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Resumo 
O gene UCP2 (Uncoupling Protein 2) é responsável dentre outras funções, pelo controle da respiração 
celular e produção de ATP. Polimorfismos específicos neste gene, tais como o -866G/A, podem causar 
alterações em sua expressão e alterar o funcionamento do metabolismo de lipídios e glicose no 
organismo, levando ao desenvolvimento da Diabetes tipo 2 (DM2). O objetivo deste estudo foi detectar 
se existe relação do polimorfismo -866G/A do gene UCP2 com o densenvolvimento da DM2 em 
brasileiros. Amostras de DNA foram extraídas do sangue de 24 participantes divididos em três grupos: 
indivíduos com DM2,  indivíduos com ausência de DM2 mas com casos na família e indivíduos sem 
DM2 (grupo controle). As análises de PCR e PCR-RFLP foram realizadas com as enzimas Taq DNA 
polimerase e MluI, respectivamente. Os resultados moleculares foram comparados com os resultados 
das análises bioquímicas e clínicas/pessoais. Não foi observada relação do alelo A ou do alelo G com 
o desenvolvimento de DM2, contudo foi observada que a presença do alelo A está relacionada com o 
aumento dos valores de HbA1c e insulina nos indivíduos com presença da patologia na família.  
 
Palavras-chave: Diabetes Mellitus tipo 2. Polimorfismo. UCP2. PCR-RFLP. 
 
Área do Conhecimento: Biologia Molecular. 
 
Introdução 
 

Polimorfismos genéticos são caracterizados por alterações na sequência de DNA com incidência 
em mais de 1% da população mundial e podem, em conjunto, proporcionar maior facilidade de 
desenvolvimento de muitas doenças genéticas (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2016).  

O gene UCP2 (Uncoupling Protein 2), localizado no cromossomo 11, é responsável dentre outras 
funções, pelo controle da respiração celular e produção de ATP (HASHEMI et al., 2014). Polimorfismos 
específicos neste gene podem causar alterações em sua expressão e consequentemente alterar o 
funcionamento do metabolismo de lipídios e glicose no organismo, levando ao desenvolvimento de 
várias doenças (SHEN et al., 2014). O aumento de expressão do gene UCP2 ocasiona a diminuição 
da síntese de ATP pela mitocôndria, reduzindo assim a taxa de insulina secretada pelo pâncreas pois 
o ATP é essencial para a execução das funções normais da célula, aumentando assim o risco de 
desenvolvimento da Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (XU et al. 2021).  

A DM2 é uma patologia multifatorial ocasionada pela hiperglicemia crônica devido à baixa ou 
nenhuma secreção de insulina ou pela dificuldade da ação da mesma no organismo (WU et al., 2014). 
Em 2021, levantamentos realizados pela International Diabetes Federation (IDF) conduzidos por Boyko 
et al. (2021) mostraram que o número de indivíduos diabéticos entre a idade de 20 e 79 anos no mundo 
era de 536,6 milhões e no Brasil cerca de 15,7 milhões foram diagnosticados com a doença. 

O polimorfismo -866G/A, localizado na região promotora do gene UCP2, é caracterizado pela 
presença do alelo G e o alelo A, este último descrito em muitos estudos relacionado ao desenvolvimento 
de DM2 na população indiana (DIN et al., 2023, GOMATHI et al., 2019), russa (LAPIK; RANJIT; 
GALCHENKO, 2021) e chinesa (HOU et al., 2020). Contudo, há estudos com resultados controversos, 
mostrando não haver relação da presença do alelo A com o desenvolvimento da DM2 na população 
chinesa (QIN et al., 2013), brasileira (SOUZA et al., 2013) e japonesa (SASAHARA et al., 2004), ou 
mesmo o relacionando ao baixo risco do desenvolvimento dessa patologia na população italiana, 
funcionando como um alelo protetor segundo os autores (BULOTTA et al., 2005). 
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Considerando a alta incidência da DM2 na população brasileira e a relação de determinados 
polimorfismos genéticos com a maior suscetibilidade ao desenvolvimento de distúrbiso multifatoriais, 
este estudo tem o objetivo de analisar o polimorfismo -866G/A (rs659366) da região promotora do gene 
UCP2 pela técnica de PCR-RFLP para investigar, por meio de análises bioquímicas e clínicas, se o 
mesmo está relacionado com a predisposição ao desenvolvimento da DM2 em indivíduos brasileiros. 
As informações adquiridas com esse estudo poderão agregar informações adicionais a prevenção e ao 
diagnóstico deste distúrbio.  
 
Metodologia 
 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (nº 5.810.129). Vinte e quatro individuos 
com a faixa etária entre 18 a 70 anos, atendidos no Centro de Práticas Supervisionadas (CPS) da 
Universidade do Vale do Paraíba - Univap, participaram deste estudo. Após a aplicação do Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), um questionário foi aplicado aos participantes. De acordo 
com o resultado do questionário aplicado e das análises bioquímicas realizadas, os mesmos foram 
classificados em três grupos: 6 (25%) indivíduos com diagnostico de DM2 (grupo 1), 14 (58%) 
indivíduos sem diagnóstico de DM2 mas com histórico familiar (diagnóstico de DM2 nos pais e/ou avós) 
(grupo 2) e 4 (17%) individuos sem diagnóstico de DM2 (grupo 3 - controle) (Figura 1). 

 
Figura 1. Distribuição da amostra nos diferentes grupos analisados. 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
Grupo 1: indivíduos com diagnóstico de DM2 
Grupo 2: indivíduos sem diagnóstico de DM2 mas com histórico familiar 
Grupo 3: indivíduos sem diagnóstico de DM2 (grupo controle) 

Fonte: os autores 

 
As coletas de amostras de sangue dos participantes, realizadas no Centro de Diagnóstico 

Laboratorial (CDLAB) da Univap, foram obtidas por punção venosa em jejum de oito horas seguindo 
todas as instruções e recomendações da Sociedade Brasileira de Patologia Clínica (SBPC). As 
amostras de sangue coletadas foram processadas para posterior análises moleculares e bioquímicas 
que consistiram a análise da dosagem da glicemia de jejum, colesterol total, triglicérides, hemoglobina 
glicada (HbA1c) e insulina. Além disso, foi calculado o HOMA-IR multiplicando-se o valor de glicemia 
pelo de insulina e dividindo pela constante 415, para avaliar a resistência insulínica e o funcionamento 
das células beta do pancrêas com valores de normalidade abaixo de 3,4 (GONZÁLEZ-GONZÁLEZ et 
al., 2022) 

 A extração de DNA da papa leucocitária obtida de cada amostra de sangue foi realizada utilizando-
se o protocolo de fenol:clorofórmio. A quantificação e pureza do DNA foi avaliado por  espectroscopia 
de absorção ultravioleta no equipamento NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer v.3.0.1, Labtrade), 
mediante às razões 260/280 e 260/230, que avalia a contaminação por proteínas e reagentes, 
respectivamente, considerando que o DNA absorve a luz no comprimento de onda de 260nm, as 
proteínas em 280nm e reagentes em 230nm.  

A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada para amplificar a sequência da região 
promotora do gene UCP2 que contêm o polimorfismo -866G/A (rs659366). As sequências dos 
iniciadores que flanqueiam o polimorfismo -866G/A foram 5′-CACGCTGCTTCTGCCAGGAC-3′ (sense) 
e 5′-AGGCGTCAGGAGATGGACCG-3’ (antisense), amplificando uma região de 363 pares de base 
(pb). 
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As condições de amplificação para 200 ng de DNA consistiram em um volume final de 25 μl 
contendo 10 mM de Tris-HCl, 50mM KCl, 1,5 mM de MgCl2, 200 uM de desoxinucleotídeotrifosfatado 
(dNTP), 0,6 uM de cada iniciador e 2U/uL de Taq DNA Polimerase. As condições de amplificação, 
realizadas no termociclador (Veriti™ 96-Well Thermal Cycler), foram desnaturação inicial à 94ºC por 5 
minutos seguida por 35 ciclos constituídos de desnaturação à 94ºC por 1 minuto, anelamento à 68°C 
por 1 minuto e extensão à 72°C por 1 minuto, acompanhado de extensão final de 72°C por 6 minutos.  

Posteriormente a realização da PCR e da eletroforese em gel de agarose para a avaliação da 
amplificação da sequência polimórfica do gene UCP2, cada amostra foi submetida a técnica de PCR-
RFLP, utilizando-se a enzima de restrição MluI, que reconhece a sequência alvo e rompe as ligações 
fosfodiéster do DNA no sítio A↓CGCGT. A solução para digestão enzimática preparada utilizou 5 µL do 
produto amplificado pela PCR, 12 µL de H2O, 1,5 µL de tampão 10X e 1,5 µL de enzima de restrição, 
sendo a mistura incubada a 37°C por 1 a 2 horas.  

Os produtos digeridos pela PCR-RFLP foram analisados em eletroforese em gel de agarose a 1,6%, 
utilizando um marcador de baixo peso molecular (100pb) e o corante fluorescente brometo de etídeo 
(3 µg/ml). A incidência da luz ultravioleta (UV) foi controlada pelo equipamento Transilluminator-D Pro 
MiniBIS (DNR Bio-Imaging Systems Ltd), e a captura da imagem foi obtida utilizando-se o software 
GelCapture para posterior identificação dos genótipos das amostras. 
 
Resultados 
 

Dos 24 casos analisados, quanto à classificação etária segundo a Organização Mundial da Saúde 
(2023), 46% dos participantes eram jovens, 12% adultos e 42% idosos (Figura 2). Em relação ao 
gênero, 83% dos participantes são do gênero feminino e 16% do gênero masculino. Quanto a raça, as 
amostras ficaram distribuídas com 79% de descendência brasileira e 21% de outras descendências, 
sendo neste critério considerado apenas a geração dos avós dos participantes. 

 
Figura 2. Distribuição das amostras em relação à faixa etária 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Jovens  Adultos    Idosos 

      Fonte: os autores 

Após a realização da técnica de PCR-RFLP e da eletroforese em gel de agarose nas 24 amostras 
do estudo, foram observadas diferentes padrões de bandas no gel que consistem em um dos três tipos 
de genótipos possíveis em relação a presença ou ausência do sítio de restrição da enzima MluI.  

A presença do sítio de restrição da enzima MluI nos dois alelos do gene UCP2 (genótipo homozigoto 
AA) foi obervado em nove amostras analisadas (amostras 5, 9, 10, 13, 14, 20, 21, 22 e 32) detectado 
pela presença de dois fragmentos (295 pb e 68 pb), referente aos dois alelos do gene, visualizado após 
eletroforese em gel de agarose. A ausência do sítio de restrição nos dois alelos do gene UCP2 (genótipo 
homozigoto GG) foi obervado em cinco amostras analisadas (amostras 1, 8, 23, 28 e 31) detectado 
pela presença de um fragmento (363 pb) nos dois alelos do gene. Os genótipos heterozigotos (genótipo 
GA), ou seja, a presença do sítio de restrição em um alelo e ausência do sítio de restrição no outro 
alelo, foi observado em 10 amostras analisadas (amostras 3, 4, 11, 12, 15, 16, 17, 18, 19 e 29) 
detectado pela presença de três fragmentos (bandas 363 pb relativo a um alelo e bandas de 295 pb e 
68 pb relativo ao outro alelo do gene).  
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Vale ressaltar que pelo baixo poder de resolução do gel de agarose, não foi possível visualizar a 
banda de 68 pb, em especial nos indivíduos heterozigotos com a presença de apenas uma cópia do 
alelo de 68 pb (Figura 3). 
 

Figura 3. Análise de PCR-RFLP das variantes do gene UCP2 (G-866A) em gel de agarose. A presença do sítio 
de restrição MluI (alelo A) resultou em dois fragmentos: 295 pb e 68 pb, enquanto no caso do alelo G, o produto 
permanece não digerido (363 pb).  

 
Amostras 20-22: homozigotos mutantes (genótipo AA); amostra 23, homozigoto tipo selvagem (genótipo GG) e marcador de 
peso molecular (M): 100 pb. 

Fonte: os autores 

 
A casuística foi distribuída de acordo com os genótipos identificados pela análise de PCR-RFLP. No 

grupo 1, que consiste nos indivíduos com diagnóstico de DM2, 34% apresentam o genótipo GG, 16% 
o genótipo GA e 50% o genótipo AA. No grupo 2, caracterizado pelos indivíduos sem diagnóstico de 
DM2, mas com presença de histórico familiar da doença, em 22% dos casos foi detectado o genótipo 
GG, em 50% dos casos o genótipo GA e em 28% dos casos o genótipo AA. No grupo 3 (controle), 50% 
dos casos tiveram a presença do alelo A com os genótipos GA ou AA. As análises bioquímicas para 
dosagem de glicemia de jejum, HbA1c e insulina, além do cálculo de HOMA-IR, apresentaram 
resultados de médias gerais e desvio padrão dentro dos valores de normalidade segregados a cada 
um dos grupos por genótipos (Tabela 1). 
 

Tabela 1. Distribuição dos grupos por genótipos com respectivas médias e desvio padrão dos resultados das 
análises bioquímicos e cálculo de HOMA-IR 

   MÉDIA / DESVIO PADRÃO 

Genótipos Grupos Número de casos (%) Glicemia (mg/dL) HbA1c (%) Insulina (uU/mL) HOMA-IR 

           GG 

Grupo 3  

Grupo 2 

Grupo 1 

0 

22 

34 

- 

82,33 / 11,15 

105 / 4,24 

- 

4,8 / 0,17 

6,1 / 0,28 

- 

9,66 / 5,75 

14,15 / 8,55 

- 

1,92 / 1,07 

3,62 / 2,3 

           GA 

Grupo 3  

Grupo 2 

Grupo 1 

50 

50 

16 

73 / 0 

88,71 / 15,41 

99 / 0 

5,15 / 0,07 

5,34 / 0,64 

5,8 / 0 

13,67 / 7,5 

14,37 / 5,79 

12,3 / 0 

3,17 / 0,73 

3,18 / 1,61 

2,93 / 0 

           AA 

Grupo 3  

Grupo 2 

Grupo 1 

50 
28 
50 

75,5 / 7,78 
87 / 4,08 
100,3 / 21,12 

5,3 / 0,42 
5,4 / 0,32 
6,13 / 1,56 

11,75 / 2,61 
14,6 / 4,9 
3,76 / 3,23 

2,24 / 0,72 
3,03 / 0,98 
1 / 1,03 

    Grupo 1: indivíduos com diagnóstico de DM2    HbA1c: hemoglobina glicada 
    Grupo 2: indivíduos sem diagnóstico de DM2 mas com histórico familiar HOMA-IR: padrão de resistência insulínica 
    Grupo 3: indivíduos sem diagnóstico de DM2 (grupo controle) 
 

Fonte: o autor. 

 
Discussão 
 

A hipótese deste estudo é haver a existência da relação entre a presença do alelo A referente ao 
polimorfismo -866G/A do gene UCP2 com o desenvolvimento da DM2 em indivíduos brasileiros. Os 

363bp 
295bp 

M  20 20 21       22 23 

68bp 
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dados obtidos até o momento nas amostras analisadas não mostraram esta relação. O número 
amostral baixo, especialmente para os grupos 1 e 3 (grupo controle) e a disparidade da quantidade de 
amostras por grupo impossibilitou a realização de uma análise estatística mais criteriosa e fidedigna na 
busca da relação entre o polimorfismo -866G/A e a DM2, sendo realizado apenas o cálculo das médias 
e desvio padrão para a interpretação dos resultados. Desta forma, as correlações estatísticas com os 
dados bioquímicos e clínicos com o genótipo de cada indivíduo não foi realizada. 

Souza et al. (2013) pesquisaram a existência desta relação em brasileiros descendentes de 
europeus no sul do Brasil, analisando amostras de sangue venoso de participantes diabéticos tipo 2 e 
não diabéticos por PCR-RFLP com e enzima MluI e apesar de terem concluído que este polimorfismo 
não está relacionado ao desenvolvimento desta patologia, a existência deste único estudo na 
população brasileira demanda a realização de mais pesquisas em outras regiões do país. 

Ressaltamos que a heterogeneidade da faixa etária da nossa amostra (46% jovens, 12% adultos e 
42% idosos) também pode ter influenciado na classificação dos grupos dos participantes e 
consequentemente nos resultados obtidos, considerando que o desenvolvimento da DM2, assim como 
outras doenças multifatoriais, está ligado intrinsecamente à idade avançada (NUSSBAUM, MCINNES 
E WILLARD, 2016). Dessa forma, nos 46% das amostras, a relação dos genótipos AA ou GA com o 
diagnóstico da DM2 não é precisa, pois esses pacientes sendo jovens podem ter a possibilidade de 
desenvolver a DM2 em idade mais avançada, como também descrito por Nanayakkara et al. (2020). 

Além da idade, a falta de equidade entre os gêneros foi observada nos casos analisados. Vale 
ressaltar que existem diferenças no desenvolvimento de determinadas doenças entre homens e 
mulheres (CIARAMBINO et al., 2022) e a maior quantidade de participantes do gênero feminino pode 
determinar a maior frequência de um determinado polimorfismo. Com o intuito de excluir estas 
variáveis, Lapik, Ranjit e Galchenko (2021) realizaram seu estudo apenas com amostras obtidas de 
mulheres russas com a faixa etária entre 45 e 60 anos. Estes autores concluiram que a variante AA do 
polimorfismo -866G/A estava associada a altos níveis glicêmicos e lipídicos nestas mulheres. Contudo, 
embora a amostra do presente estudo foi heterôgenea quanto a faixa etária e gênero, a descendência 
brasileira foi observada em 79% dos indivíduos, que afirmaram que seus antecedentes até a linhagem 
dos avós possuiam origens brasileiras. 

Embora uma análse mais robusta não foi possível de ser realizada para a busca da relação do 
polimorfismo -866G/A do gene UCP2 com o desenvolvimento da DM2, foi possível a determinação dos 
genótipos de todos os casos analisados e a realização do cálculo das respectivas médias e desvios 
padrões para ser possível uma inferência da relação dos genótipos com o diagnóstico da DM2. 
Adicionalmente, foi observado discreto aumento nos níveis de HbA1c e insulina sérica nos indivíduos 
sem diagnóstico de DM2 mas com histórico familiar (grupo 2). Para a HbA1c o valor médio das amostras 
é de 4,8% no genótipo GG, e respectivamente 5,34% e 5,4% no GA e AA. Para a insulina, o aumento 
foi mais evidente do genótipo GG para o GA, sendo de 9,66uU/mL a 14,37uU/mL respectivamente, e 
14,6uU/mL para o genótipo AA. Além de relacionar o alelo A ao desenvolvimento de DM2 em indianos, 
Gomathi et al. (2019) também relacionaram a presença dos genótipos GA e AA com os altos níveis de 
HbA1c, parâmetro este ideal para avaliação do perfil diabético. 
 
Conclusão 
 

Não foi observada relação do polimorfismo -866G/A do gene UCP2 com o desenvolvimento da DM2 
por meio do cálculo das médias e do desvio padrão nas amostras analisadas. O número amostral baixo 
e a disparidade da quantidade de amostras por grupo impossibilitou a realização de uma análise 
estatística mais criteriosa para relacionar os genótipos variantes GA e AA com o desenvolvimento 
dessa patologia em indivíduos brasileiros. Análises adicionais em um número amostral maior e mais 
homogêneo serão realizadas para a obtenção de resultados mais fidedignos. 
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