dos genes HNF1A e GCK, empregadas no 
Artigo 2. 
Mesmo assim, desde a publicação desta revisão até o presente 
momento, outras formas raras de diabetes monogênico foram descritas e algumas 
delas já abordadas como genes candidatos para o DM2. Em 2005, foi descrita 
associação de duas mutações do gene KLF11 (Kruppel-like factor 11, um fator de 
transcrição expresso no pâncreas) ao diabetes com padrão clínico de MODY em 
3 famílias francesas 
(79)
. Este gene apresenta alguns polimorfismos comuns cuja 
associação com DM2 foi excluída em estudo de mais de 8000 indivíduos 
(80)
. No 
ano seguinte, um grupo norueguês descreveu uma síndrome de diabetes 
autossômico dominante e deficiência pancreática exócrina ligada ao gene CEL 
(que codifica a enzima colesteril-éster lipase), em um pedigree extenso de mais 
de 100 indivíduos 
(81)
. Pleiteou-se para estes dois subtipos de diabetes os nomes 
de MODY7 e MODY8, respectivamente, que inclusive encontram-se depositados 
no banco de dados OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) 
(82,83)
. Estas 
denominações, entretanto, não encontraram larga aceitação na literatura. Há uma 
tendência maior em utilizar o termo MODY como denominação geral e referir-se 
aos subtipos pelo nome do gene ao invés da denominação numérica 
(84)
, ou ainda 
de abandonar-se a denominação MODY 
(85)
, devido à melhor caracterização de 
outros tipos de diabetes monogênico. 
No Artigo 2, foi estudado um grupo de indivíduos com diabetes de 
padrão clínico de herança autossômica dominante e início tardio (idade acima de 
40 anos) (grupo ADDM). Não encontramos diferenças fenotípicas destes 
indivíduos em relação ao DM2 clássico. Foi encontrada maior freqüência de dois 
polimorfismos comuns do HNF1A neste grupo, as substituições A98V e S487N. 
Estas diferenças, entretanto, não podem ser explicadas por variações entre 
populações, pois amostras analisadas de indivíduos normoglicêmicos (grupo N) e 
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com DM2 clássico (grupo T2DM) mostram prevalências semelhantes a outros 
grupos 
(47-49,51,64-67)
. Isto sugere que estes achados sejam peculiares a este 
subgrupo. O grupo ADDM é um modelo potencialmente interessante para o 
estudo da genética do DM2. 
Não podemos descartar que, além dos polimorfismos do HNF1A, este 
grupo apresente também diferenças na freqüência de outros polimorfismos 
comuns na população geral, como as variantes E23K do gene KCNJ11, P12A do 
gene PPARG e rs7903146 do gene TCF7L2. 
Variantes do HNF1A  podem ser responsáveis por características 
específicas dentro da heterogeneidade do DM2 em algumas populações já 
estudadas 
(68-70)
. A variante I27L do HNF1A, uma das mais estudadas, não 
mostrou diferença significante entre os grupos ADDM e T2DM, o que 
provavelmente aconteceria se fosse investigada em uma amostra maior calculada 
a partir do presente estudo, dado seu desequilíbrio de ligação com o S487N. O 
fato de famílias com estas características serem relativamente raras dentre os 
casos de DM2 impossibilitou esta tarefa. 
Entretanto, o I27L apresentou efeito protetor para hipertrigliceridemia, 
que não foi relatado anteriormente em outras populações. O polimorfismo foi 
consistentemente associado com níveis normais de triglicérides, mesmo após 
correção para diversas variáveis de confusão (idade, tempo de diagnóstico, 
obesidade central, uso de insulina, níveis de HDL). Em princípio, poderíamos 
supor que este efeito protetor fosse conseqüência da contaminação da amostra 
pelo grupo ADDM, o que a tornaria não-representativa  de uma população com 
DM2 clássico. Porém, mesmo testando apenas os indivíduos com características 
clássicas de DM2, a associação permanece inalterada. Isto leva a crer que este 
achado seja uma característica de nossa população de DM2, diferenciando-a de 
outras já estudadas. 
A heterogeneidade genética da população brasileira, produto da 
miscigenação de etnias européias, ameríndias e africanas, possivelmente tem 
papel importante nestas diferenças. Uma amostra de indivíduos brasileiros 
considerados de cor branca apresentou realmente mais de 90% de marcadores 
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de ancestralidade européia em cromossomo Y, de herança paterna, em um 
importante estudo sobre cor e ancestralidade genética. Entretanto, análise de 
marcadores mitocondriais (de herança materna) mostrou presença de 28% de 
marcadores de ancestralidade africana e 33% de ancestralidade ameríndia 
(71)
. A 
variante I27L do HNF1A, como já mencionado, está presente em 40 a 50% das 
populações européias, freqüência semelhante à encontrada em nossa amostra. A 
mesma variante, além de estar ausente em amostras de indivíduos africanos, 
também tem uma baixa incidência (entre 10 e 20%) em populações norte-
americanas classificadas como afro-americanas 
(72)
. No contexto teórico de 
interação apenas entre populações européias e africanas, o I27L poderia ser 
considerado praticamente como um marcador de ancestralidade européia. A 
miscigenação poderia fazer com que esta variante interagisse com outros 
marcadores genéticos diferentes daqueles com os quais interage nas populações 
unicamente européias, podendo ser responsável por eventuais diferenças entre 
populações européias e brasileiras no que se refere ao efeito metabólico do I27L. 
Obviamente, a interação com populações ameríndias, cuja freqüência de 
variantes do HNF1A não é conhecida, deve ser levada em consideração. Além 
disso, resta saber se a baixa freqüência de I27L se repete em outras etnias 
africanas que compõem a população brasileira. 
Estes dados estão de acordo com outros efeitos protetores do I27L, 
tanto sobre o perfil lipídico (maiores níveis de HDL na população japonesa) 
(70)
 
quanto sobre a RI (em populações escandinavas) 
(51)
, dois importantes fatores de 
risco para doenças cardiovasculares. Apesar de associado ao MODY através da 
deficiência de insulina, o HNF1A atua na transcrição de diversos genes como 
GLUT-2, L-piruvato quinase, aldolase B, 3-hidróxi-3-metilglutaril coenzima A 
redutase e 2-oxo-glutarato desidrogenase (OGDH) mitocondrial. Deste modo, 
podemos notar que seu papel no metabolismo de glicose e lípides é muito mais 
amplo do que o sugerido pelo estudo das formas monogênicas. Este substrato 
teórico dá suporte aos nosso achados de associação de variantes no HNF1A a 
alterações lipídicas e apontam para novas direções no estudo do papel deste 
gene do DM2. 
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Concluindo, indivíduos brasileiros com diabetes tipo 2 de padrão 
autossômico dominante apresentam alta freqüência dos polimorfismos A98V e 
S487N do gene HNF1A, apesar de serem clinicamente semelhantes ao DM2 
clássico. O polimorfismo I27L apresentou efeito protetor para hipertrigliceridemia 
em indivíduos com DM2, que foi independente do padrão de herança e de outras 
variáveis conhecidamente implicadas no metabolismo de triglicérides. 
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O que já se sabia: 
• Alguns polimorfismos do gene HNF1A,  um dos principais 
causadores de MODY, são comuns na população geral. As variantes 
I27L, A98V e S487N estão entre as mais estudadas. 
•  O envolvimento causal das três variantes do DM2 já foi estudado, o 
I27L parece ser o mais consistentemente implicado. 
•  Indivíduos com I27L são mais sensíveis à insulina, apesar de ser 
uma variante de risco para DM2. este polimorfismo mostrou efeito 
protetor para fenótipos associados com RI nas poucas populações já 
estudadas. 
•  O A98V é associado á discreta diminuição na função secretória 
pancreática em algumas populações normais estudadas. 
 
O que os dados atuais acrescentam: 
•  Indivíduos brasileiros com diabetes tipo 2 de padrão autossômico 
dominante apresentam alta freqüência de polimorfismo comuns do 
HNF1A, A98V e S487N. Este grupo, apesar de incomum, pode 
constituir um importante modelo para o estudo da poligenia do DM2. 
•  O polimorfismo I27L do HNF1A parece estar associado a proteção 
para hipergliceridemia em indivíduos brasileiros com DM2 
compensado. Esta observação vai ao encontro de dados prévios que 
apontam efeito protetor do I27L sobre características associadas à 
RI em outras populações. 
 
Direções futuras: 
• Ampliação do grupo ADDM através de esforço conjunto com outros 
centros e avaliação do papel de outros genes. 
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• Melhor fenotipagem dos indivíduos quanto a medidas de 
sensibilidade à insulina. 
• Investigação do papel da descompensação glicêmica sobre a 
interação do polimorfismo I27L com componentes da síndrome 
metabólica, já que estes podem ser influenciados pela primeira. 
•  Melhor conhecimento do papel de variantes associadas ao DM2 e 
SM nos diversos grupos étnicos que compõem a população 
brasileira. 
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ANEXO 1: Termo de consentimento livre e esclarecido. 
 
Projeto número 0849/03 (CEP) 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 
1.  Título do projeto: Caracterização clínica do diabetes mellitus tipo 2 de início tardio com 
padrão autossômico dominante. 
2. Essas informações estão sendo fornecidas para sua participação voluntária neste 
estudo. O objetivo do estudo é o melhor entendimento do diabetes em pessoas que 
tenham a doença em 3 gerações na família, com início após os 40 anos de idade. O 
diabetes que se apresenta em vários membros da família como descrito acima 
geralmente tem início numa idade menor (abaixo dos 35 anos) e é causado por uma 
alteração genética que se transmite de uma geração para outra. Quando a idade de 
início é maior, não se sabe com certeza a causa na maioria das vezes. 
3. Caso você escolha ser voluntário para esta pesquisa, deverá comparecer um dia pela 
manhã ao Centro de Diabetes, em jejum. Será puncionada uma veia em seu braço e 
colhido seu sangue em jejum (um volume de 30 ml). Após a coleta você tomará um 
líquido contendo açúcar. Duas horas depois de tomar esse líquido será puncionada 
novamente uma veia e colhida nova amostra de sangue (com volume de 3 ml). O 
sangue colhido será submetido a exames laboratoriais e a análise de DNA, sendo 
utilizado exclusivamente para este estudo. Você também passará por uma consulta 
médica neste mesmo dia. Serão agendados em outras datas dois exames: o teste 
ergométrico e o mapeamento de retina. O teste ergométrico consiste em uma 
avaliação cardíaca por meio de eletrocardiograma durante exercício físico (caminhada 
em esteira) supervisionada por médicos, e somente será realizado quando julgar-se 
que o paciente tem capacidade de fazê-lo e não apresentar nenhuma contra-indicação 
cardíaca ou vascular. O mapeamento de retina consiste em fotografar o fundo de olho 
com uma câmera, sem necessidade de dilatar as pupilas, ou seja, não é necessário vir 
acompanhado para este exame como nos exames de fundo de olho de rotina. 
4.  Os procedimentos de coleta descritos acima podem causar o mesmo desconforto de 
uma coleta de sangue normal de rotina. O mapeamento de retina não causa 
desconforto já que não há dilatação de pupilas. O teste ergométrico pode causar 
cansaço e sudorese próprios do exercício. 
5.  Benefícios para o participante: melhor esclarecimento do seu tipo de diabetes, o que 
pode proporcionar uma melhor escolha do tratamento adequado. 
6. Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais 
responsáveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas. O principal 
investigador é o Dr. Fernando Giuffrida, que pode ser encontrado no endereço R. 
Coronel Lisboa, 826, telefone(s) 5085-0199 e 8149-4790. Se você tiver alguma 
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consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comitê de 
Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Botucatu, 572 – 1º andar – cj 14, 5571-1062, FAX: 
5539-7162 – E-mail: 
[email protected]  
7.  É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de 
participar do estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento na 
Instituição. 
8.  Direito de confidencialidade – As informações obtidas serão analisadas em conjunto 
com outros pacientes, não sendo divulgado a identificação de nenhum paciente. 
9.  Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando 
em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores. 
10. Despesas e compensações: não há despesas pessoais para o participante em 
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também não há 
compensação financeira relacionada à sua participação. Se existir qualquer despesa 
adicional, ela será absorvida pelo orçamento da pesquisa. 
11.  Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos 
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a 
tratamento médico na Instituição, bem como às indenizações legalmente 
estabelecidas. 
12. Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para 
esta pesquisa. 
 
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que 
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Caracterização clínica do diabetes mellitus 
tipo 2 de início tardio com padrão autossômico dominante”. Eu discuti com o Dr. 
Fernando Giuffrida sobre a minha decisão em participar nesse estudo. Ficaram claros 
para mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus 
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos 
permanentes. Ficou claro também que minha participação é isenta de despesas e que 
tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessário. Concordo 
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a 
qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de 
qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Serviço. 
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____________________________________ 
Assinatura do paciente/representante legal      Data ____/____/____ 
 
________________________________________ 
Assinatura da testemunha          Data ____/____/____ 
 
Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou 
portadores de deficiência auditiva ou visual. 
(Somente para o responsável do projeto) 
 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido 
deste paciente ou representante legal para a participação neste estudo. 
 
 
Data ____/____/______    __________________________________________ 
Assinatura do responsável pelo estudo 
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ANEXO 2: Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa. 
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ANEXO 3: Descrição detalhada da metodologia. 
Os genes GCK e HNF1A foram pesquisados através de amplificação por PCR seguido de 
seqüenciamento completo dos mesmos. A seguir, serão detalhados os métodos 
empregados em cada etapa do processo: 
1. PCR 
Para todas reações de PCR, foram utilizadas as preparações descritas abaixo. Na Tabela 
1, é descrita a reação de 25 µL, utilizada para exons cujo produto não necessitava de 
purificação antes do seqüenciamento. Os exons que necessitavam de purificação (exons 
1 e 8 do HNF1A) foram amplificados em reações de 50 µL (Tabela 2). 
Tabela 1: Preparações utilizadas nas reações de PCR de 25 µL. 
PCR Mastermix Promega®  125 µL 
H
2
O estéril  105 µL 
Primer "forward" (diluído a 10pmol/L)  5 µL 
Primer "reverse" (diluído a 10pmol/L)  5 µL 
DNA  1 µL 
Total  25 µL 
 
Tabela 2: Preparações utilizadas nas reações de PCR de 50 µL. 
PCR Mastermix Promega®  25 µL 
H
2
O estéril  21 µL 
Primer "forward" (diluído a 10pmol/L)  1 µL 
Primer "reverse" (diluído a 10pmol/L)  1 µL 
DNA  2 µL 
Total  50 µL 
 
 
As reações foram realizadas em termociclador PTC-200 (MJ Research Inc., Waltham, 
MA, EUA), com as temperaturas descritas abaixo na Tabela 3. 
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Tabela 3: Temperaturas utilizadas nas reações de PCR. 
 
Temperatura Tempo 
1 94
o
C 5’ 
2 94
o
C 30” 
3 Temperatura de anelamento  35” 
4 
72
o
C 
Repetição de 2ª à 4ª etapa 35 vezes 
1’ 
5 72
o
C 10’ 
6 4
o
C 
∞ 
 
 
Foram utilizados primers previamente descritos por Lehto e cols. (48), obtidos 
comercialmente (IDT Inc., Coralville-IA, EUA; fornecidos pela Dialab Diagnósticos S/A, 
Belo Horizonte-MG, Brasil). As seqüências e as temperaturas de anelamento estão 
descritas na Tabela 4. 
 
 
2. Purificação dos produtos de PCR 
Os produtos de PCR dos exons enumerados acima foram purificados em kits comerciais 
GFX PCR, DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino 
Unido). 
 
 
3. Reação de seqüenciamento 
O seqüenciamento foi realizado com utilização de Kit de Terminação de Seqüência 
BigDye 3.1 (Applied Bio Systems, Foster City, CA, EUA). A preparação de reagentes 
utilizada está detalhada na Tabela 5. As reações foram realizadas em Termociclador. A 
programação de temperaturas está detalhada na Tabela 6. 
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Tabela 4: Seqüências e temperaturas de anelamento dos primers utilizados. 
 Glucoquinase (GCK) 
 Forward (5'J3')  Reverse (5'J3')  temperatura (
o
C) 
Exon 1a  atttccacttcagaagcctactg  acaggcaagcaaacactcccag  57 
Exon 1b  ctcagcaggcaggagcatctc  ctgctctcccagtgcaaagtc   57 
Exon 1c  cctcacatggccaactgctac  cttggtgaaagcgataagagtc  57 
Exon 2  tgcagatgcctggtgacagc  cccagctaggctgagcccac  57 
Exon 3  tgtaatatccggctcagtcacc  acaggtggcacctcccgtcaggac   57 
Exon 4  atagcttggcttgaggccgtg  tttgaaggcagagttcctctgg   55 
Exon 5  gcagccacgaggcctatctc  gagaaaggcaggcagtgctgg  60 
Exon 6  tccagcactgcagcttctgtg  gagcctcggcagtctggaag  57 
Exon 7  tgcagctctcgctgacagtcc  ctcccatctgccgctgcacc   60 
Exon 8  tgcctgctgatgtaatggtcc  tgagaccaagtctgcagtgcc  57 
Exon 9  gatggactgtcggagcgacact  tcttggagcttgggaaccgca  57 
Exon 10  gtcgactgcgtgcagggcgc  tgtggcatcctccctgcgct  61 
     
 
HNF-1α 
 Forward (5'J3')  Reverse (5'J3')  temperatura (
o
C) 
Promoter 1  actgttcttggcacatggtaatc  ccctgcaaagtgcaggcctca  58 
Promoter 2  tcccatcgcaggccatagctc  gctccgtctgcagctggctca  60 
Exon 1  tggcagccgagccatggttc  gaaggggggctcgttaggagc  57 
Exon 2  cagcccttgctgagcagatcc  ccactgacttcctttccatctacc   57 
Exon 3  gggcaaggtcaggggaatgga  cagcccagaccaaaccagcac  58 
Exon 4  cagaaccctccccttcatgcc  cccaccttcccacgtgtccc  58 
Exon 5  aaccatggagtttgaagtgctga  gcctccctagggactgctcca  57 
Exon 6  tggagcagtccctagggaggc  gttgccccatgagcctcccac  55 
Exon 7  ggtcttgggcaggggtgggat  ctgcaatgcctgccaggcacc   57 
Exon 8  gaggcctgggactagggctgt  ctctgtcacaggccgagggag  58 
Exon 9  cctgtgacagagcccctcacc  taggcctgctgcatgcacagc  58 
Exon 10  gtacccctagggacaggcagg  accccccaagcaggcagtaca   58 
 
 
Tabela 5: Preparação utilizada para as reações de seqüenciamento. 
 
BigDye V3.1®  2 μL 
Seq. Buffer 5x  4 μL 
H2O estéril  11 μL (qsp 20) 
Primer diluído a 3,3 pmol/L  1 μL 
Produto de PCR  2 μL (+ 30 ng) 
Total  20 μL 
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Tabela 6: Programa de temperaturas utilizada nas reações de sequenciamento 72
o
C. 
 Temperatura Tempo 
1 94
o
C 5’ 
2 94
o
C 30” 
3 Temperatura de anelamento  35” 
4 
72
o
C 
Repetição de 2ª à 4ª etapa 35 vezes 
1’ 
5 72
o
C 10’ 
6 4
o
C 
∞ 
 
Os produtos da reação de seqüenciamento foram submetidos à precipitação com etanol 
de acordo com a seqüência abaixo: 
 
1.  Adicionar Etanol 80% 80µL à reação de seqüenciamento (20µL) 
2.  Descansar 20’ em temperatura ambiente, ao abrigo da luz 
3.  Centrifugar 30’ na máxima (13000 rpm) 
4.  Retirar sobrenadante 
5.  Adicionar 100µL de Etanol 70% 
6.  Centrifugar 15’ na máxima 
7.  Retirar sobrenadante 
8.  Adicionar novamente 100µL de Etanol 70% 
9.  Centrifugar 10’ na máxima 
10. Retirar sobrenadante 
11. Secar em bloco aquecido a 55ºC (aproximadamente 20’ – até secar por  
completo) 
12. Adicionar formamida 10µL 
 
Os produtos precipitados foram submetidos a seqüenciamento automático em analisador 
genético ABI3100 (Applied Bio Systems, Foster City, CA, EUA). 
 
 
69




[image: alt]ANEXOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
70




[image: alt]ANEXOS 
 
71




[image: alt]ANEXOS 
 
72




[image: alt]ANEXOS 
 
73




[image: alt]ANEXOS 
 
74




[image: alt]ANEXOS 
 
75




[image: alt]ANEXOS 
 
76




[image: alt]ANEXOS 
 
77




[image: alt]ANEXOS 
 
78




[image: alt]ANEXOS 
 
 
79




[image: alt]Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )
 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas





















































































































































































































































[image: alt]Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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