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RESUMO 

Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) é uma doença crônica multifatorial caracterizada pela 

hiperglicemia e de grande importância para a saúde pública, devido sua alta incidência. Dentre 

os mecanismos desencadeantes, a resistência periférica à insulina (RI) é de grande relevância e 

caracteriza-se por uma resposta insuficiente de células alvo de tecidos periféricos aos níveis 

normais de insulina circulante, relacionada a defeitos na sinalização celular da insulina. Os 

mecanismos determinantes da RI ainda são pouco compreendidos e estudos baseiam-se na 

estrutura molecular e funcionamento dos componentes da via de sinalização da insulina. O 

presente estudo teve como objetivo analisar o gene IRS1, cujo produto, o substrato IRS-1, é 

importante para a transdução do sinal insulínico em tecidos periféricos. Buscou-se identificar e 

estudar variantes de risco no gene IRS1 para o desencadeamento da DM2. Participaram da 

pesquisa pessoas clinicamente diagnosticadas com DM2. Para a caracterização da amostra 

aplicou-se um questionário obtendo-se dados sobre os aspectos socioambientais e prevalência 

de comorbidades, complicações clínicas, condições e comportamentos de risco associadas a 

DM2.  A análise molecular processou-se a partir da amplificação e sequenciamento da região 

codificante do gene IRS1 dos indivíduos da amostra. Para a identificação de sequências 

variantes comparou-se as sequências obtidas com o banco genômico humano. Variante de 

nucleotídeo único (SNV) identificado foi confirmado com a técnica de PCR-RFLP e avaliado 

quanto a herança familiar. Para a análise do valor aditivo da variante, verificaram-se alterações 

em genes associados a via de sinalização de insulina com uso do sequenciamento do exoma e 

programas de predição de variantes. Testes de modelagem molecular e fosforilação foram 

aplicados para se conferir o impacto do variante na fosforilação do substrato IRS-1. A amostra 

teve maior prevalência do sexo feminino, média de idade de 61,11 + 14,573, com faixa etária 

predominante de 65 a 74 anos de idade. Observou-se elevada frequência de hipertensão arterial, 

complicações oftalmológicas, sobrepeso, obesidade e agregação familiar. Quanto as variáveis 

comportamentais observou-se o uso do tabaco e consumo de bebidas alcóolicas em algum 

momento da vida e baixa prática de atividade física regular. Houve associação estatística 

significativa entre as variáveis: tempo de diagnóstico e complicações clínicas, comorbidades e 

complicações clínicas, dislipidemia e mais de uma complicação clínica, IMC e complicações 

oftalmológicas e IMC e mais de uma complicação clínica. O rastreio de mutações no gene IRS1 

identificou o SNV rs1801278 (c.2911G>A; p.Gly971Arg), confirmado com a técnica de PCR-

RFLP, em um indivíduo da amostra, cuja análise familiar revelou esse variante em quatro 

gerações, em indivíduos sintomáticos e assintomáticos. A análise do exoma desse indivíduo 

mostrou seis variantes não sinônimas em genes associados a via de sinalização da insulina, no 

entanto, programas de predição de variantes mostraram que somente rs1801278 é prejudicial. 

Análise do substrato IRS-1 mutante (Arg971) revelou na modelagem molecular baixa interação 

com PI3K e no ensaio in sílico e in vitro aumento da fosforilação em serina. Os resultados 

apresentados nessa pesquisa confirmam a associação de risco do variante rs1801278 a 

resistência à insulina e DM2. A pesquisa mostra ainda a relevância desse variante em estudos 

direcionados a medicina personalizada e aconselhamento genético para DM2.  

Palavras-chaves: resistência à insulina; gene IRS1; substrato IRS-1; rs1801278; fosforilação em serina.  



 

 

ABSTRACT 

Type 2 Diabetes Mellitus (DM2) is a multifactorial chronic disease characterized by hyperglycemia and 

due to its high incidence is of great importance for public health. Among the triggering mechanisms, the 

peripheral insulin resistance (RI) is highly relevant and it is characterized by an insufficient response of 

peripheral tissues target cells at normal circulating insulin levels, which is related to defects in cellular 

insulin signaling. The RI determining mechanisms are not fully understood yet, so the studies are based 

on the molecular structure and the functioning of insulin signaling pathway components. Therefore, the 

present study aimed to analyze the IRS1 gene, whose product, the IRS-1 substrate, is important for 

insulin signal transduction in peripheral tissues. The study sought to identify and evaluate risk variants 

for the triggering of DM2 present in the IRS1 gene. It included patients clinically diagnosed with DM2 

and a questionnaire was applied to characterize each sample, obtaining data on socio-environmental 

aspects and the prevalence of comorbidities, clinical complications, conditions and risk behaviors 

associated with DM2. The molecular analysis was performed from the amplification and sequencing of 

the IRS1 gene coding region of the individuals of the sample. For the variant sequences identification, 

the sequences obtained from the human genomic bank were compared. The identified single nucleotide 

variant (SNV) was confirmed with the PCR-RFLP technique and evaluated according to family 

inheritance. For the analysis of the variant additive value, changes in genes associated with the insulin 

signaling pathway were verified using exome sequencing and variant prediction programs. Molecular 

modeling tests and phosphorylation were applied to check the impact of the variant on the IRS-1 

substrate phosphorylation. The sample had a higher prevalence of females, with a mean age of 61.11 ± 

14.573 and a predominant age ranging from 65 to 74 years old. High frequency of arterial hypertension, 

ophthalmic complications, overweight, obesity and family aggregation were observed. Regarding the 

behavioral variables, tobacco and alcoholic beverages consumption at some point in life and low practice 

of regular physical activity were noted. There was a significant statistical association between the 

variables: diagnosis time and clinical complications, comorbidities and clinical complications, 

dyslipidemia and more than one clinical complication, body mass index (BMI) and ophthalmic 

complications and BMI and more than one clinical complication. The screening for mutations in the 

IRS1 gene, which was confirmed with the PCR-RFLP technique, identified the SNV rs1801278 

(c.2911G>A; p.Gly971Arg) in an individual of the sample whose family analysis revealed this variant 

in four generations, in symptomatic and asymptomatic individuals. The exome analysis of this individual 

revealed six non-synonymous variants in genes associated with the insulin signaling pathway, however 

variants prediction programs showed that only rs1801278 is harmful. The analysis of the mutant IRS-1 

substrate (Arg971) revealed low interaction with PI3K in the molecular modeling and increased 

phosphorylation in serine in the in silica and in vitro assay. The results presented in this research confirm 

the risk association of the rs1801278 variant with insulin resistance and DM2. This research also shows 

the relevance of this variant in studies targeted to personalized medicine and to genetic counseling for 

DM2. Keywords: insulin resistance; IRS1 gene; IRS-1 substrate; rs1801278; serine phosphorylation. 
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1 INTRODUÇÃO 

Diabetes Mellitus (DM) é considerada uma doença epidêmica na atualidade. Trata-

se de uma condição metabólica crônica e caracteriza-se como um estado de hiperglicemia 

persistente, i. e., aumento excessivo da concentração plasmática de glicose (FERREIRA et al. 

2011).  

Dados da Federação Internacional de Diabetes (INTERNATIONAL DIABETES 

FEDERATION, 2019) registraram 463 milhões de casos no mundo em 2019 e estima-se que 

em vinte e oito anos esse número supere os 700 milhões de diabéticos. A situação agrava-se, 

pois avalia-se que mais de 19 milhões de diabéticos não tem o conhecimento de seu estado 

patológico. Quanto à mortalidade, aproximadamente 4 milhões de pessoas com idade entre 20 

e 79 anos morreram em 2017, devido a consequências clínicas da diabetes. Esses números 

colocam esta patologia como uma das principais causas de morte no mundo.  

O Brasil possui 16,8 milhões de diabéticos e ocupa a quinta posição mundial em 

número de adultos entre 20 e 79 anos com diabetes. Esse número pode ser maior, pois estima-

se que 7,7 milhões de pessoas no país ainda não foram diagnosticadas. Os custos anuais com 

cuidados médicos em diabéticos ultrapassam 52,3 bilhões de dólares (INTERNATIONAL 

DIABETES FEDERATION, 2019; COSTA et al., 2017).  Dados divulgados pela Sociedade 

Brasileira de Diabetes (2019) obtidos a partir do sistema de Vigilância de Fatores de Risco para 

doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) do Ministério da Saúde (VIGITEL), mostraram 

que entre 2006 e 2017 o percentual de casos de diabetes passou de 5,5% para 8,9% e ainda um 

aumento de casos de 54% entre homens e 28% entre as mulheres. Um rastreamento com 17.580 

pessoas de todas as regiões do país realizado durante a Campanha do Novembro Diabetes Azul 

2018 mostrou que 18,4% apresentaram glicemia capilar elevada, estimando-se que um em cada 

cinco brasileiros têm risco de ter diabetes (CORRER et al., 2019).  

Com esse cenário alarmante, é preciso reconhecer que apenas as políticas públicas, 

atualmente adotadas, são insuficientes para deter o avanço da síndrome diabética, o que torna 

imprescindível um esforço conjunto de pesquisadores e equipes de saúde para as medidas 

diagnósticas, preventivas, de tratamento e orientação. 

A classificação da DM é atualmente baseada em sua etiologia (Tabela 1), no 

entanto, devido a sua heterogeneidade, estudos recentes apontam a necessidade de uma 

classificação mais refinada da diabetes para identificação, no momento do diagnóstico, de 

pessoas com alto risco para complicações sendo possível um tratamento personalizado. Estudo 

realizado por Ahlqvist et al., (2018) sugere a classificação da diabetes em grupos baseados na 

análise de variáveis comumente medidas: anticorpos para glutamato descarboxilase, idade ao 
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diagnóstico, IMC, HbA1c (hemoglobina glicada), índice HOMA (homeostasis model 

assessment)1. Segundo os autores do estudo esses dados permitem estimar riscos relacionados 

ao prognóstico dos pacientes, facilitando o tratamento e monitoramento da doença.  

Na atual classificação, a Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) o tipo mais frequente de 

diabetes na população, correspondendo por mais de 90% dos casos (SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2019). É de grande relevância para a saúde pública, porque 

além da elevada incidência e prevalência, compromete a produtividade, qualidade de vida e 

sobrevida da pessoa com DM2 (SANTOS; BEÇA; MOTA, 2015). No contexto clínico, é a 

principal causa de amputação de membros inferiores, complicações microvasculares (CECILIO 

et al., 2015; SANTOS et al., 2015) e cardiovasculares (KREUZBERG; AGUILAR; LIMA, 

2016) e compromete gravemente as funções renais, pois grande parte da demanda de diálise é 

de pacientes diabéticos (VIANA; RODRIGUEZ, 2011).  

 

Tabela 1: Classificação etiológica da Diabetes Mellitus. 

 TIPOS DE DIABETES 

1 

DM tipo 1: 

- Tipo 1A: deficiência de insulina por destruição autoimune das células β comprovada por 

exames laboratoriais; 

- Tipo 1B: deficiência de insulina de natureza idiopática. 

2 DM tipo 2: perda progressiva de secreção insulínica combinada com resistência à insulina 

3 DM gestacional: hiperglicemia de graus variados diagnosticada durante a gestação, na 

ausência de critérios de DM prévio 

4 

Outros tipos de DM: 

- Monogênicos (Maturity-Onset Diabetes of the Young - MODY); 

- Diabetes neonatal; 

- Secundário a endocrinopatias; 

- Secundário a doenças do pâncreas exócrino; 

- Secundário a infecções; 

- Secundário a medicamentos. 
DM: diabetes mellitus 

Fonte: Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes, 2019-2020, adaptado de American Diabetes Association, 

2019.  

 

Diferente dos outros tipos de diabetes, como o tipo 1 ou as formas monogênicas do 

terceiro grupo (MODY), o DM2 possui uma heterogeneidade de fatores predisponentes que 

resultam de uma complexa interação entre genes, ambiente e condições de risco o que torna o 

entendimento da fisiopatologia difícil, bem como os mecanismos moleculares subjacentes 

(PARK, 2011; POTTIE et al., 2012). 

 
1 Método utilizado para quantificar a resistência à insulina e a função das células beta do pâncreas. 
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A hiperglicemia observada em DM2 é resultante de defeitos na secreção ou ação do 

hormônio insulina. No primeiro, ocorre uma deficiência na produção dos níveis de insulina 

pelas células beta pancreáticas, enquanto no segundo ocorre uma resistência celular aos níveis 

normais desse hormônio (KAHN et al., 2012).  

A resistência celular à insulina (RI) é o principal fator fisiológico determinante para 

o aparecimento da DM2 (DERAKHSHAN et al., 2015; GOLDSTEIN, 2002) e está relacionada 

a defeitos na sinalização celular da insulina, especialmente relacionados à ligação desse 

hormônio ao seu respectivo receptor nos tecidos alvos, bem como a alterações pós receptor e 

redução da atividade quinase na transdução do sinal insulínico (GUO, 2014; SCHOFIELD; 

SUTHERLAND, 2012).  

Estudos buscam identificar sequências variantes em genes envolvidos na via de 

sinalização da insulina, cujos produtos variantes potencialmente alteram a transdução dos sinais 

moleculares da insulina prejudicando a resposta celular para a entrada da glicose e 

consequentemente a manutenção da glicemia (KAHN et al., 2012). Nesse contexto, destaca-se 

o gene do substrato do receptor da insulina 1 (IRS1), foco da presente pesquisa, cujo produto é 

o substrato do receptor da insulina 1 (IRS-1). Esse substrato é imediatamente fosforilado após 

a ativação do receptor da insulina e, por isso, importante para a transdução da sinalização da 

insulina em tecidos periféricos (SALTIEL; KAHN, 2001a).  

No contexto biotecnológico, o maior conhecimento de genes variantes associados 

a doenças genéticas permite o desenvolvimento de testes genéticos, uma importante ferramenta 

para a medicina preventiva no que tange as doenças complexas como a DM2, pois permite o 

estudo genético preditivo para a antecipação nas medidas de prevenção, segurança nos 

processos de aconselhamento genético dentro de famílias, individualização do tratamento e 

ações de controle para pacientes e familiares (HU; JIA, 2018).  

Todo esse esforço científico permite melhorar ações implementadas nos sistemas 

de saúde, tanto para o indivíduo sintomático, quanto para o assintomático, visando garantir o 

controle efetivo sobre a glicemia, com redução de custos referentes a hospitalização devido a 

complicações clínicas da DM2 e consequentemente uma melhoria na qualidade de vida da 

população.  
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1. 1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral 

- Investigar variantes no gene IRS1 para análise de fator genético de risco para o 

desencadeamento de Diabetes Mellitus Tipo 2 em uma amostra de pessoas com diagnóstico 

clínico da doença em Manaus (AM).  

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

- Caracterizar a população em estudo sobre aspectos socioambientais e a prevalência de 

comorbidades, complicações clínicas, condições e comportamentos de risco associadas a 

Diabetes Mellitus Tipo 2.  

- Identificar, na amostra inicial da presente pesquisa, variantes de base única ou outros tipos 

de mutações que comprometam a expressão do gene IRS1.  

- Pesquisar, em outros membros da família, a presença do variante identificado no gene 

IRS1;  

- Verificar, no indivíduo portador do variante, outras sequências variantes em genes 

relacionados a via de sinalização da insulina em tecidos periféricos. 

- Investigar o impacto do variante identificado na transdução do sinal insulínico e suas 

possíveis implicações no desencadeamento da DM2.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 DIABETES MELLITUS TIPO 2: UM PROBLEMA IMINENTE DE SAÚDE PÚBLICA 

Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) tem sido amplamente estudada devido a sua alta 

prevalência na população mundial, fato esse que a caracteriza como uma epidemia do século 

XXI e um iminente problema de Saúde Pública, pois se prevê um aumento da incidência ao 

longo dos próximos anos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019). No 

contexto social e econômico é preocupante, pois compromete a produtividade, qualidade de 

vida e sobrevida dos pacientes, e possui altas taxas de mortalidade no mundo (SANTOS; 

BEÇA; MOTA, 2015).  

É uma doença metabólica crônica cuja principal característica é o aumento da 

concentração de glicose plasmática, distúrbio denominado de hiperglicemia. A glicose é um 

importante monossacarídeo com papel central no metabolismo energético celular.  A 

hiperglicemia crônica provoca danos em longo prazo ao funcionamento de vários órgãos 

originando um complexo quadro clínico ao que possui a doença. Medidas de controle devem 

ser efetivamente adotadas visando normalizar a taxa da glicemia para garantir uma melhor 

qualidade de vida ao diabético.  

Segundo as Diretrizes da SBD (2019-2020) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

DIABETES, 2019), o diagnóstico laboratorial da hiperglicemia são realizados a partir dos 

exames: glicemia de jejum, glicemia 2 horas após teste oral de tolerância à glicose (TOTG) e 

hemoglobina glicada (HbA1c). A confirmação do diagnóstico para DM requer repetição dos 

exames alterados. Os valores adotados para o diagnóstico são descritos na tabela 2. 

 

Tabela 2: Critérios laboratoriais para diagnóstico de DM, adotados pela SBD (diretrizes 2019-2020). 

 
Glicose em jejum 

(mg/dL) 

Glicemia 2 horas 

após TOTG com 

75g de glicose 

(mg/dL) 

Glicose ao acaso 

Hemoglobina 

glicada (HbA1c) 

(%) 

Normal < 100 < 140 - < 5,7 

Pré-Diabetes 

ou risco 

aumentando 

para DM 

≥ 100 e < 126 ≥ 140 e < 200 - 
 

≥ 5,7 e < 6,5 

Diabetes 

estabelecido 
≥ 126 ≥ 200 

≥ 200 com 

sintomas 

inequívocos de 

hiperglicemia 

≥ 6,5 

TOTG: Teste Oral de Tolerância à Glicose  

Fonte: Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes 2019-2020. 
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A hiperglicemia observada na DM2 é decorrente de alterações na ação ou secreção 

da insulina, um hormônio polipeptídico secretado pelas células β pancreáticas, essencial para a 

homeostase da glicose sanguínea, crescimento e diferenciação celular e metabolismo dos 

lipídios. A regulação da glicemia pela ação da insulina ocorre a partir da redução da 

gliconeogênese hepática e aumento da captação periférica da glicose nos tecidos muscular e 

adiposo (LUCHS, 2006). Em condições normais, a insulina secretada pelas células β 

pancreáticas atinge rapidamente os tecidos periféricos e interage com um complexo sistema de 

sinalização molecular que promove a entrada de glicose para as células (GUO, 2014).  

A etiologia da DM2 é multifatorial com uma heterogeneidade de fatores 

predisponentes em uma complexa interação entre genes, ambiente e fatores epigenéticos 

associados a condições de risco (Figura 1) (HU; JIA, 2018).   

 

Figura 1: Etiologia da Diabetes Mellitus Tipo 2: interação entre os fatores genéticos, ambientais e epigenéticos. 

 
 

Fonte: HU; JIA (2018), com adaptações 
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Estudos genéticos e a forte agregação familiar observada evidenciam, cada vez 

mais, o papel dos genes na determinação da patologia. Quanto à herança, a DM2 classifica-se 

como poligênica, em que variantes de genes predisponentes podem desencadear alterações 

bioquímicas e fisiológicas que culminarão na hiperglicemia (SLADEK et al., 2007). Estudos 

de associação em genoma completo (Genome-Wide Association Study – GWAS) identificaram 

mais de 100 genes que conferem suscetibilidade para DM2, entre diferentes etnias (PARK, 

2011). Genes que codificam proteínas envolvidas na sinalização da insulina, secreção da 

insulina e metabolismo intermediários são os mais envolvidos na herança da DM2 (SALTIEL; 

KAHN, 2001a). 

Fatores ambientais como obesidade, idade, dieta, sedentarismo também contribuem 

para o desencadeamento de DM2 na população, especialmente em pessoas com suscetibilidade 

genética (HU; JIA, 2018).  

Estudos recentes sobre mecanismos epigenéticos evidenciam a associação desses 

ao desencadeamento de DM2, notadamente reprimindo a expressão de genes relacionados ao 

metabolismo da glicose (NILSSON et al., 2014; YONAMINE, 2017). 

A gravidade em DM2 é consequência de comorbidades, a coexistência de doenças, 

sendo as mais comuns a hipertensão arterial, dislipidemia e obesidade (GRILLO; GORINI, 

2007). Em geral, essas comorbidades estão presentes no momento do diagnóstico da 

hiperglicemia.  

Vários estudos relatam a alta prevalência da hipertensão arterial em pessoas com 

DM2, observada, sobretudo no sexo feminino (FERRANNINI; CUSHMAN, 2012; 

MENGESHA, 2007; NILSSON; CEDERHOLM, 2011), e é um dos principais fatores de risco 

para doenças cardiovasculares e eventos cerebrovasculares (NILSSON; CEDERHOLM, 2011). 

Caracteriza-se pelo aumento da resistência vascular periférica, o que eleva a pressão sanguínea 

nas artérias. Essa fisiopatologia interliga-se com DM2, especialmente, devido à resistência à 

insulina, cujo estado de hipersulinemia reduz a vasodilatação (FERRANNINI; CUSHMAN, 

2012). As alterações vasculares são naturais ao processo de envelhecimento, no entanto, a 

incidência de hipertensão com o aumento da idade é maior em pessoas diabéticas do que pessoas 

não diabéticas (SPENCER, 2010).  

A dislipidemia é a elevação das taxas normais de lipídios e de lipoproteínas na 

corrente sanguínea. A resistência à insulina, em pessoas com DM2, predispõe a alterações no 

metabolismo das lipoproteínas circulantes, ocorrendo hipertrigliceredemia (aumento de 

triglicerídeos) e aumento na produção hepática de VLDL, uma lipoproteína de densidade muito 

baixa (MULLUGETA et al., 2012; PEREIRA, 2011; PINHO et al., 2015).  Essas alterações 

contribuem para o desenvolvimento de aterosclerose (formação de placas de ateroma sobre a 
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parede das artérias) e doenças cardiovasculares. No caso de pessoas diabéticas o risco do 

desenvolvimento das condições supracitadas se eleva de 2 a 4 vezes (SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2019). 

É observada uma alta prevalência de pessoas com diabetes tipo 2 e obesas ou com 

sobrepeso, sugerindo uma associação entre essas duas patologias (ARSA et al., 2009; GRILLO; 

GORINI, 2007; LIMA et al., 2010; ROCHA et al., 2017). Na obesidade, ocorre o aumento da 

massa de adipócitos estimulando o aumento de adipocinas, fatores inflamatórios expressos pelo 

adipócito inflamado, que influenciam negativamente no reconhecimento da insulina aos 

respectivos receptores, desregulando a resposta celular a esse hormônio e promovendo a 

resistência à insulina e a hiperglicemia. Em pessoas com DM2 e obesas, essa situação agrava o 

estado crônico de hiperglicemia, aumentando as probabilidades de complicações clínicas 

(FREITAS; CESCHINI; RAMALLO, 2014). 

O aumento da mortalidade entre pessoas com DM2 está associado ao 

desenvolvimento de complicações agudas (KLAFKE et al., 2014), devido à hiperglicemia 

crônica que causa alterações fisiológicas e metabólicas no decorrer dos anos (FERREIRA et 

al., 2011). São comuns as complicações macrovasculares, que comprometem as artérias 

coronarianas, de membros inferiores e cerebrais, e microvasculares que causam neuropatia, 

retinopatia, nefropatia e isquemia (CECILIO et al., 2015; GRILLO; GORINI, 2007; LIMA et 

al., 2010). As complicações diferem em frequência e níveis de gravidade. 

Entre as principais complicações, destacam-se a nefropatia diabética, responsável 

pela insuficiência renal e alta frequência de hemodiálise, e as doenças cardiovasculares, 

importante causa de morte em pessoas com DM2  (FERREIRA et al., 2011; GRILLO; GORINI, 

2007; VIANA; RODRIGUEZ, 2011). Kreuzberg, Aguilar e Lima (2016) analisaram o risco 

para complicações vasculares em pessoas com Diabetes por meio da análise do escore de 

Framingham2 e observaram alto risco para doença cardiovascular no sexo masculino e risco 

intermediário para o sexo feminino.  

Outra frequente complicação, é o chamado pé diabético resultado da destruição do 

tecido mole associada à neuropatia diabética e doença arterial periférica, cuja gravidade leva a 

amputações incapacitantes (GUTIÉRREZ; MONTALVO, 2012; HORIZONTE, 2011; LIMA 

et al., 2010; SANTOS et al., 2013).  

Para se evitar as complicações decorrentes da hiperglicemia, é imprescindível o 

controle apropriado da glicemia. No entanto, estudo realizado por Moreira (2016) com 3.726 

 
2 Método que avalia o risco de doença cardiovascular de acordo com a presença ou não de certos fatores de risco 

como: faixa etária, sexo, valores de pressão arterial sistólica, valores da razão entre o colesterol total e a fração 

HDL, presença de tabagismo e diagnóstico de diabetes.  



29 
 

 

pacientes com DM2 no Brasil e Venezuela mostra que o controle glicêmico inadequado foi 

elevado no grupo de estudo, o que denota a necessidade políticas públicas imediatas e medidas 

efetivas quanto à orientação dos pacientes e acompanhamento clínico adequado. 

A DM2 e as suas complicações geram elevado índice de hospitalização e, portanto, 

alto custo aos sistemas de saúde. De acordo com dados sobre internação hospitalar do 

DATASUS (Departamento de Informática do SUS), no ano de 2015 a morbidade hospitalar por 

Diabetes Mellitus no Brasil foi de 137.631 internações (BRASIL.MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2016). As despesas decorrentes de DM nas Américas do Sul e Central foram estimadas em 

aproximadamente 35 bilhões de dólares no ano de 2015, configurando uma despesa duas vezes 

mais elevada com pessoas com DM em comparação a pacientes não diabéticos 

(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019). Em estudo realizado por Saraiva et 

al. (2016), em 4 (quatro) centros do Sistema Único de Saúde, foi calculado um custo médio de 

R$ 931,88 por paciente diabético sem complicações vasculares e de R$ 1.212,37 para aqueles 

com complicações. É notório que os custos envolvidos no tratamento da diabetes e das 

complicações relacionadas à doença são altos, tanto ao paciente que pode arcar com suas 

despesas quanto para aqueles que necessitam do acesso ao sistema público de saúde.  

Dados obtidos por meio do acesso ao Ministério da Saúde - Sistema de Informações 

de Mortalidade (SIM) revelam que em 2011 foram notificados 57.876 óbitos por Diabetes 

Mellitus em nosso país, o que dimensiona a magnitude da doença. As taxas de mortalidade por 

DM2 (por 100 mil habitantes) correspondem a 30,1 para a população geral, 27,2 nos homens e 

32,9 nas mulheres, com acentuado aumento no progredir da idade, que varia de 0,50 para a 

faixa etária de 0 a 29 anos a 223,8 para a de 60 anos ou mais, ou seja, um incremento de 448 

vezes  e uma notável tendência ascendente da taxa de mortalidade. Cerca de 85% dos óbitos 

por diabetes ocorrem a partir dos 40 anos de idade, em ambos os sexos (BRASIL.MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2016).  

As alterações metabólicas do DM2 são passíveis de prevenção por meio da 

educação em saúde associada à abordagem multiprofissional na atenção básica. Dessa forma, é 

importante o investimento tanto na atenção primária, para reduzir a incidência, quanto na 

prevenção secundária, para redução das complicações da DM2 (ARAÚJO; MOREIRA, 2019; 

SILVA, 2009).  

Mudanças de hábitos, como dieta adequada, redução de peso e a prática de atividade 

física devem ser realizadas por todas as pessoas com DM2, visando manter a glicemia e a 

pressão arterial dentro da normalidade evitando-se as complicações clínicas. (ALMEIDA; 

ALMEIDA, 2016; LINDSTRO et al., 2010).  
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Releva-se a importância de exames periódicos, principalmente em pessoas com 

casos na família. Muitos casos de DM2 na população não são diagnosticados, pois os sintomas 

manifestam-se de forma gradual e lenta e somente após muitos anos de hiperglicemia 

(CORRER et al, 2019). Quando não é feito o diagnóstico no início do aparecimento da 

patologia, as complicações decorrentes da hiperglicemia crônica avançam, causando a falência 

de órgãos importantes (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019).    

Foram desenvolvidos modelos baseados em fatores de risco como o Finnish 

Diabetes Risk Score (FINDRISC), que visa identificar ou triar indivíduos na população com 

potencial para o desenvolvimento de DM2 (LINDSTRÖM; TUOMILEHTO, 2003; NOBLE et 

al., 2011). Esse modelo tem sido aplicado em estudos, com resultados satisfatórios e validado 

para a prática clínica (AEKPLAKORN et al., 2006; GOMEZ-ARBELAEZ, 2015; 

JANGHORBANI; ADINEH; AMINI, 2013).  

Devido à expectativa de aumento de portadores da DM2 em nível mundial, é 

necessário o investimento em pesquisas, visando uma atenção primária mais eficiente e 

preventiva.  A identificação precoce de indivíduos com alto risco para DM2 pode retardar o 

início da patologia com intervenções farmacológicas e no estilo de vida (LYRA et al., 2006).  

Em se tratando de uma patologia que possui uma contribuição genética importante, 

o mapeamento de marcadores moleculares para a DM2 pode trazer contribuição importante 

para a medicina preventiva, acompanhamento clínico do paciente e melhorias a programas de 

saúde familiar, pois vai potencializar o desempenho preditivo para a doença na população 

(FERRAZ-DE-SOUZA, 2015; VASSY; MEIGS, 2012).  

 

2.2 SINALIZAÇÃO DA INSULINA 

A insulina é um hormônio polipeptídico que regula a homeostase glicêmica 

estimulando a captação periférica da glicose em tecidos sensíveis à insulina, isto é, aqueles que 

aumentam intensamente a capacidade de transportar glicose para dentro da célula sob estímulo 

hormonal, em especial muscular e adiposo. Esse hormônio também age inibindo a liberação de 

glicose pelo fígado, estimulando a síntese proteica, de ácidos graxos livres e glicogênio e 

bloqueando a proteólise, lipólise e produção hepática de glicose (PAIVA, 2014; SPRAGUE; 

ARBELÁEZ, 2011). 

A estrutura tridimensional do monômero da insulina foi descrita primeiramente por 

Abel em 1946, por estudo de cristalografia de Raio X. É constituída por duas cadeias 

polipeptídicas denominadas alfa (α) e beta (β), que respectivamente possuem 21 e 30 resíduos 
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de aminoácidos e se ligam por meio de duas pontes dissulfeto. A cadeia alfa possui também 

uma ligação dissulfeto intrafilamentar (PAIVA, 2014) (Figura 2). 

Figura 2 - Estrutura molecular da insulina humana.  

 

Fonte: Hall; Guyton (2017). 

Embora a síntese de insulina seja controlada por vários fatores metabólicos, um 

aumento rápido na concentração de glicose sanguínea é o principal evento que estimula a sua 

síntese e secreção pelas células β (beta) presentes nas Ilhotas de Langerhans do pâncreas 

(MONTENEGRO; CHAVES; FERNANDES, 2016). Após a síntese, o polipeptídeo pré-pró-

insulina sofre clivagem no Aparelho de Golgi, libera a pró-insulina e após a proteólise forma a 

insulina (FU; GILBERT; LIU, 2013). Após a síntese, o pré-hormônio é armazenado em 

hexâmeros (uma conformação de seis moléculas organizadas em três dímeros), em um processo 

dependente de alta concentração dos monômeros, zinco e pH favorável (CISZAK; SMITH, 

1994). A secreção dos hexâmeros, no sangue, pelas células β reduz o gradiente de concentração 

favorecendo a dissociação dos hexâmeros e a formação de sua forma ativa em monômero 

(Figura 3) (FU; GILBERT; LIU, 2013). 

Figura 3 - Etapas do processamento proteolítico na síntese da insulina. A pré-pró-insulina sofre 

clivagem liberando a pró-insulina que sofre nova clivagem para liberar a insulina funcional.  

 

Fonte: Nelson; Cox (2014). 
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Vários estudos aplicam-se a compreender o mecanismo molecular de ação da 

insulina, pois é o principal fator desencadeante em diversas enfermidades endócrinas, em 

especial a Diabetes Mellitus tipo 2. Esse mecanismo envolve uma série de proteínas de 

membrana e citoplasmáticas responsáveis pela sinalização e resposta celular ao sinal insulínico, 

conforme esquematizado na figura 4.   

Figura 4 - Vias de sinalização da insulina. A ligação da insulina ao seu receptor (A) promove a transdução do sinal 

ao fosforilar proteínas intracelulares conhecidas como substratos do receptor da insulina (IRS) (B). Após a 

fosforilação, essas proteínas ligam-se a outras moléculas sinalizadoras como a PI 3-quinase (C) no domínio SH2, 

cujos produtos ativam a PKB/Akt (D) promovendo a liberação da proteína GLUT-4 (E) para a membrana celular 

(F) regulando o transporte de glicose para dentro da célula.  

 

 

Fonte: Saltiel; Kahn (2001a) 

 

 

A insulina, secretada pelas células beta pancreáticas, liga-se a um receptor de 

membrana denominado Receptor de Insulina, uma proteína heterotetramérica composta por 

duas subunidades α, localizadas fora da membrana celular e duas subunidades β 

transmembrânicas com domínio intracelular tirosina quinase (figura 5A). A subunidade α tem 

efeito inibitório sobre a subunidade β, quando na ausência da insulina. Com a ligação da 

insulina, a subunidade α sofre uma mudança conformacional perdendo a capacidade de inibição 

e ativando a atividade quinase da subunidade β, permitindo autofosforilação de resíduos de 

tirosina (Figura 5B) e a fosforilação de proteínas citosólicas. Substratos do receptor da insulina 

(IRS) são as principais proteínas fosforiladas após a estimulação da insulina desencadeando a 

A 

B C E 

F 

D 

Glicose 
Receptor 
Insulina 

Transportador 

de Glicose 

 
 

 

http://www-nature.ez75.periodicos.capes.gov.br/articles/414799a#auth-1
http://www-nature.ez75.periodicos.capes.gov.br/articles/414799a#auth-2
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transdução de sinais pós-receptor. Destacam-se os substratos IRS-1, IRS-2, IRS-3 e IRS-4 

(CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002; LUCHS, 2006).  

 

Figura 5 – Esquema da estrutura do receptor da insulina (A) e a ativação do receptor tirosina-

quinase (B). O receptor da insulina possui duas subunidades α, localizadas fora da membrana 

celular (I), e duas subunidades β transmembrana (II) com domínio intracelular tirosina 

quinase (III). A ligação à molécula sinalizadora extracelular (insulina) vai induzir a 

aproximação de duas subunidades do receptor (IV), formando um dímero (V), promovendo 

a autofosforilação de resíduos de tirosina (VI) e consequentemente sua ativação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Nelson; Cox (2014) 

 

 

Fonte: Lodish et al. (2014) 
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As funções fisiológicas dessa família de substratos sobre a homeostase da glicemia 

foram estudadas por diferentes autores. Araki et al. (1994) realizaram um clássico experimento 

com camundongos sem a expressão do gene que codifica o substrato IRS-1, obtidos por meio 

de mutação dirigida. Os resultados mostraram que esses camundongos apresentaram resistência 

à insulina com diminuição na captação de glicose estimulada por insulina. Os mesmos autores 

destacaram em seus resultados a existência de um substrato alternativo, posteriormente 

denominado IRS-2. Resultados obtidos por Withers et al. (1998)  mostraram que camundongos 

sem a expressão de IRS-2 também apresentaram resistência à insulina, com descontrole da 

homeostase da glicose. Pesquisas posteriores corroboram com os autores citados indicando que 

a ausência dos substratos IRS-1 e IRS-2 são importantes contribuintes para a fisiopatologia da 

diabetes tipo 2 em humanos e que camundongos que não expressam os genes dos substratos 

IRS-3 e IRS-4 não apresentaram alteração notável no metabolismo da glicose (FANTIN et al., 

2000).  

Estudos mostram diferenças na distribuição tecidual dos substratos IRS e, portanto, 

uma associação funcional tecido-específica. O IRS-1 tem alta expressão e papel funcional 

importante no músculo esquelético, enquanto IRS-2 regula principalmente a ação da insulina 

hepática e o desenvolvimento e sobrevivência das células beta do pâncreas (PREVIS et al., 

2000; TANIGUCHI; EMANUELLI; KAHN, 2006). O IRS-3 é expresso em adipócitos e possui 

o menor peso molecular das proteínas IRS (LAVAN et al., 1997). Considerando-se que a 

expressão do IRS-4 é praticamente restrita à glândula pituitária e ao cérebro, é possível que esse 

substrato esteja menos associado ao receptor de insulina, mas ser potencialmente importante na 

transdução de sinal de outros receptores presentes nesses tecidos (LUCHS, 2006).  

Estruturalmente, proteínas IRSs possuem dois domínios denominados PH e PTB, 

importantes para a interação dessas ao receptor da insulina. O domínio NH2-terminal da 

homologia pleckstrin (PH) liga-se a fosfolipídios das membranas, permitindo que o receptor 

fosforile de forma eficiente determinados resíduos de tirosina do substrato. O domínio ligante 

a fosfotirosina – PTB (phosphotyrosine binding) - interage com regiões NPEY (onde, N = 

asparagina; P = prolina; E = glutamato; Y = tirosina) fosforiladas na região da subunidade β do 

receptor da insulina, estabilizando o complexo de ativação do receptor e garantindo a 

transdução de sinal. Além dos domínios, proteínas IRS possuem ainda uma cauda terminal 

COOH, conhecida como domínio não PTB, de tamanho variado nos diferentes IRSs com 

múltiplos sítios para fosforilação em resíduos de tirosina pelo receptor da insulina. A 

fosforilação dessas proteínas cria sítios de reconhecimento para moléculas com domínio SH2, 

como a fosfatidilinositol 3–quinase (PI 3K), Grb2 e SHP-2 (Figura 6 e 7) (BOURA-HALFON; 

ZICK, 2009; BRUMMER; SCHMITZ-PEIFFER; DALY, 2010; LUCHS, 2006). 
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Apesar da similaridade estrutural, as proteínas IRSs possuem diferentes padrões de 

fosforilação em resíduos de tirosina pelo receptor da insulina e diferentes padrões de associação 

com proteínas contendo domínio SH2 distintos. Outro fato a se considerar, é a localização 

dentro da célula dos diferentes IRS: IRS-1 e IRS-2 estão associados a estruturas intracelulares, 

enquanto IRS-3 e IRS-4 à membrana plasmática (LUCHS, 2006).  

Conhecidas como ‘proteínas de atracamento’, os substratos da família IRS 

funcionam como pontos de recrutamento de moléculas sinalizadoras à jusante da via em 

resposta a ativação do receptor da insulina, e aumentam a complexidade e flexibilidade 

regulatória da sinalização e amplificação do sinal (BOURA-HALFON; ZICK, 2009). 

 

Figura 6 - Estrutura esquemática das proteínas IRS. Observa-se os domínios PH, PTB e sítios de reconhecimento 

para moléculas com domínio SH2: Fosfatidilinositol-3'-OH quinase (PI3K), proteína adaptadora Grb2, Proteína 

Tirosina fosfatase SHP2.  

 

Fonte: Machado-Neto; Traina (2013) 

 

Figura 7 - Substratos IRS do receptor da insulina. Os domínios PH e PTB possuem homologia entre os substratos 

enquanto a região em que se localizam os sítios de reconhecimento para moléculas com domínio SH2 são 

diferentes entre os substratos IRS-1/IRS-2, IRS-3 e IRS-4. Observa-se múltiplos sítios de fosforilação em resíduos 

de tirosina localizados na cauda terminal (vermelho) e os pesos moleculares de cada substrato.  

 

Fonte: Orcy (2003), com modificações.   

 

Na transdução do sinal insulínico, a enzima heterodimérica fosfatidilinositol-3 

quinase (PI3K) é um importante efetor da via de sinalização atuando no transporte de glicose 

para a célula, regulação da mitogênese e diferenciação celular. Estruturalmente, é composta por 

uma subunidade catalítica (p110) associada a uma subunidade regulatória (p85). O domínio 

catalítico é ativado a partir da ligação do domínio SH2 da subunidade P85 aos sítios YMXM e 

YXXM (onde, Y= tirosina, M= metionina, X= qualquer aminoácido) fosforilados das proteínas 

IRS (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002; LUCHS, 2006). Essa ligação gera a 



36 
 

 

dissociação da subunidade p110, que assim catalisará a fosforilação de grupos fosfatidil-inositol 

(fosfoinositídeos) na posição 3, produzindo fosfatidilinositol-3-fosfato, fosfatidilinositol-3,4-

difosfato (PIP2) e fosfatidilinositol- 3,4,5-trifosfato (PIP3). Os produtos PIP2 e PIP3 ativam 

serina/treonina quinases entre essas, a proteína quinase B Akt (PKB/Akt) que promove a 

translocação do transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4) de locais intracelulares para a 

membrana plasmática, permitindo o aumento da captação da glicose pela célula por difusão 

facilitada (Figura 8) (GUO, 2014).  

 

Figura 8 - Translocação da proteína GLUT – 4 para a membrana celular a partir da transdução de sinal insulínico 

em células de tecidos sensíveis a insulina. Esse processo permite a entrada de glicose na célula.  

 

Fonte: Queiroz (2008), adaptado de Carvalheira et al. (2002) 

 

A via da sinalização da insulina também possui um mecanismo de controle 

negativo, importante para a atenuação ou interrupção em resposta à modulação metabólica.  

Estudos mostram que a fosforilação em sítios de resíduos de serina (SER) ou treonina (THR) 

do IRS-1 reduz ou bloqueia a fosforilação da tirosina ou promove mudança na conformação 

estrutural do IRS-1 (especialmente no domínio PTB) ou à ligação desse a moléculas de 

sinalização desconhecidas. (GUAL; LE MARCHAND-BRUSTEL; TANTI, 2005; PAZ et al., 

1997a; SALTIEL; PESSIN, 2002).  

Diante dos estudos sobre a via de sinalização da insulina, observa-se nesse processo 

um sensível equilíbrio entre a fosforilação do resíduo de tirosina (positiva) e a fosforilação do 
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resíduo de serina (negativa). Interferências nesse equilíbrio contribuem para problemas na 

transdução do sinal da insulina e captação de glicose plasmática.  

O mecanismo supracitado é reconhecido também em estudos sobre obesidade e 

estresse. Esses fatores ambientais inibem a ação da insulina devido à ativação da proteína 

quinase C (PKC) que fosforila o resíduo de serina na posição 1101 do IRS-1, bloqueando a 

fosforilação da tirosina nesse substrato e diminuindo a ativação de Akt (LI et al., 2004).   

Compreender a via de sinalização da insulina é importante para a fisiopatologia de 

doenças em humanos, pois fatores genéticos e não genéticos podem influenciar nesse processo. 

Vários estudos apontam que alterações na sequência ou no nível de expressão dos genes cujos 

produtos estão envolvidos na sinalização da insulina são fatores determinantes da resistência à 

insulina e desencadeamento da DM2 (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002). Nesse 

contexto, as proteínas IRS são os principais alvos para a compreensão de possíveis problemas 

na transdução do sinal insulínico.  

 

2.3 SUBSTRATO DO RECEPTOR DA INSULINA 1 (IRS-1).  

 

 A ativação do receptor da insulina causa a fosforilação de substratos, incluindo os 

substratos do receptor da insulina (IRS). Nessa família de substratos, destaca-se o IRS-1, 

imediatamente fosforilado em determinados resíduos de tirosina após estimulação insulínica e, 

portanto, de suma importância para os passos iniciais da transdução do sinal pós-receptor. Foi 

o primeiro substrato do receptor da insulina clonado e é o melhor caracterizado (SUN et al., 

1991).  

O substrato IRS-1 (P355683) é uma proteína citoplasmática, monomérica com 

1.242 resíduos de aminoácidos e apresenta uma massa molecular entre 165 a 180 kDa. Contém 

vários sítios potenciais de fosforilação em resíduo de tirosina, serina e treonina (figura 9) 

(GUAL; LE MARCHAND-BRUSTEL; TANTI, 2005).  Quando fosforilado, é capaz de gerar 

múltiplos sinais celulares, podendo ativar várias proteínas de sinalização à jusante, como: (1) a 

PI3K, importante para a captação da glicose, síntese de glicogênio, lipídios e proteínas, 

expressão de genes e proliferação celular; e (2) a Grb2 que estimula a cascata MAPK (mitogen-

activated protein quinase/Proteína-quinases ativadas por mitógenos) resultando na proliferação 

e diferenciação celulares (Figura 10) (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).  

 
3 Código UNIPROT - base de dados que contém informações sobre sequências de proteínas e respectivas funções.  
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Figura 9: Estrutura do substrato IRS-1 mostrando múltiplos sítios de fosforilação em resíduos de 

tirosina, serina e treonina.  

 

Fonte: PhosphoSite Plus®, www.phosphosite.org 

 

Figura 10 - Esquema da estrutura molecular do substrato 1 do receptor da insulina. Observa-se os domínios PH 

(magenta), PTB (verde) e vários sítios de fosforilação em resíduos de tirosina (Y) e serina (S). São indicados os 

resíduos de tirosina fosforilados pelo receptor da insulina, cujo processo provoca a ligação e ativação de PI3K, 

Grb2 e SHP2. Também são indicados os resíduos de serina e as proteínas quinases responsáveis pelas respectivas 

fosforilações. Círculo em azul representam fosforilação positiva, vermelho regulação negativa e combinados em 

azul e vermelho representam locais que podem ter tanto regulação positiva ou negativa. Círculos brancos a 

fosforilação ainda não é conhecida.   

 

Fonte: Taniguchi; Emanuelli; Kahn (2006), com adaptações. 

 

Os principais estudos com o IRS-1 versam sobre a sua relação com neoplasias, pois 

sua alta expressão influencia no desequilíbrio da proliferação celular devido a sua relação com 

a cascata MAPK (GIOVANNONE et al., 2000), e na ação celular da insulina, foco principal da 

presente pesquisa.  

O papel do substrato IRS-1 na ação da insulina foi estudado primeiramente por 

Kanai et al. (1993) a partir da expressão, em uma linhagem celular, de um receptor de insulina 

1242 
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mutante em um sítio de tirosina. Os resultados desse experimento mostraram que a redução da 

fosforilação de IRS-1 diminuiu o transporte de GLUT-4 nessas linhagens, sugerindo uma 

associação na regulação dos genes IRS-1 e GLUT-4. No ano seguinte, Araki et al. (1994) 

publicaram que camundongos sem a expressão do gene IRS1 apresentaram diminuição na 

captação de glicose e desenvolveram a resistência à insulina. Araújo et al. (2005) empregaram 

um oligonucleotídeo anti-sentido para inibir a expressão do IRS-1 em ratos Wistar o que 

resultou em redução de captação da glicose, aumento de insulina plasmática (hipersulinemia) e 

significativa redução na fosforilação em Akt.  

Destacada a sua importância nesta via, observou-se em modelos animais e pessoas 

com DM2 que a redução na absorção da glicose está associada à baixa fosforilação em resíduos 

de tirosina (Tyr) de IRS-1 e por conseguinte baixa ativação de PI3K. Ainda, baixas quantidades 

de IRS-1 e diminuição na fosforilação de resíduos de tirosina nesse substrato foram observadas 

em 30% de parentes de primeiro grau de diabéticos tipo 2, indicando alto risco para o 

desencadeamento de DM2 (CESARETTI; KOHLMANN JUNIOR, 2006; GUAL; LE 

MARCHAND-BRUSTEL; TANTI, 2005; SALTIEL; KAHN, 2001b).  

Uma linha de estudo mostra que a fosforilação irregular do IRS-1 em sítios de serina 

(Ser) e treonina (Thr) são responsáveis por defeitos na sinalização da insulina e resistência à 

insulina em tecidos periféricos (BRUMMER; SCHMITZ-PEIFFER; DALY, 2010; PAZ et al., 

1997a). A hiperativação de Akt ou a hipersulinemia resulta na fosforilação em resíduos de 

serina do IRS-1 pela quinase P70S6, influenciando na redução da interação entre IRS-1/PI3K. 

(DRAZNIN, 2006). C-Jun NH2-terminal kinase (JNK), uma quinase ativada pelo estresse, 

promove a fosforilação do resíduo de serina 307, adjacente ao domínio PTB do IRS-1, 

interferindo na sua interação com o receptor da insulina e na fosforilação do resíduo de tirosina 

(BOURA-HALFON; ZICK, 2009). 

NIDDM. 

2.4 GENE DO SUBSTRATO DO RECEPTOR DA INSULINA 1  

 

O substrato IRS-1 é codificado pelo gene IRS1 (sinônimo HIRS) que possui 

74.474bp (anexo C) e está localizado no cromossomo 2q36.3 (localização molecular: 

226,731,317 a 226,798,790) (figura 11). O gene possui dois éxons, no entanto, somente o éxon 

1, com 3726 bp, é codificante (NISHIYAMA et al., 1994). 
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Figura 11 - Localização do gene IRS1 no cromossomo 2 (barra vermelha) 

Fonte: Ensemble, http://www.ensembl.org 

 

 Mutações nesses genes podem resultar em alterações na expressão ou estrutura 

tridimensional e funcional dessas proteínas e afetar a cascata de sinalização da insulina. As 

mutações mais comuns são aquelas que acometem uma única base em uma sequência de DNA, 

os denominados Variantes de Nucleotídeo Único (SNV) (DEN DUNNEN et al., 2016)4. Esses 

são muito frequentes no genoma humano e responsáveis por diversas doenças de base genética 

como a anemia falciforme e subtipos do quarto grupo de diabetes. 

 Estudos de associação entre variantes no gene IRS1 e outros genes relacionados 

foram realizados por diferentes autores. A literatura reporta seis SNVs no gene IRS1 associados 

ao desencadeamento da RI e DM2. Os estudos foram realizados em diferentes populações. 

Dados sobre esses variantes estão disponibilizados na tabela 3 enquanto a localização de cada 

sequência variante no éxon 1 do gene IRS1 está representada na figura 12.  

 

Tabela 3 - SNVs identificados no gene IRS1 associados a resistência à insulina e Diabetes Mellitus tipo 2. 

     

 
4 Seguindo recomendação disponibilizada pela Human Genome Variantion Society (HGVS).  

SNV 
Localização 

no gene 

Alelo de 

referência 

Alelo  

variante 
Citação 

rs2943641 
500kb 

upstream IRS1 
T C 

Li et al. (2016) 

Mahmutovic et al. (2019) 

Rung et al. (2009) 

rs934167 
Downstream 

IRS1 
C T Feng et al. (2013) 

 

rs1801123 
Sequência 

codificante  
T C Feng et al. (2013) 

rs7578326 

Variante 

intergênica 

IRS1 

A G Voight et al. (2010) 

rs104893642 
Sequência 

codificante  
C G Esposito et al. (2003) 

rs1801278 
Sequência 

codificante 
G A 

 

Burguete-Garcia et al. (2010) 

Kommoju et al. (2014) 

Li et al. (2016) 

Martínez-Gómez et al. (2011) 

Prudente et al. (2013) 

Szendroedi et al. (2014) 
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Figura 12: Localização dos SNVs identificados no gene IRS1 associados a resistência à insulina e 

Diabetes Mellitus tipo 2. 

 

 

 

O variante rs2943641, localizado próximo a região codificante do gene IRS1, foi 

associado à RI e DM2 em populações chinesas e caucasianas (LI et al., 2016). O mesmo 

resultado foi observado com populações francesas, dinamarquesas e finlandesas em estudo 

realizado por Rung et al. (2009), que associou o alelo mutante a níveis basais reduzidos de 

proteína IRS-1 e diminuição da atividade de PI3K em biópsias de músculo esquelético humano. 

Mahmutovic et al (2019) observou a associação desse variante com resistência à insulina na 

população da Bosnia e Herzegovina. Não há estudos sobre como esta alteração influencia a 

sinalização da insulina, sugerindo-se que sua localização, 500 kb upstream do gene, ocorra em 

sítio de regulação de genes.  

Os variantes rs934167 e rs1801123 apresentaram forte associação com 

hiperglicemia e resistência à insulina em uma amostra de Porto Rico, mas sem associação 

significativa em pessoas com DM2 pesquisadas (FENG et al., 2013). No entanto, os autores 

dessa pesquisa discutem que estes resultados requerem a análise em outras populações, 

avaliando-se os fatores ambientais relacionados ao desencadeamento de DM2.   

Dados de associação genômica em indivíduos europeus com DM2 identificou forte 

associação do variante rs7578326, indicando que esse pode elevar o risco para o 

desencadeamento de DM2 (VOIGHT et al., 2010).  

O variante rs104893642 foi identificado em pessoas com DM2, é um variante raro 

que substitui um resíduo de arginina por um de treonina no IRS-1 influenciando a ligação e 

ativação de PI3K e contribuindo para o aparecimento da resistência à insulina (ESPOSITO et 

al., 2003).  

O variante rs1801278 é a variante do gene IRS1 mais seguramente associado ao 

risco e desencadeamento de DM2. Consiste em uma substituição de um resíduo de glicina para 

arginina na posição 971 do IRS-1. Apesar de sua alta frequência em pessoas com DM2, não há 

estudos na literatura sobre como este variante influencia na transdução do sinal da insulina 
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(BURGUETE-GARCIA et al., 2010; KOMMOJU et al., 2014; LI et al., 2016; MARTÍNEZ-

GÓMEZ et al., 2011; PRUDENTE et al., 2013; SZENDROEDI et al., 2014).  

Em todos os estudos sobre associação de variantes no gene IRS1, RI e DM2, 

discute-se a necessidade de replicar essas análises em outras populações, visando determinar 

marcadores genéticos que permitam triar pessoas com riscos para DM2.  

 

2.5 SEQUENCIAMENTO E PCR-RFLP PARA O DIAGNÓSTICO MOLECULAR. 

 

O sequenciamento do genoma humano associado a avanços biotecnológicos é uma 

relevante conquista para a compreensão de desordens de base genética. Um dos objetivos do 

Projeto Genoma Humano previa a possibilidade de usar o conhecimento gerado para a detecção 

de predisposição genética a doenças visando possível intervenção preventiva (VASSY; 

MEIGS, 2012).  Essa “possibilidade” tornou-se uma realidade para a medicina preventiva. O 

diagnóstico molecular preditivo para doenças genéticas é ainda pouco valorizado na prática 

clínica, mas é indiscutível sua importância como ferramenta para ações de vigilância e 

prevenção, notadamente em doenças com alto custo de tratamento e passíveis de intervenções 

ainda antes do aparecimento dos primeiros sintomas clínicos.  

O termo diagnóstico molecular, devido a sua amplitude, será direcionado neste 

trabalho ao genoma humano. Nesse contexto, designa técnicas de biologia molecular aplicadas 

para detectar marcadores de relevância diagnóstica e/ou prognóstica no genoma humano. Os 

marcadores mais estudados são aqueles associados a doenças genéticas (FARFÁN, 2015).  

O diagnóstico molecular, ou teste genético, pode ser aplicado para confirmar uma 

doença genética em pessoas com sintomas clínicos ou estimar o risco futuro de uma condição 

genética em pessoas que ainda não apresentam sintomas, mas possuem familiares com a 

condição genética. Entre os benefícios, garante decisões terapêuticas direcionadas para 

aumento da sobrevida (quando possível), a prevenção de complicações e o aconselhamento 

genético em famílias (FERRAZ-DE-SOUZA, 2015).  

A realização do diagnóstico molecular processa-se a partir de modernas técnicas 

que possibilitam a identificação de mutações no genoma em genes associados a doenças 

genéticas.  

O sequenciamento dideoxi ou sequenciamento de Sanger (Sanger e Coulson, 1977), 

devido sua versatilidade, é o método mais utilizado para a identificação de mutações em 

laboratórios de Biologia Molecular. Considerado padrão-ouro no diagnóstico molecular, 

garante com exatidão identificar mutações de um único nucleotídeo, deleções e inserções em 

sequências genômicas, previamente amplificada (CARVALHO, 2016). Essa técnica consiste 
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na adição de dideoxinucleotídeos (ddNTPs) em uma reação de síntese de sequências de DNA. 

A incorporação de ddNTPs interrompe a síntese da cadeia e gera sequências com diferentes 

comprimentos e terminações. A automatização do processo é garantida pelo uso de quatro 

ddNTPs fluorescentes (um para cada base nitrogenada do DNA), detectados pelo sistema óptico 

dos analisadores genéticos, e convertidos em um tipo de gráfico conhecido como 

eletroferograma, contendo as posições relativas das bases nitrogenadas em formas de picos 

coloridos  (Figura 13) (RIDGWELL, 2004).  

O impacto dessa tecnologia na Genética Médica é crescente e extrapola os limites 

da pesquisa científica, não só pelo seu reconhecido potencial diagnóstico e prognóstico, mas 

também por permitir a melhor compreensão sobre as doenças genéticas em benefício da saúde 

humana, com uso de novas abordagens terapêuticas em programas de assistência à saúde e 

futuramente na medicina personalizada (RABBANI; TEKIN; MAHDIEH, 2014; SMITH A, 

BOYCOTT KM, 2014).  

Figura 13- Método sequenciamento dideoxi automatizado. Método que consiste na adição de dideoxinucleotídeos, 

que interrompem a síntese de uma sequência de DNA. O analisador genético identifica os dideoxinucleotídeos no 

final da cadeia interrompida e gera um eletroferograma registrando a sequência de bases da amostra em análise.  

 

Fonte: Pierce (2016). 
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O sequenciamento de uma região de interesse do genoma é precedido pela técnica 

de reação em cadeia da polimerase (PCR), desenvolvida por Mullis; Faloona (1987). Essa 

técnica, in vitro, é imprescindível ao diagnóstico molecular, pois permite à amplificação em 

milhares de cópias de uma região do genoma associada a uma determinada condição genética 

que se deseja analisar (VALONES et al., 2009).  

A amplificação ocorre a partir do uso de um par de oligonucleotídeos, conhecidos 

também como primers, desenhados especialmente para a região que se deseja amplificar. Esses 

flanqueiam a região de interesse e a localizam dentro do genoma a partir da 

complementariedade de bases nessa região (MULLIS, 1990; SAIKI et al., 1988).  

A PCR envolve três etapas básicas, reguladas a partir de temperaturas específicas 

em um determinado tempo: 1) desnaturação, onde as ligações de hidrogênio entre as bases 

nitrogenadas são rompidas à temperatura de 92 ºC a 95 ºC para separar os polinucleotídeos do 

DNA; 2) pareamento dos primers, momento em que os oligonucleotídeos desenhados irão se 

hibridizar com a região de interesse, em temperatura que pode variar de 50 ºC a 60 ºC; 3) 

extensão, etapa enzimática em que ocorre a síntese do novo polinucleotídeo a partir dos 

oligonucleotídeos e da sequência de bases do DNA que foi desnaturado. As etapas descritas 

formam um ciclo e a repetição dos ciclos, de 30 a 40 vezes, garante o aumento exponencial no 

número de cópias da região que se deseja analisar (MULLIS, 1990; NETTO; SAAD; DYSERT, 

2003; RIDGWELL, 2004; SAIKI et al., 1988; VALONES et al., 2009).  
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Figura 14 - Esquema da técnica de PCR. (A) Cada ciclo de amplificação tem três etapas: (etapa 1) desnaturação 

do DNA genômico analisado, (etapa 2) anelamento do oligonucleotídeos sintetizados a região de interesse do 

genoma, e (etapa 3) síntese enzimática da região de interesse do DNA. (B) A repetição dos ciclos aumenta de 

forma exponencial o número de cópias da região de interesse.  

 

  

 

 

Fonte: Alberts et al. (2017)  

A 

B 
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Para o diagnóstico molecular em humanos, o produto da PCR (amplicon) pode ser 

sequenciado, como já discutido, ou analisado com uso da técnica de polimorfismos do 

comprimento dos fragmentos de restrição (RFLP). 

A PCR-RFLP é muito utilizada em pesquisas para genotipagem e consiste na 

obtenção de fragmentos de diferentes tamanhos de um amplicon, a partir do uso de 

endonucleases de restrição, enzimas que clivam o DNA em sítios específicos (sítios de 

restrição). O resultado é um perfil de restrição que, no diagnóstico molecular, permite 

identificar a presença de mutação pontual na sequência de DNA em análise. Como a enzima 

reconhece sítios específicos, a mutação pode inserir ou eliminar tais sítios da região analisada 

e, portanto, mudar o padrão de um perfil de restrição. Dessa forma, o perfil de restrição obtido 

deve ser sempre comparado com os perfis previamente validados para indivíduos afetados ou 

não afetados (Figura 15) (CAIXETA, E.T.; OLIVEIRA, A.C.B.; BRITO, G.G.; SAKIYAMA, 

2009).  

Para o sucesso da PCR-RFLP, no diagnóstico molecular, deve-se conhecer a 

sequência em análise, a mutação que causa a condição genética e a enzima de restrição 

adequada para a obtenção dos perfis de restrição (FARFÁN, 2015).  

Figura 15 - Esquema da técnica de PCR-RFLP na identificação de variante de base 

única em um amplicon. (A) Por meio da PCR, obteve-se o amplicon de Bob e Joe. (B) 

Os amplicons foram tratados com enzimas de restrição. (B) A endonuclease de restrição 

clivou o amplicon de Bob, mas não clivou o amplicon de Joe devido a presença de uma 

mutação de ponto que alterou o sítio de restrição da endonuclease. (C) O padrão de 

restrição de Bob revelou a presença de três bandas (sem mutação) e o de Joe, duas 

bandas (com mutação).  

 

Fonte: Pierce (2016), com modificações. 

A 

B 

C 
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RESTRIÇÃO 

ANÁLISE RFLP 
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Avanços recentes trouxeram o sequenciamento massivo ou de alta demanda (Next 

Generation Sequencing - NGS) que permite sequenciar rapidamente genomas inteiros a custos 

reduzidos. É a tecnologia aplicada no sequenciamento completo do exoma humano, que permite 

determinar variações, comuns e raras, em todas as regiões codificadoras (éxons) de um genoma. 

Algumas dessas variações possuem importância clínica, podendo desencadear distúrbios 

genéticos em humanos (POON; TAN; KOAY, 2015).  

Outras técnicas podem ser aplicadas ao diagnóstico genético em humanos. A 

escolha da técnica deve considerar o tipo de alteração genética que se deseja identificar. 

Segundo Farfán (2015), o campo do diagnóstico molecular apresentou um excelente 

crescimento nos últimos anos. Para aumentar a disponibilidade de testes genéticos na área 

médica, é preciso o investimento em pesquisas que busquem a identificação de mutações 

patogênicas e sua respectiva associação a uma doença genética. É importante também 

reconhecer o impacto dessa mutação na função da proteína envolvida. Esse conhecimento 

auxilia na terapêutica adequada, prevenção, melhor conhecimento da farmacogenética e busca 

de novos fármacos para o controle da doença (Figura 16) (NETTO; SAAD; DYSERT, 2003).  

 

Figura 16 - Etapas da abordagem investigativa para o diagnóstico e tratamento de doenças genéticas.  

 

Fonte: Netto; Saad; Dysert (2003), com modificações. 

 

Prever se e quando um indivíduo vai desenvolver a DM2 é um dos principais 

desafios da endocrinologia contemporânea. O estudo de genes que contribuam para o 

desenvolvimento de testes para diagnóstico molecular da DM2 é relevante no contexto da 

medicina preventiva e individualizada (DERAKHSHAN et al., 2015; GIL; VALERO, 2017). 

A identificação precoce de indivíduos com alto risco para a DM2 pode prevenir ou retardar o 

aparecimento da condição com mudanças no estilo de vida e intervenções farmacológicas (HU; 

JIA, 2018; VASSY; MEIGS, 2012).  

A biologia molecular se instalou no campo da prática clínica e, mesmo com 

limitações devido especialmente ao alto custo, são notórias as vantagens das técnicas 
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moleculares em relação às técnicas clássicas. Há a necessidade de se implementar o serviço de 

diagnóstico molecular no sistema de saúde pública para que esta ferramenta importante esteja 

acessível à equipe de saúde e pacientes e cujo uso em médio e longo prazo fornecerá um perfil 

do background genético da população o que permitirá melhorar o grau de acerto de ferramentas 

preditivas como o FINDRISC (FARFÁN, 2015).   
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

A análise do éxon 1 do gene IRS1, em pessoas com Diabetes Mellitus tipo 2, para a 

identificação e estudo de variantes de riscos foi executada de acordo com as etapas descritas no 

fluxograma a seguir (Figura 17):   

 

Figura 17 – Fluxograma com as principais etapas da pesquisa. 
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3.1 OBTENÇÃO DA POPULAÇÃO 

 

A pesquisa foi autorizada pela Secretaria Municipal de Saúde (SEMSA), ofício no. 

41/2016 – GESAU5/SEMSA (Anexo A) e aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal do Amazonas (UFAM) sob o CAAE6 60172416.8.0000.5020, em 15 de 

dezembro de 2016 (Anexo B).  

A população foi composta no período de fevereiro a dezembro de 2017 e incluiu 

pessoas com diagnóstico clínico e laboratorial confirmado para Diabetes Mellitus tipo 2 

(DM2)7, excluindo-se indivíduos menores de 18 anos e/ou com etnia indígena, pois esses 

possuem peculiaridades que não abrangem o escopo da pesquisa. Todos os participantes 

estavam em acompanhamento clínico com médico endocrinologista, glicemia controlada por 

uso de medicamentos e recrutados em consulta de rotina na Policlínica Raimundo Franco de 

Sá, localizada no bairro Nova Esperança na cidade de Manaus, Amazonas. A aceitação para 

participar da pesquisa foi devidamente documentada com assinatura do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (Apêndice A) após os devidos esclarecimentos. 

 

3.2 CARACTERIZAÇÃO DA POPULAÇÃO 

 

Os pacientes incluídos na pesquisa responderam a um questionário com perguntas 

simples, aplicado logo após a consulta médica. Foram coletadas informações sobre o perfil 

sociodemográfico (gênero, faixa etária, escolaridade), anamnese, tratamento (antidiabéticos 

orais e insulina), comorbidades (hipertensão, dislipidemia e índice de massa corpórea8), 

complicações clínicas (oftalmológicas, cardíacas, renais, amputações, acidente vascular 

encefálico) e variáveis comportamentais (uso de tabaco, álcool, alimentação e prática de 

atividade física) associadas a DM2.  

Para o conhecimento sobre a agregação familiar, foram obtidos dados sobre o 

histórico familiar para DM2, sendo considerados familiares de 1º. grau (pais e irmãos) e 2º. 

grau (avós, tios e primos). O instrumento aplicado para a obtenção de dados foi elaborado, com 

adaptações, a partir do FINDRISC (Finnish Diabetes Risk Score) (Apêndice B).  

Os dados obtidos foram organizados em planilha no Excel®, apresentados de forma 

tabular, analisados por estatística descritiva e as variáveis apresentadas por meio de frequência 

 
5 GESAU - Gerência de Gestão da Educação na Saúde 
6 CAAE - Certificado de Apresentação para Apreciação Ética 
7 De acordo com os critérios estabelecidos pela Associação Americana de Diabetes (ADA) e recomendados pelas 

diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD).  
8 Parâmetros estabelecidos de acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), sendo: 18,5 – 24,9: normal; 

25 – 29,9: sobrepeso; > 30: obeso. 
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absoluta e percentual simples. Para identificar associações entre variáveis, aplicou-se o teste 

Qui-quadrado de Pearson (χ2). Os dados foram processados no software IBM SPSS versão 

19.0. 

3.3 COLETA DAS AMOSTRAS BIOLÓGICAS 

Para a obtenção do DNA, foi coletado, com o uso de seringas e agulhas estéreis, 1 

mL de sangue venoso periférico, distribuído em volume de 200 μL em microtubos. 

Imediatamente após a coleta de sangue, essas amostras foram mantidas em baixa temperatura 

até seu processamento no laboratório de Diagnóstico Molecular, localizado no setor sul, bloco 

M da UFAM. Todas as amostras biológicas coletadas foram identificadas por um código 

numérico, mantendo-se sigilo sobre os dados coletados, conforme preconizado pelas 

normativas estabelecidas pelo Comitê de Ética em Pesquisa.  

 

3.4 EXTRAÇÃO DO DNA GENÔMICO 

 

Alíquotas de 200 μL do sangue venoso foram processadas para a extração de DNA 

com o Kit de Extração de DNA Mini Spin – modelo K9-0050 (KASVI), seguindo as 

recomendações do fabricante (Figura 18).  

Figura 18 - Etapas de extração de DNA Mini Spin (Kasvi) - Tecnologia de membrana de sílica em coluna Spin.  

 

Fonte: http://kasvi.com.br/a-extracao-de-dna, disponível em 14/08/2018. 

 

O DNA extraído foi analisado em (1) eletroforese em gel de agarose 1%, corado 

com brometo de etídio (0,5 µg/mL), para verificar a integridade e estimativa da concentração 

(quantificação); (2) espectrofotômetro NanoDrop® 2000c nos comprimentos de onda de 230 

260 e 280 nm, onde os parâmetros 260/280 nm e 260/230 nm determinarão o grau de pureza da 

amostra, e (3) Qubit Fluorometric Quantitation para a determinação precisa da concentração do 
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material genético. A migração em gel de agarose foi registrada em fotodocumentador Quantum 

Vilber Lourmat equipado com transluminador UV.  

 

3.5 ANÁLISE DO ÉXON 1 DO GENE IRS1 

Para a análise do éxon 1 do gene IRS1 foram desenhados e sintetizados 

oligonucleotídeos (tabela 4 e figura 19) estabelecidos com a ferramenta PrimerQuest 

(Integrated DNA Tecnologies, Inc.) a partir da região codificante da sequência de referência do 

gene IRS1 de Homo sapiens, disponível na plataforma National Center for Biotechnology 

Information (NCBI), com acesso NG_015830.1 (Anexo C). A validação in sílico dos 

oligonucleotídeos desenhados foi realizada com a ferramenta online Oligoanalyser (Integrated 

DNA Technologies, Inc.) utilizando como parâmetro o valor mínimo do ΔG (energia livre) para 

estruturas secundárias (hairpin), homodímero e heterodímero de ≤ - 5, a fim de excluir possíveis 

artefatos. 

Tabela 4 - Oligonucleotídeos desenhados e sintetizados para a análise do éxon 1 do gene IRS1.  

Oligonucleotídeos Start Stop Tm (oC) 

FW 1 – GGTTTCTGCTGCCTCCA 1 17 60 

FW 2 – AAGACCATCAGCTTCGTG 700 718 58 

FW 3 – AGTTCCTTCCGCAGTGTCA 1450 1469 62 

FW 6 – CCTTGCACAGGTGACTACAT 2301 2321 62 

RV 1 – TGTGCCCTGAGAATGTAAGT 3999 4019 60 

RV 2 - AGGCTGCTGAGGATGAG 3237  3254 59 

RV 3 - CTGGTGGAAGAGGAAGAATC 2548   2568 58 

RV 4 - GGACTGGAGCCATACTCAT 1408 1427 60 

RV 5 - CCACCTCGATGAAGAAGAAG 779 799 59 

 

 

Figura 19 - Localização de anelamento dos oligonucleotídeos desenhados para a análise do éxon 1 do gene IRS1. 

 

A amplificação do éxon 1 do gene IRS1 processou-se com o conjunto de reagentes 

Platinum™ Taq DNA polimerase High Fidelity (HF) (Invitrogen by Thermo), usando o par de 

primers FW1 e RV1 (tabela 4) e seguindo o protocolo de reação otimizado apresentado na 
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tabela 5. A ciclagem da PCR foi programada em termociclador ProFlex-PCR System (Applied 

Biosystems by Thermo) e constou de uma desnaturação inicial a 95 OC por 3 min, seguido de 

30 ciclos a 95 0C por 30 segundos, 58 0C por 30 segundos, 68 0C por 4 minutos, seguido de 

extensão final por 10 minutos a 68 0C. O resultado da amplificação foi avaliado em gel de 

agarose 1% corado com brometo de etídio (0,5 μg/mL). Obteve-se um fragmento com 4020 bp. 

 

Tabela 5 - Concentração final dos reagentes utilizados na PCR otimizada para o par de 

oligonucleotídeos FW1 e RV1. 

Componente Concentração final 

25µL de reação 

H2O ultrapura q.s.p 

Tampão (10 x) 1X 

dNTP (10 mM) 0,2 mM de cada 

Oligonucleotídeo FW1 (10 μM) 0,2 μM 

Oligonucleotídeo RV1 (10 μM) 0,2 μM 

Taq polimerase High Fidelity (5 

U/μL) 

1 U/reação 

MgSO4 (50 mM) 1,5 mM 

DNA molde (10 ng/μL) 50 ng 

DMSO (10 x) 1X 

dNTP - Desoxirribonucleotídeos trifosfatados; MgSO4
 – sulfato de magnésio; DMSO - dimetil sulfóxido; 

q.s.p – quantidade suficiente para. 

 

Para o melhor aproveitamento do sequenciamento do éxon 1 do gene IRS1 foi 

empregada a técnica de Semi Nested PCR (SN-PCR), realizando-se separadamente reações de 

PCR com os pares de primers FW1/RV3 e FW3/RV1 (tabela 4) a partir de 2 µL do produto da 

primeira PCR com as mesmas concentrações dos reagentes descrito na tabela 5.  A ciclagem 

seguiu as etapas supracitadas, alterando-se o tempo de extensão para 2min30s. Obteve-se 

amplicons de 2557 bp para o par FW1/RV3 e 2569 bp para o par FW3/RV1 (Figura 20). Os 

amplicons foram purificados com PureLink® PCR Purification Kit (Figura 21), quantificados 

com Qubit Fluorometric Quantitation.  
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Figura 20 –Esquema da Semi-Nested PCR utilizada para o sequenciamento do éxon 1 do gene IRS1. 

 

 

Figura 21 – Etapas para purificar produtos de PCR usando o PureLink® PCR Purification Kit, conforme 

indicação do fabricante.  

 

Fonte: https://www.thermofisher.com, acesso em 16/08/2018 

 

Para o sequenciamento do éxon 1 do gene IRS1, foram usados todos os 

oligonucleotídeos desenhados para a presente análise (tabela 4). Essa estratégia garantiu a 

obtenção de fragmentos (reads) com sobreposição mínima (> 10 bp) das extremidades para 

alinhamento e a formação de contings, isto é, a obtenção da sequência completa do gene IRS1 

(Figura 22).  

 

Adicionar tampão de ligação com 

isopropanol aos produtos da PCR 

Transferir a amostra para a coluna 

com tubo coletor  

Lavar a coluna com tampão de 

lavagem 

Eluir o DNA 
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Figura 22 – Estratégia para a obtenção da sequência completa do gene IRS1. Será 

realizado o sequenciamento com oligonucleotídeos externos e internos para a 

obtenção de reads (1) que serão alinhadas em regiões de sobreposição (2) para a 

formação de contings (3). 

 

Fonte: Moreira (2015) com adaptações.  

 

O sequenciamento processou-se com o conjunto de reagentes BigDye® Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing (Applied BiosystemsTM by Life Technologies, Foster City, CA, USA). 

A reação de sequenciamento foi realizada com volume final de 10 μL, sendo 0,5 μL de BigDye, 

1,75 μL de tampão de sequenciamento (5X), 1 μL do produto da PCR (25 ng) e 1 μL do 

oligonucleotídeo (2,5 μM) e água ultrapura (q.s.p). A reação foi colocada em termociclador 

ProFlex-PCR System (Applied Biosystems by Thermo), nas seguintes condições: 96 °C 1 

minuto, seguido de 35 ciclos a 95 °C 15 segundos, 56 °C 15 segundos, 60 °C 2 minutos. Para a 

precipitação das reações de sequenciamento, foram adicionados 4 μL da solução NG (1mg.mL-

1 de glicogênio dissolvido em 5 M NH4OAc) e 40 μL de etanol absoluto homogeneizando-os 

em vórtex e, em seguida, mantendo-os a -20 °C por no mínimo 30 min. A placa com o material 

foi centrifugada por 40 min a 4.400 rpm em centrífuga de bancada com rotor de placas (Thermo 

Scientific: Heraeus Megafuge 8R). O sobrenadante foi desprezado por inversão e a placa foi 

submetida a um spin invertido de 300 rpm. O precipitado foi lavado duas vezes com 110 μL de 

etanol 70% (Merck), a primeira lavagem com uma centrifugação de 20 min a 4.400 rpm, 

descarte do sobrenadante por inversão e spin e a segunda lavagem com uma centrifugação de 5 

min a 4.400 rpm e descarte do sobrenadante com inversão e spin. Para evaporação do etanol 

residual, a placa permaneceu em temperatura ambiente por 5 minutos. O material foi 

ressuspendido em 10 μL de formamida ultrapura (Merck) e as amostras injetadas em um 

analisador genético por eletroforese capilar modelo ABI 3500 (Applied Biosystems) para a 

determinação das sequências.  
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As sequências obtidas foram analisadas e editadas utilizando-se a ferramenta 

Lasergene® SeqMan™ Pro para Windows (DNASTAR®) e comparadas com o banco de DNA 

genômico humano do GenBank, usando a ferramenta “Basic Local Alignment Search Tool’’ 

BLASTN (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (ALTSCHUL et al, 1990) 

As mutações identificadas na análise foram apuradas quanto à associação com a 

DM2, a partir da literatura científica disponível em plataformas de acesso a publicações 

científicas da área biomédica.  

 

3.6 CONFIRMAÇÃO DO VARIANTE rs1801278 

O rastreio do éxon 1 do gene IRS1 revelou a presença do variante rs1801278 

selecionado, na presente pesquisa, para o estudo da análise de risco no desencadeamento da 

DM2.   

A ocorrência do variante rs1801278 foi confirmado pela técnica de polimorfismo 

de comprimento de fragmentos de restrição (RFLP). A seleção da enzima de restrição ideal para 

a identificação do variante de base única em estudo foi realizada com a ferramenta NebCutter, 

disponível em http://nc2.neb.com/NEBcutter2/ (VINCZE et al. 2003).  

Um amplicon de 874bp foi obtido com o uso dos primers FW3 e RV2 (tabela 4) e 

submetido ao tratamento com a enzima de restrição SmaI (CCC^GGG) (Thermo Fisher 

Cientific) por 2h a 37 oC. A reação processou-se em volume final de 10 µL, sendo 5 µL de 

DNA (250-500ng), 2 µL de buffer (10X), 0.2 µL de BSA9 (100X), 0.5 µL de SmaI (2000 U) e 

água ultrapura (q.s.p).  

Para a análise do padrão de restrição, digeriu-se uma amostra controle (sem 

mutação, confirmada pelo sequenciamento) e a amostra 12 da presente pesquisa (com a 

mutação). O padrão da digestão foi analisado em gel de agarose 2%, corado com brometo de 

etídio 0,5μg/mL e analisado em um fotodocumentador (Quantum Vilber Lourmat) equipado 

com transluminador UV. 

Quando digerido com a enzima de restrição SmaI, o amplicon sem a mutação gera 

cinco fragmentos de restrição: 153bp, 347bp, 114bp, 28bp, 232bp (figura 23-N). No amplicon 

com mutação, a alteração excluiu sítio de restrição na posição 732, gerando assim quatro 

fragmentos de restrição: 153bp, 347bp, 114bp, 260bp (figura 23-A). O padrão de digestão para 

o indivíduo heterozigoto para o variante rs1801278 apresenta os fragmentos de restrição347bp, 

260bp, 232bp, 153bp, 114bp e 28bp.  

 

 
9 BSA: recomendado para a amplificação de fragmentos com alta frequência de GC. 
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Figura 23: Mapa do amplicon após a digestão com identificação dos sítios de restrição para SmaI. N – Mapa de 

restrição do amplicon sem a mutação, observando-se a obtenção de cinco fragmentos (347bp, 232bp, 153bp, 114bp 

e 28bp); A – Mapa de restrição do amplicon com a mutação (347bp, 260bp, 153bp, 114bp). Indivíduos 

heterozigotos apresentam fragmentos referentes ao padrão normal e ao padrão com mutação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.7 ANÁLISE FAMILIAR DO VARIANTE rs1801278.  

 

A análise familiar do variante rs1801278 realizou-se a partir da investigação 

genética em membros da família de um indivíduo (P12) portador do sequência variante 

identificada na etapa de rastreio inicial no gene IRS1. Para essa análise utilizou-se a técnica de 

PCR-RFLP, padronizada e validada conforme descrito no item 4.6, específica e eficiente na 

identificação do variante rs1801278. Os resultados obtidos na análise familiar foram 

organizados em heredograma construído com o programa Progeny Free Online Pedigree Tool 

(© 2015. Progeny Genetics disponível em https://www.progenygenetics.com/).  

 

3.8 SEQUENCIAMENTO DO EXOMA 

 

Para o entendimento do valor aditivo do variante rs1801278, processou-se a busca 

de sequências variantes de base única em genes relacionados a via de sinalização da insulina 

em tecidos periféricos: INSR, IRS1, IRS2, IRS3, IRS4, PI3KR1, TBC1D4, SLC2A4 (tabela 6). 

Para essa análise, obteve-se o sequenciamento total do exoma do indivíduo P12 com uso da 

plataforma IlluminaHiSeq 2000 (Sigma-Aldrich Corporation®, Missouri, EUA) da GenOne 

Biotechnologies.  

 

 

 

 

 

N 

A 

28bp 347bp 232bp 153bp 114bp 

347bp 260bp 153bp 114bp 
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Tabela 6: Genes analisados nos dados obtidos pelo sequenciamento do exoma cujos 

produtos participam da via de sinalização da insulina. 

Genes Localização Produto do gene 

INSR 19p13.2 Receptor da insulina (IR) 

IRS1 2q36.3 Substrato do receptor da insulina 1 (IRS-1) 

IRS2 13q34 Substrato do receptor da insulina 2 (IRS-2) 

IRS3 7q22.3 Substrato do receptor da insulina 3 (IRS-3) 

IRS4 Xq22.3 Substrato do receptor da insulina 4 (IRS-4) 

PIK3R1 5q13.1 Fosfatidilinositol-3'-OH quinase (PI3K) 

TBC1D4 13q22.2 proteína quinase B Akt (PKB/Akt) 

SLC2A4 17p13 transportador de glicose 4 (GLUT 4) 

 

As sequências (reads) foram mapeadas de acordo com o genoma humano de 

referência GRCh37. Para a filtragem, excluiu-se variáveis em regiões intergênicas, intrônicas e 

não traduzidas (UTR), variáveis de mutações sinônimas e variáveis com índice menor que 20. 

Possíveis impactos das variáveis selecionadas foram previstas com as ferramentas Polyphen2 

(Polymorphism Phenotyping v2) (ADZHUBEI et al., 2010; ADZHUBEI; JORDAN; 

SUNYAEV, 2013) e SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) (VASER et al., 2016). Esses 

algoritmos são utilizados para prever o efeito que a substituição de aminoácidos pode causar na 

estrutura e função de uma proteína humana, utilizando análises evolutivas estruturais e 

comparativas   A análise gera uma pontuação (score) que varia de 0.0 a 1,0. No Polyphen2 

variantes com pontuações de 0,0 a 0,15 são consideradas benignas, enquanto variantes com 

valores acima de 0,15 são preditas como prejudiciais. Para o SIFT, variantes de 0,0 a 0,05 são 

consideradas deletérias, enquanto variantes acima de 0,005 são consideradas toleráveis.  

 

3.9 MODELAGEM MOLECULAR 

Para a análise do impacto do variante rs1801278, na estrutura do substrato IRS-1 e sua 

interação com PI3K, foi realizada a modelagem molecular por homologia e modelagem do 

complexo IRS-1/PI3K.  

As sequências de aminoácidos de IRS-1 selvagem e IRS-1 mutante foram submetidas 

ao servidor I-TASSER (YANG et al., 2014; YANG; ZHANG, 2015) para previsão da sua 

estrutura terciária com auxílio do programa LOMETS (SIEVERS et al., 2011). A estrutura 

tridimensional teórica de IRS-1 selvagem e mutante foram baseadas no molde 2NBIA. As 

estruturas foram refinadas pelo programa ModRefiner (XU; ZHANG, 2011) e sua qualidade 
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estereoquímica foi examinada usando o PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993). As proteínas 

foram visualizadas no programa MOE (MOE., 2015).  

Antes dos procedimentos de ancoramento molecular, foi feita uma fosforilação no 

aminoácido Ser974 da sequência de IRS-1 mutante. A sequência de IRS-1 selvagem sem 

fosforilação também foi utilizada no ancoramento para efeitos de comparação neste estudo. As 

moléculas de IRS-1 foram ancoradas com o domínio SH2 da subunidade p85 de PI3K obtida 

no Protein Data Bank (PDB ID: 2IUG). O docking molecular proteína-proteína foi realizado 

com auxílio do programa MOE pelo método de proteína rígida com pós-refinamento, usando o 

Algoritmo Genético para determinar as melhores pontuações (scores). Os resultados gerados 

pelo docking foram processados e a solução mais favorável (pose) foi selecionada com base na 

sua conformação e interações intermoleculares. A análise dos resultados do docking 

selecionado de IRS-1 selvagem e mutante foi realizada no programa MOE, visando identificar 

o número de ligações de hidrogênio e suas distâncias, assim como outras possíveis interações 

intermoleculares proteína-proteína. 

 

3.10 ESTUDO DO IMPACTO DO VARIANTE rs1801278 NA TRANSDUÇÃO DO SINAL 

INSULÍNICO. 

 

O impacto do variante rs1801278 em sítios de fosforilação do substrato IRS-1 foi 

também analisado na presente pesquisa.  

A predição de sítios de fosforilação foi verificada com o programa NetPhos 3.1 

Server (disponível em http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) (BLOM; GAMMELTOFT; 

BRUNAK, 1999), comparando-se a sequência do substrato IRS-1 selvagem e mutante.  

Para o teste de fosforilação in vitro, foram sintetizados dois peptídeos com quinze 

aminoácidos (GenOne Biotechnologies), incluindo o aminoácido 971 e a serina 974 do 

substrato IRS-1, sendo um peptídeo com a sequência selvagem (971G) e outro com a sequência 

mutante (971R) (tabela 7). A reação de fosforilação processou-se com PKA Kinase Enzyme 

System (PROMEGA Corporation) em volume final de 25 µL, sendo 5 µL de buffer 5X, 0,5 µL 

de DTT (100mM), 1 µL de ATP (100 µM), 5 µL de PKA (0,5U), 5 µg de peptídeo (colocados 

em tubos separados) e água ultrapura (q.s.p). A verificação da fosforilação foi feita com o uso 

do KIT ADP-GloTM Kinase Assay seguindo as instruções do fabricante (figura 24). Utilizou-se 

como controle positivo o peptídeo kemptide [LRRASLG] e como controle negativo amostra 

sem peptídeo. Todas as amostras foram analisadas em quadruplicatas. A luminescência emitida 

foi determinada em GloMax® 20/20 Luminometer (PROMEGA Corporation), com tempo de 
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1 sec. Essa leitura foi realizada na Plataforma de Bioensaios da Fundação Oswaldo Cruz 

(FIOCRUZ).  

 

Tabela 7: Sequência dos peptídeos IRS-1 selvagem e mutante sintetizados para a presente pesquisa. 

Observa-se na posição 971 uma mutação missense entre os peptídeos selvagem e mutante e na posição 974 

uma serina. 

PEPTÍDEOS SEQUÊNCIA PEPTÍDEOS 

 

Seq1 - Selvagem  

 

 

[ H ] - P A P P G A A S I C R P T R A - [ O H ]  

 

Seq2 - Mutante 

 

 

[ H ] - P A P P R A A S I C R P T R A - [ O H ]  

 

Figura 24: Princípio do KIT ADP-GloTM Kinase Assay (Promega Corporation). O ensaio é realizado em duas 

etapas: 1) após a reação de fosforilação, é adicionado o reagente ADP-GloTM para interrupção da reação de 

fosforilação e eliminação do ATP restante; 2) Em seguida, o reagente de detecção de quinase é adicionado para 

converter ADP em ATP. O ATP recém-sintetizado será medido pela reação luciferase/luciferina. A luz emitida na 

reação da luciferase é proporcional a quantidade de ADP gerado na reação de fosforilação.  

 

 

Fonte: Promega Corporation 

971 974 

971 974 

Reação quinase 

Etapa 1: Eliminação do ATP 
Reagente 

ADP-GLOTM 

Etapa 2: Detecção ADP Reagente 

Detecção  
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4. RESULTADOS 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 

Participaram da pesquisa 53 pessoas com diagnóstico confirmado de Diabetes 

Mellitus Tipo 2, com maior prevalência do sexo feminino (68,5%). A média de idade foi 61,11 

+ 14,573 sendo a faixa etária predominante de 65 a 74 anos de idade (28,3%) (figura 25). 

Quanto a escolaridade, o ensino fundamental incompleto (34%) foi o de maior prevalência na 

amostra (Figura 26). O tempo de diagnóstico para DM2 teve média  de 9,124 + 9,3120 anos, 

sendo o de maior frequência o período correspondente de 6 meses a 5 anos (49,1%) (Figura 27).  

Figura 25: Distribuição dos participantes da pesquisa por classes de faixa etária. 

 

   

Figura 26: Distribuição dos participantes da pesquisa de acordo com a escolaridade. 

 

EFI – Ensino Fundamental Incompleto; EFC – Ensino Fundamental Completo; EMC – Ensino Médio 

Completo; ESC – Ensino Superior Completo; PG – Pós-Graduação.  
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Figura 27: Distribuição dos participantes da pesquisa de acordo com o tempo de diagnóstico para 

DM2. 

 

 

Quanto às comorbidades, observou-se que 62,3% dos indivíduos que compõem a 

amostra possuíam hipertensão arterial e 47,2% dislipidemia. Identificou-se 35,8% com 

sobrepeso e 43,4% com obesidade (figura 28). Com relação a complicações associadas à DM2, 

verificou-se 73,6% com complicações oftalmológicas, 26,4% com complicações cardíacas, 

20,8% com complicações renais, 1,9% com amputações de membros inferiores e 13,5% 

relataram acidente vascular encefálico (AVE) (figura 29).   

 

Figura 28: Distribuição de comorbidades associadas a DM2. 
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Figura 29: Distribuição de complicações clínicas associadas a DM2. 

 

 

Houve associação estatística significativa entre o tempo de diagnóstico para DM2 

e complicações clínicas (tabela 8). Quanto a associação entre comorbidades e complicações 

clínicas, houve associação estatística significativa para dislipidemia e mais de uma complicação 

clínica, IMC e complicações oftalmológicas e IMC e mais de uma complicação clínica (tabela 

9).   

 

Tabela 8: Associação entre tempo de diagnóstico para DM2 e complicações clínicas associadas a DM2. 

Tempo diagnóstico 

para DM2 

 

Complicações 

cardíacas 

Complicações 

renais 

Complicações 

oftalmológicas 

Mais de uma 

complicações 

clínica 

N p-value N p-value N p-value N p-value 

 

6 meses a 5 anos 

6 - 10 anos 

11 - 15 anos 

Acima de 15 anos 

 

7 

2 

0 

4 

0,178  

7 

1 

1 

2 

0,661  

22 

5 

5 

6 

0,088  

26 

5 

5 

6 

0,001 

p-value <0,05.  
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Tabela 9: Associação entre comorbidades e complicações clínicas associadas a DM2. 

Comorbidades Complicações 

cardíacas 

Complicações 

renais 

Complicações 

oftalmológicas 

Mais de uma 

complicações 

clínica 

N p-value N p-value N p-value N p-value 

Dislipidemia 

sim 

não 

 

6 

7 

0,722  

8 

3 

0,150 

 

 

21 

16 

0,132  

25 

16 

0,001 

Hipertensão 

sim 

não 

 

8 

6 

0,645  

8 

3 

0,421 

 

 

25 

14 

0,645  

27 

16 

0,870 

IMC 

normal 

sobrepeso 

obeso 

 

0 

6 

8 

0,081  

0 

4 

7 

0,123 

 

 

5 

13 

21 

0,015  

5 

16 

22 

0,002 

p-value <0,05.  

 

Quanto às variáveis comportamentais associadas a DM2, 35,8% dos indivíduos da 

amostra afirmaram o uso do tabaco em algum momento da vida (fumante ou ex-fumante), 

54,7% o consumo de bebidas alcoólicas e 24,5% o uso de tabaco e álcool. A alimentação 

saudável (consumo diário de frutas e verduras) foi relatada por 67,9% dos indivíduos e somente 

32,1% praticam algum tipo de atividade física regularmente (Figura 30). Quanto ao tratamento 

medicamentoso, verificou-se que 92,5% utilizam antidiabéticos orais e 20,8% a insulina para o 

controle da glicemia. Na análise de agregação familiar, 69,8% possuem algum familiar de 

primeira e/ou segunda geração com DM2.  

 

Figura 30: Frequência de variáveis comportamentais associadas a DM2. 
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4.2 ANÁLISE DO ÉXON 1 DO GENE IRS1 

 

A metodologia empregada para a extração de DNA forneceu material genômico em 

quantidade e qualidade satisfatórias (figura 31), o que favoreceu o desenvolvimento das etapas 

de Semi Nested-PCR (figura 32) e Sequenciamento (Figura 33).  

 

Figura 31 – Imagem representativa do perfil eletroforético do DNA genômico obtido a 

partir do método de extração proposto para a presente pesquisa. M – Marcador Lambda 20 

ng; 1-11 – amostras da pesquisa. Gel de agarose 1% corado com brometo de etídio.  

 

 

 

Figura 32 - Perfil eletroforético dos produtos amplificados com os oligonucleotídeos 

FW1/RV3 (2557bp) e FW3/RV1 (2569bp), com uso da técnica de Semi Nested-PCR.  M 

= marcador de peso molecular 1 Kb (KASVI); 1 e 2 = amplicon FW1/RV3; 3 e 4 = amplicon 

FW3/RV1. Gel de agarose 1% corado com brometo de etídio.  

 

 

 

 

 

 

 

      1       2       3      4       5       6        7       8      9      10    11 

M             1            2            3            4            

3000 bp 
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Figura 33 – Eletroferogramas obtidos de parte da sequência codificante do gene IRS1. Análise realizada no 

programa SeqMan - DNASTAR.  

 

 

4.3 IDENTIFICAÇÃO DO VARIANTE rs1801278 

O rastreio de mutações na sequência codificante do gene IRS1 em pessoas com 

DM2 identificou o variante rs1801278 (NM_005544.2)10, em heterozigose, no indivíduo 12 da 

amostra (figura 34), o qual foi denominado nas próximas etapas da pesquisa como P12. Trata-

se de uma mutação de ponto c2911G>A, do tipo transição, que causa uma mutação de sentido 

trocado no códon 971 alterando-o de GGG para AGG e substituindo no substrato IRS-1 a 

glicina da sequência de aminoácidos original por uma arginina (p.Gly971Arg/p.G971R) (Figura 

35).  

 

Figura 34 - Eletroferograma da sequência codificante do gene IRS1 da amostra 12 (P12). 

Observa-se um variante de base única na posição 2911, em heterozigose, que caracteriza 

o variante rs1801278 está representado pela letra R, que indica a ocorrência de dois picos 

na mesma posição, correspondentes às bases A e G (seta). 

 

 

 

 

 

 
10 Número do variante clínico para acesso no NCBI. 
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Figura 35 - Alinhamento local de 21 nucleotídeos da sequência codificante do gene IRS1 do 

indivíduo 12, evidenciando a mutação de sentido trocado G971R (seta).  P12 rs1801278 – 

sequência com SNV rs1801278 da amostra 12; NG_015830.1 – acesso NCBI para a sequência 

de referência do gene IRS1 de Homo sapiens. Os nucleotídeos foram separados em códons para 

facilitar a visualização da mutação de sentido trocados. Os aminoácidos correspondentes a cada 

códon estão representados pelo código de três letras. 

 

 

 

Estudos publicados mostram que o variante rs1801278 está associado a DM2 em 

várias populações, conforme apresentado na tabela 3 da sessão 3.4.    

 

4.4 ANÁLISE FAMILIAR DO VARIANTE rs1801278.  

 

Considerando a importância do variante rs1801278 no desencadeamento da DM2, 

decidiu-se pesquisá-lo em outros membros da família do indivíduo P12 com uso da técnica de 

PCR-RFLP, digerindo-se o amplicon do gene IRS1 gerado pelos oligonucleotídeos FW3 e RV2 

com a enzima de restrição SmaI.  

Para a análise familiar desse variante, sete membros de quatro gerações da família 

do indivíduo 12, com ou sem diagnóstico clínico confirmado para DM2, foram incluídos 

voluntariamente nessa etapa da pesquisa. Dados clínicos e de caracterização sobre esses 

indivíduos estão apresentados na tabela 10 e o heredograma da família, construído a partir de 

informações fornecidas pelos indivíduos parentais (I-1 e I-12), é apresentado na figura 36.  
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Tabela 10 - Caracterização dos participantes da etapa de análise familiar. 

Dados 1 2 

(P12) 

5 7 8 12 13 

Gênero M F F F F M F 

Idade 91 anos 88 anos 59 anos 49 anos 37 anos 6 anos 1 ano 

IMC 
30,94 

obeso 

23,55 

normal 

28,4 

sobrepeso 

31,1 

obeso 

27,8 

sobrepeso 
- - 

Diagnóstico 

DM2 
Sim Sim Sim Não Não Não Não 

Tempo de 

diagnóstico 
40 anos 10 anos 6 anos - - - - 

Comorbidade

s 

complicações 

H 

CO 

CC 

D 

CO 

CR 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

Tratamento 

com insulina 

Sim Não Não Não Não Não Não 

Atividade 

Física 

Não Sim Não Sim Não Não Não 

M- masculino; F – feminino; IMC – índice de massa corporal; CC – Complicações Cardíacas; CO – Complicações Oftalmológicas; CR – 

Complicações renais; D – Dislipidemia; H – Hipertensão arterial; 

 

 

Figura 36: Heredograma de quatro gerações para a família em estudo. A 

genealogia de 13 indivíduos é apresentada. O indivíduo P12 é o probando do 

heredograma identificado com seta e indicado como I-2. Símbolos escuros 

representam indivíduos clinicamente diagnosticados com DM2 e símbolos não 

escuros representam indivíduos sem o diagnóstico clínico para DM2. A pesquisa 

do variante rs1801278 pela técnica de PCR-RFLP foi realizada com os indivíduos 

1, 2 (P12), 5, 7, 8, 12 e 13 do heredograma. Indivíduos com asteriscos foram 

positivos para o variante rs180127.  

 

 

 

A análise dos membros da família em quatro gerações revelou o variante rs1801278 

em cinco pessoas (I-2, II-5, II-7, III-8, IV-12), três delas sem manifestação, no momento da 

pesquisa, de quadro clínico para DM2 (Figura 37).  
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Figura 37: Perfil de restrição da análise familiar obtido por meio da técnica de PCR-RFLP para 

rs1801278. M – marcador de peso molecular 100 bp (INVITROGEN). Indivíduos identificados 

com o variante rs1801278: 2 (P12), 5, 7, 10 e 14. Gel de agarose 2% corado com brometo de etídio.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5 SEQUENCIAMENTO DO EXOMA 

O sequenciamento total do exoma do indivíduo P12 gerou 22.384 variantes de 

nucleotídeo único em regiões exônicas. A filtragem de variáveis foi aplicada e resultou em seis 

variantes não sinônimas em genes relacionados a via de sinalização da insulina. A análise com 

Polyphen2 e SIFT revelou que somente o variante rs1801278 é prejudicial com score de 0.714 

e 0,006, respectivamente (Tabela 11). 

Tabela 11: Resultado de variantes em genes relacionados a via de sinalização da insulina obtido a partir 

da análise do sequenciamento total do exoma do indivíduo P12. A tabela contém dados sobre o score 

obtido de cada variante gerado pelos programas Polyphen2 e SIFT e a classificação da predição de 

acordo com o score obtido.  

 

 

 

1AA - aminoácido 
2SCORE POLYPHEN: 0.0 – 0,15 benigna; acima de 0,15 prejudicial.  
3SCORE SIFT: 0.0 a 0.05 – deletéria; acima de 0,05 – tolerável.  

SNV 
Gene/ 

Locus 
alelos 

1AA 

trocado 

2Score 

Predição  

Polyphen2 

Predição  

Polyphen2  

3Score 

Predição  

SIFT 

Predição 

SIFT 

rs7508518 
INSR 

19p13.2 
G>C A2G 0.000 benigna 0.532 tolerável 

rs1801278 
IRS1 

2q36.3 
G>A G971R 0.714 prejudicial 0.006 deletéria 

rs1805097 
IRS2 

13q34 
C>T G1057D 0.089 benigna 0.333 tolerável 

rs1801164 
IRS4 

Xq22.3 
G>C H879D 0.000 benigna 1 tolerável 

rs3730089 
PIK3R1 

5q13.1 
G>A M326I 0.000 benigna 0.223 tolerável 

rs1062087 
TBC1D4 

13q22.2 
C>T V819I 0.000 benigna 0.484 tolerável 

M      2       1       5        7       8      12     13 
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4.6 ANÁLISE DA MODELAGEM MOLECULAR 

 

A construção de modelos estruturais com uso da modelagem molecular por 

homologia permitiu obter a estrutura terciária do substrato IRS-1 selvagem (Gli971) e mutante 

(Arg971),  cuja sobreposição e detalhes da região com a mutação são apresentadas na figura 38. 

O modelo molecular da fosforilação no resíduo Ser974 da sequência do substrato IRS-1 mutante 

mostrou a baixa interação desse substrato com o domínio SH2 (resíduo de arginina 19) da 

subunidade p85 de PI3K, quando comparado com o substrato IRS-1 selvagem (figura 39).  

 

 

 

 

 

 

   

Figura 38: (A) Sobreposição dos substratos IRS-1 selvagem e mutante. A seta azul indica a 

posição da mutação entre os substratos selvagem (glicina) e mutante (arginina) (B) Detalhe da 

sobreposição com a região 971 que contém a mutação.  

A 

B 
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Figura 39: Simulação de ancoramento molecular entre IRS-1 selvagem (A) e mutante (B) com o domínio SH2 de 

PI3K (resíduo de arginina 19), com distância em Å. Os domínios SH2 são formados por uma cadeia lateral de 

arginina e a interação da Ser974 do substrato IRS-1 interage com a Arg19 de PI3K. Observa-se baixa interação 

molecular entre IRS-1 mutante e PI3K.  

 

   

 

 

    

 

 

A 

B 
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4.7 ANÁLISE DA FOSFORILAÇÃO 

 

A análise comparativa in silico entre os substratos IRS-1 selvagem e mutante no 

programa NetPhos 3.1 revelou que a presença da mutação G>A no gene IRS1 com a 

consequente troca de aminoácidos G971R estimula a fosforilação por proteína kinase A (PKA) 

na serina 974 da cadeia de aminoácidos do substrato IRS-1 (Figura 40).  

Figura 40: Análise in silico comparativa do potencial de fosforilação do substrato IRS-1 selvagem (A) e mutante 

(B). Observa-se aumento na fosforilação do substrato mutante (A2) em comparação com o substrato selvagem 

(A1) e maior potencial de fosforilação na serina (8) no substrato IRS-1 mutante (B1 e B2). Fonte: NetPhos 3.1 

Server.  

 

 

 

 

A1 

A2 
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A fosforilação in vitro dos substratos selvagem e mutante foi verificada com o uso do Kit 

ADP-Glo™ Kinase Assay, cuja análise baseia-se na luminescência gerada, correlacionada com a 

quantidade de ADP gerado na reação da kinase, indicativo da atividade da kinase. A emissão de 

luminescência revelou maior fosforilação no peptídeo mutante e controle positivo (kemptide). O 

peptídeo com a sequência selvagem apresentou luminescência similar ao controle negativo (Tabela 12 

e figura 41).  

 

Tabela 12: Comparação do sinal de luminescência com o uso de ADP-Glo™ Kinase Assay entre 

as amostras selvagem, mutante, kemptide, controle negativo. A luminescência foi medida usando 

GloMax® 20/20 Luminometer (PROMEGA Corporation). As amostras foram analisadas em 

quadruplicatas e apresentados os cálculos referentes a média e desvio padrão.  

AMOSTRAS 1 2 3 4 MÉDIA 
DESVIO 

PADRÃO 

Selvagem 3,20E+04 5,46E+04 6,60E+04 6,48E+04 5,43E+04 1,58E+04 

Mutante 5,88E+04 8,81E+04 1,04E+05 9,82E+04 8,72E+04 2,01E+04 

Kemptide 6,05E+04 9,29E+04 1,07E+05 1,04E+05 9,12E+04 2,13E+04 

Controle negativo 3,43E+04 5,63E+04 7,21E+04 6,76E+04 5,76E+04 1,69E+04 

 

 

Figura 41: Gráfico comparativo mostrando os valores médios do sinal de 

luminescência entre as amostras com o uso de ADP-Glo™ Kinase Assay. Quanto 

maior o sinal de luminescência maior a conversão de ATP-ADP e, portanto, maior 

atividade da kinase. 
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5 DISCUSSÃO 

 

5.1 COMORBIDADES, COMPLICAÇÕES CLÍNICAS E VARIÁVEIS 

COMPORTAMENTAIS DE RISCO. 

 

A maior prevalência do gênero feminino com DM2, observada também em outros 

estudos, pode ser explicada pelo comportamento dicotômico entre os gêneros, evidenciando-se 

uma maior busca aos cuidados com a saúde pelo gênero feminino. Deve-se considerar ainda 

que a composição da amostra na presente pesquisa foi realizada em uma policlínica, fato que 

pode ter contribuído com esse resultado. Historicamente, o público feminino é mais consciente 

sobre a relevância da atenção à saúde e consequentemente, acessam mais os serviços de saúde 

(BAHIA et al., 2011; BERTOLDI et al., 2013; CECILIO et al., 2015; CORRER et al., 2019; 

LIMA et al., 2010).  

O aumento da incidência de DM2 em função da idade é significativo e também 

observado em outros estudos populacionais (BAHIA et al., 2011; BERTOLDI et al., 2013; 

CECILIO et al., 2015; CORRER et al., 2019; GRILLO; GORINI, 2007; LIMA et al., 2010; 

ROCHA et al., 2017). Em decorrência do aumento da idade e consequente processo de 

envelhecimento, ocorre menor produção de insulina devido a disfunção de células beta 

pancreáticas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019). A associação da genética e 

determinados comportamentos, como má alimentação e sedentarismo, favorecem o aumento da 

prevalência de DM2 em pessoas com idade acima 40 anos.  

Entre as doenças crônicas não transmissíveis, a DM2 é importante causa de 

mortalidade entre os idosos (FRANCISCO et al., 2010), fato que pode explicar a redução da 

incidência de pessoas com DM2 acima de 75 anos em estudos populacionais para DM2 

(BAHIA et al., 2011; BERTOLDI et al., 2013).  

A disparidade entre os níveis de escolaridade dos indivíduos é evidente. A 

ocorrência da diabetes independe do nível de escolaridade e, esses dados, podem refletir a 

população local atendida pela policlínica, pois em princípio, atende apenas a população de uma 

determinada região. Entretanto, estudos mostram que pessoas com baixa escolaridade e baixa 

renda possuem mais dificuldade para adesão ao tratamento (CREATORE et al., 2010; 

SORIGUER et al., 2012; VITAL et al., 2019). A condição da escolaridade pode dificultar o 

acesso à informação, prejudicando a compreensão quanto a medidas de autocuidado da pessoa 

com diabetes. Independente do real fator, esses dados reforçam a necessidade de planejamento 

de estratégias diferenciadas por profissionais da atenção básica, garantindo orientações claras 

quanto ao autocuidado, visto que é importante um mínimo de conhecimento para permitir a 
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conscientização, modificação de condutas não saudáveis, tomada de decisões e autocuidado 

que favorecem o controle da doença e consequentemente a melhoria da qualidade de vida da 

pessoa com DM2 (CECILIO et al., 2015; GRILLO; GORINI, 2007). 

A elevada frequência da hipertensão arterial é consenso em estudos com essa 

população, fato que contribui para o aumento significativo de risco de doença cardiovascular, 

complicações microvasculares e oftalmológicas (BASSI et al., 2018; FERRANNINI; 

CUSHMAN, 2012; GRILLO; GORINI, 2007; MENGESHA, 2007; VITAL et al., 2019).  Em 

estudo realizado por Cecilio et al. (2015), foi observada associação significativa para 

hipertensão e complicações clínicas para DM2, não notado no presente estudo. Essa 

fisiopatologia interliga-se com DM2 especialmente devido à resistência à insulina, cujo estado 

de hipersulinemia reduz a vasodilatação (FERRANNINI; CUSHMAN, 2012). As alterações 

vasculares são naturais ao processo de envelhecimento, no entanto, a incidência de hipertensão 

com o aumento da idade é maior em pessoas diabéticas do que pessoas não 

diabéticas(SPENCER, 2010).  

A dislipidemia é outro fator de risco a se observar, pois também se apresenta com 

elevada frequência em vários estudos populacionais, e contribui significativamente para as 

doenças cardíacas (GRILLO; GORINI, 2007; MENGESHA, 2007).  No presente estudo, a 

dislipidemia foi estatisticamente significativa com o risco de complicações clínicas em pessoas 

com DM2. A resistência à insulina, em pessoas com DM2, predispõe a alterações no 

metabolismo das lipoproteínas circulantes, ocorrendo hipertrigliceredemia e aumento na 

produção hepática de VLDL (PEREIRA, 2011; PINHO et al., 2015). Essas alterações 

contribuem para o desenvolvimento de aterosclerose e doenças cardiovasculares, principais 

causas de óbito da população diabética (MULLUGETA et al., 2012). No caso de pessoas 

diabéticas, o risco do desenvolvimento das condições supracitadas se eleva de 2 a 4 vezes 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019). 

A obesidade em portadores de DM2 é outro fator preocupante. A alta frequência 

observada, nesse estudo, repete-se em outras análises semelhantes (GOMES et al., 2006; 

GRILLO; GORINI, 2007; LIMA et al., 2010; MENGESHA, 2007; SORIGUER et al., 2012; 

VITAL et al., 2019). A obesidade tem se tornado um dos pontos mais discutidos na medicina 

atual, pois sua incidência tem se elevado ao longo dos anos, associada ao sedentarismo e 

alimentação inadequada da população em geral.  

Nesse estudo, o Índice de Massa Corpórea (IMC) teve associação significativa com 

o risco de complicações oftalmológicas e complicações em geral. A obesidade influencia 

negativamente a sinalização da insulina favorecendo um quadro de resistência à insulina que 

desencadeia a hiperglicemia crônica resultando no aparecimento de complicações clínicas ao 
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longo do tempo (FREITAS; CESCHINI; RAMALLO, 2014). Estudos apontam que a obesidade 

aumenta o risco de doenças renais em pessoas com resistência à insulina severa (AHLQVIST 

et al., 2018).  

O aumento da mortalidade entre pessoas com DM2 está associado ao 

desenvolvimento de complicações agudas, devido à hiperglicemia crônica que causa alterações 

fisiológicas e metabólicas ao longo de vários anos (DE BEM; KUNDE, 2006; FERREIRA et 

al., 2011; KLAFKE et al., 2014; TSCHIEDEL, 2014). São comuns as complicações 

macrovasculares e microvasculares que diferem em frequência e níveis de gravidade (CECILIO 

et al., 2015; GRILLO; GORINI, 2007; LIMA et al., 2010).  

Corroborando com os dados obtidos na população em estudo, a ocorrência de 

complicações oftalmológicas é a mais frequente das complicações em pessoas com DM2, sendo 

a mais comum a retinopatia diabética, principal causa de cegueira em pessoas com essa 

patologia (CECILIO et al., 2015; ESTEVES et al., 2008; LIMA et al., 2010; SANTOS; 

FREITAS; PINTO, 2014; TSCHIEDEL, 2014). A hiperglicemia crônica ocasiona alterações 

microvasculares do tecido retiniano com alterações circulatórias culminando em hemorragias e 

descolamento da retina (BOSCO et al., 2005).  

As complicações cardíacas e renais, apesar de uma baixa frequência nesse estudo, 

são mais frequentes em pessoas com DM2 em comparação a pessoas sem DM2 (QUEIROZ et 

al., 2011; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019; TSCHIEDEL, 2014). 

Indivíduos com DM2 apresentam função cardiovascular reduzida, notada pela diminuição da 

frequência cardíaca, levando a maior risco de morte súbita cardíaca (ROCHA et al., 2017; 

SILVA-E-OLIVEIRA et al., 2017). A nefropatia diabética, uma complicação renal da DM2, é 

a principal causa de pessoas com DM2 em programas de diálise, inclusive no Brasil, e é 

consequência do aumento de excreção urinária de albumina e redução da taxa de filtração 

glomerular (MACIEL; VASCONCELOS; ANDRADE, 2019; SESSO et al., 2010). 

A ocorrência de amputações foi baixa no estudo, no entanto, outros estudos afirmam 

que a maior causa registrada de amputações em internações hospitalares é decorrente de lesões 

graves em pessoas com DM2, devido principalmente a neuropatias periféricas (CECILIO et al., 

2015; GRILLO; GORINI, 2007; LIMA et al., 2010; ROCHA et al., 2017; SANTOS et al., 

2015). 

O tempo de diagnóstico para DM2 é um importante indicador, pois quanto maior o 

tempo de diagnóstico, maior é a prevalência de complicações clínicas (SCHEFFEL et al., 2004). 

Este fato pode ser observado no presente estudo, pois houve associação estatística significativa 

entre tempo de diagnóstico e complicações clínicas. A média do tempo de diagnóstico na 

pesquisa foi de aproximadamente 9 anos (9,124 + 9,3120 anos), resultado aproximado aos 
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obtidos em outros estudos realizados no Brasil com usuários de unidades básicas de saúde do 

sistema público (GOMES et al., 2006; LYRA et al., 2006; SCHEFFEL et al., 2004). 

Os dados obtidos pela associação entre tempo de diagnóstico para DM2 e 

comorbidades em DM2, relevam a importância do acompanhamento clínico para a população 

diabética para o controle efetivo da glicemia, diminuindo-se o risco de complicações clínicas 

graves que comprometam a qualidade de vida dessas pessoas, bem como altos custos ao sistema 

de saúde (COSTA et al., 2017; DE BEM; KUNDE, 2006; SOUZA; GROSS, 2012). Um 

exemplo prático dessa compreensão é o resultado obtido por  Keenan et al. (2007) onde afirmam 

que a glicemia controlada em padrões normais, ou próximo desse, pode postergar a retinopatia 

diabética, uma das principais complicações oftalmológicas em pessoas com DM2.  

Entretanto, o diagnóstico tardio para a DM2 é ainda um problema, pois se estima 

que cerca de 46% dos casos de diabetes em adultos não são diagnosticados, e a condição de 

hiperglicemia permanece por vários anos afetando fisiologicamente o sistema biológico do 

indivíduo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019). Uma vez que a grande maioria 

das pessoas com DM2 na população permanece assintomática por um longo período, o 

diagnóstico frequentemente é resultado da presença de sintomas das complicações tardias da 

doença. Um estudo transversal nacional realizado em novembro de 2018 avaliou a glicemia 

capilar em pessoas sem diagnóstico prévio para DM e mostrou que a prevalência de pacientes 

com alta glicemia foi de 18,4% (IC 95%: 17,9 - 19,0), dado que mostra a importância do rastreio 

para diabetes para a população brasileira(CORRER et al., 2019).  

A ocorrência de uso de tabaco e ingestão de álcool em pessoas com DM2 foi 

verificado em outros estudos (CECILIO et al., 2015; CORRÊA, 2003; RODRIGUES, 2013). 

Cecilio et al. (2015) relatam que não houve associação estatisticamente significativa entre o 

consumo de álcool e tabaco e complicações microvasculares, conforme afirmado em estudo 

anterior realizado por Umamahesh et al. (2014) Entretanto, sabe-se que em longo prazo, esses 

comportamentos aumentam o risco de complicações da doença.  

Apesar da maior parte da população do estudo afirmar que faz uma alimentação 

adequada, observa-se alta frequência de pessoas com sobrepeso e obesas. Estudos discutem que 

devido às condições econômicas, existe o consumo frequente de carboidratos, devido ao baixo 

custo para aquisição, associado à insuficiente prática de atividade física (ARSA et al., 2009; 

CECILIO et al., 2015; CORRER et al., 2019; GRILLO; GORINI, 2007). É notória a 

importância do exercício físico, pois potencializa o mecanismo de sinalização da insulina, 

aumentando a expressão de GLUT-4, proporcionando maior entrada da glicose na célula e, 

consequentemente, controle da glicemia (ALVES et al., 2019; ARSA et al., 2009; COCATE; 

DOMINGUES; NATALI, 2011; VANCEA et al., 2009).  
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O uso de antidiabéticos orais é frequente para o controle da glicemia, conforme 

relatado em estudos com pessoas portadoras de DM2 (BRITO et al., 2019; MATOS; 

BRANCHTEIN, 2006; RODRIGUES, 2011; ROSSI; DA SILVA; FONSECA, 2016; 

TURCATTO; FARIA, 2011). Entretanto, no decorrer do tempo, ocorre a necessidade da 

insulinoterapia para algumas pessoas, pois devido ao quadro de hipersulinemia compensatória, 

desencadeada pela resistência à insulina, ocorrerá um estresse oxidativo com disfunção das 

células β pancreáticas contribuindo na diminuição da síntese e secreção da insulina com perda 

gradual e progressiva do controle glicêmico (FERREIRA et al., 2011; MACEDO et al., 2011; 

MATTHAEI et al., 2000). A adesão ao tratamento com medicamentos orais além de favorecer 

o controle da glicemia, podem retardar a falência das células beta pancreáticas na produção de 

insulina e consequentemente retardar a necessidade de insulinoterapia (SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2019). Nesse estudo, poucos indivíduos da amostra usam 

insulina para o controle da glicemia, sendo o uso de antidiabéticos orais (hipoglicemiantes) 

associado à dieta foi a principal forma de controle glicêmico reportada.   

A alta porcentagem de agregação familiar para DM2 foi observada na amostra em 

estudo. Sendo uma doença de herança multifatorial, a presença de DM2 em um familiar 

aumenta o risco de outro familiar apresentar a DM2. Estudos comparativos entre indivíduos 

com e sem histórico familiar para DM2 mostram que a glicemia em jejum elevada e a resistência 

insulínica são mais frequentes no primeiro grupo (CORRER et al., 2019; ROCHA et al., 2017; 

VITAL et al., 2019).  

Sabe-se que o investimento no cuidado a pessoas com DM2 é essencial para a 

sobrevida desse paciente, no entanto, a redução na incidência de novos casos nos próximos anos 

só será possível com programas de saúde direcionados também à prevenção do DM2 na parcela 

da população que não possui a doença, mas com casos na linha familiar. Dados sobre o histórico 

familiar para DM2, como os observados na presente pesquisa, apontam para a necessidade de 

acompanhamento de todos os membros da família do paciente em programas de prevenção 

tanto para a conscientização quanto para estimular consultas periódicas, prática regular de 

exercícios físicos e redução do peso corporal. 

Estudos sobre a hereditariedade em doenças não mendelianas, como a DM2, ainda 

são pouco explorados na pesquisa científica. Entretanto, o crescimento da medicina 

personalizada torna a o conhecimento da genética do indivíduo uma ferramenta importante para 

a prevenção de doenças genéticas na população (IRIART, 2019; PINHO; SITNIK; 

MANGUEIRA, 2014). O conhecimento de cada gene envolvido e sua contribuição no 

desencadeamento de uma herança complexa é importante para o desenvolvimento de testes 

genéticos, que, na prática, permitirá identificar precocemente a predisposição genética do 
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indivíduo. Uma vez estabelecida a carga genética potencial (ou predisposição genética) para 

uma determinada doença ou condição patológica é possível redobrar a atenção em ações de 

prevenção, controle da doença, bem como às complicações (CRISPIM et al., 2006; VASSY; 

MEIGS, 2012).  

Os dados apresentados reforçam, ainda, a importância na atenção primária por 

intervenções multiprofissionais que visem a conscientização com a propagação de 

conhecimentos claros. Pesquisas mostram que quanto maior a compreensão da condição de 

saúde, maior a participação ativa do indivíduo no processo de autocuidado e adesão ao 

tratamento medicamentoso e, portanto, maiores são as chances de mudanças de hábitos a fim 

de se prevenir as complicações (ROSSI; DA SILVA; FONSECA, 2016; SEIGNEMARTIN, 

2018). Impactos positivos no prognóstico visam melhorar a qualidade de vida dos portadores 

da diabetes, redução na mortalidade e diminuição dos custos aos sistemas de saúde gerados 

pelas internações hospitalares para tratamentos com uma complexidade maior do que aqueles 

característicos da medicina preventiva.  

Apesar de notória importância no contexto da saúde, não há dados na literatura 

médica científica publicados sobre a prevalência de DM2 para a população de Manaus. Dados 

sobre a população de DM2 permitem planejar os recursos destinados a assistência à saúde, 

ampliar a visão dos investimentos econômicos necessários e prioritários para a saúde do estado. 

Outros estudos de caracterização populacional que contribuam com dados robustos devem ser 

estimulados para o direcionamento de pesquisas científicas que atendam a demanda e a 

necessidade observada na rotina clínica e a formulação de políticas públicas ativas que 

promovam novas ações e intervenções necessárias ao controle da DM2 para os próximos anos. 

 

5.2 ESTUDO DA AGREGAÇÃO FAMILIAR PARA rs1801278: UM VARIANTE 

ASSOCIADO A DM2. 

 

A DM2 tem se tornado um problema de saúde pública mundial devido à alta 

prevalência na população e a perspectiva de aumento do número de novos casos ao longo dos 

próximos anos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019).  

A etiologia de DM2 é multifatorial com uma heterogeneidade de fatores 

predisponentes em uma complexa interação entre genes, ambiente e fatores epigenéticos (HU; 

JIA, 2018).  

Quanto a hereditariedade, é inegável a agregação familiar dessa condição, sendo 

um importante fator a ser considerado na prática médica. Estudos com gêmeos indicam uma 

taxa de concordância maior entre os pares monozigóticos que em dizigóticos. Esses dados 
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reforçam o papel significativo da base genética como fator de risco para a DM2 e explicam a 

frequente agregação familiar observada nos indivíduos com a patologia (CRISPIM et al., 2006; 

GLOYN; MCCARTHY, 2001; POULSEN et al., 1999). 

A determinação do componente genético associado à hereditariedade, entretanto, 

não é tarefa fácil, pois o padrão poligênico de herança resulta em classes fenotípicas que ora se 

assemelham ao modelo mendeliano de herança, ora se assemelham a padrões que obedecem ao 

modelo limiar ou de propensão. Assim a hiperglicemia crônica, característica da doença, pode 

ser desencadeada por combinação de variantes de poucos a muitos genes predisponentes, 

dependendo obviamente da contribuição dos produtos de cada gene nas vias envolvidas com o 

metabolismo da glicose e sinalização da insulina (ALI, 2013; YONAMINE, 2017). Estudos de 

associação em genoma completo (Genome-Wide Association Study – GWAS) identificaram 

vários genes, cujos variantes conferem suscetibilidade para DM2, entre diferentes populações 

étnicas ao redor do mundo, entre esses, alguns são genes que codificam proteínas envolvidas 

na via de sinalização da insulina(HU; JIA, 2018; KHAN et al., 2012).  

O gene IRS1 codifica o substrato do receptor da insulina 1 (IRS-1), importante 

proteína de ancoramento (docking protein) da via de sinalização da insulina que quando 

fosforilado interage com a subunidade regulatória p85 da enzima PI3K para a transdução do 

sinal insulínico (METZ; HOUGHTON, 2011). Em estudos preliminares sobre a função do IRS-

1 na ação da insulina, observou-se uma associação funcional entre IRS-1 e o transportador de 

glicose tipo 4 (GLUT-4) influenciando no transporte de glicose, principalmente em células 

musculares (KANAI et al., 1993). Estudos posteriores corroboraram essa associação 

destacando a relevância desse substrato na transdução do sinal insulínico (ARAKI et al., 1994; 

ARAUJO, 2005; CESARETTI; KOHLMANN JUNIOR, 2006; GUAL; LE MARCHAND-

BRUSTEL; TANTI, 2005; SALTIEL; KAHN, 2001a). 

Dados moleculares revelaram a presença de variantes do gene IRS1em pessoas com 

DM2 que podem afetar a expressão do gene ou a função da proteína, induzindo a resistência à 

insulina e aumentando o risco para DM2 (BURGUETE-GARCIA et al., 2010; ESPOSITO et 

al., 2003; FENG et al., 2013; LI et al., 2016; MARTÍNEZ-GÓMEZ et al., 2011; PRUDENTE 

et al., 2018; RUNG et al., 2009; SZENDROEDI et al., 2014; VOIGHT et al., 2010).  

Dentre os variantes genéticos reportados no gene IRS1, destaca-se o rs1801278, 

objeto da presente pesquisa. Esse variante, de relevante prevalência entre os diabéticos, 

caracteriza-se por uma mutação missense, devido à substituição de uma glicina por uma 

arginina na posição 971da cadeia polipeptídica do substrato IRS-1 (G971R). Essa troca é 

decorrente da mutação pontual c2911G>A da região codificante do gene IRS1. A substituição 

de um resíduo de glicina por um resíduo de arginina é significativa, uma vez que de fato a carga 
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líquida é alterada, pois a glicina é uma aminoácido neutro e a arginina um aminoácido polar 

básico (BURGUETE-GARCIA et al., 2010; Li et al., 2016). Informa-se que alguns autores se 

referem à posição de troca de glicina para arginina na posição 972, o que pode ser interpretado 

como resultado de ajustes finos nos dados apresentados do projeto genoma humano.  

A associação do variante rs1801278 à susceptibilidade a DM2 é reportada por 

vários estudos em diferentes populações e com diferenças significativas em amostras caso-

controle, com maior frequência desse variante em pessoas com DM2 (BURGUETE-GARCIA 

et al., 2010; FENG et al., 2013; SABRINA PRUDENTE, ELEONORA MORINI, LORELLA 

MARSELLI et al., 2013). Expressiva associação desse variante ao  risco de desenvolver a DM2 

também é reportada em pesquisas de meta-análise (LI et al, 2016).  

Hipóteses sobre a influência do variante rs1801278 na sinalização da insulina 

sugerem que esse variante reduz a fosforilação do substrato IRS-1 em resíduos de tirosina que 

flanqueiam a sequência variante, reduzindo a ativação de PI3K e a transdução do sinal à jusante, 

cuja consequência final é a diminuição da translocação do GLUT-4 para a membrana 

plasmática (Figura 42). Esses dados indicam que esse variante contribui para a resistência à 

insulina em pessoas que carregam pelo menos um alelo com essa mutação (ALMIND et al., 

1996; DE COSMO et al., 2013; HRIBAL et al., 2000; MCGETTRICK; FEENER; KAHN, 

2005; PORZIO et al., 1999).  

O padrão de herança poligênica, proposto para a DM2, implica a contribuição de 

vários genes na etiologia da doença e a hipótese da existência de poligenes assume que o valor 

aditivo de cada gene é o mesmo e, portanto, o conjunto de alelos é o fator genético determinante. 

Existem diversos genes que podem contribuir para o desenvolvimento da DM2, entretanto, 

aparentemente existe certa hierarquia e o valor aditivo não seja o mesmo para todos e a mutação 

em genes específicos parece preponderar sobre os demais. O variante rs1801278 exemplifica 

bem essa proposição. Os dados apresentados pela literatura sobre o mecanismo molecular do 

variante rs1801278 mostram que o mesmo representa risco aumentado para a resistência à 

insulina, principal fator fisiológico determinante para a manifestação da DM2 (ALBEGALI et 

al., 2019; DERAKHSHAN et al., 2015). O IRS-1 é o primeiro substrato citoplasmático a ser 

fosforilado na transdução do sinal insulínico, é possível que mutações que alterem sua 

expressão, estrutura ou função, tenham papel majoritário no fenótipo da RI e consequentemente 

DM2, especialmente em indivíduos com mutações em outros genes também relacionados à 

doença. As mutações nos demais genes, e o componente ambiental, podem ajudar a explicar a 

heterogeneidade da cronologia de desenvolvimento e severidade da doença. 
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Figura 42: Modelo de transdução do sinal insulínico via fosforilação do substrato IRS-1 selvagem e mutante: 

(A) Funcionamento da via de sinalização da insulina considerando o gene IRS1 sem a sequência variante 

rs1801278 (selvagem). A expressão do gene sintetiza o substrato IRS-1 cuja fosforilação transcorre normal. Ao 

ser fosforilado pelo receptor da insulina, o substrato IRS-1 desencadeia a transdução do sinal insulínico a jusante, 

ativando a translocação do transportador de glicose 4 (GLUT-4) para a membrana plasmática, garantindo a entrada 

de glicose para a célula e, portanto, o controle da glicemia. (B) Funcionamento da via de sinalização da insulina 

considerando o gene IRS1 com a sequência variante rs1801278 (mutante). Nesse caso, a expressão do gene produz 

o substrato IRS-1 com alteração na fosforilação, afetando a transdução do sinal insulínico a jusante. Devido a essa 

condição, a translocação de GLUT-4 para a membrana plasmática é diminuída, caracterizando a resistência à 

insulina e desencadeando o acúmulo de glicose plasmática.  
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Os dados obtidos, na presente pesquisa, a partir da análise familiar reforçam que o 

variante rs1801278 é relevante em estudos de agregação familiar e, ajudam a esclarecer o 

porquê de a predisposição familiar ser um fator de risco importante para DM2. Assim, 

familiares de portadores da DM2 devem ser alvos preferenciais de investigação genética voltada 

ao estudo genético preditivo. Identificado o potencial genético de risco no indivíduo, é possível 

intervir com ações de prevenção primária e secundária, buscando-se evitar as complicações 

clínicas decorrentes da hiperglicemia crônica da DM2, favorecendo uma melhor qualidade para 

os portadores, principalmente na terceira idade e ainda consequentemente reduzindo o impacto 

dos altos custos aos sistemas de saúde para o tratamento da doença, comorbidades e suas 

complicações (SARAIVA et al., 2016).  

Um estudo de outros variantes associados a DM2 e resistência à insulina em cinco 

loci no gene IRS1, na mesma população de estudo da presente pesquisa, foi realizado por um 

membro do grupo de pesquisa do laboratório. Por meio do sequenciamento de Sanger e 

validação por análise do High Resolution Melt (HRM), Rabelo (2019) identificou os SNPs 

rs934167, rs1801123, rs7578326, rs2943640, rs2943641 em indivíduos da população em 

estudo. Esse trabalho reforça a importante associação do gene IRS1 no desencadeamento da 

DM2, já relatado na literatura. 

Os resultados do presente estudo mostram a importância do fator genético na 

etiologia da DM2, cuja ação é potencializada por outros fatores de risco tais como obesidade, 

idade, dieta e sedentarismo (HU; JIA, 2018). Reforça ainda a necessidade de mais iniciativas 

voltadas à coleta de dados genéticos visando preencher essa lacuna para a população brasileira, 

pois a alta miscigenação da população associada à regionalização de processos migratórios, e, 

portanto, fluxo de genes, provavelmente estabeleceram um background genético heterogêneo 

entre as populações das diferentes regiões do país. O dado genético além de robustecer a 

epidemiologia de determinada doença tem aplicabilidade imediata na localidade onde é gerado, 

subsidiando tomadas de decisão pela equipe médica visando à prevenção, controle ou 

tratamento paliativo. O incremento de dados moleculares sobre a genética da DM2 poderá, em 

médio e longo prazo, fornecer um painel de possíveis marcadores genéticos de risco para essa 

doença, o que facilitará a identificação precoce do potencial genético de indivíduos com 

histórico familiar.  

Nesse contexto, esse é o primeiro trabalho que reporta dados genéticos na cidade 

de Manaus, que concentra 52% da população do Amazonas, Estado da Região Norte do Brasil, 

onde houve uma forte influência da imigração europeia, principalmente portuguesa 

(BENCHIMOL, 1999; MONTEIRO, 2002). Estudos de Marcadores informativos para 

ancestralidade (Ancestry Informative Markers - AIM) mostram que a estimativa de 
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ancestralidade europeia em Manaus é de 0.459, em comparação a 0.163 para ancestralidade 

africana e 0.378 para ancestralidade de americanos nativos, relevando-se que a imigração de 

povos europeus foi um evento importante para composição genética da população brasileira 

(SALOUM DE NEVES MANTA et al., 2013).  

Nossos resultados corroboram os dados disponíveis na plataforma Ensembl genome 

browser (http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population) (HUNT et al., 2018) 

sobre o variante rs1801278, cuja frequência é elevada na Europa o que sustenta a imigração 

como um fator importante de fluxo gênico para a população do Estado e provavelmente para a 

população brasileira (Figura 43). No entanto, é preciso destacar-se que diferentes regiões 

brasileiras receberam diferentes imigrantes europeus. A região Sul do Brasil, por exemplo, teve 

forte imigração de italianos, espanhóis e alemães, enquanto a Região Sudeste recebeu também 

colônias de imigrantes japoneses. Essa visível miscigenação diferencia o país não só em relação 

a cultura e costumes, mas também quanto a distribuição dos genes e seus variantes nos 

diferentes territórios. Essa compreensão é relevante e reforça a importância do estudo genético 

populacional no Brasil, a fim de caracterizar o “pool” gênico e a herança de diferentes mutações 

que podem ter uma frequência elevada em algumas regiões e baixa ou até nula em outras 

regiões, devido às correntes migratórias.  

 

Figura 43: Mapa geográfico do Brasil e da Europa ilustrando a imigração da região norte do Brasil, com 

predominância da população portuguesa. Dados obtidos a partir da plataforma Ensemble Home mostram a 

maior frequência do variante rs1801278 na Europa (EUR).  
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Os dados apresentados na presente pesquisa justificam a necessidade de mais 

esforços concentrados em estudos genéticos da via de transdução do sinal insulínico a fim de 

se estabelecer um painel de risco genético contendo todos os genes e suas reais contribuições 

na patogênese multifatorial da DM2.  

Considerando o impacto potencial dessa doença para as próximas gerações, é 

preciso reconhecer que apenas as políticas públicas atualmente adotadas são insuficientes para 

deter o avanço da síndrome diabética, o que torna imprescindível um esforço conjunto de 

pesquisadores e equipes de saúde para as medidas diagnósticas, preventivas, de tratamento e 

orientação. A identificação de marcadores moleculares relevantes para DM2 é uma alternativa 

viável que favorece a identificação precoce de diabéticos em potencial e permite implementação 

de medidas re-educativas e/ou de prevenção que podem retardar o aparecimento da doença ou 

mitigar seus efeitos, conferindo melhor qualidade de vida a seu portador. Assim, o painel de 

risco genético será um importante aliado da medicina preventiva no combate a DM2. 

 

5.3 ESTUDO DO IMPACTO DO VARIANTE rs1801278 NA TRANSDUÇÃO DO SINAL 

INSULÍNICO.  

A comunicação entre células ocorre a partir de sinais biológicos que em conjunto 

desencadeiam a sinalização celular. Moléculas sinalizadoras, como os hormônios, ligam-se a 

receptores de membrana celular em células-alvo e pelo processo de transdução de sinal a 

moléculas sinalizadoras intracelulares a jusante desencadeiam uma resposta celular importante 

para a fisiologia normal do organismo. A transdução de sinal ocorre principalmente por meio 

de processos de fosforilação das proteínas que compõem uma cascata de sinalização celular 

(JORGENSEN, C.; LINDING, 2008).  

A transferência de grupos fosfatos de ATP para proteínas que participam do 

processo de transdução de sinal celular é catalisada por enzimas quinases e ocorre na hidroxila 

das cadeias laterais dos aminoácidos serina, treonina e tirosina. A fosforilação funciona como 

um modulador positivo ou negativo, isto é, ativando ou inibindo temporariamente a atividade 

de proteínas de uma cadeia de sinalização (SILVA et al., 2009).  

A sinalização da insulina é uma via de transdução de sinal, fortemente regulada, 

importante para a homeostase da glicose. Qualquer alteração na via contribui para o quadro de 

resistência à insulina, cuja persistência desencadeia a hiperglicemia crônica, principal 

manifestação clínica da DM2 (BOURA-HALFON; ZICK, 2009).  Sobre essa via, sabe-se que 

a expressão do substrato IRS-1 é acentuadamente reduzida no estado de resistência à insulina 

(PEDERSON; KRAMER; RONDINONE, 2001). Defeitos na fosforilação desse substrato estão 

relacionados a essa redução e, portanto, desregulação da transdução da sinalização da insulina 
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(BOURA-HALFON; ZICK, 2009; COPPS; WHITE, 2012; PAZ et al., 1997b; TANIGUCHI; 

EMANUELLI; KAHN, 2006). 

Para verificar o impacto do variante rs1801278 no funcionamento do substrato IRS-

1 e na transdução do sinal insulínico, a presente pesquisa comparou a interação molecular entre 

o substrato IRS-1 mutante e selvagem com PI3K e analisou o padrão de fosforilação em 

peptídeos IRS-1 mutante e selvagem. Os resultados mostraram que há uma menor interação do 

substrato IRS-1 mutante com o PI3K e maior fosforilação no peptídeo IRS-1 mutante. A análise 

da fosforilação in silico do substrato IRS-1 mutante confirmou um sítio de fosforilação no 

resíduo de Ser974 para a proteína quinase A (PKA), simulado na modelagem molecular, não 

observado no substrato IRS-1 selvagem, o que explica a maior fosforilação observada no 

substrato mutante.  

Experimentos mostram que o aumento da fosforilação em resíduos de serina do 

substrato IRS-1 afeta a transdução do sinal, pois pode degradar o substrato ou impedir sua 

fosforilação em resíduos de tirosina pelo receptor da insulina interrompendo pelo menos três 

interações de IRS-1: com a membrana plasmática, com o receptor de insulina ou com efetores 

à jusante, como o PI3K. (BOURA-HALFON et al., 2007; BOURA-HALFON; ZICK, 2009; 

PAZ et al., 1997a; TANTI et al., 1994). A fosforilação em resíduos de tirosina é bloqueada ou 

reduzida quando ocorre a fosforilação em resíduos de serina adjacentes, o que potencialmente 

impede o reconhecimento dos sítios YMXM e YXXM pelas moléculas com domínio SH2 à 

jusante do substrato IRS-1, como o PI3K (BOURA-HALFON; ZICK, 2009; SOMMERFELD 

et al., 2004; VIRKAMÄKI et al., 1999).  

A Ser974 está localizada na região da cauda terminal (domínio não PTB) do substrato 

IRS-1 que contém também vários resíduos de tirosina. Regiões adjacentes a posição 971 e 974, 

mostram três sítios de reconhecimento (YMXM e YXXM11) para a ligação da subunidade p85 

da PI3K (figura 44). Portanto, a troca do aminoácido glicina por alanina, consequência do 

variante rs1801278 no gene IRS1, gera  desequilíbrio na fosforilação dos resíduos de 

aminoácidos envolvidos e reduz o reconhecimento e interação do complexo IRS-1 e PI3K, 

prejudicando a transdução do sinal insulínico e desencadeando a resistência à insulina (figura 

45) (ALMIND et al., 1996; MOTHE; OBBERGHEN, 1996; VIRKAMÄKI et al., 1999). 

 

 

 

 

 
11 Y – tirosina; M – metionina; X – qualquer aminoácido.  
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Figura 44: Parte da sequência de aminoácidos do substrato IRS-1. (A) Substrato IRS-1 selvagem, onde 

observa-se o resíduo de glicina (G) na posição 971 (vermelho) e o resíduo de serina (S) na posição 974 

(lilás). Adjacentes a serina e glicina, observa-se sítios de reconhecimento (YMXM e YXXM*) (em verde) 

para moléculas com domínio SH2 que quando fosforilados em resíduos de tirosina (Y) permitem a interação 

entre IRS-1 e PI3K. (B) No substrato IRS-1 mutante, a glicina (G) é substituída por arginina (R) na posição 

971. Observou-se que no IRS-1 mutante há aumento de fosforilação em serina. Segundo a literatura, a 

fosforilação em resíduos de tirosina (Y) é bloqueada ou reduzida quando ocorre a fosforilação em resíduos 

de serina adjacentes. Por isso, no IRS-1 mutante, a PI3K, molécula que contém domínio SH2, não reconhece 

IRS-1 e transdução do sinal da insulina é bloqueado.   

 

 

*YMXM, onde Y – tirosina, M – Metionina, X – qualquer aminoácido.  

 

  

...SDQSGYLSGPVAFHSSPSVRCPSQLQPAPREEETGTEEYMKMDLGPGRRAAWQESTGVEMGRLGPAPPGAASICR 

PTRAVPSSRGDYMTMQMSCPRQSYVDTSPAAPVSYADMRTGIAAEEVSLPRATMAAASSSSAASASPTGPQGAAE... 

971 974 

 

...SDQSGYLSGPVAFHSSPSVRCPSQLQPAPREEETGTEEYMKMDLGPGRRAAWQESTGVEMGRLGPAPPRAASICR 

PTRAVPSSRGDYMTMQMSCPRQSYVDTSPAAPVSYADMRTGIAAEEVSLPRATMAAASSSSAASASPTGPQGAAE... 

971 974 

A 

B 
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Figura 45: Modelo sobre o impacto da transdução do sinal insulínico devido o desequilíbrio na fosforilação 

do substrato IRS-1 selvagem e mutante: (A) Funcionamento da via de sinalização com o substrato IRS-1 

selvagem (971G). Não há aumento de fosforilação para o substrato IRS-1 selvagem e a transdução do sinal da 

insulina desencadeia a translocação de GLUT 4 para a membrana plasmática, havendo a entrada de glicose e 

controle da glicemia plasmática. (B) Funcionamento da via de sinalização da insulina com o substrato IRS-1 

mutante (971R). Há aumento da fosforilação em serina (974S), desencadeando prejuízos para a transdução do 

sinal da insulina, contribuindo para o desencadeamento da resistência à insulina e aumento da glicemia plasmática.  

 

 

 

A 

B 
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Um experimento com culturas de adipócitos tratadas com altas taxas de insulina 

mostrou que a hipersulinemia induziu a fosforilação de serina e treonina do substrato IRS-1, 

degradando esse substrato, impedindo a transdução do sinal insulínico e reduzindo a síntese de 

GLUT-4 (PEDERSON; KRAMER; RONDINONE, 2001). Em outro experimento, a 

eliminação de um domínio rico em resíduos de serina e treonina próximo ao domínio PTB do 

substrato IRS-1 evitou a degradação do substrato, mesmo em condições de hipersulinemia 

(BOURA-HALFON et al., 2007).  

Ao longo da cadeia de aminoácidos do substrato IRS-1, existe mais de 70 resíduos 

de serina com potencial para fosforilação (TANIGUCHI; EMANUELLI; KAHN, 2006). Cabe 

aos pesquisadores a definição de quais desses resíduos estão envolvidos na capacidade de 

funcionamento do substrato na via de sinalização da insulina (COPPS; WHITE, 2012; 

SOMMERFELD et al, 2004).  

Visando avaliar a fosforilação do substrato IRS-1 em células musculares, foram 

criados camundongos transgênicos mutantes para IRS-1, com substituição de três resíduos de 

serina (Ser302, Ser307, Ser612) por alanina e comparados com camundongos selvagem. Os 

camundongos transgênicos apresentaram melhor tolerância a glicose, além de aumento da 

fosforilação da tirosina do IRS-1 e ligação ao p85 de PI3K em resposta a insulina (MORINO; 

NESCHEN; BILZ, 2008).  

Observou-se também que a hipersulinemia eleva a fosforilação na Ser318 do 

substrato IRS-1, localizada próximo ao domínio PTB, o que presumivelmente afeta a interação 

do IRS-1 com o receptor de insulina (MOESCHEL et al., 2004). Ainda, em resposta a processos 

inflamatórios, algumas quinases podem fosforilar serinas, como a Ser24 localizada dentro de 

sítios do domínio PH do substrato IRS-1, gerando uma situação crítica para a interação do 

complexo IRS-1 e receptor de insulina (BOURA-HALFON; ZICK, 2009; KIM et al., 2005). 

Em um estudo com células musculares de pessoas com DM2, observou-se maior fosforilação 

da Ser636 do substrato IRS-1 com redução da ativação de PI3K (BOUZAKRI et al., 2003). 

Uma abordagem in vitro para identificar locais de fosforilação da proteína quinase 

C ζ no substrato IRS-1 e suas implicações funcionais verificou que a fosforilação nos resíduos 

de Ser498 e Ser570 reduz a fosforilação em resíduos de tirosina no substrato IRS-1 pelo receptor 

da insulina. Esses resíduos de serinas ficam adjacentes a seis domínios de ligação PI3K e, por 

isso, observou-se também a não interação quase completa do substrato IRS-1 ao domínio p85 

da PI3K (SOMMERFELD ET AL, 2004).  

Sendo a DM2 de herança genética poligênica, a aplicação do sequenciamento do 

exoma é uma estratégia interessante para melhor compreensão de doenças que envolvem 

múltiplos genes. A análise do exoma do indivíduo P12, portador do variante rs1801278, revelou 
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que esse indivíduo possui seis SNVs em diferentes genes relacionados a sinalização da insulina. 

Entretanto, segundo a análise com as ferramentas PolyPhen-2 e SIFT somente o variante 

rs1801278 possui impacto prejudicial na estabilidade e funcionamento do seu respectivo 

produto gênico, o substrato IRS-1 (figura 46). Essa análise, reforça a importância do rs1801278 

em desestabilizar o funcionamento da via de sinalização da insulina, diminuindo a captação da 

glicose e desencadeando o quadro de hipersulinemia e posteriormente a resistência à insulina, 

uma das principais causas da DM2.  

Embora mecanismos adicionais como fatores ambientais e outros genes 

contribuam, os resultados sobre a interação molecular do IRS-1 mutante e PI3K e fosforilação 

do substrato IRS-1 mutante apresentados nessa pesquisa conexos a literatura científica mostram 

claramente o impacto do variante rs1801278 e seu papel significativo na patogênese da 

resistência à insulina em humanos. Diante dos resultados obtidos, ressalta-se a importância da 

extensão de pesquisas com esse variante em termos populacionais a fim de maior conhecimento 

da frequência desse na população amazonense e brasileira.  

A regulação ineficiente da sinalização insulínica é um fator crítico no 

desenvolvimento da resistência à insulina e desencadeamento da diabetes. Em uma análise de 

seis variáveis em pessoas com diagnóstico recente de diabetes, observou-se um grupo (cluster 

3) com grave resistência à insulina e alto IMC. Em particular, esses indivíduos tiveram um risco 

significativamente maior de doença renal diabética em comparação a indivíduos de outros 

grupos. Os autores ressaltam em seus resultados que o tratamento medicamentoso desse grupo 

não diferia dos indivíduos de outro grupo com menor risco de complicações clínica (cluster 4 e 

5). Esses dados apontam para a necessidade de uma classificação para diabetes mais refinada, 

visando-se direcionar um tratamento adequado para a etiologia da diabetes do paciente. 

(AHLQVIST et al., 2018).  

Para que no futuro isso seja possível, pesquisas devem reforçar o conhecimento 

sobre a resistência à insulina, especialmente no domínio de análise de genes relacionados à 

sinalização da insulina. Além disso, uma melhor compreensão deste processo fisiopatológico 

pode levar ao desenvolvimento de perfis genéticos em indivíduos assintomáticos para a 

implementação de ações que visem o controle da glicemia e novas terapias e alvos 

medicamentosos para o tratamento da resistência à insulina e Diabetes Tipo 2 (BOUZAKRI et 

al, 2003; COPPS AND WHITE, 2014). Para uma doença com alta estimativa, é importante 

refletir que a medicina curativa/terapêutica não é mais suficiente e admitir que a medicina 

preventiva é a melhor oportunidade para evitar que as estimativas atuais, sobre a diabetes, 

tornem-se uma realidade para as próximas gerações.  
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6 CONCLUSÕES 

• A amostra composta de pessoas com Diabetes Mellitus tipo 2 teve maior prevalência 

do sexo feminino, média de idade de 61,11 + 14,573 e faixa etária predominante de 

65 a 74 anos de idade. Observou-se elevada frequência de hipertensão arterial, 

complicações oftalmológicas, sobrepeso, obesidade e agregação familiar.  

• Quanto às variáveis comportamentais, observou-se o uso do tabaco e consumo de 

bebidas alcóolicas em algum momento da vida e baixa prática de atividade física 

regular.  

• Houve associação estatística significativa entre as variáveis: tempo de diagnóstico e 

complicações clínicas, dislipidemia e mais de uma complicação clínica, IMC e 

complicações oftalmológicas e IMC e mais de uma complicação clínica.  

• O variante rs1801278 (c.2911G>A; p.Gly971Arg), identificado na amostra da 

presente pesquisa, foi confirmado com a técnica de PCR-RFLP com uso da enzima 

de restrição SmaI. Esse método de identificação se mostrou uma alternativa viável 

para a identificação do variante em estudo.  

• Identificou-se o variante rs1801278 em indivíduos sintomáticos e assintomáticos de 

quatro gerações de uma família, relevando-se a importância desse em estudos de 

agregação familiar, testes preditivos e aconselhamento genético.  

• A análise do exoma mostrou seis variantes não sinônimas em genes associados a via 

de sinalização da insulina, no entanto, programas de predição de variantes 

mostraram que somente rs1801278 é prejudicial ao funcionamento da via. 

Considerando que existem múltiplos genes envolvidos no desencadeamento da 

resistência à insulina, o variante estudado no gene IRS1 apresenta-se com um valor 

aditivo importante no desencadeamento dessa condição.   

• Ensaios de modelagem e ancoramento molecular mostram baixa interação do 

complexo IRS-1 mutante (Arg971) fosforilado na Ser974 e domínio SH2 de PI3K.  

• Testes de fosforilação in sílico e in vitro revelaram o aumento da fosforilação em 

serina (Ser974) no substrato IRS-1 mutante (Arg971).  

• O estudo do variante rs1801278 confirma a associação de risco do rs1801278 a 

resistência à insulina e DM2, visto que influencia no aumento da fosforilação do 

substrato IRS-1 interferindo na formação do complexo IRS-1/PI3K prejudicando o 

sinal da transdução do sinal insulínico.  
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ABSTRACT:  

Type 2 diabetes (T2D) is the most frequente type of diabetes. It is a chronic disease 

characterized by hyperglycemia and multifactorial inheritance pattern. The impact on public 

health is an emerging problem. Insulin resistance (IR) is the main metabolic disorder capable 

of predicting the chance of development of T2D. IR is a pathological condition that results from 

an insufficient response of target cells from peripheral tissues to normal levels of circulating 

insulin. The insulin signaling involves several membrane and cytoplasmic proteins, as the 

substrate of insulin receptor 1 (IRS1). Studies have correlated single-base polymorphisms 

(SNPs) in the IRS1 gene to the increased risk of T2D triggering, among them polymorphism 

rs1801278. The present study evaluated the inheritance of rs1801278 polymorphism in four 

generations of a family with clinically diagnosed T2D cases. DNA was extracted from the 

peripheral venous blood and the exon 1 from IRS1 gene was amplified by PCR. The amplicons 

were sequenced and analyzed. We selected a person with T2D and polymorphism rs1801278, 

as proband. For the family aggregation study, seven members of the proband family in four 

generations, with or without T2D, were included. The occurrence of rs1801278 polymorphism 

was confirmed by PCR/RFLP. Five people harbor the polymorphism, four of whom did not 

present the clinical picture of T2D so far. The inheritance of the SNP under study was observed 

in the four generations. Models on the molecular mechanism of rs1801278 polymorphism and 

its consequence on insulin signaling suggest that this variant reduces phosphorylation of the 

IRS1 substrate on tyrosine. The data obtained in the present study from the family analysis 

reinforce that the polymorphism rs1801278 is relevant in studies of family aggregation and help 

to clarify why family predisposition is an important risk factor for T2D. 
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ANEXO C – Sequência de referência do gene IRS1, disponível na plataforma NCBI.  
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