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Resumo 

 

 

LOPES, Patrícia Tassinari. Estudo da Associação do Polimorfismo C-

11377G do Gene da Adiponectina com Fatores de Risco para a Síndrome 

Metabólica em Indivíduos da Coorte de 1982. 2009. 42f. Trabalho de 

Conclusão de Curso – Curso de Ciências Biológicas Bacharelado. Instituto de 

Biologia. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, RS, Brasil. 

 

A adiponectina é uma proteína secretada em abundância pelo tecido 

adiposo, a qual promove maior sensibilidade tecidual à ação da insulina. O 

gene da adiponectina humana é bastante polimórfico estando localizado no 

cromossomo 3q27, em um locus associado à suscetibilidade ao Diabetes 

Mellitus tipo2 (DM2), Síndrome Metabólica (SM) e doenças cardiovasculares 

(DCV). O objetivo do estudo foi avaliar a associação do polimorfismo de 

nucleotídeo único (SNP) C-11377G do gene da adiponectina com fatores de 

risco para a SM em indivíduos pertencentes à coorte de nascimentos ocorridos 

em Pelotas no ano de 1982.  Foram analisadas 3.832 amostras de DNA 

genômico da população-alvo pela técnica de PCR-RFLP usando a enzima de 

restrição HhaI. Os produtos da reação de digestão enzimática foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose 4%, sendo a genotipagem feita 

pela leitura das bandas segundo o critério: uma banda de 251 pb 

correspondente ao homozigoto selvagem, genótipo CC; duas bandas de 137 

pb e 114 pb correspondentes ao homozigoto mutado, genótipo GG; e três 

bandas de 251 pb, de 137 pb e 114 pb, correspondentes ao heterezigoto CG. 

Os dados genéticos foram associados a dados clínicos relacionados à SM. A 

análise estatística foi realizada no programa STATA versão 10.0.  Os 

resultados obtidos no estudo demonstraram associação do genótipo GG com 

aumento da circunferência da cintura na população de adultos jovens da coorte 

de 82 (p = 0,042). Considerando que a SM é uma desordem complexa, onde 

vários polimorfismos contribuem para a sua suscetibilidade, pretende-se dar 

continuidade na identificação de outros polimorfismos e, de seus possíveis 

haplótipos, envolvidos nos mecanismos etiopatogênicos de tal síndrome. 

 

 

Palavras-chave: Adultos jovens. Diabetes Mellitus tipo 2. PCR-RFLP. 

Resistência à insulina.  
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Abstract 

 

 

LOPES, Patrícia Tassinari. Estudo da Associação do Polimorfismo C-

11377G do Gene da Adiponectina com Fatores de Risco para a Síndrome 

Metabólica em Indivíduos da Coorte de 1982. 2009. 42f. Trabalho de 

Conclusão de Curso – Curso de Ciências Biológicas Bacharelado. Instituto de 

Biologia. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, RS, Brasil. 

 

Adiponectin is an abundant protein secreted by adipose tissue that promotes 

greater sensitivity to insulin. The human adiponectin gene is very polymorphic 

and is located on chromosome 3q27, a susceptibility locus for type 2 diabetes 

mellitus (DM2), metabolic syndrome (MS) and cardiovascular diseases (CVD). 

The aim of this study was to investigate the association of single nucleotide 

polymorphism (SNP) C-11377G of the adiponectin gene with risk factors for 

metabolic syndrome in subjects from a 1982 Pelotas birth’ cohort. Genomic 

DNA of 3,832 samples was processed by PCR-RFLP using the restriction 

enzyme HhaI. The reaction products were submitted to electrophoresis on 4% 

agarose gel. Genotyping was done as follows: a band of 251 bp corresponded 

to the homozygous wild genotype CC, two bands of 137 bp and 114 bp 

corresponded to the homozygous mutant genotype GG, and three bands of 251 

bp, 137 bp and 114 bp corresponded to heterozygous. Genetic data were 

examined for analysis of the association with clinical, anthropometric and 

metabolic features related to MS. Statistical analyses were performed with 

STATA  10.0. Our results showed that GG genotype is associated with the 

increase in waist circumference (p=0,042). Considering Metabolic Syndrome as 

a complex disorder where multiple polymorphisms contribute to their 

susceptibility, we intend to continue our investigation in order to identify other 

genetic variations that participate in the pathogenic mechanisms of this 

syndrome. 

 

 

 

 

Keywords: Type 2 Diabetes Mellitus. Insulin Resistance. PCR-RFLP. Young 

adults. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A adiponectina é uma proteína secretada exclusivamente pelo tecido 

adiposo, composta por 247 aminoácidos, apresentando peso molecular de 

30kDa (ARITA et al., 1999). É uma potente sensibilizadora da ação da insulina 

nos músculos e no fígado, regulando a homeostase de energia e a tolerância à 

glicose (YAMAUCHI et al., 2001). 

A concentração plasmática de adiponectina varia inversamente com o 

peso corporal, tendo sido observado que indivíduos obesos apresentam níveis 

de adiponectina inferiores em relação a indivíduos sadios (ARITA et al., 1999). 

A presença de hipoadiponectinemia também se encontra associada a 

componentes da Síndrome Metabólica (SM) tais como: hipertensão 

(IWASHIMA et al. 2004), dislipidemia (KAZUMI et al., 2004), resistência à 

insulina (ARITA et al., 1999), assim como, ao Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) 

(HOTTA et al., 2000; DUNCAN et al., 2004), e a doenças cardiovasculares 

(DCV) (KUMADA et al., 2003).  

Vários SNPs do gene que codifica a adiponectina têm sido descritos e 

associados à obesidade (HARA et al., 2002; STUMVOLL et al., 2002; 

BOUATIA-NAJI et al., 2006), a doenças cardiovasculares (QI et al., 2005), ao 

DM2 (VASSEUR et al., 2005; GU et al., 2004), à resistência insulínica (FILIPPI 

et al., 2004; VASSEUR et al, 2002) e aos níveis de adiponectina circulantes 

(HARA et al. 2002; MENZAGHI et al., 2002; POLLIN et al., 2005; HEID et al., 

2006; QI et al., 2006). 

Considerando os relatos da literatura, pode-se observar que conforme 

a população de estudo existe variação no alelo de risco, o que sugere que 

fatores ambientais e o background genético dos indivíduos interfiram nessa 

associação entre genes e doença (FILIPPI et al., 2004; POLLIN et al., 2005). 

Portanto, o presente estudo espera contribuir para a identificação de um 

possível alelo de risco para a SM numa amostra de indivíduos nascidos nos 

hospitais da cidade de Pelotas, RS, Brasil, os quais pertencem ao estudo de 

coorte de 1982 (VICTORA et al., 2003). A importância de ter como base um 

estudo do ciclo vital reside no fato de que tal metodologia permite estudar a 
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influência de exposições precoces sobre a determinação das doenças na vida 

adulta.  

É importante salientar ainda que a SM, a DM2, a obesidade e as 

doenças cardiovasculares acometem uma parcela significativa da população 

mundial (aproximadamente 3%), segundo a Organização Mundial de Saúde 

(OMS), comprometendo a produtividade, a qualidade de vida e a sobrevida dos 

indivíduos. É, portanto, de grande interesse para o meio científico e para a 

formação de políticas públicas de saúde que se realizem estudos acerca do 

tema, visando reconhecer precocemente os fatores que põem em risco à saúde 

dos indivíduos, com o objetivo de aumentar a qualidade de vida da população, 

e diminuir o encargo econômico para o indivíduo e para a sociedade. 
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2 OBJETIVO 

 

 

O objetivo do trabalho foi estudar o polimorfismo de nucleotídeo único 

(SNP) C-11377G do gene da adiponectina em indivíduos pertencentes à coorte 

de nascimentos ocorridos em Pelotas no ano de 1982, RS, Brasil. 

 

Objetivos específicos: 

  

 Descrever a freqüência alélica do SNP C-11377G do gene da 

adiponectina em indivíduos da coorte de 1982; 

 

 Descrever frequência genotípica do SNP C-11377G do gene da 

adiponectina em indivíduos da coorte de 1982; 

 

 Avaliar a presença de associação entre os dados genéticos 

encontrados com os dados clínicos disponíveis nos bancos de 

dados da coorte de 1982, tais como: circunferência da cintura, 

IMC, pressão sistólica média, pressão diastólica média, 

colesterol-HDL, triglicerídeos e glicemia da polpa digital. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

O tecido adiposo, reconhecido como o maior depósito para 

armazenamento de energia, é também um importante órgão endócrino, 

secretando uma variedade de proteínas que influenciam o metabolismo 

corporal (AHIMA; FLIER, 2000). 

A adiponectina (ARITA et al., 1999) é uma proteína secretada 

exclusivamente pelo tecido adiposo, tanto marrom quanto branco, sendo 

composta por 247 aminoácidos e apresentando peso molecular de 30 kDa. É 

também conhecida como Acrp-30 (adipocyte complement-related protein of 

30kDa) (SCHERER et al., 1995), adipoQ (HU; LIANG; SPIEGELMAN, 1996), 

Apm1 (Adipose Most Abundant Gene Transcript 1) (MAEDA et al., 1996) e 

GBP28 (gelatin-binding protein of 28kDa) (NAKANO et al., 1996). A 

adiponectina é uma potente sensibilizadora da ação da insulina nos músculos e 

no fígado (OUCHI et al., 1999), regulando a homeostase de energia e a 

tolerância à glicose (YAMAUCHI et al., 2001), além de possuir propriedades 

vasodilatadoras (OUCHI et al., 2003), antiaterogênicas (BRÅKENHIELM et al., 

2004) e antiinflamatórias (SCHULZE et al.,  2004). 

A estrutura da adiponectina consiste em uma seqüência amino-

terminal, uma região variável, um domínio de colágeno, e um domínio carboxi-

terminal globular. Uma vez sintetizada, a adiponectina humana sofre 

modificações pós-translacionais, de hidroxilação e de glicosilação, podendo se 

apresentar sob oito isoformas, de monômeros a oligômeros, sendo seis dessas 

formas glicosiladas (WANG et al., 2002). Estudos sugerem que essas 

modificações pós-translacionais sejam necessárias para otimizar a atividade 

biológica da adiponectina, sendo provável que interações envolvendo ambos 

os domínios, globular e de colágeno, sejam importantes para assegurar a 

estabilidade e atividade das formas multiméricas (CHANDRAN et al., 2003). As 

formas básicas da adiponectina associam-se fortemente através de seus 

domínios globulares, formando trímeros. Formas monoméricas não são 

observadas na circulação, e parecem ficar confinadas nos adipócitos. Já as 

formas oligoméricas, principalmente trímeros e hexâmeros associados através 
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de seus domínios de colágeno, são encontradas na corrente sanguínea (BERG 

et al., 2002). 

O domínio globular da adiponectina tem se mostrado mais potente do 

que a forma completa em amenizar a hiperglicemia e a hiperinsulinemia em 

formas genéticas, ou induzidas por dieta, de obesidade em ratos (YAMAUCHI 

et al., 2001). 

A cristalografia de raios-X do domínio globular da adiponectina também 

revela uma forte homologia de sua estrutura com a do TNF-α (fator de necrose 

tumoral-alfa), também secretado pelo tecido adiposo, sugerindo uma ligação 

evolutiva entre o TNF-α e adiponectina (BERG et al., 2002). O TNF-α diminui a 

atividade da tirosina-quinase nos receptores de insulina, e sua superprodução 

pelo tecido adiposo tem sido demonstrada no desenvolvimento de resistência à 

insulina (HOTAMISLIGIL et al., 1994). 

A concentração plasmática da maioria das proteínas produzidas pelo 

tecido adiposo se encontra aumentada na obesidade devido ao aumento da 

massa de gordura corporal. Um exemplo é a leptina, cuja concentração 

plasmática aumenta quando aumenta o IMC (HOSODA et al., 1996). Em 

relação à concentração plasmática de adiponectina, foi observado que 

indivíduos obesos apresentam níveis de adiponectina inferiores em relação a 

indivíduos sadios (3,7 mg/mL versus 8,9 mg/mL, respectivamente;p < 0,0001) 

(ARITA et al., 1999).  

Os níveis de adiponectina se encontram diminuídos também na 

Síndrome Metabólica (SM), no Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (HOTTA et al., 

2000; DUNCAN et al., 2004), nas doenças cardiovasculares (DCV) (KUMADA 

et al., 2003), na hipertensão (IWASHIMA et al. 2004), e em quadros de 

dislipidemia (KAZUMI et al., 2004). 

Em 1988, Reaven descreveu a Síndrome X a partir da observação de 

que vários fatores de risco para doenças cardiovasculares, por exemplo, 

dislipidemia, hipertensão e hiperglicemia, comumente se apresentavam em 

conjunto. A Síndrome X também é chamada de Síndrome Metabólica. O III 

Painel de Tratamento do Adulto do Programa Nacional de Educação em 

Colesterol descreve o termo Síndrome metabólica reconhecendo o fato de que 

a resistência à insulina é um mecanismo central na fisiopatologia  dessa 
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síndrome (THIRD REPORT OF THE NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION 

PROGRAM’ADULT TREATMENT PANEL III, 2002). 

O diagnóstico da SM é dado pela presença de pelo menos três das 

seguintes características: circunferência da cintura (uma medida de obesidade 

abdominal) ˃102cm no homem e ˃88cm na mulher; taxa de triglicerídeos 

≥150mg/dL; taxa de colesterol-HDL <40mg/dL nos homens e <50mg/dL nas 

mulheres; pressão arterial elevada (≥130/ ≥85mm Hg) e glicose de jejum 

≥110mg/dL (THIRD REPORT OF THE NATIONAL CHOLESTEROL 

EDUCATION PROGRAM’ADULT TREATMENT PANEL III, 2002). 

A SM parece ter três categorias etiológicas potenciais: obesidade e 

distúrbios do tecido adiposo, resistência à insulina (uma insensibilidade tecidual 

à insulina) e uma constelação de fatores independentes que são mediadores 

de alterações específicas da SM, como por exemplo, moléculas de origem 

hepática, vascular e imunológica, as quais têm sido implicadas nos 

mecanismos patogênicos dessa síndrome. DCV são descritas como o desfecho 

primário da SM, mas é conhecido que o risco para o DM2 aumenta em pessoas 

com SM. Foi observado ainda que a maioria das pessoas que apresenta 

resistência insulínica tem risco aumentado para o DM2. Além disso, quando a 

DM2 se torna clinicamente aparente, o risco de desenvolver DCV aumenta de 

forma drástica (GRUNDY et al., 2004a). Em conclusão, pode-se observar que 

existem estreitas relações entre SM, DM2 e DCV. 

O Diabetes Mellitus, segundo a Associação Americana de Diabetes 

(2006), é definido como uma doença de etiologia múltipla decorrente da falta de 

insulina e/ou da incapacidade da insulina de exercer adequadamente seus 

efeitos. É caracterizado por hiperglicemia crônica com distúrbios do 

metabolismo de carboidratos, lipídios e proteínas devido à deficiência da ação 

da insulina nos tecidos alvos. 

O DM2 resulta de uma combinação da resistência insulínica com uma 

resposta compensatória inadequada na secreção de insulina. É uma doença de 

etiologia múltipla caracterizada por hiperglicemia crônica com distúrbios do 

metabolismo dos carboidratos, lipídios e proteínas. Esse é o tipo mais comum 

de diabetes, acometendo 90-95% dos diabéticos, e é também conhecido como 

diabetes do adulto ou diabetes não insulino-dependente (AMERICAN 
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DIABETES ASSOCIATION, 2006). Pacientes com DM2 são na maioria obesos, 

e essa obesidade lhes provoca um certo grau de resistência à insulina. Nos 

DM2 não obesos é provável que ocorra um aumento na porcentagem de 

massa de gordura corporal distribuída predominantemente na região 

abdominal. O risco de desenvolver DM2 aumenta com a idade, com a 

obesidade e com a falta de atividade física, sendo fortemente associado com 

fatores genéticos (hereditariedade). Frequentemente, o DM2 se estabelece de 

forma silenciosa por vários anos. Isso é decorrente do fato da glicemia sofrer 

alterações graduais e da hiperglicemia não ser tão severa nos primeiros 

estágios a ponto do paciente perceber os sintomas clássicos (AMERICAN 

DIABETES ASSOCIATION, 2006). 

O mecanismo central para o desenvolvimento da SM e do DM2 é 

apontada como sendo a resistência insulínica (GRUNDY et al., 2004b). 

Estudos genéticos e epidemiológicos sugerem fortemente que a resistência 

insulínica é, pelo menos em parte, determinada geneticamente (FILIPPI et a.l, 

2004). 

A insulina regula a secreção de várias proteínas produzidas pelo tecido 

adiposo. Níveis elevados de insulina em diabéticos podem ser responsáveis 

pelo decréscimo da concentração plasmática de adiponectina, conforme 

demonstrado por Hotta et al. (2000).  

O gene da adiponectina consiste em três éxons e dois introns e 

localiza-se no cromossomo 3q27, em um locus associado ao DM2 (VIONNET 

et al., 2000) e à SM (KISSEBAH et al., 2000; KYRIAKOU et al., 2008).  

O tipo mais comum de variação genética entre as pessoas é o 

Polimorfismo de Nucleotídeo Único (SNP). Trata-se da variação de apenas um 

nucleotídeo na seqüência de DNA do genoma de uma espécie, ou entre 

indivíduos (BROOKS, 1999). Variações de nucleotídeo único no gene da 

adiponectina podem determinar alterações nos níveis circulantes da proteína 

em algumas populações, mas não em outras (POLLIN et al.,2005), o que 

chama a atenção para diferenças na regulação gênica entre as populações 

(FILIPPI et al., 2004). 
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Vários SNPs do gene que codifica a adiponectina, têm sido descritos e 

associados a várias doenças. 

Stumvoll et al  (2002) demonstraram que o alelo G do SNP T45G, em 

alemães caucasianos sem história familiar de pré-disposição para DM2, 

aumenta o risco para obesidade, e secundariamente para a resistência 

insulínica. Da mesma forma foi demonstrado que o genótipo GG para o SNP 

T45G foi associado ao aumento do peso corporal, aumento da medida da 

circunferência da cintura e aumento de novos casos de hiperglicemia numa 

população francesa acompanhada pelo período de 3 anos (FUMERON et al., 

2004). Esses resultados são concordantes com o risco aumentado para o DM2 

descrito em japoneses de peso normal portadores do alelo G nos SNPs T45G e 

G276T (HARA et al.,2002).  

Por outro lado, o alelo T para o SNP G276T foi associado à resistência 

insulínica em uma população italiana (FILIPPI et al., 2004), enquanto em uma 

população americana o mesmo alelo foi associado a um risco 

significativamente reduzido para doenças cardiovasculares (QI et al., 2006). 

No trabalho de Vozarova de Courten et al. (2005) realizado com  índios 

Pima, que pertencem a uma população caracterizada por alta prevalência de 

DM2, os polimorfismos do gene da adiponectina investigados não se 

mostraram associados com níveis de adiponectina, resistência à insulina, DM2 

ou obesidade.  

Em relação ao SNP C-11377G da região promotora do gene da 

adiponectina, foco de interesse do presente estudo, existem alguns dados na 

literatura. O alelo -11377G foi associado à baixos níveis de adiponectina, 

enquanto o alelo -11377C foi associado com níveis aumentados de 

adiponectina circulante numa população francesa (VASSEUR et al., 2005).  

Em outro estudo realizado com crianças e adultos franceses, o alelo -

11377C foi considerado alelo de risco tanto para obesidade infantil, como para 

a adulta (BOUATIA-NAJI et al., 2006). De forma concordante, a presença do 

alelo C foi associada com maior IMC em pacientes suecos caucasianos com 

DM2 (GU et al., 2004). 

Em contrapartida a presença do alelo G do SNP C-11377G foi 

associada a taxas aumentadas de glicose de jejum, insulina de jejum, e 
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triglicerídeos, assim como, a baixos níveis de adiponectina em italianos 

(PETRONE et al., 2006). Em estudo comparando indivíduos negros sul 

africanos, hispânicos cubanos e brancos alemães foi observado que o genótipo 

GG do SNP -11377 foi associado ao aumento de risco para o DM2 somente em 

cubanos (SCHWARZ et al., 2009).  

Conforme acima exposto, foram encontradas evidências da relação do 

SNP C-11377G do gene da adiponectina com características clínicas 

associadas a SM e DM2. Porém, são conflitantes os dados da literatura na 

caracterização do alelo de risco do SNP C-11377G.  

O estudo da coorte de 1982 representa um estudo de Ciclo Vital, onde 

foram incluídos todos os indivíduos nascidos nos hospitais da cidade de 

Pelotas, RS, Brasil, no ano de 1982, num total de 5.914 crianças nascidas 

vivas. Até 2004-2005 foram realizados oito acompanhamentos desses 

indivíduos sob a coordenação geral dos professores Cesar Victora e Fernando 

Barros do Centro de Pesquisas Epidemiológicas da Universidade Federal de 

Pelotas (VICTORA et al., 2003). A partir desses estudos de acompanhamento 

foram obtidas diferentes informações clínicas, antropométricas, demográficas, 

socio-econômicas, comportamentais, entre outras. Estudos do ciclo vital são 

importantes porque permitem acompanhamentos em diferentes etapas ao 

longo da vida dos indivíduos, dando condições de se investigar a influência de 

exposições precoces sobre a determinação de doenças crônicas que ocorrem 

na vida adulta.  

Para concluir cabe salientar ainda que, a Síndrome Metabólica, o 

Diabetes Mellitus tipo 2, a obesidade e as doenças cardiovasculares acometem 

uma parcela significativa da população mundial, segundo a Organização 

Mundial de Saúde (OMS), comprometendo a produtividade, a qualidade de vida 

e a sobrevida dos indivíduos. É, portanto, de grande interesse para o meio 

científico e para a geração de políticas públicas de saúde que se realizem 

estudos acerca do tema, visando reconhecer precocemente os fatores que 

põem em risco à saúde dos indivíduos, a fim de aumentar a qualidade de vida 

da população, e diminuir o encargo econômico para o indivíduo e para a 

sociedade. 
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4 METODOLOGIA 

 

 

O presente estudo foi realizado na cidade de Pelotas, RS, Brasil, no 

laboratório de Fisiologia Molecular pertencente ao Departamento de Fisiologia 

e Farmacologia, do Instituto de Biologia/Universidade Federal de Pelotas 

(UFPel), durante o período de Julho de 2008 a Dezembro de 2009. 

Esse estudo faz parte do projeto intitulado “Associação de 

polimorfismos do gene da adiponectina com fatores de risco para Síndrome 

Metabólica em indivíduos da coorte de 1982”, o qual foi aprovado pelo Comitê 

de Ética da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas, e 

registrado no Conselho Coordenador de Ensino, Pesquisa e Extensão 

(COCEPE) sob o código 4.06.01.143. Cada participante da coorte assinou um 

termo de consentimento livre e pré-informado autorizando as análises 

propostas (Anexo 1).  

 A população de estudo compreendeu 3.832 indivíduos 

pertencentes à coorte de 1982 e que participaram da última etapa de 

acompanhamento ocorrida em 2004-2005, onde doaram sangue para obtenção 

de soro e DNA. O DNA genômico foi extraído a partir de leucócitos de sangue 

venoso periférico, segundo o protocolo de Miller et al. (1988), e armazenado 

em 3 alíquotas, uma em freezer -80°C e, duas em freezer – 20°C, formando o 

Banco de DNA da coorte de 82.  

As amostras de DNA genômico dessa população foram submetidas à 

técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) seguida da avaliação de 

polimorfismos no comprimento do fragmento obtido após restrição enzimática 

(RFLP) (Polimerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length 

Polymorphism), com a finalidade de analisar o polimorfismo de nucleotídeo 

único C-11377G da região promotora do gene da adiponectina.  

A reação de PCR utilizando oligonucleotídeos iniciadores específicos 

(primers), primer forward (ACTTGCCCTGCCTCTGTCTG) e reverse 

(GCCTGGAGAACTGGAACGTG), da empresa Invitrogen, foi padronizada em 

35 ciclos com a temperatura de anelamento de 57°C, sendo amplificada uma 

sequência de 251 pb.  
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A reação de PCR, num volume total de 35uL por amostra,  foi realizada 

da seguinte forma: 

 26,8uL de Água Milli-Q; 

 3,5uL de Tampão; 

 1,05uL de MgCl; 

 0,7uL de DNTPs; 

 0,7uL de Primer F; 

 0,7uL de Primer R; 

 0,55uL de Taq polimerase; 

 1,0uL de DNA. 

A reação de restrição enzimática com a enzima HhaI (5’...GCG’C...3’) 

da empresa New England Biolabs foi padronizada a 37°C durante 2h, seguida 

de uma etapa de inativação da enzima a 65°C por 20 minutos. 

Essa reação, num volume final de 20,0uL por amostra, foi feita com os 

seguintes reagentes: 

 3,2uL de Água Milli-Q; 

 1,2uL de Tampão da enzima; 

 0,6uL de Enzima (HhaI); 

 15,0uL de produto de PCR. 

Considerando que as enzimas de restrição são sensíveis à temperatura 

de armazenamento, em nosso laboratório tivemos o cuidado de só retirar a 

enzima do freezer –20ºC no momento da preparação da mistura dos 

reagentes, sendo imediatamente devolvida para seu local de armazenamento. 

As reações foram realizadas usando o tampão da enzima fornecido 

pelo fabricante e o tempo de digestão adotado foi sempre superior ao mínimo 

recomendado. 

A corrida eletroforética, na voltagem de 125 mV durante 1h20min, foi 

realizada em gel de agarose 2% para analisar os produtos da reação de PCR e 

gel 4% para os produtos da reação de restrição enzimática. O corante 

intercalante utilizado foi o Gel Red®. As bandas foram visualizadas por um 

sistema de captação de imagem acoplado a um transiluminador (Fig. 1). 

 A genotipagem foi feita da seguinte forma: uma banda de 251 pb 

correspondente ao homozigoto selvagem, genótipo CC; duas bandas de 137 
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pb e 114 pb correspondentes ao homozigoto mutado, genótipo GG; e três 

bandas de 251 pb, de 137 pb e 114 pb correspondentes ao heterozigoto (Fig. 

2). 

Os dados genéticos foram associados às seguintes variáveis: glicemia 

da polpa digital, triglicerídeos, colesterol - HDL, pressão sistólica média, 

pressão diastólica média, circunferência da cintura e índice de massa corporal. 

As medidas das variáveis de interesse foram provenientes do banco de dados 

da coorte de 1982, onde foi registrado perdas na obtenção de medidas das 

variáveis, computando-se um total de 3.701 medidas de glicemia da polpa 

digital; 3.821 medidas de triglicerídeos e de colesterol-HDL; 3.826 medidas de 

pressão sistólica média e de pressão diastólica média; e 3.822 e 3.824 de 

medidas de circunferência da cintura e de IMC, respectivamente. 

Os dados genéticos foram digitados em bancos duplicados usando o 

programa EPINFO STATCALC. A seguir foi feita a comparação (merge) dos 

bancos e obtenção de um banco final corrigido pelo programa EPIDATA. Na 

análise estatística dos dados foi usado o Teste do Qui-quadrado (2), a fim de 

se analisar a distribuição dos genótipos na população, e a análise da variância 

(ANOVA) usando o programa STATA versão 10.0.  

 

 

 

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos 
da reação de PCR, onde foram obtidas sequências 
amplificadas de 251 pb do gene da adiponectina (M= 
marcador de peso molecular ladder 100 pb). 

 

 

M 
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Figura 2: Eletroforese em gel de agarose 4% da reação de 
PCR-RFLP, onde são visualizados fragmentos 
correspondentes aos genótipos CC, CG e GG do SNP C-
11377G do gene da adiponectina (M= marcador de peso 
molecular ladder 100 pb).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M 

CG     GG      CC 
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5 RESULTADOS 

 

 

Foram processadas 3.832 amostras de DNA genômico da população-

alvo, as quais foram submetidas à técnica de PCR-RFLP. De todas as 

amostras analisadas, somente três delas apresentaram resultados negativos 

para a reação de amplificação, provavelmente por degradação da amostra de 

DNA. Uma das amostras teve de ser retirada do banco, pois foi constatado, 

posteriormente, que o indivíduo não pertencia à coorte de 1982. O total de 

amostras analisado foi, portanto, de 3.828 indivíduos. 

A distribuição dos genótipos relativos ao SNP C-11377G da região 

promotora do gene da adiponectina, na população estudada, encontra-se em 

Equilíbrio de Hardy-Weinberg (2= 3,314; p<0,05), com C sendo o alelo de 

maior frequência (0,76%), também dito alelo selvagem e, G o alelo de menor 

frequência (0,24%), ou alelo mutado (Fig. 3). A freqüência genotípica 

observada na população de estudo foi de 57,9% para o genótipo CC, de 36,9% 

para o genótipo CG e de 5,2% para o genótipo GG (Fig. 4). 

Ainda foi feita a análise da frequência genotípica estratificada por sexo 

na população-alvo. De um total de 1.922 homens, observou-se que 57,3% 

apresentaram genótipo CC; 37,4% genótipo CG; e 5,3% genótipo GG. Dentre 

as mulheres 58,6% apresentaram genótipo CC; 36,5% genótipo CG; e 4,9% 

genótipo GG, de um total de 1.906 mulheres (Fig. 5). 
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Figura 3: Frequência alélica do SNP C-11377G 

do gene da adiponectina em 3.828 indivíduos da 

coorte de 1982. 

 

 

 

 
Figura 4: Frequência genotípica do SNP C-
11377G do gene da adiponectina em 3.828 
indivíduos da coorte de 1982. 
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Figura 5: Análise estratificada por sexo da distribuição dos genótipos 
do SNP C-11377G do gene da adiponectina entre homens (n=1.922) 
e mulheres (n=1906) da coorte de 1982. 

 

 

Dados genéticos da coorte de 1982 foram associados às seguintes 

variáveis clínicas: glicemia da polpa digital, triglicerídeos, colesterol-HDL, 

pressão sistólica, pressão diastólica, circunferência da cintura e IMC (Tab. 1). 

Os resultados apontaram o genótipo GG no SNP C-11377G associado 

ao aumento da circunferência da cintura (CC = 78,22 ± 10,78; CG = 78,02 ± 

10,88; GG = 80,11 ± 11,91; p= 0,042) nos indivíduos da coorte de 1982. Foi 

também observado que os níveis de triglicerídeos e o IMC dos indivíduos GG 

são  maiores, porém sem representar uma diferença significativa entre os 

outros genótipos (p= 0,830 e 0,523, respectivamente). Por outro lado, o SNP C-

11377G não foi associado a nenhuma das demais variáveis de interesse 

investigadas.  

Na análise estratificada por sexo, não foi observada associação 

significativa entre o SNP C-11377G e as variáveis investigadas (Tab. 2).  
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Tabela 1: Comparação das médias das variáveis clínicas entre os três 
genótipos CC, CG e GG do SNP C-11377G do gene da adiponectina em 
indivíduos da coorte de 1982. 

 

Variáveis 

Clínicas 

Média (±DP) P 

 CC 

(n=2218) 

CG 

(n=1414) 

GG 

(n=196) 

 

Glicemia da Polpa 

Digital (mg/dL) 

97,43 

(±15,45) 

96,86 

(±14,58) 

98,36  

(±14,83) 

0,320 

Triglicrídeos 

(mg/dL) 

106,17 

(±68,90), 

106,98 

(±70,00) 

109,10 

(±74,76) 

0,826 

Colesterol-HDL 

(mg/dL) 

55,66 

(±13,26) 

55,25 

(±12,47) 

54,98  

(±13,35) 

0,561 

Pressão Sistólica 

Média (mmHg) 

117,60 

(±14,98) 

117,0 

(±14,77) 

116,60  

(±16,76) 

0,397 

Pressão 

Diastólica Média 

(mmHg) 

73,49 

(±11,55) 

73,19 

(±11,12) 

73,21  

(±12,24) 

0,729 

Circunferência da 

Cintura (cm) 

78,22 

(±10,79) 

78,02 

(±10,89) 

80,11 

(±11,91) 

0,042 

IMC (Kg/m2) 23,70 

(±4,35) 

23,63 

(±4,41) 

24,01 

(±4,39) 

0,523 
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Tabela 2: Comparação das médias das variáveis clínicas em homens e 
mulheres da coorte de 1982 distribuídos segundo os genótipos CC, CG e GG 
do SNP C-11377G do gene da adiponectina. 
 

Variáveis 

Clínicas 

 Média (±DP) p 

  CC CG GG  

Glicemia da 

Polpa Digital 

(mg/dL) 

Homens 

 

Mulheres 

 

100,22 

(±16,33) 

94,73 

(±14,02) 

99,25 

(±14,60) 

94,40 

(±14,15) 

99,26 

(±14,68) 

97,38 

(±15,01) 

 0,418 

 

0,162 

Triglicrídeos 

(mg/dL) 

Homens 

 

Mulheres 

113,82 

(±77,39) 

98,63 

(±58,44) 

119,61 

(±83,01) 

93,96 

(±50,22) 

119,04 

(±91,04) 

98,08 

(±49,22) 

0,302 

 

0,210 

Colesterol-

HDL (mg/dL) 

Homens 

 

Mulheres 

51,61 

(±11,47) 

59,63 

(±13,68) 

51,33 

(±10,45) 

59,28 

(±13,08) 

52,72 

(±12,94) 

57,48 

(±13,42) 

0,485 

 

0,318 

Pressão 

Sistólica 

(mmHg) 

Homens 

 

Mulheres 

123,63 

(±14,26) 

111,65 

(±13,19) 

123,03 

(±14,33) 

110,79 

(±12,47) 

122,91 

(±15,98) 

109,59 

(±14,75) 

0,650 

 

0,178 

Pressão 

Diastólica 

(mmHg) 

Homens 

 

Mulheres 

75,63 

(±11,80) 

71,38 

(±10,90) 

75,23 

(±11,31) 

71,06 

(±10,51) 

75,94 

(±12,07) 

70,17 

(±11,75) 

0,744 

 

0,530 

Circunferência 

da Cintura 

(cm) 

Homens 

 

Mulheres 

80,72  

(±9,8) 

75,76 

(±11,11) 

80,81 

(±10,35) 

75,14 

(±10,67) 

80,63 

(±11,39) 

77,31 

(±11,90) 

0,183 

 

0,157 

IMC (Kg/m2) Homens 

 

Mulheres 

23,76 

(±3,98) 

23,63 

(±4,69) 

23,81 

(±4,22) 

23,44 

(±4,59) 

24,04 

(±4,06) 

23,97 

(±4,73) 

0,796 

 

0,469 
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6 DISCUSSÃO  

 

 

As frequências alélicas e genotípicas para o SNP C-11377G do gene 

da adiponectina descritas no presente estudo foram semelhantes às descritas 

em outras populações (BOUATIA-NAJI et al., 2006; JANG et al., 2008).  

A associação significativa do genótipo GG do SNP C-11377G com 

aumento da medida da circunferência da cintura sugere que os indivíduos 

homozigotos GG apresentam maior predisposição à obesidade abdominal, um 

importante fator de risco para a Síndrome Metabólica.  

Nosso achado é concordante com os estudos que demonstraram ser o 

alelo G do SNP C-11377G associado ao aumento de risco à DM2, a baixos 

níveis de adiponectina, ao aumento das taxas de glicemia de jejum, de insulina 

de jejum e de triglicerídeos (VASSEUR et al., 2005; PETRONE et al., 2006). 

Entretanto, é discordante daqueles estudos que demonstraram uma 

associação do alelo C com fatores de risco para a SM, como o realizado por 

Gu et al. (2004) que identificou uma associação do alelo C com aumento do 

IMC, assim como, aquele realizado por Bouatia-Naji et al. (2006) que associou 

o alelo C com maior risco de obesidade infantil e adulta.  

Pelo acima exposto, pode ser observado que, a literatura sobre o tema 

é escassa e, entre os poucos estudos publicados, não há reprodutibilidade de 

resultados. Não há uma concordância em relação ao alelo de risco presente no 

SNP C-11377G do gene da adiponectina. Uma das prováveis causas dessa 

discrepância é decorrente das diferenças no background genético das 

populações estudadas.  

Outro aspecto importante a destacar é o fato de que a coorte de 1982 é 

constituída por adultos que, na época do último acompanhamento, tinham 22-

23 anos de idade. Essa é uma população jovem comparada àquelas 

investigadas em outros estudos, cuja média de idade é superior a 40 anos. É 

possível que o maior número de associações descritas em populações mais 

velhas seja decorrente do fato de que fatores de risco aumentam com a idade.  

Por outro lado, é preciso chamar a atenção que já foi descrita uma 

prevalência de Síndrome Metabólica da ordem de 7,8%, segundo os critérios 
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do NCEP-ATPIII, numa sub-amostra de 1.400 adultos jovens da coorte de 

1982. Além disso, a obesidade foi apontada como o principal fator de risco para 

a SM, principalmente entre os homens com sobrepeso e obesos (SILVEIRA, 

2008).  

Por fim, cabe salientar que em doenças complexas estão envolvidos 

muitos genes, os quais contribuem com pequena fração da suscetibilidade à 

doença. Além disso, fatores ambientais podem modificar a interação gene-

doença.  

Portanto, pretendemos dar continuidade ao estudo investigando outros 

polimorfismos do gene da adiponectina, bem como, avaliando os seus 

haplótipos, com a finalidade de identificar marcadores genéticos associados à 

Síndrome Metabólica em uma população de adultos jovens brasileiros.   
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7 CONCLUSÕES 

 

 

A frequência alélica do SNP C-11377G da região promotora do gene 

da adiponectina, descrita na amostra de 3.828 indivíduos da coorte de 1982, 

Pelotas-RS, foi demonstrada ser de 0,76 para o alelo C (selvagem) e 0,24 para 

o alelo G (mutado). 

A frequência de distribuição dos genótipos do SNP C-11377G da região 

promotora do gene da adiponectina, descrita na amostra de 3.828 indivíduos 

da coorte de 1982, Pelotas-RS, foi demonstrada ser de: 57,9% para o 

homozigoto GG; 36,9% para o heterozigoto CG; e 5,2% para o homozigoto GG. 

A distribuição dos genótipos do SNP C-11377G da região promotora do 

gene da adiponectina, na população estudada, encontra-se em Equilíbrio de 

Hardy-Weinberg. 

A frequência de distribuição dos genótipos do SNP C-11377G da região 

promotora do gene da adiponectina, descrita na amostra de 1.921 homens 

pertencentes à coorte de 1982, Pelotas-RS, foi demonstrada ser de: 57,3% 

para o homozigoto CC; 37,4% para o heterozigoto CG; e 5,3% para o 

homozigoto GG. 

A frequência de distribuição dos genótipos do SNP -C11377G da região 

promotora do gene da adiponectina, descrita na amostra de 1.906 mulheres 

pertencentes à coorte de 1982, Pelotas-RS, foi demonstrada ser de 58,6% para 

o homozigoto CC; 36,5% para o heterozigoto CG; e 4,9% para o homozigoto 

GG. 

O genótipo GG do SNP C-11377G apresentou associação significativa 

com o aumento da circunferência da cintura (p= 0,042) na amostra estudada 

que incluiu indivíduos da coorte de 1982,  Pelotas, RS. 
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ANEXO 1: Termo de consentimento livre e pré-informado 

Universidade Federal de Pelotas 

Faculdade de Medicina 

Departamento de Medicina Social 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E PRÉ-INFORMADO 

Investigador responsável: Dr. Cesar Gomes Victora 
Departamento de Medicina Social-UFPel 

 

Concordo em participar do estudo “Saúde dos Jovens Nascidos em Pelotas, RS, em 1982”. 
Estou ciente de que todas as pessoas nascidas em Pelotas, em 1982, e que residam na 
cidade participarão voluntariamente do estudo. 

PROCEDIMENTOS: Fui informado que será coletada uma amostra do meu sangue 
utilizando material estéril e descartável no procedimento de coleta. No meu sangue será 
medido o nível de glicose, além de ser extraído DNA das células do meu sangue. O DNA e o 
sangue serão armazenados em um arquivo, devidamente cadastrados e mantidos pelo 
Centro de Epidemiologia da UFPel, para que no futuro possam ser analisados com o 
objetivo de se estudar as doenças mais comuns na nossa população. Será também 
verificado qual é o grupo sanguíneo do meu sangue. Fui informado que as informações 
referentes ao meu DNA e ao meu sangue não serão repassadas a outras pessoas sem a 
minha autorização. 

RISCOS E POSSÍVEIS REAÇÕES À COLETA DE SANGUE: Fui informado de que a coleta 

de sangue será realizada com material descartável, portanto, sem riscos de contaminação. 
Também fui avisado que em algumas pessoas, pode aparecer algum ematoma que 
desaparecerá no prazo máximo de uma semana. 

BENEFÍCIOS: Os resultados dos exames de glicose e tipagem sanguínea serão fornecidos 

por escrito logo após sua realização, ainda na minha presença. 

PARTICIAPÇÃO VOLUNTARIA: Como já me foi dito, minha participação nesse estudo será 
voluntária, e poderei interrompê-la a qualquer momento. 

DESPESAS: Eu não terei que pagar por nenhum dos procedimentos. 

CONFIDENCIALIDADE: Estou ciente que minha identidade permanecerá confidencial 
durante todas as etapas do estudo. 

CONSENTIMENTO: Recebi claras explicações sobre o estudo, todas registradas nesse 
formulário de consentimento. Os investigadores do estudo responderam a todas as minhas 
perguntas até minha completa satisfação. Portanto, estou de acordo em participar o estudo. 
Este formulário de consentimento pré-informado será assinado por mim e arquivado pela 
instituição responsável pela pesquisa. 

ASSINATURA:______________________________________________________________ 

DATA: ___/___/2005 

DECLARAÇÃO DE RESPONSABILIDADE DO INVESTIGADOR: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e 
benefícios deste estudo. Coloquei-me à disposição para perguntas e as respondi em sua totalidade. 
O jovem compreendeu minha explicação e aceitou, sem imposições, assinar este consentimento. 

 

ASSINATURA DO INVESTIGADOR: 

 

 


