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Resumo

A Diabetes Mellitus do tipo Il (DM2) é um distdrbio multifatorial caracterizado por hiperglicemia crénica.
Um dos genes associados ao risco de DM2 é o gene ADIPOQ que contém o polimorfismo de um Unico
nucleotideo (SNP) +45 T/G e que codifica a adiponectina, uma proteina que exerce func¢des anti-
inflamatérias. O objetivo deste estudo é analisar, pela técnica de gPCR SNP genotyping, 0 SNP+45
T/G e verificar se 0 mesmo esté relacionado com o desenvolvimento da DM2. Oitenta pessoas foram
submetidas a coleta de sangue para a realizagdo de andlises bioguimicas de glicemia em jejum,
hemoglobina glicada, insulina e HOMA-IR, e genotipicas pela gPCR utilizando o ensaio TagMan SNP
Genotyping Assays. A genotipagem do SNP +45 T/G permitiu a discriminagdo das 80 amostras
analisadas: 50 apresentaram o genétipo TT, 24 o gendtipo GT e seis 0 genétipo GG. O gendtipo TT
mostrou-se associado a alteragfes nos niveis de insulina, triglicérides e HOMA-IR. N&o foi observada
relacao significativa entre este SNP e a predisposi¢do a DM2. Contudo, a andlise do equilibrio de Hardy-
Weinberg sugere que este SNP pode estar relacionado a mecanismos fisiopatolégicos da doenca.
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Introducéo

A Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é um distirbio metabdlico e poligénico de alta prevaléncia,
caracterizado pela hiperglicemia devido a resisténcia ao efeito da insulina (Rodacki et al., 2022). Trata-
se de uma doenca complexa, influenciada por multiplos fatores genéticos, ambientais e
comportamentais (Dong et al., 2020; Tinajero e Malik, 2021). No Brasil, dados recentes revelam que
5,2 milhdes de pessoas entre 65 e 99 anos possuem diabetes, 0 que o torna o 5° pais com maior
incidéncia no mundo. Mundialmente, estima-se que 589 milhdes de adultos entre 20 e 79 anos viviam
com diabetes em 2024. A DM2 é o tipo mais comum de diabetes, representando mais de 90% de todos
0s casos de diabetes no mundo(International Diabetes Federation, 2025).

Neste contexto, a identificacdo de fatores genéticos envolvidos na regulacdo da sensibilidade a
insulina no metabolismo energético é essencial para a compreensado dos mecanismos fisiopatoldgicos
da doenca. Um dos genes mais investigados é o gene ADIPOQ , localizado no l6cus génico 3927, que
possui trés éxons e dois introns, e codifica a proteina adiponectina (Saito et al., 1999; Takahashi et al.,
2000), sendo a adipocina mais abundante secretada pelos adipécitos (Obata et al.,, 2013). A
adiponectina desempenha um papel crucial na patogénese da diabetes (Howlader et al., 2021), onde
niveis mais elevados dessa proteina estao associados a um menor risco de desenvolvimento da DM2
(Li et al., 2009; Tabéak et al., 2009). A expressao do gene ADIPOQ ¢é regulada negativamente pela
insulina, e a adiponectina atua como um importante modulador da sensibilidade a esse horménio
(Fasshauer et al., 2002). Diversos estudos tém demonstrado uma associacao inversa entre os niveis
de adiponectina e o risco de DM2 em diferentes populagdes (Tabak et al., 2009; Yamamoto et al., 2014;
Goto et al., 2017).

Polimorfismos de nucleotideo dnico (SNPs) no gene ADIPOQ  foram associados ao
desenvolvimento de DM2 (Han et al., 2011; Irgam et al., 2021; Li et al., 2015; Sikhayeva et al., 2024).
O alelo G do SNP +45 T/G (rs2241766) desse gene tem sido associado a DM2 em diversas populacdes,
tais como a francesa, chinesa, indiana e iraquiana (Fumeron et al., 2004; Tu et al., 2014 Hussain et al.,
2018; Irgam et al., 2021). Os estudos de genética populacional consideram sempre o Equilibrio de
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Hardy-Weinberg (EHW), esse principio estabelece, sob condi¢cdes ideais, que as frequéncias alélicas
e genotipicas de uma populacdo tendem a permanecer constantes ao longo das geracdes, servindo
como um modelo tedrico de equilibrio genético (Hartl e Clark, 2010).

Considerando a alta incidéncia da DM2, a associacdo previamente observada entre o alelo G do
SNP +45T/G e a predisposicao a esta doenca em diversas populagdes, além da auséncia de estudos
desse SNP na populagédo brasileira, este estudo teve como objetivo investigar, pela técnica de gPCR
SNP genotyping, a possivel associacdo entre 0 SNP +45 T/G (rs2241766) do gene ADIPOQ e o risco
de desenvolvimento da DM2 em individuos brasileiros.

Metodologia

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (parecer n° 7.294.487) e utilizou
amostras de sangue venoso de 80 voluntarios, divididos em dois grupos. O grupo experimental
consistiu de 44 participantes, sendo 13 com diagnéstico de DM2 confirmado por glicemia em jejum 2
126 mg/dL ou hemoglobina glicada = 6,5%, 11 que utilizam medicamentos para controle da glicemia,
mas com diagnéstico prévio de DM2 e 20 com pré-diabetes, confirmado pela hemoglobina glicada >
5,7%. O grupo controle foi composto por 36 individuos com mais de 50 anos, ndo diabéticos, com
glicemia de jejum < 100 mg/dL e hemoglobina glicada < 5,7%. Foram excluidos participantes com
menos de 50 anos, com complica¢cdes ou com outros tipos de diabetes e pacientes em tratamento
intensivo. Todos os voluntarios assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e
responderam a um questionario clinico/pessoal. Apés as coletas de sangue venoso foram realizadas
as analises bioquimicas de glicemia, hemoglobina glicada, insulina, triglicérides e HOMA-IR (indice de
resisténcia a insulina). A extracdo de DNA do sangue dos participantes foi realizada utilizando o kit
QlAamp DNA Blood Mini (Qiagen). A integridade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de
agarose a 1,8% e a quantificacéo foi realizada por espectrofotometria ultravioleta com o equipamento
NanoDrop ND-1000, considerando as razdes 260/280 e 260/230 para avaliacdo da pureza do DNA em
relagdo a contaminagao por proteinas e reagentes, respectivamente.

A genotipagem do SNP +45 T/G (rs2241766) do gene ADIPOQ foi realizada pela andlise de
discriminacgédo alélica pela PCR quantitativa em tempo real (QPCR) no equipamento ABI Prism 7500
utilizando o ensaio TagMan SNP Genotyping Assays (Thermo Fisher Scientific), que contém pares de
sondas fluorescentes especificas para cada alelo (sonda VIC para o alelo G e sonda FAM para o alelo
T) e que se ligam seletivamente aos amplicons gerados durante a gPCR. Esse SNP esta localizado no
éxon 2 na sequéncia “TTAGCTCTGCCCGG[T/G]JCATGACAGGAAACCA” do gene ADIPOQ localizado
no cromossomo 3. As reacfes de gPCR foram conduzidas em placas de 96 pogos, com volume final
de 20 pL por pogo. Cada reacgéao foi composta por 10 uL de TagMan Universal Master Mix 2X, 1 uL do
ensaio TagMan 20X, 8 pL de agua livre de nuclease e 1 yL de DNA genémico (20 ng/uL). Um poco foi
utilizado como controle negativo (NCT) que consistiu na presenca de todos os reagentes da reacao
exceto o DNA gendmico. As condi¢cdes de amplificacdo consistiram na ativacdo da DNA polimerase a
95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e
anelamento/extensao a 60 °C por um minuto. A detec¢&o do sinal foi realizada por meio da medida do
ARnN (sinal fluorescente normalizado) apds o ultimo ciclo da rea¢do. A razdo ARnFAM/ARNVIC foi
calculada para cada amostra e os resultados obtidos geraram um grafico de discriminacéo alélica.

Todas as comparac¢8es e andlises foram realizadas pelo teste qui-quadrado utilizando o software
Jamovi com nivel de significancia de p < 0,05. Inicialmente, foi avaliada a rela¢do entre o diagndstico
de DM2 ou pré-diabetes com os parametros clinico/pessoais (tagabismo, etilismo e indice de massa
corpérea - IMC) e bioquimicos (triglicérides, insulina e HOMA-IR). Importante ressaltar que nesta
andlise ndo foram incluidos os valores de glicemia e Hb1Ac pois os mesmos foram utilizados como
critérios de inclusao dos individuos neste grupo. Posteriormente foi empregado o célculo do EHW em
ambos os grupos pelo teste qui-quadrado. A andalise do EHW foi realizada para comparar as frequéncias
alélicas e genotipicas observadas e esperadas com o0 objetivo de aumentar o poder estatistico na
deteccdo das associacdes entre o SNP com a DM2. Em seguida, foi verificado se algum dos trés
genotipos do SNP +45 T/G esta associado com o diagnéstico de DM2 e com 0s outros parametros
bioguimicos avaliados (triglicérides, insulina e HOMA-IR).

Resultados

Os parametros clinicos/pessoais (tabagismo, etilismo e IMC) e bioquimicos (triglicérides, insulina,
HOMA-IR) relacionados com os grupos experimental e controle relativo ao diagnostico de DM2 estéo
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ilustrados na Tabela 2. Foi observada auséncia de relagdo estatisticamente significativa entre o
tabagismo e etilismo com o desenvolvimento dessa doenca. Por outro lado, houve relacédo
estatisticamente significativa entre triglicérides, insulina, HOMA-IR e obesidade (IMC = 30 kg/m) com o
diagndstico da DM2.

Tabela 1 -Parametros clinicos/pessoais e bioquimicos e relacdo com a presen¢a de DM2 em 80 individuos
pertencentes 0s grupos experimental e controle.
Frequéncia Grupo Frequéncia

Caracteristicas Grupo Experimental (%) Controle %) Valor de p
Tabagismo 0,499™
Sim 3 6,8 4 111
Nao 41 93,2 32 89,9
Etilismo 0,801™
Sim 7 15,9 5 13,9
Nao 37 84,1 31 86,1
oo 18 40,9 5 13,9 0,008
<30 26 59,1 31 86,1
Triglicérides (mg/dL) 0,002**
2150 20 45,5 5 13,9
< 150 24 54,5 31 86,1
Insulina (uUI/mL) 0,011*
<25 3 6,8 2 6,06
>25 9 22,7 0 0
2,6 —24,9 32 70,5 34 93,94
HOMA-IR < 0,001*
225 25 56,8 7 19,4
<25 19 43,2 29 80,6

ns: valor de p ndo significativo (p > 0,05). *, **: niveis de significancia do valor de p em testes de hipotese.
Fonte: elaborado pela propria autora.

As 80 amostras de DNA extraidas tiveram auséncia de contaminag&o por proteinas e reagentes, e
apresentaram alta integridade, evidenciada pelas bandas Unicas em eletroforese em gel de agarose.
As curvas de amplificacdo obtidas pela gPCR demonstraram uma amplificacdo eficiente e especifica
dos alelos T e G do SNP +45T/G (Figura 1A). A andlise de qPCR possibilitou a discriminacéo alélica
de cada amostra analisada, onde os clusters de fluorescéncia gerados na andlise de alelos mostraram
uma separacgdo nitida entre os grupos genotipicos, confirmando a precisdo e confiabilidade da
genotipagem. Das 80 amostras, 50 apresentaram o genétipo TT, 24 apresentaram o genoétipo GT e
seis apresentaram o genétipo GG. No grupo experimental (n = 44), 29 participantes apresentaram o
genodtipo TT, 11 apresentaram o genétipo GT e quatro o genétipo GG. No grupo controle (n = 36),
21 apresentaram o genotipo TT, 13 o GT e dois o0 GG (Figura 1B).

Figura 1 — Analise do polimorfismo +45T>G (rs2241766) do gene ADIPOQ em 80 amostras obtidas dos
individuos com diagndstico de DM2 (grupo caso) e sem diagnéstico de DM2 (grupo controle). A. Curvas de
amplificacdo das amostras, obtidas pela gPCR com sondas TagMan®. B. Gréfico de discriminacéo alélica com
base no ARn (sinal fluorescente normalizado), indicando os genétipos TT, GT e GG das amostras.

A - Curva de Amplificagso B - Gralico de Discriminagso Aldlica

Fonte: elaborado pela propria autora.

Os resultados obtidos pela analise do EHW mostraram que 0 grupo experimental apresentou
diferencas significativas entre os gendtipos esperados e observados (p < 0,001), o que permite afirmar
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que esse grupo nao se encontra em equilibrio. Contudo, nos resultados da analise do grupo controle
nado foi observada diferencas significativas entre os genotipos esperados e observados (p = 0,82)
concluindo-se que esse grupo esta em equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 2).

Tabela 2 — Frequéncias alélicas e genotipicas nos grupos caso e controle em relagdo ao Equilibrio de Hardy-
Weinberg, com nivel de significancia adotado de p < 0,05

Grupo n Valor de p Alelo FreqygnCIa Genoétipo Frequelzn'ua
alélica genotipica

TT 0,57

Controle 36 0,82 & oo GT 0,37

' GG 0,06

TT 1,39

Caso 44 <0,001 s o GT 0,34

' GG 0,05

Fonte: elaborado pela propria autora.

Na analise para identificar se algum dos trés genétipos do SNP +45 T/G esta associado com o
diagndstico de DM2 néo foi encontrada relacdo estatisticamente significativa (p = 0,3870). Na anélise
do SNP com cada um dos pardmetros bioguimicos avaliados foi observada associagdo significativa
entre o gen6tipo TT com valores de triglicérides (p = 0,048), insulina (p = 0,013) e HOMA-IR (p = 0,001)
anormais. O gendtipo GT também foi associado com HOMA-IR alterado (p = 0,045). Nao foi possivel
analisar a relagdo do genotipo GG com insulina e HOMA-IR em decorréncia da baixa variabilidade
desses indices neste gendtipo (Tabela 3).

Tabela 3 — Genotipos do SNP +45T/G do gene ADIPOQ relacionados com o diagndstico de DM2 (grupos caso e
controle) e com os niveis bioquimicos de 80 individuos analisados.

Genoétipos TT GT GG
Caso Controle p Caso Controle p Caso Controle p
Triglicérides
(mg/dL) 2 0
2150 " 515 004 2 2 0,106 2 2 0221
<150
Insulina (uUI/mL)

<2,5 1 1 4 1 0 0
>25 8 0 " 0 0 0 0 NA

2,6-24,9 20 20 0,022 7 12 0,085 4 2

HOMA-IR
22,5 18 4 " 7 3 . 0 0 NA
<2,5 11 17 0,002 4 10 0,045 4 2
Total 50 24 6

* **: niveis de significancia do valor de p em testes de hipdtese. NA: ndo foi possivel comparar
‘Fonte: elaborado pela prépria autora.

Discusséo

A relacao significativa entre o diagnéstico de DM2 com alteragfes nos exames bioquimicos, como
triglicérides 2150 mg/dL, insulina < 2,5 ou > 25 Ul/mL e HOMA-IR = 2,5 é esperada, considerando que
triglicerideos elevados podem preceder a DM2 (Charoensri, Turnsaket e Pongchaiyakul, 2021). Em
nosso estudo o diagndstico da DM2 também foi associado a obesidade (IMC = 30 kg/m?). Essa relacéo
€ explicada pelo fato da obesidade constituir um importante fator de risco para o desenvolvimento de
DM2 (Adler, 2002), com aumento progressivo desse risco j& ocorrendo em individuos com sobrepeso
(IMC =z 25 kg/m?) (Sanada et al., 2012).

A hipotese desse estudo é a presenca de uma associacao entre o0 SNP +45 T/G do gene ADIPOQ
com a predisposicédo a DM2, baseando-se no fato de que a presenca do alelo G afeta a estabilidade do
mMRNA transcrito desse gene, resultando na expresséo reduzida da proteina adiponectina (Sanchez et
al., 2019). Contudo, no presente estudo nédo foi detectada associa¢éo significativa entre o genétipo GG
com a predisposi¢cdo a DM2. A auséncia de relagdo pode estar relacionada ao nimero ainda reduzido
de amostras avaliadas. Propomos como seguimento desse estudo obtencdo e andlise de novas
amostras para representar com maior confiabilidade a populacéo brasileira. E importante ressaltar, no
entanto, que a auséncia de relacéo do alelo G com DM2 também foi observada em outras populacfes
como a japonesa, cazague, chinesa, taiwanesa e italiana (Chiodini et al., 2010; Wang et al., 2011; Tsai
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et al,, 2014; Goto et al.,, 2017; Sikhayeva et al., 2024). Estudos com resultados discordantes
encontraram associacao significativa do genétipo GG com a DM2 nas populacgées chinesa, indiana e
iraquiana (Tu et al., 2014; Hussain et al., 2018; Irgam et al., 2021). Apesar da auséncia de relagéo do
SNP com o diagndstico da DM2 observada em nosso estudo, foi detectado associacdo do gendtipo TT
com valores de triglicérides, insulina e HOMA-IR anormais, fatores estes relacionados com maior
resisténcia a insulina (Sesti et al., 2001) e alteracdes no perfil glicémico (Athyros et al., 2018). Para o
nosso conhecimento, apenas um trabalho na literatura realizado na populacéo da Jordania detectou
resultados semelhantes aos nossos (Alfagih et al., 2022). Estes autores observaram que o alelo T foi
significativamente associado com pessoas com controle glicémico deficiente.

A baixa frequéncia do alelo G pode ter influenciado a auséncia de relagao esperada deste genétipo
com o diagndéstico de DM2. Dados populacionais disponiveis em banco de dados (NCBI dbSNP, 2025)
indicam que para o SNP +45 T/G do gene ADIPOQ cerca de 90% da populacdo mundial possui o alelo
T, enquanto que apenas 10% apresentam o alelo G, estando assim em concordancia com nossos
achados. Em nosso estudo, das 80 amostras analisadas, o genétipo GG foi detectado em apenas seis
individuos, sendo quatro casos pertencentes ao grupo com DM2 e dois individuos no grupo controle. A
heterogeneidade genética da populacdo brasileira também pode explicar a auséncia da relacédo
esperada, considerando que o pais possui uma composi¢ao étnica diversa (Pena et al., 2011), oriunda
da ancestralidade de diferentes grupos populacionais. Em estudos prévios, estas popula¢des inclusive
apresentaram resultados diferentes entre a relacéo de varios SNPs com o risco para DM2.

Desvios do EHW de um marcador génico como SNPs entre individuos afetados por alguma doenca
genética podem auxiliar a localizagdo de um alelo suscetivel & doenga (Nielsen, Ehm e Weir, 1998). No
presente estudo, os resultados da andlise de EHW mostraram que o grupo controle apresentou
distribuicdo genotipica compativel com o esperado (p = 0,82), sugerindo que este grupo amostral
representa bem a populacao geral, sem distor¢cdes genéticas relevantes, funcionando como uma boa
referéncia e refor¢cando a validade da nossa andlise. Em contraste, os desvios altamente significativos
em relagdo ao equilibrio observados no grupo experimental (p < 0,001), indica que fatores bioldgicos
ou populacionais estdo influenciando as frequéncias genotipicas nesse grupo, sugerindo uma
associagdo deste SNP com o diagnéstico de DM2, uma vez que a frequéncia dos gendtipos difere do
esperado. Esse desequilibrio pode refletir uma possivel associagdo entre o SNP +45 T/G do gene
ADIPOQ e o diagnéstico da DM2, uma vez que o gendtipo GG esta sub-representado entre os
individuos do grupo caso. Além disso, este resultado reforca a hipétese de que o diagnostico da DM2
exerce influéncia sobre a distribuicdo genotipica nos grupos.

Conclusao

Em sintese, embora néo foi observada associagéo significativa entre o genotipo GG do SNP +45
T/G do gene ADIPOQ e a predisposi¢cdo a DM2, os desvios observados em relacdo ao EHW no grupo
caso sugerem que este SNP pode estar relacionado a mecanismos fisiopatologicos da doenga. Estudos
adicionais com amostras mais amplas e representativas sdo necessarios para confirmar o papel do
SNP +45 T/G na suscetibilidade ao DM2 e aprofundar a compreensé&o de sua contribui¢cdo na regulacao
da homeostase glicémica e no risco metabélico associado.
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