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RESUMO 

 
O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doença auto-imune caracterizada pela 

destruição das células β das ilhotas produtoras de insulina. É provável que vários 

fatores genéticos e ambientais contribuam para esse processo. Há evidências 

crescentes mostrando que os polimorfismos nos genes das citocinas podem 

desempenhar um papel importante na modificação da resposta imune. A 

interleucina-18 (IL-18), a interleucina-6 (IL-6) e o receptor da interleucina-6 (IL-6R) 

foram implicados em várias doenças autoimunes. Além disso, os polimorfismos IL-18 

rs1946518, IL-6 rs1800795 e IL-6R rs8192284 podem alterar a expressão destes 

genes. Neste estudo, esses três polimorfismos foram investigados em 141 pacientes 

euro-brasileiros com diabetes tipo 1 diagnosticados na fase adulta e 150 controles 

saudáveis para adultos, utilizando a plataforma TaqMan ® e PCR-RFLP. A diferença 

de frequência genotípica e alélica não foi observada para os polimorfismos nas IL-18 

e IL-6 testadas. As frequências de alelos raros (IC 95%) em indivíduos com DM1 e 

grupo controle respectivamente para o polimorfismo do gene IL-18 rs1946518, alelo 

A 47,7% (40,0-52,0) e 51,0% (45,0-57,0), IL-6 rs 1800795, alelo C 31,1% (26,0-36,0) 

e 27,05% (22,0-33,0) e IL-6R rs 8192284, alelo C 44,0% (38,0-50,0) e 34,7% (29,0-

40,0). A frequência alélica do gene IL-18 rs1946518 foi semelhante à asiática e 

diferente da população caucasóide. Polimorfismos nos genes IL-18 e IL-6 não 

parecem estar associados ao DM1 na população brasileira em estudo. No entanto, o 

polimorfismo no gene IL-6R foi associado com DM1 no presente estudo. Em 

conclusão, estes resultados sugerem que o alelo C do polimorfismo rs8192284 pode 

conferir uma susceptibilidade ao DM1. 

 

 

Palavras-chave: início adulto DM1; polimorfismos; citocinas 



 
 

ABSTRACT 
 

Type 1 diabetes mellitus is an autoimmune disease characterized by the destruction 

of the insulin-producing islet β cells. It is likely that several genetic and environmental 

factors contribute to this process. There is increasing evidence showing that 

polymorphisms in cytokine genes may play an important role in modifying the 

immune response. Interleukin-18 (IL-18), Interleukin-6 (IL-6) and Interleukin-6 

receptor (IL-6R) have been implicated in a number of immune-mediated diseases. 

Further, the polymorphisms IL-18 rs1946518, IL-6 rs1800795 and IL-6R rs8192284 

may alter the expression of these genes. In this study, these three polymorphisms 

were investigated in 141Euro-Brazilian patients with adult onset type 1 diabetes150 

adult healthy control susing the ® TaqMan platform and PCR-RFLP forge no typing. 

The genotypic and allelic frequency difference was not observed for the 

polymorphisms in the tested IL-18 and IL-6. The frequencies of rare alleles (95% CI) 

in individuals with T1D and control group respectively for the polymorphisms of theIL-

18rs1946518 A allele 47.7% (40.0-52.0) and 51.0% (45.0-57.0), IL-6 rs 1800795 C 

allele 31.1% (26.0-36.0) and 27.05% (22.0-33.0) and IL-6R rs 8192284 C allele 

44.0% (38.0-50.0) and 34.7% (29.0-40.0).IL-18 rs1946518 A allele frequency was 

similar to Asiatic and different from Caucasoid population. Polymorphisms in the IL-

18 and IL-6 genes do not appear to be associated with DM1 in the Brazilian 

population. However, the polymorphism in the IL-6Rgene was associated with T1D in 

the present study. In conclusion, these results suggest that the C allele of the 

rs8192284 polymorphism may confer a susceptibility to T1D. 

 

Keywords: adult onset T1D, polymorphisms, cytokines 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O Diabetes Mellitus (DM) é um grupo heterogêneo de doenças metabólicas 

que está associada ao aumento de mortalidade e ao alto risco de desenvolvimento 

de complicações micro e macrovasculares. Estima-se que a população mundial 

com diabetes seja de 425 milhões e até 2045 esse número aumente para 629 

milhões (IDF, 2017b). 

O DM é considerado uma doença complexa com a principal característica de 

hiperglicemia resultante de defeitos na secreção de insulina, na ação ou em ambos 

(SBD, 2016). O Diabetes mellitus Tipo 1 (DM1) corresponde a cerca de 5% a 10% 

dos casos de DM no mundo (AMERICAN DIABETES, 2016) e é uma doença 

autoimune caracterizada pela destruição progressiva das células β pancreáticas, e 

na maioria dos casos leva a absoluta deficiência de insulina (ATKINSON, 2012).  

A patogenia do DM1 desenvolve-se a partir de uma combinação de 

predisposição genética, associada a fatores ambientais desconhecidos e eventos 

aleatórios (COSTENBADER et al., 2007). Esses fatores ambientais podem interagir 

com determinantes genéticos que influenciam o desenvolvimento da doença. 

Indivíduos geneticamente susceptíveis ao DM1, quando entram em contato com 

um gatilho ambiental, darão início ao processo autoimune (CHATENOUD; 

BLUESTONE, 2007). 

Há diversas terapias convencionais eficazes no tratamento do DM, porém 

uma melhor compreensão da patogênese pode auxiliar na identificação de 

potenciais biomarcadores e no desenvolvimento de novas terapias. Estudos que 

envolvem as variações genéticas associadas ao DM com enfoque em 

polimorfismos genéticos, podem contribuir na identificação do mecanismo de 

susceptibilidade ou proteção para o desenvolvimento da doença (ALIZADEH; 

KOELEMAN, 2008) 

Polimorfismos associados ao DM1 têm sido encontrados em diversos genes 

que estão relacionados com o sistema imune e podem causar uma predisposição à 

uma resposta imune ou inflamatória, aumentando potencialmente o risco de 

autoimunidade (ATKINSON; EISENBARTH; MICHELS, 2014). Tem sido sugerido 

que a imunidade mediada por citocinas desempenham um papel crucial na 

patogênese de várias doenças autoimunes, como o DM1, devido a isso, 
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interleucinas 18 (IL-18) e 6 (IL-6), bem como o receptor de interleucina 6 (IL-6R) 

foram o foco do presente estudo. 
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2.2.1. OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral 

 

Estudar as variações genéticas dos genes IL-18, IL-6 e IL-6R e buscar 

associação com Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) em uma população brasileira 

adulta. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

 Selecionar e coletar amostras de sangue de pacientes que desenvolveram 

Diabetes Mellitus tipo 1 após os 18 anos de idade e indivíduos adultos sem 

diabetes (controle saudável); 

 Genotipar os polimorfismos do gene IL-18 (rs1946518), IL-6 (rs1900795) e 

IL-6R (rs8192284) em pacientes com DM1 e no grupo controle; 

 Determinar as frequências genotípicas e alélicas dos polimorfismos em 

estudo; 

 Associar as variações genéticas com os marcadores laboratoriais do perfil 

lipídico, controle glicêmico, função renal e nutricional.
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.2.2. DIABETES MELLITUS 

 

O Diabetes Mellitus (DM) é caracterizado por uma condição crônica com 

principal característica de hiperglicemia resultante de defeitos na secreção de 

insulina, na ação ou em ambos (SBD, 2016). O diabetes é classificado de 

acordo com a Associação Americana de Diabetes (ADA, 2019) em quatro 

categorias: 

 Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1) 

 Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) 

 Diabetes Mellitus Gestacional (DMG)  

 Tipos específicos devido a outras causas 

O DM1 corresponde a cerca de 5% dos casos de Diabetes Mellitus 

mundial, é caracterizado pela destruição das células beta pancreáticas, e na 

maioria dos casos leva a absoluta deficiência de insulina. Na maioria dos 

casos, a destruição das células beta pancreáticas é mediada pela 

autoimunidade (DM1A), entretanto a casos onde não se encontram evidências 

de um processo autoimune, sendo relacionada a fatores ambientais ou como 

forma idiopática (DM1B) (SBD, 2016). Além do fator de autoimunidade, o 

DM1A pode apresentar associação com determinados genes do sistema 

leucocitário humano (HLA) (TODD; BELL; MCDEVITT, 1987). Pacientes com 

DM1B manifestam insulinopenia permanente e são mais propensos a 

desenvolverem cetoacidose, nesses casos não há evidências de 

autoimunidade e associação a haplótipos do sistema HLA (ADA, 2016). 

O DM2 está presente na maioria dos casos de diabetes, é caracterizado 

por resistência periférica a insulina, podendo evoluir para uma deficiência na 

produção e ação desse hormônio (IDF, 2017b). Esse tipo de diabetes 

corresponde de 90 a 95% dos casos totais de diabetes, podendo ser 

diagnosticado em qualquer idade (ADA, 2016). 

Tanto no DM1 como no DM2, vários fatores genéticos e ambientais 

podem resultar na progressiva perda da massa ou função das células β 

pancreáticas, os quais se manifestam clinicamente como hiperglicemia. Ambos 

os tipos de diabetes são doenças heterogêneas nas quais a apresentação 
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clínica e a progressão das doenças podem variar consideravelmente. A 

classificação é importante para determinar a terapia, contudo alguns indivíduos 

não podem ser claramente classificados como apresentando DM1 ou DM2 no 

momento do diagnóstico. Esquemas futuros de classificação provavelmente 

irão focar na patofisiologia que estão envolvidos na disfunção das células β 

como indicado status glicêmico (SKYLER et al., 2017). 

O DMG está associado à diminuição da função das células β 

pancreáticas e a diminuição da sensibilidade à insulina que é parcialmente 

explicada pelo aumento na concentração de hormônios diabetogênicos 

(bloqueiam ou antagonizam a ação da insulina) produzido pela placenta (DI 

CIANNI et al., 2003) no período gestacional. 

Outra categoria de diabetes conhecida como “outras formas específicas 

de diabetes” inclui formas incomuns de diabetes que podem ocorrer devido a 

diversas causas, como defeitos genéticos da função das células β pancreáticas 

(diabetes onset of the young- MODY), doenças exócrinas do pâncreas, defeitos 

genéticos na ação da insulina, indução química ou por drogas, endocrinopatias 

e infecções. Formas incomuns de diabetes mediados pelo sistema imune e 

síndromes genéticas associadas ao diabetes em alguns casos (SBD, 2016). 

O diabetes pode ser diagnosticado utilizando como critério a glicemia 

plasmática, tanto pelo valor da glicemia em jejum ou pelo valor da glicemia 2 

horas durante o teste de tolerância oral à glicose, como pelo critério da HbA1c 

(INTERNATIONAL EXPERT, 2009; ADA, 2019) (Quadro 1). 

 
QUADRO1 – CRITÉRIOS PARA DIAGNÓSTICO DE DM 
 

ANALITOS CONCENTRAÇÕES OBSERVAÇÕES 
 

HbA1C* 
 

≥6,5% 
O teste deve ser realizado com método 
padronizado e certificado pelo NSGP e 
padronizado pelo ensaio do DCCT. 

 
Glicemia em jejum* 

 
≥126 mg/dL 

Jejum definido como ausência de 
ingestão de alimentos calóricos por no 
mínimo 8 horas. 

 
Glicemia 2 h após 75g 

de glicose oral* 

 
≥200 mg/dL 

O teste deve ser realizado como descrito 
pela OMS utilizando dose oral de glicose 
contendo o equivalente a 75g de glicose 
dissolvida em água. 

 
Glicemia ao acaso 

 
≥200 mg/dL 

Pacientes com sintomas clássicos, 
hiperglicemia ou crises hiperglicêmicas 

*Na ausência de inequívoca hiperglicemia, diagnóstico requer dois resultados anormais na 
mesma amostra ou em dois testes e amostras separadas. 
Fonte: Adaptado de ADA (2019) 
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 Contudo, uma vez que a progressão da disglicemia pode ser rápida em 

pacientes com DM1, a HbA1c é menos sensível para o diagnóstico do que as 

dosagens de glicemia em jejum ou glicemia estimulada (ADA, 2019). O início 

do DM1 pode ser mais variável em adultos, os quais podem não apresentar os 

sintomas clássicos observados em crianças. Embora definições tradicionais 

classifiquem o DM1 como o diabetes de início juvenil, a doença pode ocorrer 

em qualquer idade, com até 50% dos casos ocorrendo na fase adulta 

(THOMAS et al., 2018).  

Até 50% dos adultos com DM1 pode inicialmente ser classificado 

erroneamente como DM2 (HOPE et al., 2016). Similarmente, devido à epidemia 

da obesidade em crianças, o DM2 está aumentando de forma comum em 

adolescentes (particularmente em indivíduos não caucasóides), e o diabetes 

monogênico (MODY) contribui para 1-6% dos casos de diabetes na infância 

(PIHOKER et al., 2013; SHEPHERD et al., 2016; DELVECCHIO et al., 2017). 

 Embora baixas concentrações de peptídeo C como marcador de severa 

deficiência endógena de insulina seja útil para guiar a classificação e o 

tratamento de casos de DM avaliado ao longo de 3 anos após o diagnóstico 

clínico (JONES; HATTERSLEY, 2013), nenhuma característica clínica única 

pode perfeitamente distinguir DM1 e diabetes não DM1 no diagnóstico. A 

classificação depende da apreciação de outros fatores de risco para o DM1 em 

relação a outros subtipos e a integração das características clínicas (como por 

exemplo, idade de diagnóstico e índice de massa corporal) com biomarcadores 

(por exemplo, auto-anticorpos pancreáticos) (BARNETT, 2018). 

Mais de 90% dos portadores de DM1 apresentam anticorpos 

mensuráveis contra proteínas específicas das células β, incluindo insulina, 

glutamato descarboxilase, antígeno 2 de ilhotas, transportador de zinco (HOPE 

et al., 2016), e tetraspanina-7 (MCLAUGHLIN et al., 2016). Estudos de coorte 

de nascimentos (ZIEGLER et al., 2013; KRISCHER et al., 2015) de indivíduos 

com alto risco para DM mostraram um pico de incidência para o 

desenvolvimento do primeiro auto-anticorpo antes dos dois anos de idade. A 

maioria das pessoas com um único anticorpo não progridem para o DM1, mas 

soro conversão para presença de dois ou mais auto-anticorpos em crianças 

está associado à 84% de risco para o DM1 clínico até a idade de 18 anos 

(Figura 1A) (ZIEGLER et al., 2013). O alto risco de progressão na presença de 
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múltiplos auto-anticorpos tem levado à definição dos estágios do DM1. Neste 

novo paradigma, um estágio pré-clínico é definido com a presença de 2 ou 

mais auto-anticorpos, enquanto que os estágios 2 e 3 são definidos como a 

progressão de anormalidades metabólicas de glicemia anormal para diabetes 

manifesto, diagnosticado por critério padrão (Figura 1B) (INSEL et al., 2015). 

Uma vez que a progressão da positividade para auto-anticorpos de ilhotas para 

o DM clínico pode levar meses ou anos, a definição da positividade de 

múltiplos auto-anticorpos como o estágio 1 permite direcionar intervenções 

imunes para um desfecho primário realista e facilita estudos de intervenção no 

início da vida (ZIEGLER et al., 2016). 

Estima-se que 425 milhões de pessoas no mundo ou 8,8% dos adultos 

entre 20 e 79 anos, tenham DM e que até 2045 esse número possa aumentar 

em 63%. A Figura 2 ilustra a distribuição de DM entre os continentes (IDF, 

2017a). O Brasil é o país da América Central e do Sul que apresenta o maior 

número de indivíduos com DM. No Brasil, a doença leva a óbito 

aproximadamente 72 mil pessoas por ano, representando 6% de todas as 

mortes no país (WHO, 2016). 

O Diabetes já é considerado como umas das maiores emergências de 

saúde mundial do século 21 (IDF, 2017b). A prevalência global vem 

aumentando nos últimos anos e os diabéticos apresentam um maior risco de 

morbidade e mortalidade em comparação à população geral (OGURTSOVA et 

al., 2017). 

 Em países de alta renda, estima-se que aproximadamente 87% a 91% 

de todos os diabéticos tenham diabetes tipo 2, 7% a 12% tenham DM1 e 1% a 

3% tenham outros tipos de diabetes (BOYLE et al., 1999; EVANS et al., 2000; 

BRUNO et al., 2005; HOLMAN; YOUNG; GADSBY, 2015). 

Globalmente, está havendo aumento da incidência e prevalência do 

DM1, com um aumento na incidência de aproximadamente 2-3% por ano 

(MAAHS et al., 2010; MAYER-DAVIS; DABELEA; LAWRENCE, 2017). O Brasil 

ocupa o terceiro lugar no mundo em prevalência de DM1 em crianças e 

adolescentes, estima-se o país possua mais de 30 mil portadores de DM1 com 

menos de 20 anos de idade (IDF, 2017b). 
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FIGURA 1 – FATORES CONTRIBUINTES E PROGRESSÃO PARA O DM1 
 

      
Painel A. A probabilidade do desenvolvimento do diabetes em crianças estratificadas 
pelo número de auto-anticorpos de ilhotas. Estudo de acompanhamento regular de 13.377 
crianças identificadas com apresentando risco ao nascer ou no período da infância com base 
nos genótipos de alto risco de HLA ou no fato de possuírem parentes com DM1, ou ambos 
(ZIEGLER et al., 2013). Painel B. Progressão do diabetes tipo 1 e estágios da doença. 
Estágio 1 é o início da doença, marcado por indivíduos apresentando dois ou mais auto-
anticorpos relacionados ao DM e concentrações normais de glicemia plasmática. No estágio 2, 
os indivíduos apresentam disglicemia sem sintomas. Estágio 3 é o momento do diagnóstico 
clínico. DM1: Diabetes mellitus tipo 1. 
Fonte: Adaptado de DiMeglio, Evans-Molina e Oram(2018) 
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FIGURA 2 – DISTRIBUIÇÃO GLOBAL DO DIABETES 
 

 
Número de pessoas com diabetes por região em 2017 e 2045 ente 20 e 79 anos. 
Fonte: Adaptado de Internacional Diabetes Federation – IDF (2017a) 

 

 Não estão totalmente elucidadas as razões para o aumento dos casos 

de DM1, mas pesquisadores atribuem a mudanças no ambiente e/ou estilo de 

vida (LONG et al., 2012). 

 

2.1.1 Diabetes Mellitus tipo 1A 

 

A patogênese do Diabetes Mellitus tipo 1A (DM1A) resulta de uma 

complexa interação entre as células β pancreáticas e os sistemas imunes inato 

e adaptativo (HULL; PEAKMAN; TREE, 2017). A questão da existência de um 

gatilho para a resposta imune contra as células β ou da resposta imune ser um 
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evento estocástico aleatório tem sido um assunto de especulação e 

controvérsia consideráveis. Várias infecções virais têm sido associadas ao 

DM1, com enterovírus sendo o mais comumente associado às infecções. A 

proteína principal do capsídeo VP1 e RNA enteroviral têm sido detectados nas 

ilhotas de pessoas com início recente de DM1 (KROGVOLD; EDWIN; et al., 

2015), juntamente com a hiperexpressão do complexo de histocompatibilidade 

principal de classe 1 (RICHARDSON et al., 2016), um outro índice de infecção 

viral. Uma possibilidade é que algumas pessoas com DM1 apresentem uma 

infecção crônica viral atípica das células β pancreáticas, resultando na 

inflamação crônica e desenvolvimento da auto-imunidade. 

Um avanço importante proveniente de estudos de pâncreas humanos de 

pacientes com DM1 foi a descrição da insulinite, um processo de infiltração de 

células imunes nas ilhotas (IN'T VELD et al., 2010). A insulinite ocorre 

principalmente em ilhotas que contêm insulina residual em pessoas com início 

recente de DM1 e em poucas ilhotas deficientes de insulina estão inflamadas 

(FOULIS; STEWART, 1984; FOULIS et al., 1986; WILLCOX et al., 2009; 

CAMPBELL-THOMPSON et al., 2016). Isto implica que as células imunes são 

recrutadas e retidas primariamente em reposta a fatores que emanam das 

células β alvo, embora a proporção de ilhotas inflamadas varie, não 

simplesmente em resposta a proporção ao número de células, mas também de 

acordo com a idade de início da doença. Por exemplo, em indivíduos 

diagnosticados com idades de 13 anos ou idades superiores, a proporção de 

ilhotas contendo insulina residual é aproximadamente 25%, enquanto é muito 

maior (~80%) nos diagnosticados no início da vida (<7 anos de idade) 

(MORGAN, 2017). Esta estatística sugere que crianças jovens podem ter uma 

forma mais agressiva da doença. Outra implicação é que, entre os indivíduos 

mais velhos, a deficiência funcional de insulina pode ocorrer apesar da 

retenção de uma reserva significativa do hormônio. Isto aponta não apenas 

para a perda de células beta como causa de DM1, mas também sugere uma 

disfunção secretora de insulina entre as ilhotas residuais não inflamadas em 

alguns indivíduos. Estas conclusões são suportadas por estudos in vitro que 

mostram ilhotas de pessoas com diabetes tipo 1 com déficit na secreção de 

insulina induzida por glicose imediatamente após serem isoladas podem 

melhorar com o tempo em cultura (KROGVOLD; SKOG; et al., 2015). A 
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ocorrência da insulinite não é restrita apenas no período imediatamente após o 

início da doença, mas pode também ser encontrado em ilhotas contendo 

insulina de indivíduos com duração longa da doença (CAMPBELL-THOMPSON 

et al., 2016). Em contraste, é menos claro quanto tempo antes do diagnóstico a 

insulinite ocorre em pessoas que estão progredindo para a doença.  

Trabalhos com camundongos diabéticos não obesos (Non-obese 

diabetic - NOD) sugerem a existência de estágios sequencias da insulinite, 

entre um dos quais conhecido como peri-insulinite (ANDERSON; BLUESTONE, 

2005) no qual as ilhotas são envolvidas por células imunes mas não infiltradas 

por elas. Esta fase é seguida por completa infiltração, na qual as ilhotas são 

invadidas e a morte das células β ocorre em alta frequência. Estágios não são 

observados em humanos e insulite invasiva raramente é detectada. Isto sugere 

que em humanos, ou a morte das células β é mediada por apenas um número 

muito pequeno de células imunes (presumivelmente CD8+) que penetram no 

interior celular endócrino ou, alternativamente, a morte não requer contato 

direto entre células imunes e células β. Uma terceira possibilidade também 

existe, na qual as células imunes possuem apenas papel menor (no máximo) 

na morte das células β. Neste contexto, evidências recentes implicam que 

muitas das células CD8+ presentes nas lesões insulíticas são células residentes 

de memória, desprovidas de assinatura de expressão gênica pró-inflamatória 

(KURIC et al., 2017). No entanto, também é claro que alguns tipos de células T 

CD8+ importantes são reativas contra antígenos de ilhotas, sugerindo uma 

intenção agressiva (COPPIETERS et al., 2012; BABON et al., 2016; CULINA et 

al., 2018). 

Acredita-se que o desenvolvimento do DM1 (Figura 3) inicia pela 

apresentação de peptídeos das células β pelas células apresentadoras de 

antígenos (antigen-presenting cell– APCs). As APCs carregando estes auto-

antígenos migram para os nódulos linfáticos pancreáticos onde interagem com 

linfócitos T CD4+ auto-reativos, os quais por sua vez medeiam a ativação dos 

linfócitos T CD8+ auto-reativos (A). Estes linfócitos T CD8+ ativados retornam 

para a ilhota e lisam as células β que expressam os auto-antígenos 

imunogênicos nas moléculas de superfície de classe I do complexo de 

histocompatibilidade principal (B). A destruição das células β é posteriormente 

exacerbada pela liberação de citocinas pró-inflamatórias e espécies reativas de 
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oxigênio das células imunes inatas (macrófagos, células natural killers, e 

neutrófilos (C)). O processo inteiro é amplificado por defeitos nos linfócitos T 

regulatórios, os quais não suprimem efetivamente a auto-imunidade (D). 

Células T ativadas no interior dos nódulos linfáticos pancreáticos também 

estimulam a produção de auto-anticorpos contra as proteínas das células β. 

Estes auto-anticorpos podem ser dosados na circulação e são considerados 

biomarcadores que definem o DM1(E). 

A destruição autoimune das células β pancreáticas tem múltiplas 

predisposições genéticas e também está relacionada a fatores ambientais que 

ainda não estão bem definidos. Pacientes com DM1 são propensos a distúrbios 

auto-imunes, como tireóide de Hashimoto, doença de Addison, doença celíaca, 

vitiligo, hepatite autoimune e anemia (ADA, 2016). 

A patogenia do DM1A representa a ação recíproca de susceptibilidade 

genética e dos fatores ambientais (COSTENBADER et al., 2012). Uma grande 

importância na determinação do risco de diabetes é a hereditariedade. O risco 

de diabetes em tempo de vida entre parentes de primeiro grau de indivíduos 

diabéticos é de cerca de 6%. Estudos realizados entre gêmeos monozigóticos 

revelaram concordância para a doença em cerca de 50% dos casos, sugerindo 

uma contribuição das variáveis não genéticas (POCIOT; LERNMARK, 2016).  
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FIGURA 3 – A IMUNOPATOGÊNESE DO DM1 
 

                          
As APCs carregando estes auto-antígenos das células β migram para os nódulos 
linfáticos pancreáticos onde interagem com linfócitos T CD4+ auto-reativos, os quais 
por sua vez medeiam a ativação dos linfócitos T CD8+ auto-reativos (A). Estes 
linfócitos T CD8+ ativados retornam para a ilhota e lisam as células β que expressam 
os auto-antígenos imunogênicos nas moléculas de superfície de classe I do complexo 
de histocompatibilidade principal (B). A destruição das células β é posteriormente 
exacerbada pela liberação de citocinas pró-inflamatórias e espécies reativas de 
oxigênio das células imunes inatas (macrófagos, células natural killers, e neutrófilos) 
(C). O processo inteiro é amplificado por defeitos nos linfócitos T regulatórios, os quais 
não suprimem efetivamente a auto-imunidade (D). Células T ativadas no interior dos 
nódulos linfáticos pancreáticos também estimulam a produção de auto-anticorpos 
contra as proteínas das células β. Estes auto-anticorpos podem ser dosados na 
circulação e são considerados biomarcadores que definem o DM1(E). APCs: células 
apresentadoras de antígenos (antigen-presenting cell). 
Fonte: Adaptado de DiMeglio, Evans-Molina e Oram(2018) 

 

A importância dos determinantes ambientais do risco de doença é ainda 

apoiada pela variação sazonal na incidência da doença. Portanto, o surgimento 

do DM1 provavelmente depende de fatores ambientais que interagem com 

genes predisponentes para induzir um ataque contra as células β pancreáticas 

(OP DE BEECK; EIZIRIK, 2016). 

Diversos agentes ambientais têm sido sugeridos para contribuir para o 

risco de desenvolver DM1. Estes incluem infecções virais, particularmente por 
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enterovírus, fatores dietéticos na infância, vacinação, influências climáticas, 

toxinas e estresse (KNIP et al., 2002). Sugere-se que os fatores ambientais 

desencadeiam o desenvolvimento da doença em indivíduos que sejam 

geneticamente suscetíveis. Porém, há estudos que sugerem que o fato de uma 

exposição a múltiplos fatores ambientais ao longo da vida, influenciaria a 

expressão da desregulação imunológica geneticamente determinada (KELLY et 

al., 2003). Os desencadeantes ambientais que iniciam a destruição de células β 

pancreáticas permanecem em grande parte desconhecidos, mas o processo 

geralmente começa meses a anos antes da manifestação de sintomas clínicos 

(VERGE et al., 1996; SKYLER et al., 2005; ZIEGLER et al., 2013). Indivíduos 

geneticamente susceptíveis ao DM1, quando entrarem em contato com um 

gatilho ambiental, darão início ao processo autoimune, desencadeando uma 

queda linear da massa de células, desenvolvendo auto-anticorpos e 

hiperglicemia (CHATENOUD; BLUESTONE, 2007). 

 Em 1984, George Eisenbarth (1984) desenvolveu um modelo conceitual 

para a patogênese do DM1 que ainda está em uso nos dias de hoje (Figura 4). 

O modelo plota a massa das células β pancreáticas contra a idade, destacando 

uma sequência de eventos, iniciando com risco genético predisponente, então 

um gatilho ambiental precipitante que causa autoimunidade específica de 

ilhotas, seguido por perda de células β, disglicemia, diabetes clínico e rápida 

progressão para perda completa das células β. Embora útil, este modelo não 

aborda a complexidade cada vez mais aparente da patogênese do diabetes 

tipo 1. Além disso, a patogênese da doença é mostrada por uma única linha de 

curso da doença ao longo do tempo; entretanto, em todos os estágios da 

doença existe heterogeneidade que não é bem compreendida (DIMEGLIO; 

EVANS-MOLINA; ORAM, 2018). 

 Os desafios para o modelo de George Eisenbarth (1984), levando-se em 

conta a complexidade do DM1, incluem o seguinte: eventos imunes 

precipitantes que possam ocorrer na fase pré-natal (A); a grande variação no 

início da função ou massa de células β, os defeitos em um ou ambos poderiam 

estar programados no desenvolvimento (B); o início da auto-imunidade é 

mediada pelos auto-anticorpos, mas outras anormalidades imunes que 

provavelmente precedem a presença detectável de anticorpos pancreáticos 

(C); o ambiente do paciente poderia afetar o curso inteiro da doença (D); a 
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perda de células β pode recair ou remitir (E); a disglicemia ocorre antes do 

diagnóstico clínico (F); o declínio na função das células β pode não refletir o 

declínio da massa de células β - métodos para medir a massa de células β não 

foram estabelecidos (G); e o peptídeo C residual é detectável em muitas 

pessoas que têm longa duração diabetes tipo 1 (H). Além disso, a progressão 

através dos estágios A – C é heterogêneo, e será afetado por características 

imunes, genéticas, ambientais e demográficas (por exemplo, idade, índice de 

massa corpórea) (DIMEGLIO; EVANS-MOLINA; ORAM, 2018). 

 
FIGURA 4 – DESAFIOS PARA O MODELO EISENBARTH DA HISTÓRIA NATURAL DO DM1 
 

                     
Eventos chave do modelo de Eisenbarth no decorrer do curso da doença (mensurados em 
anos) são mostrados por linhas pontilhadas em diferentes pontos do tempo. 
Fonte: Adaptado de DiMeglio, Evans-Molina e Oram(2018). 

 
Uma questão chave que é levantada quanto ao mecanismo pelo qual as 

células imunes possam atingir as ilhotas, é a natureza dos quimioatratores. 

Tem se assumido que as ilhotas são induzidas a secretar quimiocinas durante 

a fase inicial da destruição das células β e que então células imunes relevantes 

migram para a fonte destas moléculas. Isto tem sido suportado pelo fato de que 

várias quimiocinas têm sido detectadas nas ilhotas inflamadas (SARKAR et al., 

2012). Sabe-se que as células β podem produzir diretamente certas citocinas, 

incluindo IL-1β (REDDY, S. et al., 2018), a qual pode exercer papel na 

mediação de sua morte. 
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Mediadores inflamatórios, tais como as citocinas e quimiocinas, estão 

implicadas na patogêneses de muitas doenças auto-imunes, incluindo DM1 

(ROTONDI et al., 2007; KIM; MOUDGIL, 2008). 

 

2.2. Polimorfismos associados ao Diabetes Mellitus tipo 1 

 

Estudos de associação ampla do genoma (Genome-Wide Association 

Studies– GWAS) identificaram mais de 60 regiões de susceptibilidade para o 

DM1, os quais são marcadamente polimorfismo de nucleotídeo único (Single-

Nucleotide Polymorphisms- SNPs) (RAM; MORAHAN, 2017). A principal 

hereditariabilidade de risco para o DM1 (~50%) é conferida por polimorfismos 

localizados na região do antígeno leucocitário humano (Human Leukocyte 

Antigen- HLA)(OUNISSI-BENKALHA; POLYCHRONAKOS, 2008). 

O risco genético remanescente para o DM1 pode ser atribuído à 

aproximadamente 50 genes não HLA ou loci identificados via abordagem de 

genes candidatos e GWAs, sendo cada um com efeitos modestos a pequenos 

no risco da doença. A contribuição genética não HLA pode ocorrer através da 

regulação imune (POCIOT; MCDERMOTT, 2002), embora a recente 

demonstração da expressão gênica comum e splicing alternativos de vários 

destes produtos gênicos nas ilhotas pancreáticas estimuladas por citocinas, 

tenha levantado questões se alguns destes genes possam em parte atuar nas 

células β pancreáticas (SANTIN; EIZIRIK, 2013). 

A variação genética provavelmente influencia tanto a regulação 

imunológica quanto a resposta do hospedeiro às etiologias ambientais, que 

determinam a suscetibilidade inicial e progressão da doença de um indivíduo 

através de pontos de checagem homeostáticos sequenciais antes do início da 

doença sintomática (INSEL et al., 2015). De fato, diferentemente dos genes 

HLA de suscetibilidade ao DM1 que parecem ter um efeito limitado na taxa de 

progressão para doença sintomática após o início da auto-imunidade das 

ilhotas (LIPPONEN et al., 2010), vários genes não HLA de susceptibilidade ao 

DM1 influenciam na progressão da doença, incluindo IL2, CD25, VNTR INS, 

IL18RAP, IL10, IFIH1 e PTPN22 (ACHENBACH et al., 2013). Como resultados, 

polimorfismos nos genes não HLA e escores de alelos de risco têm sido 

utilizados para estratificar risco tanto para desenvolvimento de auto-anticorpos 
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de ilhotas bem como progressão da auto-imunidade de ilhotas para o DM1 

sintomático (WINKLER et al., 2012; WINKLER et al., 2014). Com bancos de 

dados maiores, essa análise provavelmente será refinada e aprimorada. 

 Tem sido sugerido que a imunidade mediada por citocinas 

desempenham um papel crucial na patogênese de várias doenças autoimunes, 

por isso as interleucinas foram o foco do presente estudo. 

 

2.2.1. Citocinas 

 

As citocinas são um grupo de proteínas solúveis que fazem parte de 

uma rede de sinalização que medeia interações entre células. Citocinas podem 

ser agrupadas em subfamílias: interleucinas, interferons (IFNs), fatores 

estimuladores de colônia, fatores de necrose tumoral (TNFs), fatores de 

crescimento (TGF) e quimiocinas (HOPKINS, 2003). 

Provavelmente as citocinas são liberadas em concentrações diminuídas 

por todas as células humanas, formando proteínas “mensageiras” solúveis. 

Elas interagem com receptores específicos das células, ligados a um segundo 

mensageiro intracelular, ao qual recebe uma cascata de reações que leva à 

indução ou a inibição da transcrição de inúmeros genes por vias de sinalização 

celular (DUNLOP; CAMPBELL, 2000). 

A produção das citocinas é transitória e rigorosamente controlada. Elas 

têm papel fisiológico na restauração da função normal dos tecidos, quando 

estes são submetidos a alterações, como infecções e traumas (HOPKINS, 

2003). Outras funções importantes são na defesa e reparação dos tecidos, as 

citocinas controlam as respostas da imunidade inata e adquirida, incluindo: 

inflamação, defesa contra infecções virais, proliferação e controle das funções 

diferenciadas dos linfócitos T e B (HOPKINS, 2003). 

Embora a inflamação seja um processo auto limitado que atua na defesa 

do organismo contra infecções ou danos, a resolução inadequada das 

respostas inflamatórias geralmente leva a doenças crônicas 

(SCHOTTENFELD; BEEBE-DIMMER, 2006). Muitos estudos sobre 

polimorfismos genéticos têm sido descritos, e em muitos casos, esses 

polimorfismos aumentam as concentrações de citocinas que induzem a 

inflamação, estando assim ligados a muitas doenças (BIDWELL et al., 1999). 
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 A sinalização das citocinas entre as células do sistema imune pode ser 

influenciado pelo bakground genético. Diferentes genes que codificam para 

interleucinas (IL) e seus receptores encontram-se entre os fatores de risco 

genético para o DM1 (BARRETT et al., 2009; RAM; MORAHAN, 2017). Estas 

citocinas usualmente apresentam múltiplas funções no sistema imune, contudo, 

o efeito líquido de seus polimorfismos pode determinar seu impacto no DM1 

(SABERZADEH-ARDESTANI et al., 2018). 

 

2.2.3. GENE IL-18 

 

A interleucina 18 (IL-18) é responsável por patologias imunitárias e 

provavelmente é um dos fatores que contribuem para a patogênese de 

doenças autoimunes (BORASCHI; DINARELLO, 2006).  

A IL-18 é uma citocina pró-inflamatória de baixo peso molecular, 

formada por uma cadeia simples de peptídeos, que foi inicialmente identificada 

como potente fator de indução do IFN-γ (interferon gama) na presença de LPS 

bacterianos. Não é identificada com nenhuma outra proteína conhecida. 

Pertence à superfamília da IL-1, é sintetizada na forma de um precursor inativo 

(24 kDa) chamado de pró-IL-18 (NAKANISHI et al., 2001a). A pró-IL18 sofre 

clivagem feita pela enzima Caspase 1, outras caspases, granzima B, 

proteinase 3, e merpina-β ainda dentro da célula, transformando a pró- IL-18 

em IL-18 madura (SEDIMBI; HAGGLOF; KARLSSON, 2013). 

A IL-18 é produzida por uma variedade de tipos celulares, incluindo 

células de Kuppfer, células dendríticas, queratinócitos, condrócitos, células 

intestinais epiteliais, fibroblastos sinovial e osteoblastos (SEDIMBI; HAGGLOF; 

KARLSSON, 2013), principalmente por monócitos e macrófagos em resposta a 

estímulos de origem viral e/ou bacteriana, quando produzida dessa maneira é 

um efeito da ativação da imunidade inata iniciada pela interação hospedeiro-

patógeno (BORASCHI; DINARELLO, 2006). Algumas células importantes para 

imunidade inata, tais como macrófagos e células dendríticas expressam a IL-18 

de forma constitutiva. 

 Receptores similares à NOD (Domínio de oligomerização nuclear) 

(NLRs) são proteínas que podem identificar sinais microbianos e não 

microbianos. Os NLRs são grandes complexos citosólicos contendo diferentes 
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combinações de proteínas, denominados inflamassomas, os quais foram 

primeiramente identificados como complexos ativadores de caspases, 

essencialmente para geração de IL-1β pela clivagem de sua pró-forma (pro-IL-

1β) (MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002). NLRs possuem três distintos 

domínios: (1) repetições ricas em leucina (LRRs) requeridas para ligação do 

sensor, (2) domínio de ligação ao nucleotídeo (NBD) requerido para a 

oligomerização, e (3) um domínio efetor que pode ser domínio de recrutamento 

de caspase (CARD) ou domínio BIR. O inflamassomas NLRP3 (receptor do tipo 

NOD com domínio pirina 3) é composto de NLRP3, proteína puntiforme 

associada a apoptose contendo um domínio do tipo CARD (Apoptosis-

associated Speck-like protein containg a CARD- ASC) e pro-caspase. ASC é 

uma proteína adaptadora que liga NLRP3 pelo seu domínios pirina (PYD) com 

a pro-caspase-1 pelo seu domínio CARD (STEHLIK et al., 2003; STUTZ; 

GOLENBOCK; LATZ, 2009). Ao detectar sinais de perigo intracelulares, o 

NLRP3 oligomeriza e recruta o domínio ASC (AGOSTINI et al., 2004). 

Subsequentemente, ASC recruta a pro-caspase-1 através de seu domínio 

CARD para o complexo NLRP3-ASC (FERNANDES-ALNEMRI et al., 2007). 

Sinais de perigo de vírus (ALLEN et al., 2009), bactérias (DUNCAN et al., 

2009), fungos (GROSS et al., 2009), toxinas (GURCEL et al., 2006), e células 

morrendo resultam na liberação de caspase-1 ativa através da ativação do 

inflamassoma NLRP3 (MURUVE et al., 2008). 

 Uma característica comum da ativação de NLRP3 é o efluxo de 

potássio, o qual regula a estabilidade lisossomal, onde a redução de potássio 

resulta em dano lisossomal e liberação de seu conteúdo (PETRILLI et al., 

2007). Outra característica da ativação do inflamassoma NLRP3 é ATP, que 

em condições homeostáticas é mantido balanceado pelas ATPases. Contudo, 

ATP liberado de células mortas (MARIATHASAN et al., 2006), linfócitos T 

citotóxicos (FILIPPINI; TAFFS; SITKOVSKY, 1990), micróglia (FERRARI et al., 

1997), e monócitos primed com PAMP (PICCINI et al., 2008) indica estresse 

em andamento. O ATP extracelular é ligado pelo receptor P2X7 (P2X7R), que 

atua como um canal não seletivo de cátions e, em alguns casos, forma grandes 

poros na membrana celular (NORTH, 2002), resultando na produção de IL-18 

ativa (PERREGAUX et al., 2000; PICCINI et al., 2008). A IL-18 precisa ser 

clivada pela caspase-1 em células vivas para exercer seus efeitos e após 
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ativação pela caspase-1, a IL-18 utiliza mecanismos de secreção não clássicos 

(Figura 5).  

 
FIGURA 5 – PRODUÇÃO DE IL-18 

 

 
Inflamassoma (NLRP3) é ativado por vários estímulos incluindo ATP extracelular, toxinas, 
PAMPs, particulados e intracelular efluxo de K+ e DNAds. O inflamassoma NLRP3 
oligomerizado ativa a caspase-1 pela clivagem da pro-caspase. Pro-IL-18 é clivada para 
produzir IL-18 ativa pela protease canônica caspase-1 ou por proteases não canônicas, tais 
como chimase, proteinase-3, merpina-β e granzima B. A produção de pro-IL-18 pode ser 
desencadeada por PAMPs via ativação da via NKkβ. MSU: urato monossódico ou ácido úrico 
(Monosodium urate); PAMPs: Padrões moleculares associados a patógenos; DNAds: DNA 
dupla fita; NRL3: receptor do tipo NOD (Domínio de oligomerização nuclear) com domínio pirina 
3; TLR:receptores similares à proteína Toll (Toll-Like Receptor); NF-κB: fator nuclear κB; ASC: 
Apoptosis-associated Speck-like protein containg a CARD (Domínio de recrutamento de 
caspase); IkB: inibidor de kappa B. O NF-kB é um heterodímero constituído de duas 
subunidades:p65 (também chamada RelA) e p50. 
FONTE: Adaptado de Sedimbi, Hägglöf e Karlsson (2013). 

 

Os mecanismos propostos incluem exocitose de lisossomos através de 

transportadores protéicos não definidos e liberação via microvesículas 

derivadas de bolhas de membrana plasmática formadas por invaginações 

(SEDIMBI; HAGGLOF; KARLSSON, 2013). 

Vários estudos sugerem que a caspase-1 não é a única enzima que 

processa a IL-18 (AKITA et al., 1997; TSUTSUI et al., 1999; SUGAWARA et al., 

2001; OMOTO et al., 2006; BANERJEE; BOND, 2008; GROSS et al., 2009; 

OMOTO et al., 2010; BOSSALLER et al., 2012). Estes mecanismos adicionais 

não canônicos incluem outras caspases, granzima B, proteinase 3 e merpinas. 
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A produção de IL-18 ativa por outras caspases envolve um importante 

mecanismo de morte induzida célula-célula em que a ligação de Fas com 

ligantes de Fas (CD95) resulta em apoptose. Este processo é essencial para a 

homeostase imune e para deleção de células tumorais, infectadas e 

danificadas e manutenção da tolerância (SEDIMBI; HAGGLOF; KARLSSON, 

2013). 

A via de sinalização da IL-18 ativa envolve a sua ligação ao seu 

receptor, receptor de IL-18 (IL-18R), o qual é um heterodímero que consiste 

das cadeias IL-18Rα e IL-18Rβ. A IL-18 ativa se liga à subunidade α do 

receptor, recrutando a subunidade β para o complexo sinalizador. IL-18Rβ 

recruta a molécula adaptadora fator de diferenciação mielóide 88 (MyD88) 

ativando a cascata de sinalização fator de necrose kappa B (NFkB) resultando 

na produção de interferon gama (IFN γ). A IL-18 possui uma proteína ligadora 

de IL-18 que pode se ligar a ela e inativa-la (SEDIMBI; HAGGLOF; 

KARLSSON, 2013; KAPLANSKI, 2018). 

A IL-18 é a única citocina envolvida na ativação e diferenciação de 

várias populações de células T. Juntamente com a IL-12, IL-18 participa do 

paradigma Th1. Esta propriedade da IL-18 é devido a sua habilidade de induzir 

a produção de INF  tanto com a IL-12 como com a IL-15, uma vez que as IL-12 

e IL-15 aumentam a expressão de IL-18Rα. IL-18 em combinação com a IL-12 

atua em células T CD4, células T CD8 e células natural killers (NK) para a 

produção de INF , através da ativação simultânea de NF- B (fator nuclear 

kappa B, do inglês nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B 

cells) pela IL-18 e STAT-4 (sinal transdutor e ativador de transcrição 4, do 

inglês Signal transducer and activator of transcription 4), pela IL-12 

(NAKANISHI et al., 2001b). A IL-18 também ativa diretamente a citotoxicidade 

mediada por perforina e FasL (First Apoptosis Signal Ligant – FasL) em células 

T CD8 e células NK (TSUTSUI et al., 1996). Macrófagos também produzem 

IFN , quando ativados por IL-18 e IL-12 (MUNDER et al., 1998). Quando há 

ausência de IL-12, a IL-18 não induz produção de INF , porém atua na 

diferenciação de células T imaturas em células Th2, produzindo IL-13 e IL-14 

(HOSHINO; WILTROUT; YOUNG, 1999; YOSHIMOTO et al., 2000). 

Independentemente do INF  ou outras citocinas, a IL-18 exibe características 
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de outras citocinas pró-inflamatórias, como aumento de moléculas de adesão 

celular, síntese de óxido nítrico (OLEE et al., 1999) e produção de quimiocinas 

(PUREN et al., 1998). 

 Sugere-se que os efeitos pleiotrópicos da IL-18 têm um papel importante 

no desencadeamento e na polarização da resposta imune (LEBEL-BINAY et 

al., 2000). Portanto, a IL-18 apresenta-se como um fator potencial na 

associação com a patogênese do DM1 (REDDY, P., 2004; KUNZ; IBRAHIM, 

2009; HULME et al., 2012). Foi mencionado o envolvimento da IL-18 na 

patogênese e na progressão do diabetes. Em camundongos, ilhotas 

pancreáticas estimuladas com IL-18 produziram óxido nítrico e sofreram 

apoptose (LEWIS; DINARELLO, 2006). Em ratos NOD, as células β 

pancreáticas estimuladas a produzir IL-18, aumentaram a produção desta 

citocina resultando em insulinite destrutiva (ROTHE et al., 1997; FRIGERIO; 

HOLLANDER; ZUMSTEG, 2002). Marleau e Sarvetnick (2011) reportaram que 

a secreção de IL-18 é necessária para a expansão de células T auto-reativas 

em ratos NOD. Em humanos, o aumento das concentrações plasmáticas de IL-

18 foi observado em pacientes com alto risco para o desenvolvimento de DM1 

(NICOLETTI et al., 2001), bem como crianças e adultos diagnosticados com 

DM1 (DONG, G. et al., 2007; KATAKAMI et al., 2007; ALTINOVA et al., 2008; 

RYBA-STANISLAWOWSKA et al., 2014).  

 Também foi observada a expressão da proteína IL-18 no interior de 

ilhotas pancreáticas de pacientes com DM1 fulminante e uma significativa 

associação entre concentrações plasmáticas de IL-18 e números aumentados 

de auto-anticorpos no início do desenvolvimento de DM1 (HANIFI-

MOGHADDAM et al., 2003). DM1 fulminante é uma doença com evolução 

rápida para a cetoacidose diabética, com curto tempo de duração dos sintomas 

de diabetes e com dependência permanente da insulina exógena e 

negatividade para auto-anticorpos (AIDA et al., 2011). 

O gene IL-18 humano localiza-se no cromossomo 11q23,1, é composto 

por seis exons e cinco introns, sendo o exon 1 não codificante (KALINA et al., 

2000) (FIGURA 6). O IL-18 foi anteriormente denominado de fator de indução 

de interferon  (IFN-gamma inducing factor - IGIF) e após análise estrutural, 

sua denominação foi alterada para IL-18 por parecer estar relacionado com a 

família de IL-1 (OKAMURA et al., 1995; DINARELLO, 1999).  
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Diversos polimorfismos localizados na região promotora do gene IL-18 

foram e vem sendo identificados (FIGURA 6), dentre eles o polimorfismo -607 

C/A (rs1946518). Vários estudos tipo caso-controle têm sido conduzidos para 

investigar a associação desse polimorfismo com doenças auto-imunes, como o 

DM1 (KRETOWSKI et al., 2002; IDE et al., 2003; IDE et al., 2004; MARTIN, R. 

J. et al., 2005; NOVOTA, P. et al., 2005; MOJTAHEDI et al., 2006; SZESZKO et 

al., 2006; DONG, G. P. et al., 2007). Contudo, os resultados têm sido 

inconclusivos ou contraditórios. Estas inconsistências podem ser devido a 

diferenças raciais e étnicas, viés de publicação, ou teste de hipótese múltipla 

incorreta (PAN; LENG; YE, 2011). 

 
FIGURA 6 - LOCALIZAÇÃO E ORGANIZAÇÃO GENÔMICA DO GENE IL-18 

 

                 
O gene IL-18 possui 6 exons (caixas), a localização do cromossomo (seta azul) e localização 
do polimorfismo (rs1946518) na região promotora. 
FONTE: Adaptado de Al-Lahham e colaboradores (2017) 
  

O rs1946518 está localizado na posição -607 no promotor do gene IL-18, 

e está envolvido na diminuição da expressão do mesmo. A troca de citosina 

para adenina na posição de -607 interrompe um potencial sítio de ligação para 

o elemento responsivo a AMPc presente em proteínas. Estudos observaram 

uma maior atividade do promotor para o alelo -607C comparado ao alelo -

607A. Essas alterações podem interferir na atividade da IL-18, levando a uma 

susceptibilidade para o DM1 (GIEDRAITIS et al., 2001).  
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Em estudos com populações polonesas e japonesas, foi mostrado que o 

genótipo AA para o rs1946518 tem um efeito protetor ao DM1 (KRETOWSKI et 

al., 2002; IDE et al., 2004), porém, em populações Européias e Croatas não 

foram encontrados associações deste polimorfismo com o DM1 (MARTIN, R. J. 

et al., 2005; SZESZKO et al., 2006; HADZIJA et al., 2013; LEE, Y. H.; KIM; 

SONG, 2015).  

Um estudo de meta-análise demonstrou que o polimorfismo rs1946518 

poderia estar associado à susceptibilidade ao DM1 em Asiáticos, mas não em 

Europeus (LEE, Y. H.; KIM; SONG, 2015). 

Devido a estes resultados controversos em diversos estudos, este 

polimorfismo foi selecionado para verificar sua possível associação com DM1 

em uma população Brasileira.  

 

2.2.4. GENE IL-6 E IL-6R 

 

A IL-6 é uma citocina multifuncional pleiotrópica pró-inflamatória com 

impacto chave tanto nos eventos imunoregulatórios como nos eventos não-

imunes na maioria dos tipos celulares e tecidos que não fazem parte do 

sistema imune (KAMIMURA; ISHIHARA; HIRANO, 2003). Em condições 

fisiológicas, as funções da via da IL-6 incluem a indução da fase aguda da 

inflamação, participação no metabolismo ósseo, cartilaginoso e lipídico, 

ativação de células T, estimulação do crescimento celular precursor 

hematopoiético e início da maturação das células B em células produtoras de 

anticorpos (SCHULTE; BERNHAGEN; BUCALA, 2013). Também foi proposto 

que a IL-6 possa afetar a homeostase e o metabolismo da glicose (KUBASZEK 

et al., 2003). 

Em 1988, o receptor da interleucina-6 (IL-6R) foi isolado e sua estrutura 

molecular foi determinada (YAMASAKI et al., 1988). Genes que codificam IL-

6R foram localizados nos cromossomos 1q21 e 92. IL-6R existe numa forma 

solúvel (sIL-6R) e associada à membrana (IL-6R). Dois mecanismos têm sido 

relatados sobre a geração de sIL-6R, o primeiro mecanismo envolve clivagem 

proteolítica catalisada pela ADAM-17 (uma desintegrina e metaloproteinase), e 

a segunda forma, que representa uma pequena fração do total sIL-6R presente 

no soro humano, consiste em alternativo splicing do mRNA resultando em um 
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transcrito que codifica um receptor solúvel (LUST et al., 1992; HORIUCHI et al., 

1998).   

Quando a IL-6 se liga ao IL-6R, localizado na membrana celular, a 

homodimerização da proteína gp130 é induzida e um complexo receptor 

funcional de alta afinidade é formado: IL-6-IL–6R-gp130. A forma solúvel do 

receptor de IL-6 (sIL-6R) também pode ligar com a IL-6, e o complexo IL-6–sIL-

6R podem formar um complexo com a gp130 (FIGURA 7). A ativação de 

células que expressam apenas gp130 via IL-6/sIL-6R complexo é chamado 

sinalização trans, enquanto a ativação de células através do IL-6R da 

superfície da membrana em complexo com IL-6 é chamado de sinalização 

clássica (ROSE-JOHN; NEURATH, 2004). 

A gp130 é expressa onipresente no corpo. Assim, o complexo IL-6-sIL-

6R poderia, em teoria, estimular a maioria das células do corpo. Contudo, 

acredita-se que a trans sinalização é altamente regulada pela forma solúvel da 

proteína gp130 acoplada na membrana plasmática (sgp130), a qual existe em 

altas concentrações circulantes no sangue. A forma solúvel da proteína gp130 

(sgp130) liga-se ao complexo IL-6–sIL-6R e assim inibe a ligação do complexo 

IL-6–sIL-6R a gp130 acoplada à membrana plasmática (NARAZAKI et al., 

1993; JOSTOCK et al., 2001). Assim, a sgp130 é um inibidor natural da 

sinalização mediada pela IL-6. A afinidade da sgp130 pelo complexo IL-6–sIL-

6R é maior do que a afinidade da IL-6 pelo IL-6R (TAGA et al., 1987; HIBI et 

al., 1990; ROSE-JOHN et al., 1991; STOYAN et al., 1993). 

 Acredita-se que o homodimerização do receptor de IL-6 traga JAKs 

(Janus quinase) para a proximidade, resultando em suas transativações 

mútuas. JAKs ativada fosforila os seis resíduos de tirosina do domínio 

citoplasmático de gp130. A ativação de gp130 por JAK mediada pela IL-6 

desencadeia duas vias principais de sinalização: a via JAK/STAT (Janus 

quinase/SignalTransducer and Activator of Transcription) e a via 

Raf/MEK/ERK1e2 (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma/Mitogen-activated protein 

kinase kinase/Extracellular-signal-Regulated Kinase) (HIRANO; NAKAJIMA; 

HIBI, 1997). Estes dois sinais de forma independente induzem uma variedade 

de atividades biológicas, como por exemplo, a via ERK MAPK induz produção 

de MMP (metaloproteinase de matriz) (HASHIZUME; MIHARA, 2010) e a via 

JAK/STAT induz a expressão do ligante receptor ativador do fator nuclear Kb 
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(receptor activator of nuclear factor κB ligand –RANKL) em células sinoviais 

(HASHIZUME; HAYAKAWA; MIHARA, 2008). Há evidências de que um 

desequilíbrio da via da MAPK através da remoção da regulação pelo supressor 

da sinalização de citocinas 3 (SOCS3) em direção à via de sinalização pró-

inflamatória STAT3 contribui para a doença auto-imune (TANAKA; 

KISHIMOTO, 2014). 

 
FIGURA 7 – LIGAÇÃO ENTRE IL-6 E IL-6R 

     
Nas células alvo, IL-6 (verde) ao se ligar ao seu receptor de membrana (IL-6R–amarelo) ou a 
forma solúvel do receptor (sIL-6R – rosa) recruta a região extracelular da cadeia de sinalização 
gp130 (cilindro azul), formando um complexo hexamérico formado de 2 moléculas de gp130, 2 
receptores de IL-6R e 2 moléculas de IL-6 (sinalização clássica) ou de 2 moléculas de gp130, 2 
receptores solúveis de sIL-6R e 2 moléculas de IL-6 (sinalização trans), induzindo assim a 
sinalização intracelular. Contudo, se a forma solúvel de gp130 (sgp130– cilindro azul menor) se 
ligar ao complexo IL-6–sIL-6R, inibe a ligação do complexo IL-6–sIL-6R a gp130 acoplada à 
membrana plasmática, inibindo a sinalização através da IL-6. 
FONTE: Adaptado Mihara e colaboradores (2012). 

 

A sinalização da IL-6 é complexa e pode resultar em cascatas 

inflamatórias e antiinflamatórias dependendo da presença do IL-6R ou do 

transdutor de sinal ligado à membrana gp130, os quais são expressos de forma 

muito diferente no interior de tipos celulares específicos (HODES; MENARD; 

RUSSO, 2016). Há evidências de que a sinalização clássica de IL-6 através de 

sua ligação ao receptor de superfície de membrana (IL-6R) é necessária para 

processos regenerativos ou antiinflamatórios (FIGURA 8A) (WOLF; ROSE-
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JOHN; GARBERS, 2014), enquanto que a sinalização trans, que ocorre através 

da ligação da IL-6 com a forma solúvel do receptor (sIL-6R), possui um papel 

pró-inflamatório prevalente (FIGURA 8B) (LUST et al., 1992; MULLBERG et al., 

1993). A sinalização clássica da IL-6 ocorre apenas em um subgrupo de 

células T, hepatócitos, megacariócitos, neutrófilos e monócitos (SCHELLER et 

al., 2011). A sinalização trans da IL-6 ocorre pela ligação da IL-6 a forma 

solúvel do seu receptor, e o complexo IL-6–sIL-6R é transportado para 

qualquer tipo celular que expresse gp130 na sua superfície (WOLF; ROSE-

JOHN; GARBERS, 2014). Enquanto que a maioria dos receptores solúveis, tal 

como a forma solúvel do receptor do fator de necrose tumoral alfa (sTNFαR) 

resulta em ação antagonista através da competição pelo ligante, a forma 

solúvel do receptor de IL-6 (sIL-6R) é agonista e aumenta os tipos celulares 

que a IL-6 possa sinalizar. Enquanto a sIL-6R atua como agonista, a forma 

solúvel da gp130 atua como um antagonista sequestrando o complexo IL-6–

sIL6-6R circulantes (WOLF; ROSE-JOHN; GARBERS, 2014; GARCIA-OSCOS 

et al., 2015), impedindo assim a sinalização da IL-6 trans, mas não a 

sinalização clássica (FIGURA 8C). 

A IL-6 possui muitas funções no sistema imune dependendo em qual 

tipo de tecido está atuando, contribuindo assim como uma citocina 

antiinflamatória bem como inflamatória. A IL-6 foi originalmente descoberta 

como fator estimulante de células B, mas também foi identificada como fator 

estimulante e de crescimento hepático (TANAKA; KISHIMOTO, 2014), que 

pode atuar para a diferenciação das células β, em células plasmáticas 

produtoras de anticorpos. A IL-6 também pode atuar nas células T auxiliares, 

deslocando células Th ingênuas para o subtipo pró-inflamatório Th17, que 

suprime a capacidade do fator de crescimento transformante beta (TGF-β) em 

induzir células à células T regulatórias (T reg) antiinflamatórias (MURAKAMI; 

HIRANO, 2012). Assim, a ativação da IL-6 leva a uma dominância pró-

inflamatória devido à proporção de células Th17 em relação as T reg. Além 

disso, a presença de IL-17 liberada pelas células Th17 ativa retroalimentação 

positiva através da sinalização NFkB-IL-6, a qual é considerada um 

amplificador de IL-6 (MURAKAMI; HIRANO, 2012). 
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FIGURA 8 – TIPOS DE SINALIZAÇÃO DA IL-6 
 

 
A – Sinalização clássica. Ocorre somente em alguns subconjuntos de células T, 
hepatócitos, megacariócitos, neutrófilos e monócitos. Tanto o receptor de IL-6 como o 
transdutor de sinal gp130 estão ligados à membrana. A IL-6 liga-se ao seu receptor e 
leva à transcrição que se acredita ser antiinflamatória. B – Sinalização Trans. Pode 
ocorrer em qualquer tipo de célula que tenha gp130 ligado à membrana. A IL-6 ligada 
à sIL-6R ativa a sinalização através da gp130 ligado à membrana. Acredita-se que a 
sinalização trans seja pró-inflamatória em parte através da sua habilidade de ativar 
mais transdutores de sinal gp130 comparado à via clássica de sinalização. C – 
Bloqueio da sinalização através da sgp130. A forma solúvel da proteína gp130 
(sgp130) pode se ligar ao complexo sIL-6R – IL-6 e bloqueia sinalização trans. A forma 
solúvel da proteína gp130 (sgp130) não bloqueia a sinalização clássica. 
FONTE: Adaptado de Hodes, Ménard e Russo (2016). 
 

 Na sinalização pela via clássica, a IL-6 ativa os receptores de IL-6 de 

membranas hepáticas, algumas células epiteliais e alguns leucócitos, 

compreendendo atividades antiinflamatórias ou regenerativas, tais como 

regeneração das células epiteliais intestinais (GRIVENNIKOV et al., 2009), 

inibição da apoptose epitelial e ativação da resposta de fase aguda hepática 

(BARKHAUSEN et al., 2011), com aumento da produção hepática de proteína 

C reativa, fibrinogênio e outras proteínas de fase aguda (ABEYWARDENA et 

al., 2009; SCHUETT et al., 2009). Assim suportando a resposta imune inata do 

organismo em defesa contra infecção bacteriana (ROSE-JOHN, 2012). 
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A ativação da gp130 via sinalização trans é crucial para o transporte de 

linfócitos para a área inflamada, controlando a expressão de quimiocinas 

(CHALARIS et al., 2007; RABE et al., 2008).  

Vários estudos investigaram as concentrações plasmáticas de IL-6 no 

DM1, sendo que alguns encontraram concentrações elevadas no DM1 em 

comparação com o grupo controle (BRADSHAW et al., 2009; TALAAT et al., 

2016) e alguns não encontraram diferença significativa (ALNEK et al., 2015; 

HEIER et al., 2015; HUNDHAUSEN et al., 2016). 

Hundhausen e colaboradores (2016) investigaram a relevância da via da 

IL-6 no DM1, e os autores observaram que as células T de pacientes com DM1 

são hiperresponsivas ao estímulo por IL-6, embora não tenham encontrado 

concentrações elevadas de IL-6 nestes pacientes. Os autores também 

mostraram que estes efeitos eram principalmente mediados pelos receptores 

de IL-6 de superfície de membrana, uma vez que não foi detectado diferença 

nos níveis de RNAm entre os controles e DM1, e parece ter sido causado por 

alteração da regulação pós-traducional do receptor. Além disso, detectaram 

redução significativa de RNAm de ADAM-17 em células T CD4+CD25- dos 

pacientes com DM1, contribuindo para a maior quantidade de IL-6R nas células 

T destes pacientes. Para esclarecer a função mecanística da IL-6, os autores 

realizaram transcriptoma de T CD4 tratadas com IL-6 e observaram uma 

ligação entre IL-6 e a migração das células T, o que reforça a possibilidade de 

que as respostas das células T à IL-6 em DM1 possam contribuir para a 

patogênese da doença, alterando o direcionamento das células T para os 

locais de inflamação das ilhotas. 

Existem evidências convincentes de que as concentrações circulantes 

de IL-6 e os níveis de seu receptor promotor de sinalização trans (sIL-6R) são 

orientados geneticamente (SMITH; HUMPHRIES, 2009). Além disso, produção 

aberrante de IL-6 e seu receptor foram implicados na patogênese de doenças 

autoimunes (NISHIMOTO et al., 2000). 

O gene IL-6 está localizada no cromossomo 7 (FIGURA 9) e vários 

fatores de transcrição regulam diretamente o gene IL-6, incluindo NFkB, 

proteína ligadora do elemento responsivo ao AMPc (CRE), proteína ativadora 1 

(AP-1) e fator nuclear para IL-6 (NF-IL6) (DENDORFER; OETTGEN; 

LIBERMANN, 1994; SPOOREN et al., 2011). A ligação do NFkB na região 
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promotora da IL-6 em uma variedade de tipos celulares humanos é necessário 

e suficientes para regular a expressão de IL-6 (LIBERMANN; BALTIMORE, 

1990; ZHANG, Y. H.; LIN; VILCEK, 1990; RAY; PREFONTAINE, 1994), 

contudo receptores de glicocorticóides (GR) podem bloquear a habilidade do 

NFkB como ativador transcricional (RAY; PREFONTAINE, 1994; DE 

BOSSCHER et al., 2000). 

 
FIGURA 9 – LOCALIZAÇÃO E ORGANIZAÇÃO GENÔMICA DO GENE IL-6 E 

REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA REGIÃO 5’ QUE FLANQUEIA O GENE. 
 

 
Localização do gene IL-6 no cromossomo (seta amarela). Estão representados quatro sítios 
polimórficos, incluído o deste estudo localizado na posição -174 (rsrs1800795) e os potencias 
sítios de ligação de fatores transcricionais. Os números estão relacionados ao principal sitio de 
início de transcrição. Os elementos reguladores incluem: elemento responsivo múltiplo (MRE) 
constituído de um sítio de ligação proteína ligadora do elemento responsivo ao AMPc (CRE) e 
fator nuclear para IL-6 (NF-IL6), dois elementos responsivos a glicorticoides (GRE), um sitio de 
ligação consenso para proteína ativadora 1 (AP-1), um TATA box e um sítio de ligação para 
NF-kB.  
FONTE: Adaptado de Gene Cards - http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IL6 e 

Terry e colaboradores (2000) 

 

O polimorfismo de nucleotídeo único (SNPs) rs1800795, corresponde ao 

SNP -174 G>C do gene da IL-6, localizado na região promotora. Polimorfismos 

na região promotora do gene IL-6 podem resultar em variação inter-individuais 

na transcrição e expressão. Variações genéticas podem assim influenciar 

susceptibilidade individual a diversas doenças. Estudos prévios reportaram que 

este polimorfismo pode afetar a transcrição do gene IL-6 e sua concentração 

plasmática (FISHMAN et al., 1998; BRULL et al., 2001; NAUCK et al., 2002). 



47 
 

Fishman e colaboradores (1998) mostraram que o alelo C estaria associado a 

concentrações significativamente reduzidas de IL-6 em uma população 

saudável. O genótipo GG foi associado com alta produção de IL-6 

(LARCOMBE et al., 2008). O rs1800795 parece aumentar o papel da IL-6 na 

patogênese do DM, promovendo uma resposta imune. Sugere-se que esse 

polimorfismo no gene IL-6 para aumentar a expressão de mRNA de IL-6 e está 

associado à resistência à insulina em indivíduos diabéticos (NADEEM et al., 

2017).  

O gene humano do receptor da IL-6 está localizado no cromossomo 1, 

na região 1q21 e é constituído de 10 exons e 9 introns (RAFIQ et al., 2007) 

(FIGURA 10).  
 

FIGURA 10 – LOCALIZAÇÃO E ORGANIZAÇÃO GENÔMICA DO GENE IL-6R E 
ESTRUTURA DO LOCUS GÊNICO 

  
Localização do gene IL-6R no cromossomo (seta amarela). O promotor e os exons (1 a 10) 
estão mostrados em vermelho, região 3’ UTR em verde, enquanto que os introns estão 
mostrados como linhas horizontais sólidas. Também está destacado a localização do principal 
regulador genético das concentrações de sIL-6R, o polimorfismo rs8192284. 
FONTE: Adaptado de Gene Cards - http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IL6R e 
Rafiq e colaboradores (2007). 
 

Estudos documentaram que variantes no gene IL-6R foram associadas 

com obesidade (ESCOBAR-MORREALE et al., 2003; WOLFORD et al., 2003), 

sensibilidade à insulina (WANG; BOHMANN; JASPER, 2005), síndrome 

metabólica (HAMID et al., 2005) e risco para diabetes (HAMID et al., 2004).  

Uma variante comum não sinônima em IL-6R (rs8192284 A>C, também 

denominado rs2228145), localizado no éxon 9, causa uma substituição de 
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aminoácido Asp358Ala (ácido Aspártico por Alanina) dentro do domínio de 

clivagem extracelular de IL-6R, causando clivagem proteolítica da membrana 

IL-6R. Em estudos in vivo, os portadores de 358Ala mostraram concentrações 

mais altas do chamado receptor solúvel de IL-6 (sIL-6R), que é responsável 

pela trans sinalização (FERREIRA et al., 2013). Experimentos baseados em 

células sugerem que este polimorfismo parece resultar em aumento na geração 

do IL-6R solúvel e na redução da expressão da superfície celular de IL-6R, 

prejudicando a resposta clássica de IL-6 às células-alvo (STONE et al., 2013), 

e consequentemente atenuando a inflamação (MULLBERG et al., 1994; REICH 

et al., 2007; LAMAS, 2011; STEPHENS et al., 2012). Contudo, estudos prévios 

reportaram associação entre este polimorfismo, ou variante proximamente 

ligadas a ele, e biomarcadores inflamatórios circulantes (REICH et al., 2007; 

MELZER et al., 2008; RIDKER et al., 2008; DANIK et al., 2009; ELLIOTT et al., 

2009; DEHGHAN et al., 2011; WASSEL et al., 2011) e algumas doenças auto-

imunes (MARINOU et al., 2010; ELEFTHEROHORINOU et al., 2011). 

O alelo C foi associado a concentrações aumentadas de sIL-6R, IL-6, 

expressão diminuída de IL-6R de superfície de membrana e proteção para o 

DM1 (FERREIRA et al., 2013). Os autores explicam este aparente paradoxo de 

duas formas. Primeiro, que o aumento circulante de IL-6 seria um efeito 

resultante do clearance reduzido da IL-6 através da sua ligação ao receptor de 

membrana no fígado (HEINRICH et al., 1998), o que estaria em concordância 

com as concentrações diminuídas de proteína C reativa (RIDKER et al., 2008; 

COLLABORATION et al., 2012; INTERLEUKIN-6 RECEPTOR MENDELIAN 

RANDOMISATION ANALYSIS et al., 2012) e fibrinogênio (DANIK et al., 2009; 

WASSEL et al., 2011; COLLABORATION et al., 2012; INTERLEUKIN-6 

RECEPTOR MENDELIAN RANDOMISATION ANALYSIS et al., 2012), os quais 

são marcadores inflamatórios sistêmicos hepáticos, em indivíduos carreadores 

do genótipo C. Em segundo lugar, há excesso circulante de sIL-6R e sgp130 

em relação à IL-6 e qualquer IL-6 secretada irá ligar-se à sIL-6R, que 

subsequentemente se ligará à sgp130, gerando IL-6 inativa (GARBERS et al., 

2011). Assim, a associação do alelo C com concentrações elevadas de sIL-6R 

resultariam em uma capacidade aumentada tamponante de IL-6, o que 

explicaria o aumento nas concentrações de IL-6 (inativa) observada nos 

carreadores do alelo C. 
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Este contexto nos motivou a investigar a possível influência de 

rs1800795 (IL-6) e rs8192284 (IL-6R) em pacientes com DM1. Essa 

informação, além de abordar um novo fator prognóstico, pode ser relevante 

para o planejamento de ensaios clínicos. 

  



50 
 

3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1. FLUXOGRAMA DE TRABALHO 

 

O fluxograma de trabalho, evidenciando as principais etapas do projeto, 

está ilustrado na Figura 11. 

 
FIGURA 11 – FLUXOGRAMA DE TRABALHO 

 

FONTE: O autor, 2018 
 
 
3.2. AMOSTRAS 

 
Para o estudo foram utilizadas 291 amostras de sangue total e soro de 

pacientes com diabetes tipo 1 diagnosticado na idade  18 anos de idade 

(DM1, n=141) e indivíduos saudáveis (Controle, n=150). 

 As amostras de DM1 foram coletadas durante exames de rotina no 

Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná, conforme protocolo do 
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mesmo, na unidade de Diabetes do Serviço de Endocrinologia e Metabologia 

(SEMPR), após aceite dos pacientes. A autorização da coleta foi atrelado ao 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 2).  

 Os dados antropométricos e clínicos foram obtidos de todos os 

pacientes através de entrevista e dados do prontuário. 

 As amostras de soro foram coletadas em tubos com gel separador (BD 

Vacutainer® SSTTM; Becton, Dickinson,Co.), e centrifugadas (HermleZ206A) 

por 10 minutos a 6.000 rotações por minuto (rpm). As amostras de sangue 

total, coletadas em tubos contendo o anticoagulante EDTAK2 (BD Vacutainer® 

K2EDTA; Becton, Dickinson, Co.) foram homogeneizados por 15 minutos e 

divididas em duas frações. Uma fração de alíquota (~1,0 mL) para posterior 

quantificação de hemoglobina glicada (HbA1c), e a outra fração centrifugada 

(HermleZ206A) para obtenção do buffy coat (camada de leucócitos) para 

posterior extração do DNA cromossomal. Alíquotas de soro (~1,5 mL) foram 

estocadas em freezer -20 e -80°C, para posterior determinação dos parâmetros 

bioquímicos. Amostras hemolisadas, lipêmicas e ictéricas foram excluídas das 

análises. 

Este projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 

Universidade Federal do Paraná – Setor de Ciências da Saúde e aprovado sob 

o registro CAAE 01038112.0.0000.0102 (ANEXO 1), com número de parecer 

7186, para utilização das amostras de ambos os grupos. 

 

3.2.1. Critérios para a caracterização da amostra 

 

Os seguintes critérios foram utilizados para caracterização dos grupos 

amostrais: 

1. Grupo Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1): pacientes de ambos os sexos 

portadores de Diabetes Mellitus tipo 1 diagnosticados em idade maior ou 

igual a 18 anos. 

2. Grupo Controle (Controle): homens ou mulheres com idade maior ou 

igual a 35 anos e menor ou igual a 57 anos para parear com o grupo 

com diabetes tipo 1. 
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Critério de exclusão: pacientes com diagnóstico de DM1 antes dos 18 

anos não foram incluídos no estudo. A presença de diabetes foi determinada 

segundo os critérios da Associação Americana de Diabetes (ADA, 2019) e 

Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2017). 

 

3.3. DOSAGENS BIOQUÍMICAS 

 

A TABELA 1 apresenta os exames realizados, suas metodologias e valores 

de referência. 

 
TABELA 1- CARACTERÍSTICAS DA METODOLOGIA EMPREGADA PARA A 

QUANTIFICAÇÃO DOS BIOMARCADORES EM ESTUDO 
 
Dosagem Princípio do Método CVa Intervalo de 

Referência 
1,5 anidroglucitol Enzimático Glycomark 3,4 >10 μg/mL 
Ácido úrico Uricase, 4-aminoantipirina (4-AAP), 

ácido 2, 4, 6-tribromo-3-
hidroxibenzóico 

1,6 2,6 – 6,0 mg/dL 

Albumina Reação com verde de bromocresol 1,3 3,5 –5,0 g/dL 
ALT Ensaio cinético UV com L-alanina, 

cetoglutarato, NADH e piridoxal 
fosfato 

1,6 10 – 45 U/L  

AST Ensaio cinético UV com L-
aspartato, cetoglutarato, NADH e 
piridoxal fosfato 

2,2 15 – 40 U/L 

Colesterol Total Enzimático colorimétrico com 
colesterol esterase, colesterol 
oxidase e peroxidase (Reação de 
Trinder) 

1,3 <190 mg/dL 

Creatinina Picrato alcalino cinético 3,2 0,6–1,1 mg/dL 
Gama GT  1,13 5-58 mg/dL 
Glicose Hexoquinase 1,71 60-100 mg/dL 
HbA1C Imunoturbidimétrico 0,74 <6,5% 
HDL-colesterol Ensaio homogêneo enzimático 

colorimétrico 
5,1 Desejável > 60 mg/dL 

Baixo < 45 mg/dL 
LDL-colesterol* Cálculo pela equação de 

Friedewald 
 <130 mg/dL 

Proteínas Totais Reação do Biurero 1,4 6,0 – 8,0 g/dL 
Triglicerídeos Ensaio enzimático com lipase, 

glicerol-3-fosfato oxidase e 
peroxidase com Reação de Trinder 

1,6 < 150 mg/dL 

Úreia Ensaio cinéico com uréase, GLDH 
e NADH 

1,1 15 – 44 mg/dL 

LEGENDA: Determinações realizadas com reagentes, padrões e calibradores da Abbott, em 
sistema automatizado Architect Ci8200 (Abbott Diagnóstica Laboratórios do 
Brasil)e da Labtest em sistema automatizado Labmax 400 (Labtest) empregando-
se reagentes, calibradores e controles fornecidos pelo fabricante. CVa, coeficiente 
de variação analítica inter-ensaio, em porcentagem, para soro controle com 
concentração “normal”. *Equação de Friedewald, LDL-colesterol = Colesterol total 
– HDL-colesterol – Triglicérides/5. 

FONTE: O autor (2018). 
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As determinações dos parâmetros bioquímicos foram realizadas em 

sistema automatizado Labmax 400 (Labtest AS) no Campus III da UFPR e 

Architect Ci8200, Abbott no laboratório do Hospital de Clínicas da UFPR, 

utilizando reagentes, calibradores e controles adequados ao sistema 

automatizado. 
 

3.4. EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DO DNA GENÔMICO 

 

O DNA genômico foi extraído a partir do buffy coat (Vacuette EDTAK3 

Greiner) pelo método de salting out modificado (LAHIRI; NURNBERGER, 

1991), onde as proteínas celulares sofrem desidratação e precipitam quando 

submetidas a um ambiente salino saturado de cloreto de sódio.  

 A quantificação do DNA genômico foi realizada por espectrofotometria 

em 260 e 280 nm (S60, Biochrom). O critério de exclusão foram amostras que 

apresentaram concentração inferior a 20 ng/μL e grau de pureza menor que 1,5 

ou superior a 2,1, em relação à razão A260/280, o que caracteriza contaminação e 

baixa qualidade. 

 As amostras de DNA foram diluídas, sendo normalizadas na 

concentração final de 100 ng/μL, com água ultra pura estéril para análise de 

genotipagem pelo sistema PCR-RFLP (Polimerase Chain Reaction - Restriction 

Fragment Length Polymorphism). Para as análises com o sistema TaqMan®, 

as amostras foram diluídas até concentração final de 20 ng/μL em água ultra 

pura estéril. Ambas foram conservadas em freezer a -20°C. 

 

3.5. GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS 

 

A tabela 2 apresenta os genes e os polimorfismos genéticos estudados 

nesse trabalho. 

A genotipagem do rs1946518 foi realizada utilizando a PCR em tempo 

real com sonda fluorescente específica do sistema TaqMan® 

(AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA). Essa técnica é caracterizada por 

amplificar sequências alvo e simultaneamente gerar um sinal do genótipo e 

discriminação alélica de forma eficiente (MEIJERMAN et al., 2007). Sondas 

fluorescentes específicas TaqMan® para o alelo em estudo, marcado com 
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fluoróforos VIC e FAM, foi ligada a um silenciador (quencher). Enquanto a 

sonda não estiver ligada ao DNA, o sinal da fluorescência é baixo devido à 

presença do quencher, assim que a sonda, por complementaridade de bases, 

anelar-se ao DNA, o silenciador é clivado pela DNA polimerase, sendo então 

liberado, permitindo que o fluoróforo seja medido e quantificado(SCHLEINITZ; 

DISTEFANO; KOVACS, 2011). 

 
TABELA 2 - CARACTERIZAÇÃO DOS POLIMORFISMOS EM ESTUDO 
 

Genes Designação 
Omin 

Posição no 
cromossomo 

Técnica Polimorfismo 

IL-18 600953 11q23.1 TaqMan®, rs1946518 C>A 

IL-6 147620 7p15.3 PCR-RFLP rs1800795 G>C 

IL-6R 147880 1q21.3 PCR-RFLP rs8192284 A>C 

LEGENDA: rs: dbrs: reference SNP database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez); 
OMIN: Online Mendelian Inheritance in Man® (http://omin.org/);  

FONTE: O autor (2018). 
 

As genotipagens foram realizadas no equipamento 7500 Fast™ 

(AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA), utilizando-se reagentes (Master 

Mix®, SNP GenotypingAssay®) e demais suplementos fornecidos pelo 

fabricante (AppliedBiosystems). 

Os experimentos seguiram o protocolo descrito na TABELA 3, realizados 

em placas de 96 poços em câmara de fluxo laminar para evitar contaminação. 

A placa foi coberta com filme específico e posteriormente centrifugada 

(HermleZ326K) por 2 minutos a 4.000 rpm para remoção de bolhas e 

sedimentação da mistura. Em cada placa foram adicionados dois controles 

negativos (NTC: no template control), para avaliar a contaminação no sistema, 

os quais continham apenas a mistura de reação e água (sem DNA). Os grupos 

DM1 e CTRL foram ensaiados de forma aleatória, na mesma placa. Para todas 

as análises, a qualidade da genotipagem foi superior a 98% identificada pelo 

software do sistema 7500 Fast™. 

A identificação das variações dos genes IL-6 (rs1800795) e IL-6R 

(rs8192284) foram realizadas através da técnica de PCR-RFPL (Polimerase 

Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism). As condições de 

PCR utilizadas para as amplificações estão descritas na TABELA 4. A reação 
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em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em termociclador Eppendorf 

(Mastercycler gradient). 
 

TABELA 3 - PROTOCOLO PARA TÉCNICA TAQMAN® 

 
Reagentes rs1946518 

Volume para reação de 8 μL 

Sonda TaqMan® 0,1 μL 

Master Mix 3,0 μL 

Água ultra pura estéril 1,9 μL 

DNA (20 ng/μL) 3,0 μL 

Ciclos Térmicos 
1 ciclos pré-PCR 

1 ciclo 

50 ciclos:  

 

1 ciclo pós-PCR 

 

60°C por 30 segundos 

95°C por 10 minutos 

95°C por 15 segundos 

60°C por 90 segundos 

60°C por 30 segundos 

LEGENDA: Sonda TaqMan® SNP Genotyping Assays – Life Technologies, contendo um par de 
oligonucleotídeos iniciadores (primers), marcados com fluoróforos distintos (VIC e 
FAN). Master Mix: reagente comercial contendo DNA polimerase AmpliTaq Gold® 

ultra pura, desoxirribonucleotídeos trifosfato (dNTPs), referência passiva ROX e 
tampão. 

Fonte: O autor (2018). 
 

Para a identificação das regiões polimórficas do gene IL-61800795 foram 

utilizados os seguintes oligonucleotídeos iniciadores (Invitrogen): F-5'-

TTCCCCCTAGTTGTGTCTTGC-3' e R-5'-TGGGGCTGATTGGAAACCT-3' 

descritos por Ruzzo e colaboradores (2014). 

Para a identificação das regiões polimórficas do gene IL-6R rs8192284 

foram utilizados os seguintes oligonucleotídeos iniciadores (Invitrogen): F-5'-

CCTCTTCCTCCTCTATCTTCAATTTT-3’ e R-5'-

AATGTGGGCAGTGGTACTGAA-3' descritos por Ruzzo e colaboradores 

(2014). 
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TABELA 4 - CONDIÇÕES PARA A REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE DA REGIÃO 
POLIMÓRFICA DO GENE IL-6 rs1900795 e GENE IL-6R rs8192284 

 
Reagentes rs1800795 – Gene IL-6 

rs8192284 – Gene IL-6R 

 Concentração Final Volumes 
Água Regente estéril  5,7 μL 

Tampão Taq 10x * 1x 1,0 μL 

Primer Forward (10 pmol/μL) 10 pmol 0,5 μL 

Primer Reverse (10 pmol/μL) 10 pmol 0,5 μL 

MgCl2 25Mm 1,5 Mm 0,6 μL 

dNTP 5Mm 0,2 Mm 0,4 μL 

Taq DNA polimerase (5 U/μL) 4 U 0,3 μL 

DNA molde (100 ng/μL) 100 ng/μL 1,0 μL 

 Ciclos Térmicos Temperatura – tempo 
 1 ciclos 

 

35 ciclos 

 

1 ciclo 

95°C por 10 minutos 

95°C por 15 segundos 

60°C por 30 segundos 

72°C por 30 segundos 

72°C por 5 minutos 

LEGENDA: *Tampão TAQ 10X, (NH4)2SO4 750 mM, Tris-HCl (pH 8,8; 25ºC); 0,1% (v/v) Tween 
20.Taq DNA polymerase (Invitrogen).  

Fonte: O autor (2018). 
 

Os fragmentos do gene IL-6 (rs1800795) e do gene IL-6R (rs8192284) 

amplificados através da PCR foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose 2% com voltagem constante de 80 Volts (~22 mA), em temperatura 

ambiente durante cerca de 1 horas e 15 minutos, em tampão TBE 1x (Tris-

hidroximetilaminometano 89 mmol/L; ácido bórico 89 mmol/L e EDTA 1 mmol/L, 

pH 8,2). Uma alíquota de 2 μL do produto de PCR, misturada a 3 μL de tampão 

de aplicação (glicerol 30%; azul de bromofenol 0,05% e xilenocianol 0,05%) foi 

aplicada no gel. Os produtos de PCR foram corados com solução de brometo 

de etídeo (0,5 μg/mL) e visualizados em transiluminador sob luz UV (302 nm). 

As imagens dos géis foram capturadas no sistema L-Pix (Loccus 

Biotecnologia).  

Após a amplificação, os produtos de PCR dos rs1800795 e rs8192284 

foram digeridos com as enzimas de restrição Hsp92 II e Hind III, 

respectivamente. As reações de restrição seguiram os protocolos detalhados 

na TABELA 5, sendo a incubação por 12 horas em banho-maria a 37°C. 
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TABELA 5 - PROTOCOLO PARA A REAÇÃO DE RESTRIÇÃO E DETECÇÃO DOS 
POLIMORFISMOS DOS GENES IL-6 E IL-6R. 

 
Reagentes IL-6 

rs1800795 
IL-6R 

rs8192284 

Produto de PCR (~20 ng/μL) 1,0 μL 1,0 μL 

Tampão 10x (Sigma)* 0,5 μL 0,5 μL 

Água ultrapura estéril 3,4 μL 3,4 μL 

Enzima de Restrição (10 U/μL) 0,05 μL (Hasp 92II) 0,05 μL (Hind III) 

BSA acetilada 0,05 μL 0,05 μL 

Volume Final da reação 4,0 μL 4,0 μL 

Temperatura de incubação 37°C 37°C 

Tempo de incubação 12 horas 12 horas 

LEGENDA: *Tampão TAQ 10X, Sigma, 500 mM, Tris-HCl (pH7,5; 37ºC); 1M NaCl; 100 mM 
MgCl2; 10 mM Dithioerythritol.**Tampão TAQ 10X Promega, Buffer C, 100 mM, 
Tris-HCl (pH 7,9; 37ºC); 500 Mm NaCl; 100 mM MgCl2; 10 mM Dithioerythritol. 
BSA: albumina sérica bovina acetilada 0,1mg/mL. Enzima Hind III (Promega); 
Enzima Hsp 92 II (Promega). 

Fonte: O autor (2018). 
 

Os fragmentos de DNA de ambos os genes das reações de PCR-RFLP 

foram separados em eletroforese em gel de poliacrilamida (29:1) a 15%, em 

cuba mini Protean 3 BioRad (100x75x0,75mm). 

 

3.6. ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Através do teste de Kolmogorov-Smirnov foram analisadas as variáveis 

contínuas para normalidade. A verificação de outliers foi realizada pelo método 

gráfico disponível no programa Statistica 8.0. 

Variáveis que apresentaram distribuição normal foram comparadas pelo 

teste “t” de Student para amostras não pareadas (bidirecional) ou análise de 

variância (ANOVA) quando a comparação envolvia mais de dois grupos, sendo 

os valores expressos em média e desvio padrão. 

As variáveis que não apresentaram distribuição normal foram 

comparadas com o teste U de Mann-Whitney, ou o teste de Kruskall-Wallis 

(mais de 2 grupos), sendo os valores apresentados como mediana e intervalo 

interquartil (25%-75%). 

Para as variáveis categóricas foram utilizados o teste do Chi-quadrado 

(ϰ2) ou o teste Exato de Fischer bidirecional, conforme apropriado. 
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As análises de correlação foram realizadas através de testes descritos 

por Pearson (variáveis com distribuição normal) ou Spearman (variáveis sem 

distribuição normal). Os genótipos foram caracterizados como 1 (homozigoto 

usual); 2 (heterozigoto) e 3 (homozigoto raro) para todas as análises de 

correlação. 

O programa Statistica para windows 8.0 (StatSoft Inc, Tulsa OK, USA) 

foi utilizado nas análises de dados. 

A verificação do equilíbrio de Hardy-Weinberg, cálculos das frequências 

genotípicas e alélicas e o intervalo de confiança de 95% (IC95%) para os alelos 

de menor frequência (AMF) foram calculadas com o programa DeFinetti 

(http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl). Para comparações das frequências 

alélicas com outras populações, foi considerado semelhante quando a 

frequência do AMF (alelo menos frequente) se encontrava dentro do limite de 

95% do intervalo de confiança. Frequências acima ou abaixo do 95%IC foram 

consideradas diferentes. 

Uma probabilidade inferior a 5% (P < 0,05) foi considerada significativa 

em todas as análises. 

Para os resultados que apresentaram significância, foi aplicado o teste 

de Odds Ratio (OR) que indica a relação entre a hipótese de acontecer um 

acontecimento entre diversas situações. 

.
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Os resultados estão descritos em três tópicos: caracterização das 

amostras (4.1), análises bioquímicas (4.2) e análises moleculares (4.3). 

 

4.1. CARACTERIZAÇÃO DAS AMOSTRAS 

 

A estatística descritiva dos parâmetros antropométricos para os grupos 

em estudo (Controle e DM1) é apresentada na TABELA 6. 

 
TABELA 6 - CARACTERIZAÇÃO DOS GRUPOS 

 
Parâmetros Controle (n=150) DM1 (n=141) P 

Idade (anos) 44 (40-49) 45 (34-52) 0,602 

Homens/Mulheres, n 53/97 48/93 0,817 

Etnia (%) 
Euro-brasileiros 
Afro-brasileiros 

 

ND 

ND 

 

80,2 

19,8 

 

Peso (kg) 74 (64-83) 68 (60-82) 0,016 
Altura (cm) 166,2  8,9 163,3 9,8 0,009 

IMC (kg/m2) 27,0  4,2 25,8  4,3 0,018 

Tempo de Diabetes, anos - 14,8  10,8 - 

Histórico Familiar DM - 69,2% - 

LEGENDA: Os resultados são apresentados como média ± Desvio Padrão para variáveis 
com distribuição normal, ou mediana (intervalo interquartil, 25% - 75%) para 
variáveis sem distribuição normal. P, probabilidade teste t-Student 
bidirecional. Teste do Chi-quadrado. P<0,05 é significativo e destacado em 
negrito. -, ND, sem informação disponível. 

Fonte: O autor (2018). 
 
 Ambos os grupos estudados foram pareados por gênero e idade 

(TABELA 6). A idade do diagnóstico do grupo DM1 foi entre 18 anos e 38 anos. 

Apesar das medianas entre os grupos serem próximas, a dispersão de idade 

foi maior no grupo DM1. 

 Neste estudo não foi possível comparar a etnia entre os grupos devido 

esta informação não estar disponível entre os participantes do grupo controle. 

No grupo DM1 houve prevalência na etnia euro-brasileiro (80,2%), conforme 

esperado pelas características da população do sul do Brasil. Possivelmente o 
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grupo controle apresenta uma distribuição étnica similar ao grupo DM1, visto 

que os participantes são provenientes da mesma região demográfica. 

Houve uma diferença significativa em relação ao peso e IMC (P<0,05), 

como esperado, uma vez que a patologia está frequentemente relacionada à 

redução de peso (ADA, 2015). Contudo, o IMC entre 18,5 kg/m 3 e 25 kg/m2 

para adultos é considerado como adequado (WHO, 2016). Ambos os grupos 

estudados apresentaram a média acima do valor de normalidade, 27,0 kg/m2 

para o grupo controle e 25,8 kg/m2 para o grupo DM1. Pode-se associar esse 

aumento de peso entre indivíduos com DM1 com o efeito da insulinoterapia, 

hormônios ou também do aumento na ingestão calórica evitando os quadros de 

hipoglicemia (CONWAY et al., 2010). Em um ensaio realizado pelo DCCT, foi 

observado que indivíduos em tratamento intensivo tiveram risco aumentado 

para estarem acima do peso em 33% e um ganho médio de 4,6 kg comparados 

ao grupo que recebeu tratamento convencional (PURNELL et al., 2013). Em 

um estudo de coorte com pacientes DM1 avaliados por 18 anos foi verificado 

que o sobrepeso aumentou de 26,8% para 47%, e que a prevalência da 

obesidade aumentou 7 vezes durante estes 18 anos (CONWAY et al., 2010). 

A média de tempo de diabetes de 14,8 anos caracteriza o grupo DM1 

como submetido à deficiência de insulina por logo prazo, e consequentemente 

mais susceptível a complicações associadas à patologia. 

A prevalência de histórico familiar, o qual é um fator de risco para 

diabetes, foi de 69,2% dos pacientes entrevistados com DM1. Os pacientes 

relataram histórico familiar (pais, irmãos e avós) positivo para DM1 ou DM2. 

Estudos epidemiológicos mostraram uma associação positiva entre a história 

familiar de DM e o risco de novos casos da doença (CHERNAUSEK et al., 

2016). O risco aumenta em pacientes com histórico bi parental, e cujos 

diagnósticos foram em idades mais jovens (STONE et al., 2013). 
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4.2. ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

 
A estatística descritiva dos parâmetros bioquímicos para os grupos em 

estudo (Controle e DM1) é apresentada na TABELA 7. 

O grupo controle é formado por doadores de sangue saudáveis. Estes 

indivíduos foram orientados a se alimentarem antes da coleta para a doação de 

sangue, portanto, a glicemia do grupo controle foi obtida na ausência de jejum. 

As amostras do grupo DM1 foram coletadas após um jejum de 

aproximadamente 10 horas. A glicemia do grupo DM1 foi significativamente 

maior (P<0,001) quando comparado aos dos controles saudáveis, o que mostra 

a consistência da classificação das amostras. 

 
TABELA 7 – CONCENTRAÇÕES SÉRICAS DE PARÂMETROS BIOQUÍMICOS PARA OS 

GRUPOS EM ESTUDO 
 
Parâmetros 
 

Controle (n=150) DM1 (n=141) P 

Glicemia (mg/dL) 96,0 (84-106) 171,0 (106-249) < 0,001 
HbA1C (%) 5,4 (5,2-5,6) 8,8 (7,6-9,7) < 0,001 
1,5 AG (μg/mL) 108,3 (102-114) 4,1 (2,3-5,9) < 0,001 
Colesterol (mg/dL) 175,0 (158-195) 171,0 (152-194) 0,235 

HDL-C (mg/dL) 54,0 (44-63) 50,0 (40-63) 0,259 

LDL-C (mg/dL) 93,2 (79-112) 98,8 (79-119) 0,169 

Triglicerídeos (mg/dL) 138,0 (88-174) 89,0 (69-131) < 0,001 
n-HDL 121,5 (105-147) 119,0 (99 - 136) 0,431 

Log (TG/HDL-C) 0,911  0,66 0,688  0,754 0,007 

Proteína Total (g/dL) 6,9 (6,6-7,2) 8,2 (7,4 - 8,8) < 0,001 
Albumina (g/dL) 3,9 (3,8-4,0) 4,1 (3,8 - 4,3) < 0,001 
Ácido úrico (mg/dL) 3,7 (2,9 – 4,8) 4,7 (3,7 – 5,4) < 0,001 
Creatinina (mg/dL) 0,56 (0,48-0,67) 0,82 (0,80 - 1,0) < 0,001 
Uréia (mg/dL) 23,0 (20-27) 32,0 (25 - 39) < 0,001 
ALT 15,0 (11-19) 17,0 (9 - 22) 0,549 

AST 21,0 (17-25) 16,0 (12 - 21) < 0,001 

LEGENDA: Os resultados são apresentados como média  1-Desvio Padrão ou mediana 
(intervalo interquartil 25% - 75%). P, probabilidade teste t-Student bidirecional. 
P*, probabilidade, teste U de Mann-Whitney. 

Fonte: O autor (2018). 
 

Os marcadores de perfil glicêmico foram estatisticamente diferentes 

entre os grupos. A partir dos resultados obtidos, podemos observar que o 
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grupo DM1 apresentou um controle glicêmico inadequado (glicemia em jejum 

acima de 130mg/dL, HbA1c >7% e 1,5AG <10μg/mL) (VAN LEEUWEN; 

BLADH, 2015; SBD, 2017; ADA, 2018). 

 Assim, a média de HbA1C para DM1 (8,8%) está acima do valor 

recomendado para um bom controle glicêmico. Nosso resultado corrobora com 

outro estudo realizado em adultos de diferentes cidades brasileiras. Tal estudo 

apresentou uma média de 9,1% de HbA1c (GOMES et al., 2012), apenas 

11,6% dos pacientes com DM1 atingiram a meta adequada de <7% para o 

parâmetro. Esses resultados refletem problemas com ajustes na dose de 

insulina, dificuldades no equilíbrio basal e educação deficiente sobre a doença 

(SBD, 2016). 

 O 1,5 anidroglucitol (1,5AG) é um marcador de controle glicêmico, é um 

poliol plasmático que está presente na dieta e que em condições de 

normoglicemia se mantém constante (YAMANOUCHI et al., 1992). Em 

condições de hiperglicemia, onde a glicemia ultrapassa o limiar renal (>180 

mg/dL), há uma redução das concentrações plasmáticas de 1,5AG, ocorrendo 

uma inibição competitiva com a glicose para a reabsorção tubular proximal 

(DUNGAN, 2008). A glicose é reabsorvida aumentando sua concentração 

sanguínea e o 1,5AG é eliminado pela urina, reduzindo assim a sua 

concentração. O 1,5AG reflete elevações transitórias da glicose (24-72 horas), 

podendo ser avaliado novamente dentro de 2 semanas (YAMANOUCHI et al., 

1992). Quando comparado com o HbA1C, o 1,5AG é mais eficaz pois permite a 

análise do controle glicêmico de curto prazo, o que permite um  controle mais 

acurado e eficaz (JANUSZEWSKI et al., 2012). As concentrações médias de 

1,5AG encontradas para DM1 foram 4,1 g/mL, esse resultado indica que os 

pacientes com DM1 no nosso estudo estão sujeitos a picos hiperglicêmicos. 

Valores reduzidos de 1,5AG estão relacionados com a hiperglicemia pós-

prandial mesmo em indivíduos diabéticos com bom controle glicêmico quanto 

aos valores de HbA1C. 

 O perfil lipídico compreende a quantificação do colesterol total, HDL-C 

(HDL-colesterol), LDL-C (LDL-colesterol) e triglicerídeos. Em nosso estudo as 

médias de triglicerídeos foram significativamente menores (P<0,001) para o 

grupo DM1 em relação ao grupo controle. A ausência de jejum no grupo 

controle pode ter afetado positivamente as concentrações de triglicerídeos, e o 
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uso de terapia hipolipemiante pelos pacientes com DM1, podem ser 

responsáveis por este resultado, os quais estão em concordância com outros 

estudos (GUY et al., 2009; KRISHNAN et al., 2011). Não houve diferença 

significativa em relação às concentrações de colesterol total, HDL-C, LDL-C e 

n-HDL-C entre os grupos. Em concordância com o reportado na literatura, o 

grupo DM1 apresenta o perfil lipídico dentro do intervalo preconizado pelas 

Diretrizes Brasileiras de Dislipidemia (Colesterol total <190 mg/dL; HDL-C >40 

mg/dL; Triglicerídeos <150 mg/dL; LDL-C <130 mg/dL e n-HDL-C <130 mg/dL) 

(FALUDI et al., 2017). Entretanto, sabe-se que pacientes com DM1 apresentam 

maior risco de desenvolver doenças cardiovasculares do que a população em 

geral (GROOP; POCIOT, 2014).  

Proteínas totais e albumina apresentaram concentrações 

significativamente maiores no grupo DM1 quando comparados ao grupo 

controle, porém ambos os resultados estão dentro do intervalo de referência 

(Tabela 7). A albumina é frequentemente definida como um indicador de estado 

nutricional e/ou inflamatório. Portanto, as concentrações observadas nos 

grupos não sugerem alterações patológicas ou metabólicas. Pode-se sugerir 

que os grupos em estudos não apresentaram sinais de perda de proteína 

(proteinúria) ou carência nutricional (SHIMADA, 2013). 

O ácido úrico pode desempenhar um importante papel pró-inflamatório 

por estimular a liberação de moléculas associadas ao processo inflamatório, 

como a proteína C reativa, a interleucina 6 e o TNF-alfa, conduzindo a lesão no 

endotélio vascular (BALDWIN et al., 2011). Estudos demonstraram não haver 

relação casual entre o ácido úrico e o risco para o desenvolvimento de DM em 

europeus, mas altas concentrações de ácido úrico foram associadas com 

síndrome metabólica (BONAKDARAN; KHARAQANI, 2014), doenças 

cardiovasculares (VIAZZI et al., 2014) e doença renal (MIKHAILIDIS; 

ATHYROS, 2014). As concentrações de ácido úrico foram significativamente 

menores (P<0,001) no grupo controle em comparação com o grupo DM1 

(Tabela 7). Relatos em outros estudos apresentam concordância com nossos 

resultados, onde o ácido úrico no soro de indivíduos com DM1 é maior, devido 

ao aumentado da depuração de urato associado à glicosúria por mecanismo 

que ainda não foi elucidado (SHICHIRI; IWAMOTO; SHIIGAI, 1987; ESPARZA 

MARTIN; GARCIA NIETO, 2011). 
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Creatinina e uréia são biomarcadores de função renal. Ambas se 

apresentam em concentrações elevadas quando há quadro de insuficiência 

renal aguda e crônica. A creatinina é utilizada para o cálculo da estimativa de 

filtração glomerular, na triagem de doença renal crônica, sendo mais específica 

que a uréia. Na insuficiência renal crônica, a creatinina se altera apenas 

quando mais da metade dos néfrons cessam sua função, portanto, não pode 

ser considerado um marcador precoce (LEVEY et al., 2007). As concentrações 

de creatinina e uréia foram significativamente maiores no grupo DM1. Estes 

valores sugerem que a maior parte dos pacientes do grupo DM1 não apresenta 

lesão renal manifesta, pois as concentrações estão dentro do intervalo de 

referência (CERIOTTI et al., 2008). As concentrações maiores de creatinina e 

uréia no grupo DM1 podem sugerir uma discreta alteração renal. 

As concentrações de aspartato amino transferase (AST) foram 

significativamente menores no grupo DM1, enquanto as concentrações de 

alanina amino transferase (ALT) não apresentaram diferença entre os grupos. 

Contudo, ambos os valores estão dentro do intervalo de referência. As 

aminotransferases são indicadores hepatocelulares. A ALT é encontrada 

principalmente no fígado e a AST pode ser encontrada em outros tecidos além 

do fígado sendo considerado um marcador menos especifico para a função 

hepática (VOZAROVA et al., 2002). Estudos recentes demonstraram que maior 

atividade das enzimas hepáticas, em particular, a ALT estão associadas à 

obesidade (LEE, Y. S. et al., 2001), à resistência à insulina e ao DM2 

(VOZAROVA et al., 2002) e podem estar associadas a fatores de risco 

relacionados à doença hepática gordurosa não alcoólica (LEEDS et al., 2009). 

Estudos prospectivos descobriram que a atividade de ALT era capaz de prever 

DM2 incidente, independente de fatores de risco clássicos (SATTAR et al., 

2004) ou obesidade (VOZAROVA et al., 2002). 

 

4.3. ANÁLISES MOLECULARES 

 
As frequências genotípicas e alélicas dos genes IL-18, IL-6 e IL-6R para 

os polimorfismos em estudo (indivíduos controle e DM1) apresentaram-se 

dentro do equilíbrio de Hardy-Weinberg (HWE; P>0,05), evidenciando, sob 

determinadas condições, que as frequências alélicas na população estudada 
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permanecerão constantes de uma geração à outra. Desvios no equilíbrio de 

Hardy-Weinberg podem indicar novas mutações, fluxo gênico entre populações 

(migração) ou seleção de genótipos para reprodução (NAMIPASHAKI; 

RAZAGHI-MOGHADAM; ANSARI-POUR, 2015). 
As frequências genotípicas e alélicas para os polimorfismos em estudo 

estão apresentadas a seguir. 

 

4.3.1 GENE IL-18 – RS1946518 
 
 As frequências genotípicas e alélicas e as comparações entre os grupos 

para o polimorfismo rs1946518 do gene IL-18 estão apresentados na TABELA 

8. 
 

TABELA 8 - FREQUÊNCIAS GENOTÍPICAS E ALÉLICAS DO POLIMORFISMO rs1946518 DO 
GENE IL-18, NA AMOSTRA EM ESTUDO 

 
Polimorfismo  Controle  

(n= 150) 
DM1  

(n= 141) 
P 

(rs1946518) 
C>A 
IL-18 

C/C 

C/A 

A/A 

31 (20,6) 

85 (56,6) 

34 (22,8) 

41 (29,0) 

71 (50,4) 

29 (20,6) 

0,251 

Frequência do Alelo 
[95% IC] 

 

A 

 

51,0 

[45,0-57,0] 

 

45,7 

[40,0-52,0] 

 

0,205 

 

Dominante AA+CA vs CC  119/31 41/100 0,097 

Recessivo AA vs CA+CC 24/126 102/39 0,916 

LEGENDA: Valores dos genótipos são n (%); 95% IC: Intervalo de confiança de 95%; P, 
probabilidade, teste de 2. Equilíbrio de Hardy-Weinberg (teste de 2). SNP 
rs1946518 grupo controle (P=0,101) e DM1 (P=0,863).  

Fonte: O autor (2018). 
 

 
 As frequências genotípicas e alélicas não se diferenciaram entre os 

grupos em estudo. Resultados similares foram encontrados em outros estudos 

com populações caucasóides (MARTIN, R. J. et al., 2005; SZESZKO et al., 

2006; HADZIJA et al., 2013). Entretanto, foram encontradas associações 

significativas com DM1 nas populações Asiática (IDE et al., 2004; DONG, G. P. 

et al., 2007; LEE, Y. H.; KIM; SONG, 2015) e Turca (ALTINOVA et al., 2010). 

Uma vez que as frequências alélicas dos genes frequentemente diferem entre 

diferentes etnias, e que IL-18 pode ter papel na susceptibilidade do DM1, 
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estudos adicionais são necessários para avaliar se polimorfismos no gene da 

IL-18 contribuem na patogênese do DM1 em diversos grupos étnicos.  

 Estudos mostraram um aumento significativo da IL-18 em pacientes com 

DM1 (NICOLETTI et al., 2001; DONG, G. et al., 2007; KATAKAMI et al., 2007; 

ALTINOVA et al., 2008; RYBA-STANISLAWOWSKA et al., 2014). Pesquisas 

em populações Polonesas (KRETOWSKI et al., 2002) e Japonesas (IDE et al., 

2004) relataram que o genótipo AA para o rs1946518 tem um efeito protetor 

para o DM1. Em adultos o genótipo CC foi associado com maior concentração 

de HbA1c quando comparados com os indivíduos com genótipos CA em uma 

população Turca.  

Em nosso estudo não observamos associação do polimorfismo 

rs1946518 com a HbA1c e nem o efeito protetor do genótipo AA, em 

concordância com outros estudos realizados em populações Caucasóides 

(MARTIN, R. J. E. A., 2005; SZESZKO et al., 2006) e Brasileira (TAVARES et 

al., 2013). 

A frequência do alelo A observado para o grupo controle (51%) e para o 

grupo DM1 (45,7%) foram semelhantes às descritas para as populações 

Japonesa (IDE et al., 2004), Chinesa Han (DONG, G. P. et al., 2007) e 

Brasileira do nordeste (TAVARES et al., 2013) e foi superior à descrita para 

Caucasóides (SZESZKO et al., 2006; TARNOWSKI et al., 2017) (TABELA 9). 

A IL-18 é um citocina pleiotrópica envolvida na regulação de resposta 

adquirida e inata exercendo papel chave em doenças auto-imunes através do 

controle da resposta imune das células T auxiliares Th1 e Th2 (NAKAHIRA et 

al., 2002). Foi demonstrado que a IL-18 exerce papel na patogênese do DM1 

como uma citocina pró-inflamatória (THOMPSON; HUMPHRIES, 2007). A IL-18 

induz a produção de TNF-α, fatores estimulantes de colônias de 

granulócitos/macrófagos e IFN-γ, o que resulta em dano das células β- 

pancreáticas. Concentrações elevadas de IL-18 foram detectados em estágios 

pré-clínicos de diabetes em parentes de primeiro grau de pacientes com DM1 

(ACHENBACH et al., 2005) e em pacientes com DM1 (KATAKAMI et al., 2007). 

A superprodução de IL-18 em DM1 pode ser devida a polimorfismos em 

regiões com funções reguladoras, e sabe-se que o polimorfismo rs1946518 

altera a atividade transcricional do promotor do gene da IL-18 (GIEDRAITIS et 

al., 2001; KRETOWSKI et al., 2002). O alelo C foi associado a níveis 
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transcricionais do RNAm de IL-18 mais elevados em relação ao alelo A e ao 

risco para o DM1 (KRETOWSKI et al., 2002). 
 

TABELA 9 - COMPARAÇÕES ENTRE FREQUÊNCIAS GENOTÍPICAS E ALÉLICAS DO 
POLIMORFISMO rs1946518 DO GENE IL-18 COM DADOS DA LITERATURA 

 
Grupo Étnico Características N Alelo A% Referência 

Euro-brasileiros DM1 
Saudáveis 

141 
150 

51,0  
45,7 

 

Japão DM1 

Saudáveis 

151 

169 

46,6 

55,3 

(IDE et al., 2004) 

Irã DM1 

Saudáveis 

112 

194 

48,1 

41,2 
(MOJTAHEDI et al., 2006) 

Reino Unido DM1 

Saudáveis 

1560 

1715 

39,2 
38,1 

(SZESZKO et al., 2006) 

Chineses Han DM1 

Saudáveis 

118 

150 

41,2 

53,0 

(DONG, G. P. et al., 2007) 

Turcos DM1 

Saudáveis 

91 

87 

35,7 
35,6 

(ALTINOVA et al., 2010) 

Brasileiros 

Nordestinos 

DM1 

Saudáveis 

181 

122 

43,0 

46,0 

(TAVARES et al., 2013) 

Croatas DM1 

Saudáveis 

187 

236 

42,5 

44,9 
(HADZIJA et al., 2013) 

Poloneses DM1 

Saudáveis 

204 

207 

38,5 
44,7 

(TARNOWSKI et al., 2017) 

LEGENDA: Em negrito dados obtidos neste estudo e frequências do alelo A do polimorfismo 
rs1946518 em outros estudos que estão fora do limite de confiança descritos 
na Tabela 8 para os grupos em estudo; DM1: Diabetes Mellitus tipo 1. (dbSNP, 
2018), https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/. 

Fonte: O autor (2018). 
 

Contudo, neste estudo não foi encontrado associação do polimorfismo 

rs1946518 com o DM1 em uma população Euro-Brasileira, em concordância 

com estudos realizados nas populações Tcheca, Inglesa e Iraniana (MARTIN, 

R. J. et al., 2005; NOVOTA, P. K., K.; PINTEROVA, D.; NOVAK,J.; 

TRESLOVA, L.; ANDEL, M. ET AL, 2005; MOJTAHEDI et al., 2006). Ainda, um 

estudo de meta-análise com o rs1946518, no qual foram avaliadas várias 

doenças auto-imunes, não relatou correlação com o início do diabetes (PAN; 

LENG; YE, 2011).  

A patogênese do DM1 é complexa e não é influenciada apenas pelo 

perfil genético, mas também por fatores ambientais. Donge e colaboradores 
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(2007), observaram que a diversidade genética e diferentes condições 

ambientais podem contribuir para alcançar resultados opostos em diferentes 

populações. 

Portanto, o polimorfismo rs1946518 do gene IL-18 não está associado 

ao DM1 na população em estudo. 

 

4.4.2 GENE IL-6 – rs1800795 
 

 A genotipagem do polimorfismo rs1800795 foi realizada através da 

técnica de PCR-RFLP (conforme descrito no tópico 3.5 de Materiais e 

Métodos), gerando os perfis de restrição detalhados na FIGURA 12. 

 
FIGURA 12 – MAPA DE RESTRIÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DOS GENÓTIPOS OBTIDOS 

PELA DIGESTÃO COM A ENZIMA Hsp92 II PARA O POLIMORFISMO 
rs1800795. 

 

 
LEGENDA: Perfil de fragmentos de DNA após digestão com a enzima de restrição Hsp92 II dos 

genótipos do polimorfismo rs1900795 do gene IL-6. O indivíduo homozigoto GG 
apresenta um fragmento de 75 pb; o indivíduo heterozigoto CG apresenta 3 
fragmentos (75pb, 50 pb e 25 pb) e o indivíduo homozigoto CC apresenta 2 
fragmentos (50 pb e 25 pb). 

Fonte: O autor (2018). 
 

 Após a etapa de restrição, os géis de poliacrilamida foram analisados 

para os fragmentos descritos acima. Na FIGURA 13 é possível observar uma 

amostra sem a enzima de restrição utilizada como controle e as amostras 

incubadas com a enzima de restrição: um homozigoto GG apresentando um 

fragmento de 75 pb; o heterozigoto CG apresentando 75 pb, 50 pb e 25 pb; e 

homozigoto CC com fragmentos de 50 pb e 25 pb. 
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FIGURA 13 - PERFIL ELETROFORÉTICO DOS PRODUTOS DE RESTRIÇÃO PARA O 
POLIMORFISMO rs1800795 DO GENE IL-6. 

                   
LEGENDA: MM – marcador de massa molecular de 25 pb; B – produto de PCR, sem adição de 

enzima de restrição; A1 – amostra homozigoto GG apresentando fragmento de 75 
pb; A2 – amostra heterozigoto GC apresentando 75 pb, 50 pb e 25 pb; A3 – amostra 
heterozigoto CC apresentando 50 pb e 25 pb. 

Fonte: O autor (2018). 
 

 As frequências genotípicas e alélicas e as comparações entre os grupos 

para o polimorfismo rs1800795 do gene IL-6 estão apresentados na tabela 10 e 

estão de acordo com o equilíbrio de Hardy-Weinberg. 

As frequências genotípicas e alélicas não se diferenciaram entre os 

grupos em estudo, que está em concordância com o estudo de Tsiavou e 

colaboradores (2004) realizado em pacientes com LADA. 

Os estudos genéticos com este polimorfismo em pacientes com DM1 

com diagnóstico com idade inferior aos 18 anos de idade (média entre 6,7-16 

anos) tem se mostrado inconsistentes. Um estudo mostrou que o alelo G 

conferia risco para o DM1 (JAHROMI, M.; MILLWARD, A.; DEMAINE, A., 

2000), enquanto que outros estudos mostraram fraca associação entre o alelo 

C e o DM1 (COOPER et al., 2007; MYSLIWIEC et al., 2008; JAVOR et al., 

2010; URURAHY et al., 2015). 
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TABELA 10 - FREQUÊNCIAS GENOTÍPICAS E ALÉLICAS DO POLIMORFISMO 
rs1800795 DO GENE IL-6, NA AMOSTRA EM ESTUDO 

 
Polimorfismo  Controle 

(n= 150) 
DM1  

(n= 141) 
P 

(rs1800795) 
G>C 
IL-6 

G/G 

G/C 

C/C 

75 (50,0) 

68 (45,3) 

7 (4,7) 

63 (44,7) 

69 (48,9) 

9 (6,4) 

0,599 

Frequência do 
Alelo C 
[95% IC] 

  

27,53 

[20,0-35,0] 

 

30,1 

[23,0-38,0] 

 

0,350 

 

Dominante GC+CC vs GG 75/75 78/63 0,749 

Recessivo CC vs GC+GG 7/143 9/132 0,521 

LEGENDA: Valores dos genótipos são n (%); 95% IC: Intervalo de confiança de 95%;  
P, probabilidade, teste de 2. Equilíbrio de Hardy-Weinberg (teste de 2). SNP 
rs1800795 grupo controle (P= 0,084) e DM1 (P=0,081).  

Fonte: O autor (2018). 
  

Estes estudos conduzidos em pacientes com DM1 de início na 

juventude implicam que as variantes genotípicas do polimorfismo rs1800795 

possa influenciar a idade de início das doenças ou modular o risco do 

desenvolvimento do diabetes (JAHROMI, M. M.; MILLWARD, B. A.; DEMAINE, 

A. G., 2000; GILLESPIE et al., 2005; HERMANN et al., 2005). Inclusive, alguns 

estudos sugerem que o genótipo GG do polimorfismo rs1800795 é protetor 

para o início precoce do DM1, mas esta proteção pode ser perdida 

posteriormente com o avanço da idade (JAHROMI, M. M.; MILLWARD, B. A.; 

DEMAINE, A. G., 2000; GILLESPIE et al., 2005; HERMANN et al., 2005; 

MYSLIWSKA et al., 2009). 

 Similar efeito foi descrito para a IL-10, onde polimorfismos modulam o 

grau de destruição e idade de início do DM1, o qual mostra que a variabilidade 

na idade de início desta doença é geneticamente determinada (IDE et al., 

2002). 

 A frequência do alelo C encontrada nesse estudo para o grupo controle 

(27,7%, IC 95% 22-23) e DM1 (31,1, IC 95% 26-36) é inferior ao relatado para 

Caucasóides Ingleses (controle 42,6% e DM1 44,0%) (COOPER et al., 2007), 

Gregos (controle 35,9%) (TSIAVOU et al., 2004), Poloneses (controle 50,0% e 

DM1 58,8%) (MYSLIWSKA et al., 2009) e Eslovacos (controle 38,6% e DM1 

48,7%) (JAVOR et al., 2010) (TABELA 11). 
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TABELA 11 - COMPARAÇÕES ENTRE FREQUÊNCIAS GENOTÍPICAS E ALÉLICAS DO 
POLIMORFISMO rs1800795 DO GENE IL-6 COM DADOS DA LITERATURA 

 
Grupo Étnico Características N Alelo C %  Referência 

Euro-
brasileiros 

DM1 
Saudáveis 

141 
150 

31,10 
27,05 

 

Britânicos DM1 

Saudáveis 

257 

120 

30,9 

45,4 
(JAHROMI, M.; MILLWARD

A.; DEMAINE, A., 2000) 

Gregos DM2 

LADA 

Saudáveis 

31 

32 

39 

45,2 

53,1 

35,9 

(TSIAVOU et al., 2004) 

Britânicos DM1 

Saudáveis 

7785 

8852 

44,0 
42,6 

(COOPER et al., 2007) 

Poloneses DM1 

Saudáveis 

210 

170 

58,8 
50,0 

(MYSLIWSKA et al., 2009) 

Eslovacos DM1 

Saudáveis 

151 

140 

48,68 
38,57 

(JAVOR et al., 2010) 

Chilenos DM1 

Saudáveis 

145 

103 

21,0 
14,1 

(PEREZ-BRAVO et al., 2011

Egípcios DCR 

Saudáveis 

50 

98 

44,0 
50,5 

(SETTIN et al., 2009) 

Brasileiros DM1 210 24,6 (URURAHY et al., 2015) 

 Saudáveis 170 17,4 
Espanhóis DM1 145 21,0 (PEREZ-BRAVO et al., 2011

 Saudáveis 103 14,1 

LEGENDA: Em negrito, dados obtidos neste estudo e frequências do alelo C do polimorfismo 
rs1800795 em outros estudos que estão fora do limite de confiança descritos na 
Tabela 10 para os grupos em estudo; DM1: Diabetes Mellitus tipo 1; DCR: Doença 
cardíaca reumática.(dbSNP, 2018), https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/. 

Fonte: O autor (2018). 
 

A frequência do alelo C na população Brasileira parece ser inferior a de 

outras populações Caucasóides, como demonstrado por um estudo na 

população Brasileira do Nordeste (URURAHY et al., 2015), contudo diferente 

do reportado em nosso estudo. 

Estudos anteriores mostraram que o alelo G do rs1800795 está 

correlacionado com uma maior produção de IL-6 e as concentrações 

plasmáticas de IL-6 foram maiores em indivíduos GC ou GG (FISHMAN et al., 

1998). 

Um estudo Polonês associou o genótipo GG com um aumento à 

propensão de lesões renais em crianças e adolescentes com DM1 
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(MYSLIWSKA et al., 2009). Ururary e colaboradores (2015) associaram o 

rs1800795 com maior concentração de HbA1C, resultado contrário ao presente 

estudo que não encontrou diferença significativa com os parâmetros 

bioquímicos. 

Em síntese, o polimorfismo rs1800795 do gene da IL-6 não foi 

associado ao DM1 na população em estudo. 

 

4.4.3 GENE IL-6R - rs8192284 
 

 A genotipagem do polimorfismo rs8192284 (rs2228145) foi realizada 

através da técnica de PCR-RFLP (conforme descrito no tópico 3.5 de Materiais 

e Métodos), gerando os perfis de restrição detalhados na FIGURA 14. 

 
FIGURA 14– MAPA DE RESTRIÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DOS GENÓTIPOS OBTIDOS 

PELA DIGESTÃO COM A ENZIMA HIND III PARA O POLIMORFISMO 
rs8192284 

 

 
 
 

LEGENDA: Perfil de fragmentos de DNA após digestão com a enzima de restrição Hind III dos 
genótipos do polimorfismo rs8192284 do gene IL-6R. O indivíduo homozigoto AA 
apresenta um fragmento de 73 pb; o indivíduo heterozigoto AC apresenta 3 
fragmentos (73pb, 43 pb e 30 pb) e o indivíduo homozigoto CC apresenta 2 
fragmentos (43 pb e 30 pb). 

Fonte: O autor (2018). 
 
 Após a etapa de restrição, os géis de poliacrilamida foram analisados 

para os fragmentos descritos acima. Na FIGURA 15 é possível observar uma 

amostra sem a enzima de restrição utilizada como controle e as amostras 

incubadas com a enzima de restrição: um homozigoto AA apresentando um 

fragmento de 73 pb; o heterozigoto AC apresentando 73 pb, 43 pb e 30 pb; e 

homozigoto CC com fragmentos de 43 pb e 30 pb. 
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FIGURA 15 - PERFIL ELETROFORÉTICO DOS PRODUTOS DE RESTRIÇÃO PARA O 
POLIMORFISMO rs8192284 DO GENE IL-6R 

 

                              
LEGENDA: MM – marcador de massa molecular de 25 pb; B - produto de PCR, sem adição de 

enzima de restrição; A1 – amostra homozigoto AA apresentando fragmento de 73 
pb; A2 – amostra homozigoto CC apresentando fragmentos de 73 pb, 43 pb e 30 
pb; A3 – amostra heterozigoto AC apresentando 43 pb e 30 pb. 

Fonte: O autor (2018). 
 

As frequências alélicas e genotípicas do polimorfismo rs8192284 estão 

apresentadas na tabela 12. O polimorfismo em estudo está no equilíbrio de 

Hardy-Weinberg (P>0,05) em ambos os grupos. 

O polimorfismo rs8192284 do gene IL-6R apresentou uma associação 

com o DM1, com diferenças significativas entre as frequências genotípicas e 

alélicas entre os grupos em estudo nos modelos co-dominantes, dominantes e 

recessivo (TABELA 12).  

O alelo A, conferiu proteção para DM1, com razão de chance (odds 

ratio) de 0,59 (IC95% 0,36 - 0,97). Portanto, a presença do alelo A reduz o 

risco em 1,69 vezes para o desenvolvimento de DM1 em adultos. 
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TABELA 12 - FREQUÊNCIAS GENOTÍPICAS E ALÉLICAS DO POLIMORFISMO rs8192284 
DO GENE IL-6R, NA AMOSTRA EM ESTUDO 

 
Polimorfismo  Controle  

(n= 150) 
DM1  

(n= 141) 
P 

(rs8192284) 
A>C 
IL-6R 

A/A 

A/C 

C/C 

59 (39,3) 

78 (52,0) 

13 (8,7) 

39 (27,7) 

80 (56,7) 

22 (15,6) 

0,046 
 

Frequência do Alelo 
C 

[95% IC] 

  

34,7 

[27,0 - 43,0] 

 

44,0 

[36,0 - 51,0] 

 
0,021 

Dominante AC+CC vs AA  91/59 102/39 0,035 

Recessivo CC vs AA+AC 13/137 22/119 0,069 

LEGENDA: Valores dos genótipos são n (%); 95% IC: Intervalo de confiança de 95%; P, 
probabilidade, teste de 2. Equilíbrio de Hardy-Weinberg (teste de 2). SNP 
rs8192284 grupo controle (P=0,070) e DM1 (P=0,072). OR para a frequência 
alélica OR=1,48 (1,06-2,07). OR para o modelo dominante OR=0,59 (0,36-0,97). 

Fonte: O autor (2018). 
 

Já o alelo C, de menor frequência, está associado à maior risco para 

DM1, com razão de chance de (odds ratio) calculado para a frequência alélica 

de 1,48 (IC95% 1,06 – 2,07). Estes resultados são contraditórios ao encontrado 

por Ferreira e colaboradores (2013), onde os autores encontraram que o alelo 

C confere proteção ao DM1 em indivíduos menores de 17 anos. Os autores 

discutem que estes resultados constituem um paradoxo, uma vez que o alelo C 

foi associado a altas concentrações da forma solúvel do receptor de IL-6 (sIL-

6R) (REICH et al., 2007; FERREIRA et al., 2013) e de IL-6 (REICH et al., 2007; 

COLLABORATION et al., 2012; INTERLEUKIN-6 RECEPTOR MENDELIAN 

RANDOMISATION ANALYSIS et al., 2012; NAITZA et al., 2012).  

Embora tenha sido demonstrado que os indivíduos que carreiam o 

genótipo CC apresentam um aumento de quase 2 vezes de desenvolver a 

doença em relação aos demais genótipos (GARBERS et al., 2014), o alelo C 

tem sido associado à proteção para várias doenças inflamatórias, tais como 

doença cardíaca coronariana e artrite reumatóide (FERREIRA et al., 2013). 

Uma possível explicação para este paradoxo baseia-se na capacidade 

aumentada do complexo sIL-6R/sgp130 em tamponar as moléculas de IL-6 

plasmáticas em indivíduos que carreiam o genótipo CC do polimorfismo 

rs8192284 (SCHELLER; ROSE-JOHN, 2012). 
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Contudo, sabe-se que o alelo C prejudica a sinalização clássica da IL-6, 

devido à redução de concentração do receptor de membrana da IL-6 por 

estimular sua clivagem proteolítica gerando a forma solúvel (MULLBERG et al., 

1994; REICH et al., 2007; LAMAS, 2011). Acredita-se que a sinalização 

clássica, sinalização através da interação da IL-6 com seu receptor na 

membrana plasmática, apresenta efeitos homeostáticos e antiinflamatórios. Já 

a sinalização trans, que ocorre através da interação da IL-6 com a forma 

solúvel de seu receptor, é considerada pró-inflamatória (ROSE-JOHN, 2017). 

Em contraste com o forte efeito do alelo C do polimorfismo rs8192284 sobre a 

sinalização clássica, o efeito desta variante sobre a sinalização trans não é 

claro. Além disso, foi demonstrado que monócitos isolados de pacientes com 

DM1 produzem espontaneamente elevadas concentrações de IL-6, a qual está 

ligada a diferenciação dos linfócitos na linhagem patogênica Th17 

(BRADSHAW et al., 2009). Hundhausen e colaboradores (2016) demonstraram 

uma resposta aumentada da IL-6 em células T CD4 e CD8 em indivíduos com 

DM1 estabelecida. Avaliaram o contexto do tempo de diagnóstico, e 

descobriram que as respostas aumentadas de IL-6 foram observadas em 

pacientes com duração da doença menos que 10 anos, mas que a sinalização 

de IL-6 declinou em indivíduos com a doença de longa duração (>20 anos). Os 

autores sugeriram que a sinalização desregulada de IL-6 no DM1 não se deve 

às alterações metabólicas agudas que ocorrem no momento do diagnóstico, 

nem é uma característica adquirida ao longo do tempo. Desta forma, estes 

achados corroboram com os nossos resultados de o alelo C estar conferindo 

risco ao DM1. 

Além disso, os pacientes do estudo de Ferreira e colaboradores (2013) 

tiveram início da doença em idades inferiores a 17 anos, e os utilizados em 

nosso estudo, acima de 18 anos de idade. Já foi descrito na literatura 

polimorfismos em citocinas modulando o grau de destruição e idade de início 

do DM1 (IDE et al., 2002). 

A frequência do alelo C do polimorfismo Asp358Ala (rs2228145 ou 

rs8192284) do gene IL-6R encontrada neste estudo para o grupo controle 

(34,7%, IC 95%29-40) foi similar ao dos Americanos (39,6%) (QI; RIFAI; HU, 

2007), Espanhóis (39,3%) (CENIT et al., 2012), Poloneses (33,2) (KAPELSKI et 
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al., 2015) e inferior ao dos Coreanos (44,5%) (JEON et al., 2013). Não 

encontramos informação sobre este polimorfismo em DM1 (TABELA 13). 
 
TABELA 13 - COMPARAÇÕES ENTRE FREQUÊNCIAS GENOTÍPICAS E ALÉLICAS DO 

POLIMORFISMO rs8192284 DO GENE IL-6R COM DADOS DA LITERATURA 
 
Grupo Étnico Características N Alelo C %  Referência 
Euro-
brasileiros 

DM1 
Saudáveis 

141 
150 

44,0 
34,7 

 

Poloneses IAM 
Saudáveis 

553 
101 

34,1 
40,1 

(SZPAKOWICZ et al., 2017)

Americanos DM2 
Saudáveis 

653 
1038 

39,3 
39,6 

(QI; RIFAI; HU, 2007) 

Espanhóis ES 1013 38,7 (CENIT et al., 2012) 
 Saudáveis 1369 39,3 
Coreanos LES 300 42,8 (JEON et al., 2013) 
 Saudáveis 299 44,5  
Chineses Câncer gástrico 473 40,9 (ZHANG, J. Z. et al., 2017) 
 Saudáveis 474 43,9  
Poloneses Esquizofrenia  39,0 (KAPELSKI et al., 2015) 
 Saudáveis  33,2 
LEGENDA: Em negrito, dados obtidos neste estudo e frequências do alelo C do 

polimorfismo rs8192284 em outros estudos que estão fora do limite de 
confiança descritos na Tabela 7 para os grupos em estudo; DM1: Diabetes 
Mellitus tipo 1; IAM: infarto agudo do miocárdio; ES: esclerose sistêmica; LES: 
Lúpus eritematoso sistêmico. (dbSNP, 2018), 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/. 

Fonte: O autor (2018). 
 

 A busca de associação entre genótipos e biomarcadores foi realizada 

através de análise de variância. As análises para esse polimorfismo com os 

genótipos, concentrações séricas dos biomarcadores de ambos os grupos e 

dados clínicos dos pacientes com DM1, não mostraram associação entre o 

rs8192284 do gene da IL-6R e os biomarcadores. 

Existem muitos exemplos na literatura, sugerindo que análises 

relevantes em diferentes populações de pacientes com doenças complexas 

resultam em dados controversos, devido a interações gene-ambiente/gene-

gene ou suas diferentes origens étnicas e sua composição genética geral. 

O crescente interesse no papel do IL6-R em doenças complexas e nas 

estratégias terapêuticas que visam à via do IL6-R, destacam o valor de novos 

estudos sobre os determinantes genéticos desse gene. 
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5. CONCLUSÕES 
 

 O polimorfismo rs1946518 do gene da IL-18 não foi associado ao DM1 na 

população em estudo. 

 O polimorfismo rs1800795 do gene da IL-6 não foi associado ao DM1 na 

população em estudo; 

 O polimorfismo rs8192284 do gene IL-6R foi associado ao DM1 quando 

analisado no modelo recessivo sugerindo que a presença do alelo C 

confere maior risco à doença; 

 As frequências para os alelos raros dos polimorfismos em estudo foram, 

no geral, similares aos descritos para outras populações Européias ou 

Caucasóides e menores quando comparados a Orientais.
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ANEXO 1 – TERMO DE APROVAÇÃO DO COMITE DE ÉTICA 
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ANEXO 2 – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 
ASSINADO PELOS PARTICIPANTES DA PESQUISA 
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ANEXO 3 – QUESTIONÁRIO APLICADO AOS INDIVÍDUOS PARTICIPANTES DA 
PESQUISA 
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ANEXO 4 – PCR EM TEMPO REAL PARA O GENE IL-18 
 

Gráfico de discriminação alélica do SNP rs1946518. Em azul estão amostras 
homozigotas para o alelo T (TT); em verde, amostras heterozigotas com genótipo 
GT e em vermelho, amostras homozigotas para o alelo G (GG). 
 

 
 

 


