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1) INTRODUÇÃO 
  

A Adiponectina é uma proteína secretada pelo tecido adiposo que regula a 
sensibilidade tecidual à insulina (Arita et al., 1999), diminui os níveis plasmáticos de 
ácidos graxos livres e de triglicerídeos no músculo e no fígado (Fruebis et al., 2001), 
além de apresentar efeitos supressores sobre a aterogênese. O gene que codifica 
para essa proteína foi identificado e está localizado no cromossomo 3q27 (Schaffler 
et al., 1998). 

A relação da adiponectina com doenças metabólicas foi fortalecida pelo 
mapeamento de um locus para suscetibilidade à diabetes (Takahashi et al., 2000), 
doenças coronárias (Francke et al., 2001) e acúmulo de tecido adiposo (Kissebah et 
al, 2000) no mesmo cromossomo onde se encontra o gene da adiponectina. Além 
disso, os níveis plasmáticos de adiponectina são menores em pessoas obesas ou 
com diabetes tipo 2, quando comparadas a uma população controle (Arita et al., 
1999).  

Estudos genéticos envolvendo o gene da adiponectina têm focado sua 
atenção em diferentes Polimorfismos de Nucleotídeo Único (SNPs). Entre eles, o 
SNP T45G (localizado no éxon 2) e o SNP G276T (localizado no intron 2) estão 
significantemente associados com diabetes tipo 2 em japoneses com sensibilidade 
reduzida à insulina (Hara et al., 2002). Em caucasianos não diabéticos de 
descendência alemã e sem história familiar de diabetes, o SNP T45G foi associado 
a um risco aumentado para o desenvolvimento de obesidade e, secundariamente, 
para a resistência à insulina (Stumvoll et al., 2002). Da mesma forma, num estudo 
de haplótipos envolvendo os SNPs T45G e G276T realizado em italianos 
caucasianos não diabéticos foi observada uma associação com resistência à 
insulina e obesidade (Menzaghi et al., 2002). 

Outros SNPs estudados no gene da adiponectina são o -11377 e o -11391, 
localizados na região promotora do gene, os quais correspondem a troca de uma 



base C por uma base G e de uma G por uma base A, respectivamente. Em 
franceses, o haplótipo incluindo os SNPs -G11391A e -C11377G apresenta 
associação com os níveis de adiponectina circulante e com diabetes tipo 2 (Vasseur 
et al., 2002). Por outro lado, em chineses com diabetes tipo 2, os SNPs T45G e -
C11377G foram associados com uma maior eficácia da terapia com múltiplas doses 
de rosiglitazone, uma droga usada no tratamento da diabetes (Sun et al., 2008)  

Com isso, percebe-se que as variações no gene da adiponectina estão 
envolvidas com os mecanismos que levam ao desenvolvimento de doenças 
metabólicas e que existem diferenças nos SNPs envolvidos conforme a população 
estudada. O objetivo do trabalho foi padronizar a metodologia de PCR-RFLP para 
avaliar o SNP -C11377G do gene da adiponectina. A partir desta padronização, será 
realizado um estudo para avaliar a distribuição do SNP- C11377G em indivíduos 
pertencentes à coorte de nascimentos ocorridos na cidade de Pelotas////RS no ano de 
1982, e sua relação com fatores de risco para a Síndrome Metabólica. 
 

2) MATERIAL E MÉTODOS 
 

O trabalho foi realizado no laboratório de Fisiologia Molecular, pertencente ao 
Departamento de Fisiologia e Farmacologia do Instituto de Biologia da Universidade 
Federal de Pelotas. 

Foram utilizadas amostras de DNA pertencentes ao banco da coorte 1982 da 
cidade de Pelotas. Todos os participantes assinaram o termo de consentimento de 
coleta de sangue, no qual estava salientada a utilização das amostras em estudos 
científicos. O material genômico foi obtido a partir de leucócitos de sangue venoso 
periférico humano com base no protocolo de Miller e colaboradores (1988). 

A genotipagem do SNP -C11377G foi feita pela técnica de reação em cadeia 
da polimerase, seguida de restrição enzimática (PCR-RFLP) com utilização da 
enzima de restrição HhaI (5’...GCG∇C...3’) da empresa New England Biolabs.  

Para a padronização do PCR foram testadas diferentes concentrações de 
cloreto de magnésio (1,5µL e 1,8µL), de dNTPs (1,0µL e 1,2µL) e de primers (0,7µL 
e 1,0µL). Para a reação de digestão enzimática, testou-se a utilização de 10µL e 
15µL do produto de PCR. 

Na reação de PCR foram utilizados os primers forward 
(ACTTGCCCTGCCTCTGTCTG) e reverse (GCCTGGAGAACTGGAACGTG) na 
condição de 35 ciclos, com temperatura de anelamento de 57°C, gerando 
fragmentos de 250 pb. A digestão enzimática consistiu de 2 etapas, sendo a primeira 
uma incubação à 37°C por duas horas, seguida por uma incubação à 80°C por 20 
minutos. A verificação das reações foi feita por eletroforese em gel de agarose 2,0% 
para o PCR, e de 4,0% para a digestão enzimática. 

Um indivíduo pode apresentar os dois alelos sem a substituição do 
nucleotídeo C pelo G (genótipo homozigoto CC – 1 banda), um alelo com e outro 
sem a substituição das bases (genótipo heterozigoto CG – 3 bandas) ou, ainda, os 
dois alelos com a presença da substituição das bases (genótipo homozigoto GG – 2 
bandas).  

Após a padronização da técnica foram selecionados, de forma aleatória, 65 
indivíduos pertencentes ao banco de DNA da coorte de 1982. Os resultados obtidos 
foram analisados pelo Teste do Qui-quadrado, programa SPSS versão para 
windows 10. 
 

3) RESULTADOS E DISCUSSÃO 



 
 Através dos testes com variações nas quantidades dos reagentes, a reação 
de PCR ficou padronizada com 1,8µL de cloreto de magnésio, 1,2µL de dNTPs e 
1,0µL de primers. A reação de digestão enzimática foi padronizada com a utilização 
de 15µL de produto de PCR. A partir do estabelecimento dessas condições foi obtida 
uma boa visualização das bandas em gel de agarose, uma vez que a diferença no 
tamanho dos fragmentos é muito pequena. 
 A amostra estudada apresenta-se em Equilíbrio de Hard-Weinberg (EHW) 
(χ2= 0,022; p=0,05), com uma freqüência de 0,82 para o alelo selvagem (C) e de 
0,18 para o alelo mutado (G). Os genótipos apresentaram uma distribuição de 66% 
para o homozigoto CC, de 31% para o heterozigoto CG e de 3% para o homozigoto 
GG.  

Existem variações nas freqüências alélicas e genotípicas para o SNP -
C11377/G dentro de diferentes populações. Em Chineses não-diabéticos a 
distribuição alélica descrita é de 0,79 para o C e 0,21 para o G. Nesse mesmo 
estudo Sun et al. (2008) detectaram um aumento na freqüência dos genótipos com 
alelo mutado em indivíduos com diagnóstico de diabetes tipo 2 (CC=0,48; CG= 0,47; 
GG= 0,05). Em Coreanos, Jang et al. (2008) observaram que a presença em 
homozigose do alelo G (G=0,27) está associada aos baixos níveis de adiponectina 
circulante (CC=0,53; CG=0,40; GG=0,07). Por outro lado, Gu et al. (2004), num 
estudo realizado com a população sueca, verificaram que as freqüências alélicas 
apresentavam distribuição inversa às encontradas em outros países, sendo a 
presença do alelo C apontada como fator de risco para o desenvolvimento de 
diabetes tipo 2  . 
 

4) CONCLUSÃO 
 
 Após essa etapa inicial de padronização da técnica de PCR-RFLP, pretende-
se dar continuidade ao estudo procedendo-se a genotipagem dos indivíduos da 
coorte de 82, para que possam ser avaliadas associações do SNP -C11377G com 
componentes da Síndrome Metabólica numa amostra da população brasileira.  
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