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RESUMO 

SOUZA L. L: Efeito do tratamento com ácido fólico no perfil de metilação do DNA de 

adipócitos de pacientes com lúpus eritematoso sistêmico: estudo in vitro [dissertação]. São 

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2024. 

O Lúpus Eritematoso Sistêmico (LES) é uma doença crônica autoimune com etiologia 

multifatorial que afeta diversos órgãos e sistemas, impactando severamente a qualidade de vida 

das pessoas acometidas. Fatores genéticos, epigenéticos, hormonais, ambientais e imunológicos 

estão envolvidos em sua fisiopatologia, com destaque para as alterações nos níveis de metilação 

do DNA, que tem sido propostas como fator contribuinte para o desenvolvimento da 

autoimunidade. A obesidade pode agravar as manifestações clínicas da doença devido à 

inflamação sistêmica. Neste cenário, evidências sugerem uma relação negativa entre LES e 

obesidade. O ácido fólico, conhecido por ser um doador de grupo metil, pode influenciar a 

metilação do DNA. Estudos sugerem que baixos níveis de folato estão associados à diminuição 

da metilação global do DNA, aumentando o risco de LES e outras doenças autoimunes. Este 

estudo teve como objetivo avaliar se o tratamento in vitro com ácido fólico foi capaz de modular 

o perfil de metilação do DNA em culturas de adipócitos representativos de LES, verificando 

possíveis diferenças entre os grupos peso adequado (n=1) e obesidade (n=1). Os objetivos 

secundários incluíram a comparação dos níveis de expressão dos genes adiponectina 

(ADIPOQ), leptina (LEP), interleucina-6 (IL-6), transdutor de sinal e ativador da transcrição 3 

(STAT3), modificador do elemento responsivo ao cAMP 2 (CREM2) e DNA metiltransferase 1 

(DNMT1) antes e após o tratamento. Este é um estudo experimental in vitro com adipócitos 

provenientes de tecido adiposo de pacientes com LES e peso adequado ou obesidade. Os 

adipócitos foram isolados, cultivados e tratados com ácido fólico diluído em NaOH (0,02g 

NaOH qs) por 48 horas. Após este período, foi realizada a extração de ácidos nucleicos para 

análise do perfil de metilação do DNA e de expressão gênica. Na comparação entre os grupos 

peso adequado e obesidade, foram identificadas 1.755 CpGs diferencialmente metiladas 

(CpGDMs), com predominância de hipometilação no grupo obesidade. As análises de 

enriquecimento associaram essas CpGDMs a vias metabólicas relacionadas ao diabetes mellitus 

tipo 1. Quando o grupo peso adequado foi comparado antes e depois do tratamento com ácido 

fólico, observou-se hipometilação em 755 CpGs após o tratamento, com destaque para vias 

metabólicas como a diferenciação dos linfócitos Th1 e Th2. Já nas culturas do grupo obesidade, 

o tratamento com ácido fólico resultou em hipermetilação da maioria das CpGs, associadas 

principalmente à via de sinalização cAMP, importante na patogênese do LES. Os resultados da 

expressão gênica mostraram uma variação significativa entre as culturas celulares de adipócitos 

dos grupos peso adequado e obesidade. Os genes ADIPOQ, LEP e IL-6 apresentaram maior 

expressão na cultura obesidade em comparação com a peso adequado, tanto antes quanto após 

o tratamento. A suplementação aumentou os níveis de expressão do gene STAT3 em ambas as 

culturas obesidade e peso adequado. Após o tratamento, a expressão de CREM2 aumentou tanto 

na cultura peso adequado quanto na cultura obesidade. O tratamento com ácido fólico elevou 

os níveis de expressão do gene IL-6 na cultura peso adequado. Assim, o tratamento in vitro com 

ácido fólico alterou o perfil de metilação do DNA e, em partes, de expressão gênica nas culturas 

de adipócitos representativas do ambiente LES, com efeitos distintos na presença ou não de 

obesidade associada. Observou-se que o tratamento modificou os níveis de metilação em 

diferentes genes associados a vias metabólicas, variando entre os grupos, destacando-se o papel 

da obesidade como um fator agravante da inflamação no contexto do LES. 

 

Palavras-chave: Obesidade. Lúpus eritematoso sistêmico. Ácido fólico. Cultura celular. 

Epigenética. Expressão gênica. 



 
 

ABSTRACT 

SOUZA L. L: Effect of folic acid treatment on the DNA methylation profile of adipocytes from 

patients with systemic lupus erythematosus: an in vitro study [dissertation]. São Paulo: Faculty 

of Medicine, University of São Paulo; 2024. 

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune disease with a multifactorial 

etiology that affects various organs and systems, severely impacting the quality of life of those 

affected. Genetic, epigenetic, hormonal, environmental, and immunological factors are 

involved in its pathophysiology, with an emphasis on changes in DNA methylation levels, 

which have been proposed as a contributing factor to the development of autoimmunity. Obesity 

can exacerbate the clinical manifestations of the disease due to systemic inflammation. In this 

context, evidence suggests a negative relationship between SLE and obesity. Folate, known for 

being a methyl group donor, can influence DNA methylation. Studies suggest that low folate 

levels are associated with a decrease in global DNA methylation, increasing the risk of SLE and 

other autoimmune diseases. This study aimed to evaluate whether in vitro treatment with folic 

acid could modulate the DNA methylation profile in adipocyte cultures representative of SLE, 

examining possible differences between the normal weight group (n=1) and the obesity group 

(n=1). Secondary objectives included comparing the expression levels of the genes adiponectin 

(ADIPOQ), leptin (LEP), interleukin-6 (IL-6), signal transducer and activator of transcription 

3 (STAT3), cAMP-responsive element modulator 2 (CREM2), and DNA methyltransferase 1 

(DNMT1) before and after treatment. This is an experimental in vitro study with adipocytes 

derived from adipose tissue of patients with SLE and either normal weight or obesity. The 

adipocytes were isolated, cultured, and treated with folic acid diluted in NaOH (0.02g NaOH 

qs) for 48 hours. After this period, nucleic acids were extracted for DNA methylation and gene 

expression analysis. In the comparison between the normal weight and obesity groups, 1,755 

differentially methylated CpGs (CpGDMs) were identified, with a predominance of 

hypomethylation in the obesity group. Enrichment analyses associated these CpGDMs with 

metabolic pathways related to type 1 diabetes mellitus. When the normal weight group was 

compared before and after treatment with folic acid, hypomethylation was observed in 755 

CpGs after treatment, with an emphasis on metabolic pathways such as Th1 and Th2 

lymphocyte differentiation. In the obesity group cultures, treatment with folic acid resulted in 

hypermethylation of most CpGs, primarily associated with the cAMP signaling pathway, 

important in the pathogenesis of SLE. Gene expression results showed significant variation 

between the adipocyte cultures of the normal weight and obesity groups. The genes ADIPOQ, 

LEP, and IL-6 exhibited higher expression in the obesity culture compared to the normal weight 

culture, both before and after treatment. Supplementation increased STAT3 gene expression 

levels in both obesity and normal weight cultures. After treatment, CREM2 expression 

increased in both the normal weight and obesity cultures. Folic acid treatment raised IL-6 gene 

expression levels in the normal weight culture. Thus, in vitro treatment with folic acid altered 

the DNA methylation profile and, in part, the gene expression profile in adipocyte cultures 

representative of the SLE environment, with distinct effects in the presence or absence of 

associated obesity. The treatment modified methylation levels in different genes associated with 

metabolic pathways, varying between the groups, highlighting the role of obesity as an 

aggravating factor of inflammation in the context of SLE. 

 

Keywords: Obesity. Systemic lupus erythematosus. Folic acid. Cell culture. Epigenetics. Gene 

expression. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

 O LES é uma doença crônica de caráter autoimune que afeta de forma severa a qualidade 

de vida dos indivíduos que acomete 1. É uma doença de etiologia multifatorial, com 

manifestações heterogêneas podendo acometer diversos órgãos e sistemas 2 O tratamento do 

LES pode exigir o uso de glicocorticoides, imunossupressores, hidroxicloroquina e 

acompanhamento constante ao longo de toda a vida do paciente 1. Considerando as 

modificações epigenéticas, fatores ambientais como dieta, hormônios e certos medicamentos 

podem regular a expressão de genes relacionados às células do sistema imunológico, 

promovendo a diferenciação de células imunes, e aumentando a expressão de autoanticorpos e 

citocinas pró-inflamatórias 3. Ressalta-se que a literatura vem demonstrando que indivíduos 

acometidos pelo LES possuem um padrão generalizado de hipometilação do DNA, 

principalmente de genes relacionados à imunidade e auto tolerância 4–8. 

O corpo humano como um todo é o resultado da interação entre os genes herdados e o 

meio ambiente ao qual o indivíduo está inserido 9. Tal interação participa ativamente dos 

mecanismos de regulação gênica tanto de processos fisiológicos como de diversas doenças, 

estando entre estas, as desregulações autoimunes 10. Há diversos fatores envolvidos na 

etiopatogênese das doenças autoimunes e, atualmente, a epigenética está entre um dos mais 

evidenciados, sendo o padrão de metilação do DNA o mais recentemente estudado 3,4. A 

epigenética refere-se a todas as modificações hereditárias na atividade gênica que não implicam 

mudanças na sequência primária de nucleotídeos 11. Modificações epigenéticas influenciam os 

padrões de expressão gênica e incluem metilação do DNA, modificações das histonas e 

regulação gênica por RNAs não codificantes 12, e têm sido associadas à patogênese do lúpus 

eritematoso sistêmico (LES) 4.  

 O processo de metilação do DNA consiste na adição de um agrupamento metil (CH3) 

às bases citosinas e está relacionado ao ciclo de um carbono, da metionina e da homocisteína 

13. Para que ocorra, é necessário que nutrientes doadores de grupo metil estejam disponíveis no 

organismo 14. O folato ou ácido fólico, uma vitamina do complexo B, é um dos mais conhecidos 

nutrientes doadores de grupo metil, sendo capaz de alterar o padrão de metilação do DNA  14. 

Um estudo in vivo demonstrou que animais alimentados com dietas deficientes em nutrientes 

doadores de metil apresentavam hipometilação do DNA tanto de forma global como em genes 

específicos 13. Recente revisão sistemática a respeito do efeito de nutrientes doadores do grupo 

metil nos níveis de metilação do DNA analisou estudos in vitro, em modelos animais e em 

humanos e evidenciou, apesar de uma grande heterogeneidade entre os estudos em relação a 
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tipos de amostra, concentração dos nutrientes e tempo de tratamento, alterações nos níveis de 

metilação do DNA após a suplementação desses micronutrientes 15.  Ainda, o ácido fólico 

aparenta ter funções imunomoduladoras 16. Ganeva e Tchorbanov (2023) observaram que uma 

dieta rica em ácido fólico aumentou os níveis de metilação do DNA, especialmente em 

linfócitos B de camundongos com autoimunidade, mostrando que esses nutrientes podem 

exercer um papel imunomodulador, com possível potencial terapêutico 16.  

 Considerando que o LES é uma doença cujo principal mecanismo fisiopatológico é a 

inflamação sistêmica, sabe-se que outras condições relacionadas à inflamação, mesmo de baixo 

grau, podem exacerbar as manifestações clínicas, piorando o prognóstico, tornando assim a 

qualidade de vida do paciente ainda mais limitada 1,17. Nesse cenário, evidências sugerem uma 

relação negativa entre obesidade e LES, bem como uma crescente prevalência de obesidade 

entre pacientes diagnosticados com a doença 18–20. Alguns autores relataram que a obesidade 

pode agravar as manifestações do LES uma vez que a hipertrofia e hiperplasia do tecido adiposo 

está relacionada com aumento da secreção de citocinas pró-inflamatórias e desregulação do 

equilíbrio dos linfócitos T reguladores (Treg) e linfócitos auxiliares 17,18,21.  

 Considerando o cenário acima descrito, o presente estudo visa testar a hipótese de que 

existe um perfil de metilação do DNA distinto entre as culturas de adipócitos provenientes do 

tecido adiposo de paciente com LES e peso adequado ou LES e obesidade e que o tratamento 

com ácido fólico é capaz de modular o perfil de metilação do DNA em ambas as culturas 

celulares. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 Lúpus eritematoso sistêmico 

 

O LES é uma doença reumática autoimune, de etiologia multifatorial ainda não 

completamente estabelecida que possui como maior característica a inflamação crônica e uma 

grande heterogeneidade em sua apresentação clínica 22,23. Acomete em sua maioria mulheres 

em idade reprodutiva, em uma proporção de 9 mulheres para cada homem 2. No Brasil, dados 

recentes mostraram uma incidência do LES de aproximadamente 4,8 a 8,7 casos por 100.000 

habitantes ao ano 24, sendo a estimativa de que existam cerca de 65 mil pessoas com a doença 

atualmente (SOCIEDADE BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA, 2022). Em relação as 

estimativas mundiais, a incidência global do LES e da população recém-diagnosticada é de 5,14 

(1,4 a 15,13) por 100.000 pessoas ao ano e 0,4 milhão de pessoas anualmente, respectivamente 

26. Ainda, dados recentes mostraram que a mortalidade dos pacientes com LES é cerca de 3 a 5 

vezes maior que a da população não acometida pela doença, sendo esta característica 

relacionada à atividade inflamatória da mesma, estando os acometimentos renal, do sistema 

nervoso central e doenças cardiovasculares como os mais relevantes 22. No Brasil, no período 

de 2012 a 2022 foram registrados 15.105.550 casos de óbito por LES, estando a região Sudeste 

com o maior número de casos (6.880.170) e a região Norte com o menor (954.826) 27.  

Apesar de etiologia ainda não completamente estabelecida, sabe-se que fatores 

genéticos, epigenéticos, hormonais e ambientais estão relacionados com o desenvolvimento do 

LES 28,29. A literatura mostra que, além da predisposição genética, mecanismos epigenéticos 

têm se mostrado extremamente importantes no desenvolvimento da doença, uma vez que 

agentes externos (e.g. luz ultravioleta, infecções virais, poluentes ambientais, hormônios e  

dieta) são capazes de modular a expressão gênica, podendo culminar em uma desregulação 

autoimune 3,30. 

Por se tratar de uma condição relativa à perda de auto tolerância e ao desenvolvimento 

de autoimunidade, o LES é uma doença que pode apresentar-se em intervalos de remissão total 

ou parcial com duração destes intervalos variável 24. Quando ativa (em período de exacerbação), 

a doença pode afetar qualquer órgão, sistema, e/ou articulação em variadas combinações 2, de 

modo a promover uma inflamação grave, uma vez que os autoanticorpos formam imuno 

complexos que depositam-se em vasos de pequeno calibre iniciando vasculite e disfunção dos 

locais acometidos 31. 
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De natureza heterogênea e difusa, dentre as principais manifestações clínicas do LES 

destacam-se a fadiga, febre, mialgia, perda de peso, artrite, artralgia, anemia, acometimentos 

renais, neuropsiquiátricos, pulmonares, cardíacos e gastrointestinais 24,29. Entre os distúrbios 

observados no sistema imune, ressaltam-se o aumento da expressão de interferon alfa (IFN-α), 

redução do número e função das células T citotóxicas e supressoras, aumento dos linfócitos T 

CD4+ auxiliares, bem como ativação policlonal de células B autorreativas. A junção desses 

eventos resulta em uma cascata de anormalidades na sinalização linfocitária e falhas nos 

mecanismos de auto tolerância e hiper-reatividade, culminando na formação de autoanticorpos, 

sobretudo de anticorpos anti-DNA 28. Dentre as alterações imunológicas encontram-se mais 

frequentemente alterações nos marcadores imunológicos como fator anti-núcleo (FAN), anti-

DNA nativo, anti-Sm, anticardiolipinas, imunoglobulinas das classes G, M e A (IgG, IgM ou 

IgA), anticoagulante lúpico, anti-beta2-glicoproteína1 IgG, IgM ou IgA, anti-La/SSB, anti-

Ro/SSA e anti-RNP 22.  

Os critérios da American College of Rheumatology 1982/1997, do Systemic Lupus 

Erythematosus International Collaborating Clinics Group (SLICC) 2012 ou do European 

Legue Against Rheumatism/American College of Rheumatology 2019 são aceitos como 

diretrizes para diagnóstico e tratamento do LES 22. Já o Systemic Lupus Erythematosus Disease 

Activity Index (SLEDAI-2K) é a ferramenta mais utilizada para avaliar a atividade da doença. 

O escore SLEDAI é calculado por meio da análise conjunta da anamnese, exame físico e 

exames laboratoriais, sendo utilizado como determinante de dano acumulado e estando seu 

aumento associado ao aumento da mortalidade 22,32. 

O tratamento dos pacientes acometidos pelo LES tem foco no controle das 

manifestações clínicas e laboratoriais, na prevenção das recidivas e do dano ao longo da 

evolução da doença, além da melhora da qualidade de vida 22. O tratamento é multidisciplinar 

e as medidas podem ser medicamentosas e não medicamentosas, englobando a educação do 

paciente não só a respeito do esclarecimento dos fatores de risco para a exacerbação (e.g. 

exposição a luz ultravioleta, infecções, alterações no estado emocional e psicológico), bem 

como em relação a adesão ao tratamento, comparecimento às consultas e estilo de vida saudável 

24,28. O tratamento medicamentoso baseia-se na classificação e atividade da doença (leve, 

moderada e grave) e, na maioria das vezes, em combinações de fármacos de um espectro 

variado 22. A terapia medicamentosa preconizada para todos os pacientes com LES é o uso dos 

antimaláricos, sendo o mais utilizado a hidroxicloroquina. Outro pilar muito importante da 

terapia medicamentosa para o LES são os corticosteroides ou glicocorticoides, como 

prednisona e imunossupressores como azatioprina, metotrexato, micofenolato mofetil, 
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ciclosporina e, em casos mais graves, o uso de imunobiológicos como o belimumabe também 

pode ser preconizado 22,24,28,33. 

 

2.2 Mecanismos associados a inflamação no LES 

  

 No que diz respeito à inflamação característica do LES e seus mecanismos patogênicos, 

por se tratar de uma condição relativa à perda de auto tolerância e ao desenvolvimento de 

autoimunidade, as falhas do sistema imune que culminam nessa condição podem ser 

desencadeadas por diversos fatores como a genética, epigenética, fatores endógenos e 

exógenos, os quais levam ao aumento da secreção de diversas citocinas pró-inflamatórias 28,31.  

 Uma dessas citocinas pró-inflamatórias é o IFN-α, cujo aumento da secreção e 

circulação está ligado ao desequilíbrio populacional entre linfócitos T CD4+ reguladores 

(Tregs) e linfócitos T CD4+ auxiliares foliculares em indivíduos acometidos pelo LES 28. O 

INF- α influência neste desequilíbrio pois atua na inativação das células Treg 31. Os linfócitos 

Tregs são caracterizados tanto pela alta expressão de CD25 (CD25+) como pela expressão 

constitutiva do fator de transcrição forkhead 3 (FOXp3), possuindo um papel importante na 

modulação do sistema imunológico e na prevenção de doenças autoimunes ao auxiliarem na 

manutenção da auto-tolerância 28,34. Em pacientes com LES, estudos descrevem uma 

diminuição no número de células linfocitárias Tregs e um aumento do número e atividade de 

linfócitos T auxiliares foliculares 28,34. Por sua vez, os linfócitos T auxiliares foliculares 

apresentam como principais funções, a de promover o desenvolvimento e maturação de células 

B, bem como produção de anticorpos 35,36. Este aumento de linfócitos T auxiliares foliculares 

vem em conjunto com o aumento de linfócitos B autorreativos e autoanticorpos, ocasionando 

anormalidades em toda a sinalização linfocitária 35,36. Este conjunto de falhas no sistema imune 

culmina na circulação e deposição defeituosa de complexos imunes em tecidos, levando ao 

quadro inflamatório conhecido com todas as características e consequências já abordadas 28,37.  

 Como consequência desse desequilíbrio entre as populações de linfócitos T e células 

imunes, não só ocorre o aumento dos linfócitos T auxiliares foliculares, mas também o aumento 

da secreção de IL-17 (interleucina 17), a qual também apresenta papel importante na inflamação 

e na patogênese do LES 38. A IL-17 é produzida pelas células Th17 (T helper 17) e, por sua vez, 

estimula as funções dos linfócitos B, promovendo a produção e secreção de outras citocinas 

pró-inflamatórias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), fator estimulador de colônias 

de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) e IL-1β (interleucina 1 beta). A secreção aumentada 

dessas citocinas promove, por sua vez, danos teciduais por meio da indução de 
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metaloproteinases de matriz (MMPs) e peptídeos antimicrobianos, que em conjunto iniciam 

vários ciclos de retroalimentação positiva que aumentam ainda mais a produção de IL-17, 

sustentando um ambiente pró-inflamatório e com danos teciduais excessivos 38.  

Outro agente importante na cascata de inflamação associada ao LES é a proteína 

transdutora de sinal e ativadora de transcrição 3 (STAT3). Quando fosforilados, os STATs 

sofrem uma mudança conformacional para homodímeros ou heterodímero e uma vez ativos, 

podem então ser translocados ao núcleo celular e atuar como fatores de transcrição. A STAT3 

participa da cascata de sinalização da IL-6 (interleucina 6) e possui papel crítico para a 

diferenciação de células T auxiliares, tendo participação indireta, mas muito relevante para os 

mecanismos envolvidos na inflamação do LES 39. Nesse sentido, estudos mostraram que a 

expressão de STAT3 encontrava-se aumentada em células T CD4+ de pacientes com LES, assim 

como uma correlação positiva entre o gene STAT3 e a produção de IL-17 40–43. 

 Em conjunto com o STAT3, a expressão e atividade do gene modulador do elemento 

responsivo ao cAMP (CREM) também se encontra alterada em linfócitos T de pacientes com 

LES, afetando fortemente a regulação transcricional de numerosos genes-alvo em células T, 

incluindo IL-2 (interleucina 2) e IL-17 44. O gene CREM codifica uma proteína de mesmo nome, 

a qual está envolvida em uma longa cascata de sinalização, desenvolvendo papéis importantes 

no eixo hipotálamo-hipófise e na regulação transcricional da via de sinalização da adenilato 

ciclase 45. Essa proteína pode afetar os linfócitos T envolvidos nos mecanismos patogênicos do 

LES uma vez que possuí múltiplos alvos dentro das células T. A proteína CREM pode atuar em 

uma longa cascata de sinalização que contribuí para a regulação positiva de vias intracelulares 

que podem diminuir a quantidade de IL-2 secretada, citocina que desempenha um papel crucial 

na ativação e proliferação de células T, e sua diminuição pode contribuir para a anergia das 

células T e a disfunção do sistema imunológico observadas no LES 45. Além disso, foi 

observado que seu nível de expressão pode estar relacionado à doença uma vez que este 

encontra-se mais expresso em células T de pacientes com LES 37,44,46.   

          A combinação destes fatores acima descritos resulta em um perfil de células T pró-

inflamatórias, com aumento da secreção de citocinas pró-inflamatórias, contribuindo para a 

inflamação generalizada e para os mecanismos patofisiológicos da doença 44. 

 

2.3 Obesidade  

 

 A obesidade é uma doença multifatorial, caracterizada pelo acúmulo excessivo de 

gordura corporal, acompanhado de inflamação crônica e de baixo grau 47.  Atualmente é 
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considerada uma epidemia mundial, sendo um dos maiores problemas de saúde pública, uma 

vez que se associa a uma importante taxa de morbimortalidade e está em constante crescimento 

na população 48. De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), a obesidade pode ser 

classificada com base nos valores do índice de massa corporal (IMC) (Quadro 1) 49. 

  

Quadro 1 - Classificação de peso e IMC e risco de complicações. 

Classificação IMC Risco de complicações 

Sobrepeso 25 - 29,9 Levemente aumentado 

Obesidade grau 1 30 - 34,9 Moderado 

Obesidade grau 2 35 - 39,9 Grave 

Obesidade grau 3 ≥ 40 Muito grave 

IMC: índice de massa corporal. Fonte: Adaptado de OMS, 2000 

 

 Estimativas contabilizaram mais de 2 bilhões de adultos no mundo com sobrepeso e 

obesidade em 2020 50, e o aumento da prevalência da doença ao longo dos anos mostrou-se tão 

expressivo que os Estados integrantes da OMS introduziram uma meta para interrupção do 

crescimento da obesidade até 2025 47. As estimativas mundiais contabilizam que até 2035, mais 

de 4 bilhões de pessoas possuam sobrepeso ou obesidade 51. No Brasil, dados da pesquisa 

Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para Doenças Crônicas por Inquérito Telefônico 

(VIGITEL) de 2023 indicaram que no conjunto das 27 cidades (referentes as capitais dos 26 

estados brasileiros e o distrito federal), a frequência de excesso de peso foi de 61,4%, sendo 

maior entre os homens (63,4%) do que entre as mulheres (59,6%). A frequência de adultos com 

obesidade foi de 24,3%, sendo semelhante entre as mulheres (24,8%) e os homens (23,8%)52. 

Apesar de sua etiologia multifatorial, a ascensão da obesidade em termos populacionais é um 

reflexo de mudanças comportamentais, econômicas, de padrões alimentares e de atividade 

física pelos quais tanto países desenvolvidos como não desenvolvidos passaram na segunda 

metade do século 20 53. 

O balanço energético positivo decorrente da alta ingestão calórica e baixa prática de 

atividade física ou sedentarismo é o principal fator para o ganho excessivo de peso 53. 

Entretanto, a etiologia da obesidade é complexa, e o excesso de peso resulta da interação de 

fatores como estilo de vida, componentes genéticos e epigenéticos, e fatores emocionais, 

psicológicos, econômicos e socioculturais 47,54.  A obesidade compromete e reduz a qualidade 

de vida dos indivíduos acometidos, estando relacionada ao surgimento de outras doenças 
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crônicas como as cardiorrespiratórias, hipertensão arterial e dislipidemias, diabetes mellitus 

tipo 2, osteoartrites e alguns tipos de câncer 55. 

A base para o tratamento clínico da obesidade inclui mudanças no estilo de vida (prática 

de atividade física e padrão alimentar saudável), podendo ou não contemplar o uso de fármacos 

50. Uma vez que a obesidade está classificada como uma condição cognitiva comportamental, 

se faz necessária uma equipe multidisciplinar, com a associação do tratamento clínico ao 

comportamental, para que o indivíduo mantenha um padrão sustentável de mudanças de hábito 

a longo prazo e atinja o peso saudável 50,55. 

 

2.4 Tecido adiposo como órgão secretor e sua interação com a inflamação na 

obesidade 

 

O tecido adiposo é um tipo de tecido conjuntivo que se caracteriza pela sua função e 

capacidade de armazenamento de energia em forma de triglicerídeos e sua atividade secretora. 

Além disto, também auxilia no isolamento térmico, delineamento do contorno corporal e na 

manutenção do posicionamento interno dos órgãos 56. 

 Morfologicamente, há três tipos de tecido adiposo nos mamíferos, sendo eles o branco 

(TAB), que realiza o armazenamento de energia em forma de triglicerídeos; o marrom, 

envolvido na manutenção de temperatura e produção de calor, (predominante na espécie 

humana durante a infância), e o tecido adiposo bege, descrito como produto do processo de 

escurecimento dos adipócitos brancos causado por estímulos celulares durante o processo de 

diferenciação na adipogênese, produzindo células mais parecidas com os adipócitos marrons 

mas, com características predominantes dos adipócitos brancos 57. Por questões de 

especificidade do estudo, neste trabalho nos ateremos ao TAB. 

Também denominado unilocular, o TAB é composto em sua maioria por células grandes 

em formato esférico denominadas adipócitos, que neste tipo de tecido apresentam uma única 

inclusão de triglicerídeos, com organelas e núcleo localizados perifericamente (Figura 1) 58. No 

TAB, os adipócitos organizam-se em septos de tecido conjuntivo, contendo vasos e nervos não 

mielinizados, estando sustentados por fibras reticulares de colágeno do tipo III, além da 

presença de células precursoras (pré adipócitos), fibroblastos, células endoteliais e células 

imunes com predomínio de macrófagos e células T. 59.  
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Figura 1 - Representação de um adipócito e imagem do tecido adiposo. 

 

A: Representação de um adipócito branco (TAB). B: Imagem do TAB por microscopia, corte 

histológico corado com hematoxilina e eosina. Fonte: 54. 

 

Em adultos, a proporção de TAB em relação ao peso corporal varia de 20 a 28% de 

acordo com o sexo e idade dos indivíduos 57. Ainda, o TAB pode ser dividido em subcutâneo 

(TAS) e visceral, sendo que fatores como hormônios metabólicos (e.g. insulina, glucagon) e 

sexuais e influenciam no seu armazenamento e distribuição 60. 

 Atualmente, ao contrário do que se pensava até a década de 1990, o TAB não é mais 

considerado um depósito de energia inerte 61. A descoberta da leptina como produto do tecido 

adiposo 57 e o aumento das concentrações de TNF-α em indivíduos com obesidade fez com que 

a função secretória do tecido adiposo fosse evidenciada, estabelecendo-se assim a ideia de que 

a obesidade e a resposta inflamatória estão relacionadas 62. Nesse cenário, o TAB tem sido 

definido como parte reguladora importante de diversos processos metabólicos e fisiológicos e 

como mediador do metabolismo dos ácidos graxos e da inflamação 60. Sua função como o maior 

órgão endócrino do organismo envolve a produção e secreção sistêmica de ácidos graxos e 

adipocinas 63 que são importantes mediadores nos processos autócrinos e parácrinos como a 

oxidação de ácidos graxos, lipogênese, gliconeogênese, sinalização de insulina e captação de 

glicose, e mecanismos de controle da fome/saciedade 56. O Quadro 2 mostra as principais 

substâncias as quais o TAB possui secreção ativa. 
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Quadro 2 - Substâncias secretadas pelo tecido adiposo 

Hormônios Leptina, resistina, adiponectina, esteroides 

Ácidos graxos livres LPL, ApoE, CETP 

Citocinas TNF-α, IL-6 

Proteínas com ação cardiovascular PAI-1, angiotensinogênio 

Fatores de crescimento IGF-1, TGF-β 

LPL: lipase lipoproteica; ApoE: apolipoproteína E; CETP: proteína de transferência de colesterol 

esterificado; TNF-α: fator de necrose tumoral-α; IL-6: interleucina 6; PAI-1: inibidor do ativador do 

plasminogênio-1; IGF-1: fator de crescimento similar a insulina-1; TGF-β: fator transformador do 

crescimento-β. Fonte: Adaptado de: 54. 

  

Dentre as substâncias citadas acima, a mais bem estudada é a leptina, cuja ação é ampla 

e de extrema importância, podendo atuar em diversos eixos hormonais como eixo hipotálamo-

hipófise-gonadal, hipotálamo-hipófise-adrenal e hipotálamo-hipófise-tireoide 64. A leptina é um 

hormônio peptídico secretado exclusivamente por adipócitos, sendo também classificada como 

uma adipocina. É codificada pelo gene LEP o qual está majoritariamente expresso no TAS. 

Possui função endócrina, atuando no mecanismo de fome/saciedade, na supressão do apetite e 

controle da composição e peso corporal 65. Ainda, sabe-se que a leptina está envolvida em 

processos imunes, favorecendo e aumentando a produção de citocinas inflamatórias 64.   

 Também classificada como uma adipocina, a adiponectina é um hormônio peptídico 

cujo nível de expressão é inversamente proporcional ao nível de adiposidade do indivíduo 66. É 

codificada pelo gene ADIPOQ e secretada pelo TAS, tendo sido descoberta quase no mesmo 

período que a leptina 66. O papel da adiponectina também é amplo, atuando em receptores no 

musculo esquelético, fígado, pâncreas, células endoteliais e no próprio tecido adiposo 56. A 

adiponectina exerce também o papel de hormônio sensibilizador à insulina e inibitório de 

inflamação vascular, bem como intermediário anti-inflamatório em alguns casos, além de 

suprimir a produção de glicose no fígado e aumentar a oxidação de ácidos graxos no músculo 

esquelético 67.  

  No que diz respeito à obesidade, é observada uma disfunção do tecido adiposo tanto 

em relação a populações celulares quanto em relação ao perfil endócrino e secretório, uma vez 

que a hipertrofia e a hiperplasia do tecido adiposo, além de induzirem os adipócitos à liberação 

de mediadores pró-inflamatórios, também alteram a secreção de adipocinas, especificamente 

adiponectina e leptina, já citadas acima 64. Assim, na obesidade é observado níveis de 

adiponectina significativamente mais baixos em relação a indivíduos com peso adequado 62, o 

que frequentemente culmina em resistência à insulina, uma vez que a adiponectina atua 
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aumentando a sensibilidade à insulina. 67. Por outro lado, os níveis de leptina encontram-se 

aumentados devido a ativação do gene LEP pela hipóxia e pelos mediadores inflamatórios 

presentes no tecido adiposo 62,68. 

 O TNF-α, descoberto em 1975, foi originalmente classificado como uma citocina 

secretada por macrófagos com função imunológica decorrente da sua capacidade de induzir 

necrose em células tumorais e ser a principal citocina a participar de processos inflamatórios e 

imunes 69. Posteriormente, descobriu-se que a expressão do TNF-α encontrava-se aumentada 

em indivíduos com obesidade e que a mesma se mostrava reduzida em decorrência da perda de 

peso corporal, levando a percepção de que essa citocina possuía diversas atividades 

metabólicas. Ainda que a maior quantidade de TNF-α do tecido adiposo seja proveniente dos 

macrófagos infiltrados no próprio tecido, observou-se que os adipócitos também produzem e 

secretam TNF-α, em menores quantidades 70,71. 

 A afirmativa de que a obesidade e a inflamação estão interligadas vêm justamente do 

fato de que nos indivíduos com obesidade, o perfil de citocinas pró-inflamatórias e proteínas 

associadas à inflamação encontra-se aumentado 62. No processo de ganho de peso, ocorre 

hipertrofia e hiperplasia dos adipócitos, causando uma diminuição do fluxo sanguíneo e hipóxia 

celular, com consequente infiltração massiva de macrófagos no tecido adiposo, os quais se 

agregam em estruturas em forma de coroa ao redor de adipócitos mortos 72,73.  Esse aumento 

em volume e em quantidade de adipócitos favorece o aumento da secreção de citocinas pró-

inflamatórias, como TNF-α e a IL-6 62,74. 

  Presente de forma muito relevante nos processos inflamatórios, a IL-6 é codificada pelo 

gene IL-6 e cerca de 10 a 30% de seus níveis circulantes é proveniente do TAB 65. É uma 

citocina com número elevado de funções que vão desde a regulação do sistema imune entre a 

transição de imunidade inata e adaptativa, até permeabilidade da barreira hematoencefálica e 

desenvolvimento embrionário 65. Presente em quadros inflamatórios, a IL-6 também auxilia no 

recrutamento de macrófagos e linfócitos para locais de lesão ou infecção e está envolvida na 

patogênese de diversas doenças autoimunes por conta de seu papel exacerbado na homeostase 

imunológica 75. Por possuir efeitos pleotrópicos, em conjunto com outros fatores, a IL-6 induz 

diferenciação de linfócitos auxiliares, presentes nas doenças autoimunes 75. Uma das funções 

mais destacadas e estudadas desta interleucina é a de estimular a produção da proteína C-reativa 

pelos hepatócitos, a qual desempenha um papel crucial na resposta inflamatória aguda, 

incluindo o recrutamento e a ativação do sistema complemento, o aumento da atividade do 

sistema imune e a facilitação da liberação de citocinas 76. 
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 Este aumento da secreção de adipocinas pró-inflamatórias e diminuição de adipocinas 

anti-inflamatórias, caracteriza a obesidade como uma inflamação crônica e de baixo grau que 

causa grande impacto em diversas funções corporais 77. Descrito brevemente neste tópico, o 

papel do tecido adiposo como órgão secretor evidencia uma grande participação no perfil 

inflamatório da obesidade e na secreção de adipocinas e citocinas. Estas substâncias, além de 

possuírem papel metabólico intenso, possuem também fatores relacionados ao sistema imune e 

a inflamação, participando como importantes mediadores nos processos patofisiológicos 

presentes na obesidade, caracterizando sua condição inflamatória e as altas taxas de mortalidade 

(Figura 2) 56,77,78.  

 

Figura 2 - Tecido adiposo branco, vias metabólicas e doenças associadas. 

 

TNF-α: fator de necrose tumoral alfa; IL-6: interleucina 6; IL-2: interleucina 2. Fonte: 54.  

 

 

2.5 Mecanismos Epigenéticos: Metilação do DNA 

 

 O conceito de epigenética está contido nas modificações moleculares que ocorrem no 

DNA sem que se altere a sequência de nucleotídeos da fita, ou seja, nas mudanças dos padrões 

de expressão gênica e nas conformações da cromatina que influenciam diretamente nos 

fenótipos expressos 79. Assim, os eventos epigenéticos relacionam-se às modificações no DNA 

potencialmente reversíveis, mas herdáveis geneticamente, estabelecendo uma conexão entre a 

plasticidade fenotípica e o genótipo fixo, desempenhando um papel importante na criação e 

manutenção da diversidade dos padrões de expressão gênica 80. 

 Os processos epigenéticos são diversos incluindo a modificações de histonas (i.e., 

metilação e acetilação), metilação do DNA e RNAs não codificantes (ncRNAS). Estes 
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mecanismos agem de forma distinta, porém com o mesmo objetivo, que é favorecer ou inibir a 

transcrição e tradução de um determinado gene, de modo que a seleção de qual gene será ou 

não transcrito e em qual intensidade, se deve a inúmeros fatores como hereditariedade e estilo 

de vida, por exemplo 9,81. Para fins de relevância e especificidade, nos ateremos para este 

trabalho, ao processo de regulação epigenética por meio da metilação do DNA. 

A metilação do DNA é o processo pelo qual um agrupamento metil (CH3) é adicionado 

ao carbono 5 de alguns nucleotídeos de citosina da fita de DNA (Figura 3). Esta reação de 

incorporação do grupo metil ocorre por um grupo de enzimas denominado DNA 

metiltransferases (DNMTs) e em sua grande maioria, em locais da fita de DNA denominados 

ilhas CpG, onde há uma maior concentração dos nucleotídeos citosina e guanina 82.  

 

Figura 3 - Representação esquematizada de metilação no carbono 5’ da citosina. 

 

Fonte: 83. 

 

          A DNA metiltransferase 1 (DNMT1) é uma enzima codificada pelo gene DNMT1 e é a 

principal enzima responsável pela manutenção dos padrões de metilação durante o processo de 

replicação do DNA, mostrando preferência pelo DNA hemimetilado (quando uma das fitas está 

metilada e a outra não) 84 (Figura 4). Ela é a responsável por restaurar e manter os padrões de 

metilação, sendo também denominada metiltransferase de manutenção 85. Esta remetilação do 

DNA, além de garantir o padrão epigenético para as células “filhas”, também pode atuar 

silenciando ou reduzindo a expressão de genes que estavam ativos anteriormente, estando a 

DNMT1 envolvida no processo de regulação gênica e participando ativamente do mesmo 10. 

Este processo de regulação gênica por meio da metilação do DNA é o mais estudado 

uma vez que, as ilhas CpG frequentemente estão próximas das regiões regulatórias dos genes, 

como os promotores 86. Estima-se que o genoma possua mais de 28 milhões de ilhas CpGs e 

destas 60 a 80% encontram-se metiladas 82. A hipermetilação das ilhas CpG na região 

reguladora de um gene em específico leva a uma diminuição ou total interrupção de sua 
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transcrição e consequente tradução, uma vez que pode impedir a maquinaria de transcrição de 

agir, assim como a hipometilação resulta em uma maior expressão do gene 87. 

 

Figura 4 - Representação esquemática da atuação da enzima DNMT1. 

 

DNMT1: DNA metiltransferase 1. Fonte: Adaptado de: 86. 

 

2.6 Metilação do DNA no LES e na obesidade: evidências recentes 

 

 Embora as pesquisas a respeito dos aspectos e da influência epigenética em doenças 

autoimunes tenham se intensificado nos últimos anos, ainda há relativamente pouca informação 

a respeito do perfil epigenético que apresentam os pacientes com LES se comparado com o 

número de estudos ou informações sobre outros aspectos relacionados à doença. Uma busca 

utilizando como descritores “Systemic lupus erythematosus (AND) DNA methylation” na base 

de dados PubMed mostrou que 28 estudos foram publicados nessa temática no ano 2023, e até 

o presente momento, 12 estudos no ano de 2024 88 (Figura 5). 
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Figura 5 - Estudos publicados por ano com os descritores (systemic lupus erythematosus (AND) DNA 

methylation). 

 

Fonte: 88. 

 

A literatura acerca da metilação do DNA de pacientes com LES descreve a existência 

de um padrão de hipometilação do DNA associado a doença, principalmente em genes que 

participam das vias de sinalização do INF-α 3,89 e das células T 5–7,90–92. Lu et al. (2002) 

observaram uma hipometilação do DNA no promotor de CD11a/CD18 em células T de 

pacientes com LES ativo 93. CD11a/CD18, também conhecido como antígeno associado à 

função do linfócito 1 (LFA-1) ou subunidade alfa L da integrina (ITGAL), é uma integrina que 

regula a adesão e migração dos leucócitos em tecidos inflamados. A superexpressão de 

CD11a/CD18 correlaciona-se com o desenvolvimento da autoreatividade das células T 5. Ainda, 

também foi observada hipometilação do DNA no gene IL-10 (interleucina 10) em pacientes 

com LES, interleucina essa associada à produção de autoanticorpos pelas células B 91. A 

hipometilação do DNA no gene IL-10 e o recrutamento do STAT3 ao promotor e intensificador 

de IL-10 aumentam a expressão de IL-10 em células T 6.  

Essa hipometilação do DNA em linfócitos T e B se correlacionou de forma inversamente 

proporcional com a atividade da doença, e com a super expressão de genes codificadores de 

citocinas pró-inflamatórias, como as IL-6 e IL-10 7. Além disso, outros autores reportaram que 

as alterações no perfil metilação do DNA do LES foram associadas aos danos teciduais, 

subtipos da doença e respostas aos medicamentos 89. 

 Os mecanismos responsáveis pela hipometilação do DNA associada ao LES ainda não 

foram totalmente elucidados. Uma explicação plausível para esta hipometilação do DNA 

associada ao LES é a demonstração de que o estresse oxidativo decorrente do estado 

inflamatório característico da doença diminui a expressão de DNMT1 94. Um estudo com 

pacientes com LES ativo, além de demonstrar a hipometilação do DNA, evidenciou que as 
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células T apresentavam níveis reduzidos de mRNA de DNMT1, contribuindo para a 

hipometilação do DNA nesses pacientes 95. Além disso, SUNAHORI et al. (2011, 2013) 

mostraram que uma parte da proteína fosfatase 2A (PP2Ac), que está em excesso nas células T 

de pacientes com LES, interfere na atividade da DNMT1 ao afetar a fosforilação das vias de 

sinalização MEK/ERK nas células T 96,97. Eles examinaram os padrões de metilação de DNA 

na região promotora de PP2Ac em células T de pacientes com LES, comparando-as com células 

T normais. Eles descobriram que, nas células T de pacientes com LES ativo, a redução de 

PP2Ac aumentou a fosforilação na via de sinalização, o que aumentou a expressão e atividade 

da DNMT1 e, assim, reduziu a expressão de CD70 e CD11a. Concluíram que a PP2Ac pode 

ser um alvo importante para controlar a metilação de genes em células T de pacientes com LES, 

atuando por meio da desfosforilação da via de sinalização MEK/ERK e ativação da DNMT1 

96,97. 

Ao contrário do que podemos observar no LES, os estudos em relação ao padrão de 

metilação do DNA na obesidade apresentam-se em maior quantidade. Uma busca utilizando 

como descritores “obesity (AND) DNA methylation” na base de dados PubMed mostrou que 

217 estudos foram publicados nessa temática no ano 2023, e até o presente momento, 88 estudos 

no ano de 2024 (NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, 2023a) (Figura 6). 

 

Figura 6 - Estudos publicados por ano com os descritores “obesity (AND) DNA methylation”. 

 

Fonte: 98. 

 

 Por se tratar de uma doença com etiologia multifatorial, a variabilidade dos resultados 

é vasta e indica, em geral, uma hipermetilação do DNA em diversos genes quando comparados 

indivíduos com obesidade e aqueles com peso adequado 99–101. Nestes estudos, destacam-se 

principalmente genes envolvidos no controle do comportamento alimentar, sono, ritmo 

circadiano, homeostase energética e metabolismo de lipídios 99–101. De maneira importante, 

esses padrões generalizados de metilação diferencial do DNA foram associados com o 
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desenvolvimento das doenças crônicas associadas a obesidade, como o diabetes mellitus tipo 2 

e as doenças cardiovasculares 102,103. 

 Desta maneira, diversos “Epigenome-wide association studies” (EWAS) vem 

demonstrando associações entre marcadores da obesidade (e.g. IMC, circunferência abdominal) 

com padrões de metilação do DNA 104–107. Alguns autores reportaram associação entre valores 

do IMC e os níveis de metilação de sítios CpGs no gene do fator induzível por hipóxia 3 alfa 

(HIF3A) que regula as respostas metabólicas ao baixo nível de oxigênio no organismo 99–101, na 

qual um aumento de 10% nos níveis de metilação do gene HIF3A associou-se ao aumento de 

8% do IMC 99,100. Ainda, os níveis de metilação do DNA dos genes codificadores de leptina e 

adiponectina foram associados a valores mais altos de IMC, gordura corporal e de 

concentrações de lipoproteína de baixa densidade (LDL-colesterol) 108. 

 Se tratando do binômio LES e obesidade, existem poucas evidências na literatura 

explorando o perfil de metilação do DNA. Hou et al. (2020), com o objetivo de investigar uma 

possível ligação entre obesidade e a hipometilação das células T CD4+ em pacientes com LES, 

conduziram um estudo com dois grupos distintos de pacientes: um grupo com LES e obesidade 

(definida pelo IMC > 30 kg/m²), e outro grupo com LES e peso adequado (IMC entre 18 e 25 

kg/m²). A análise comparativa entre esses grupos revelou diferenças significativas nos níveis de 

atividade da doença, medidos pelo índice SLEDAI, bem como nos marcadores sorológicos 

como anti-nRNP e anti-dsDNA, todos significativamente mais elevados nos pacientes com LES 

e obesidade. Além disso, os autores observaram hipometilação do DNA mais acentuada nos 

pacientes com obesidade em comparação àqueles com peso normal. Essa observação foi 

acompanhada por uma redução na expressão da enzima DNMT1 nos pacientes com obesidade, 

sugerindo um possível mecanismo pelo qual a obesidade pode influenciar a epigenética das 

células T CD4+ em pacientes com LES. Para validar esses achados em um modelo animal, 

camundongos New Zealand Black/White (NZB/W) foram alimentados com uma dieta rica em 

gordura para induzir obesidade, replicando as condições observadas nos pacientes. Resultados 

semelhantes foram obtidos, com os animais obesos apresentando níveis reduzidos de metilação 

das células T CD4+ e baixa expressão de DNMT1, comparados aos animais controle 

alimentados com dieta normal. As descobertas deste estudo apontam para uma associação direta 

entre obesidade e hipometilação das células T CD4+ em pacientes com LES, indicando que o 

ambiente obesogênico pode exacerbar os processos epigenéticos alterados observados na 

doença autoimune 21.  
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2.7 O papel dos nutrientes doadores de metil nas reações de metilação do DNA 

 

 No processo de metilação do DNA, os grupos metil necessários para que a reação ocorra 

são provenientes de uma molécula doadora universal do grupo metil, a S-adenosilmetionina 

(SAM), que é parte constitutiva de um ciclo metabólico natural do organismo conhecido como 

ciclo de 1 carbono 109.  

 O ciclo de 1 carbono, ou metabolismo de 1 carbono ocorre compartimentalizado entre 

o núcleo, citoplasma e mitocôndrias e inclui o ciclo do folato, a via da metionina e vias de 

transsulfuração 110. Por meio desta rede complexa de reações bioquímicas alimentada com 

nutrientes denominados de doadores do grupo metil ocorre a transferência de unidades de 

carbono na forma de grupos metenil, formil e metil, extremamente necessários para diversos 

processos celulares como a biossíntese molecular, manutenção genômica e controle epigenético 

da expressão gênica 110. Os elementos doadores de metil são constituintes dietéticos que 

medeiam o ciclo de 1 carbono e incluem nutrientes como o ácido fólico (vitamina B9) e outras 

vitaminas do complexo B (B2, B6 e B12), além da metionina, colina e betaina, atuando como 

substratos ou cofatores essenciais nas vias metabólicas envolvidas 110. 

 Por meio destes elementos, a SAM é sintetizada dentro da via da metionina em uma 

reação impulsionada por adenosina trifosfato (ATP) 111.  A metilação do DNA é uma reação que 

necessita da participação de SAM para ocorrer como elemento doador final do grupo metil. 

Estudos demonstraram que deficiências destes nutrientes e menor disponibilidade de SAM 

podem resultar em alterações que influenciam a atividade das DNMTs e consequentemente 

influenciam os padrões de metilação do DNA 112,113. O folato é uma vitamina a qual o organismo 

não é capaz de sintetizar, sendo necessária sua ingestão dietética por meio de folhas verdes 

como aspargos, brócolis, frutas cítricas, e fígado bovino 14. O ácido fólico é a forma sintética 

do folato, presente em suplementos e alimentos fortificados 14. No organismo, o ácido fólico 

necessita ser reduzido a dihidrofolato (DHF) e posteriormente a tetrahidrofolato, sua forma 

ativa, a qual entra no ciclo do folato dando origem aos produtos reacionais seguintes, como 

5,10-metil tetrahidrofolato, e posteriormente 5-metil tetrahidrofolato, momento o qual o ciclo 

do folato ou do ácido fólico cruza com o ciclo da metionina, totalizando o ciclo de 1 carbono 

(Figura 7) 110. 
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Figura 7 - Representação esquemática do processo de doação de agrupamento metil do ácido fólico as 

reações de metilação de DNA. 

 

 

B6: vitamina B6; 5,10-metil THF: 5,10-metil tetrahidrofolato B2: vitamina B2; 5-metil THF: 5-metil 

tetrahidrofolato; B12: vitamina B12; SAM: S-adenosilmetionina; SAH: S-adenosil-homocisteina.  

Fonte: Adaptado de 111. 

 

Diversos estudos da literatura vêm relacionando a quantidade ingerida de nutrientes 

doadores de metil pela dieta, as concentrações séricas e possíveis deficiências desses nutrientes 

com níveis de metilação do DNA e com características fenotípicas associadas a obesidade 114–

119. Além disso, há evidências de que a suplementação com ácido fólico pode modular o padrão 

de metilação do DNA 14,111. Recente revisão sistemática evidenciou que os resultados após a 

suplementação com ácido fólico foram divergentes entre aumento na metilação global, ausência 

de mudanças e até mesmo diminuição da metilação do DNA 15.  

 Considerando estudos in vitro, não há até o presente momento uma grande quantidade 

de experimentos realizados com adipócitos nesta abordagem. No que diz respeito aos estudos 

in vitro com outras linhagens celulares (e.g. neuroblastoma humano, células endoteliais de veia 

umbilical humana, mioblastos, células tumorais, entre outras), embora muito escassos na 

literatura e de cunho muito variado, destacam-se quatro estudos avaliando o efeito do 

tratamento do ácido fólico na metilação do DNA. As dosagens de ácido fólico administradas (0 

a 1000 nmol/L; 26,5 mg/L; 4 mg/L por cultura) e o tempo de tratamento (um a seis dias) 

divergiram entre si, bem como os resultados obtidos 120–123. Alguns autores não observaram 

alterações nos níveis de metilação do DNA após o tratamento com ácido fólico 120,121, enquanto 

outros observaram aumento dos níveis de metilação do DNA em todo o genoma 122 e em genes 
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específicos como o gene codificador da proteína quimioatrativa de macrófagos 1 (MCP1) e 

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) 123. 

 De maneira intrigante, em um estudo conduzido também in vitro por Nikolova-Ganeva 

et al. (2023), linfócitos B isolados de sangue periférico de pacientes com LES e voluntários sem 

a doença foram cultivados na presença de 4 μg/mL ou 16 μg/mL de ácido fólico, foi observado 

aumento na população de células CD19+ IL10+ e de células CD19– IL10+, o qual pode ser 

consequência de uma metilação indireta ou direta adicional do DNA em loci específicos das 

células-alvo 124.  

 Outro estudo mostrou que o tratamento com ácido fólico durante a gravidez afetou os 

níveis de metilação do DNA fetal 125. Amarasekera et al. (2014), utilizando perfilagem em 

escala genômica, investigaram a metilação do DNA em células T CD4(+) e células 

apresentadoras de antígenos isoladas do sangue do cordão umbilical neonatal, baseando-se na 

exposição intrauterina ao folato. Altos níveis de folato materno foram relacionados à 

hipometilação de uma região próxima ao gene da proteína de “dedo de zinco” ZFP (ZFP57), 

crucial na regulação da metilação do DNA, e a maior expressão desse gene em células CD4(+), 

indicando que o folato influencia a metilação do DNA, com possíveis impactos inclusive na 

saúde fetal 125.  
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3. OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo primário 

 

O presente estudo teve como objetivo investigar se o tratamento in vitro com ácido 

fólico por 48 horas é capaz de modular o perfil de metilação do DNA em cultura celular de 

adipócitos representativos do ambiente LES, e avaliar se esse efeito é diferente a depender da 

presença de obesidade associada. 

 

3.2 Objetivos secundários 

 

• Comparar os níveis de expressão dos genes ADIPOQ, LEP, IL-6, STAT3, CREM2 e 

DNMT1 em cultura celular de adipócitos representativos do ambiente LES, na 

presença ou ausência de obesidade;  

• Avaliar se o tratamento in vitro com ácido fólico por 48 horas é capaz de modificar 

os níveis de expressão dos genes ADIPOQ, LEP, IL-6, STAT3, CREM2 e DNMT1 

em cultura celular de adipócitos representativos do ambiente LES, na presença ou 

ausência de obesidade. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 Desenho experimental 

 

O presente estudo faz parte de um projeto Jovem Pesquisador da Fundação de Amparo  

à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP) intitulado “Progressos em estudos epigenéticos nas 

doenças reumáticas autoimunes: da bancada a clínica no lúpus eritematoso sistêmico”. O estudo 

foi aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo (HC-FMUSP) (CAAE.: 47317521.8.0000.0068).  

Trata-se de um estudo experimental in vitro com adipócitos provenientes de TAS de 

duas pacientes, uma com LES e peso adequado e uma com LES e obesidade. Os procedimentos 

experimentais estão descritos na Figura 8. Primeiramente foram realizados procedimentos de 

biópsias para coleta do TAS da região abdominal. As pacientes selecionadas atendiam a critérios 

de elegibilidade pré-estabelecidos, sendo semelhantes em relação aos aspectos do LES (tempo de 

doença, classificação SLEDAI, dose de medicamentos, entre outros), e após leitura e assinatura do 

termo de consentimento livre esclarecido foi realizada a coleta de aproximadamente 3 gramas de 

TAS com auxílio de bisturis no Ambulatório de Reumatologia do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina de São Paulo (HC-FMUSP). Após a coleta, os respectivos tecidos 

passaram pelo processo de desagregação da matriz extracelular seguido do isolamento de 

adipócitos. Os adipócitos isolados do tecido representativo de LES e obesidade foram semeados 

em duas garrafas de cultura e nomeados como controle e tratamento. O mesmo foi realizado para 

os adipócitos isolados do tecido representativo de LES e peso adequado. As células foram 

cultivadas em meio apropriado por 48h e durante esse período as culturas tratamento receberam 

tratamento com ácido fólico. Após as 48h, foi realizada a extração de DNA e RNA para posterior 

análise do perfil de metilação do DNA e de expressão gênica. 
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Figura 8 - Fluxograma representativo dos procedimentos realizados no presente estudo. 

 

1: fragmentação do tecido adiposo; 2: desagregação da matriz extracelular e isolamento de adipócitos; 

3: contagem e semeadura de adipócitos em seus respectivos grupos; 4: cultura e suplementação com 

ácido fólico; 5: extração de ácidos nucleícos. MC: meio de cultura.  

Fonte: O autor. 

 

4.2 Isolamento de adipócitos, contagem e semeadura 

 

O isolamento dos adipócitos foi realizado por meio do método de Martin Rodbell 

descrito em 1964 e adaptado por Peres e Curi em 2005 126, cujo princípio é a desagregação da 

matriz extracelular do tecido adiposo, liberação dos adipócitos e células estromais e separação 

por densidade.  

Após a coleta, sob condições estéreis, as amostras de TAS foram fracionadas 

mecanicamente com bisturis lamina 10 e submetidas ao processo de digestão enzimática com 

colagenase do tipo II na concentração de 1mg/mL (Gibco™ Collagenase Type II – Thermo 

Fisher Scientific) em solução composta por dulbecco’s modified eagle médium (DMEM) (com 

glutamina, piruvato e glicose, sem bicabornato de sódio (NaHCO3)), ácido 4-(2-hydroxyethyl)-

1-piperazineethanesulfonic (HEPES), albumina sérica bovina, (NAHCO3) e água ultrapura, 

acrescida, após ajuste de pH em 7,4, de penicilina 10.000 UI/mL /estreptomicina 10.000 μg/mL 

(Gibco™ Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL – Thermo Fischer Scientific) (1%) e utilizada 
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na proporção de 2,5mL para cada 1g de tecido (Quadro 3). Posteriormente, a solução contendo 

o TAS fracionado foi incubada em banho maria a 37ºC, por aproximadamente 30 minutos com 

agitações periódicas.  

 

Quadro 3 - Reagentes para preparo do meio de digestão. 

Reagente Quantidade para 

50mL 

Concentração Final 

DMEM 0,1g 1% 

HEPES 0,3g 0,6% 

Albumina sérica bovina 2g 4% 

NaHCO3 0,0175g 4,2mM 

Água q.s.p. 50ml - 

DMEM: dulbecco’s modified eagle médium; HEPES: ácido 4-(2-hydroxyethyl) -1-

piperazineethanesulfonic; NaHCO3: bicabornato de sódio; q.s.p.: quantidade suficiente para. 

Fonte: Adaptado de 126. 

 

Após o período de incubação foi realizada uma centrifugação a 400g por 30 segundos 

em temperatura ambiente. O infranadante e o sedimento foram aspirados cuidadosamente, 

preservando o sobrenadante obtido contendo os adipócitos. Foram realizadas então duas 

lavagens com meio de cultura composto por DMEM (com glutamina, piruvato e glicose, sem 

NAHCO3), HEPES, soro fetal bovino, NAHCO3, albumina sérica bovina e água ultrapura 

(Quadro 4). Acrescida após ajuste do pH em 7,4 de penicilina 10.000 UI/mL /estreptomicina 

10.000 μg/mL (Gibco™ Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL – Thermo Fischer Scientific) 

(1%). 
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Quadro 4 - Reagentes para preparo do meio de cultura. 

DMEM: dulbecco’s modified eagle médium; HEPES: ácido 4-(2-hydroxyethyl) -1-

piperazineethanesulfonic; NaHCO3: bicabornato de sódio; q.s.p.: quantidade suficiente para. 

Fonte: Adaptado de 126. 

  

Ao fim das lavagens, os adipócitos foram ressuspendidos em 4mL com o meio de cultura 

anteriormente citado para posterior contagem e semeadura.    

 A contagem dos adipócitos foi realizada em câmera de Neubauer, nos quadrantes 

laterais. Para a avaliação da viabilidade celular foi utilizado o corante Azul de Tripan que 

identifica, por meio da coloração azul as células inviáveis, devido a impregnação do corante 

nas membranas celulares desintegradas, ficando as células viáveis sem coloração. Após a 

contagem dos quadrantes, o número de adipócitos foi submetido à seguinte fórmula para 

obtenção da concentração celular (Quadro 5) 126.  

 

Quadro 5 - Fórmula para obtenção da concentração celular de adipócitos em células/mL. 

 

Nº de células contadas X fator de diluição X 104

Nº de quadrantes contados
 =

células

mL
 

 

   Fonte: 126. 

 

 Foram obtidos no processo de isolamento 1.600.000 adipócitos na concentração de 

400.000 adipócitos/mL no grupo LES e obesidade e 613.333 adipócitos na concentração de 

153.333 adipócitos/mL no grupo LES e peso adequado (Quadro 6). A quantidade encontrada de 

adipócitos em cada grupos foi distribuída igualmente em cada garrafa de cultura celular com 

Reagente Quantidade para 

500mL 

Concentração Final 

DMEM 4,15 0,83% 

HEPES 2,4 0,48% 

Soro Fetal Bovino 25mL 5% 

NaHCO3  0,175g 4,2 mM 

Albumina sérica bovina 5g 1% 

Água q.s.p. 500mL - 
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volume para 40mL. Cada garrafa foi nomeada de acordo com o grupo (LES e obesidade ou 

LES e peso adequado) e intervenção (controle ou tratamento com ácido fólico): 1. Peso 

adequado controle; 2. Peso adequado tratamento; 3. Obesidade controle; 4. Obesidade 

tratamento (Figura 9). 

Quadro 6 - Rendimento e concentração dos adipócitos. 

 

Grupo 

 

 

Rendimento  

(valor absoluto) 

 

Concentração 

(adipócitos/mL) 

 

Por garrafa de cultura 

(valor absoluto) 

LES e obesidade 1.600.000 400.000 800.000 

LES e peso adequado 613.333 153.333 306.666 

LES: lúpus eritematoso sistêmico. 

Fonte: O autor.  

 

Figura 9 - Garrafas de cultura dos grupos: LES e peso adequado: controle e tratamento e grupo LES e 

obesidade: controle e tratamento. 

 

Fonte: O autor. 

 

4.3 Cultura celular e suplementação  

 

 Após a semeadura, todas as garrafas foram acrescidas de 4mL de meio de cultura e 

incubadas em estufa a 37ºC e 5% de CO2. As garrafas denominadas tratamento foram 
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acrescidas, além dos 4mL de meio de cultura, de 1 mL de ácido fólico diluído em NaOH (0,02g 

NaOH qs) contabilizando 2mg de ácido fólico por garrafa de cultura. O meio de cultura e a 

suplementação foram repostos a cada 24h durante 48 horas (2mg a cada 24h). As garrafas do 

grupo controle também tiveram os meios de cultura repostos a cada 24h durante 48 horas.  

Durante o período de cultura celular as garrafas foram observadas por microscopia 

invertida com contraste de fase (Figura 10). 

 

Figura 10 - Culturas celulares de adipócitos. 

 
A: LES e obesidade controle; B: LES e obesidade tratamento; C: LES e peso adequado controle; D: 

LES e peso adequado tratamento.  

Fonte: O autor. 

 

 

4.4 Extração de ácidos nucleicos 

 

 Os ácidos nucléicos foram extraídos após o período de 48h pré-determinado. As 

extrações de RNA e DNA das culturas celulares foram realizadas com a utilização dos kits 
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comerciais de extração e purificação RNeasy™Mini Kit e QIAamp™ DNA Mini Kit, 

respectivamente. O conteúdo de cada garrafa de cultura celular foi homogeneizado por cerca 

de 30 segundos e transferido para um tubo cônico de 15mL que foi centrifugado a 400g por 30 

segundos. Apenas o sobrenadante contendo os adipócitos de cada tubo foi utilizado, tendo sido 

dividido igualmente para RNA e DNA. As etapas seguintes dos procedimentos foram seguidas 

de acordo com as instruções fornecidas pelo fabricante.  

 Após o processo de extração, os ácidos nucléicos foram quantificados por absorbância 

com a utilização do espectrofotômetro NanoVue™ - Ge Healthcare. As razões 260nm/280nm 

foram utilizadas para determinar o grau de pureza das amostras.  

 

4.5 Análise dos níveis de metilação do DNA  

 

4.5.1 Tratamento com bissulfito de sódio 

 

 As mostras de DNA extraídas foram tratadas com bissulfito de sódio com a utilização 

do kit de metilação EZ DNA Methylation-Gold (Zymo Research) de acordo com as instruções 

do fabricante.  

 

4.5.2 Ensaio de microarray   

 

 Para a análise do perfil de metilação do DNA foi utilizada a técnica de microarray com 

uso do Beadchip Infinium Methylation EPIC v2.0 Kit fornecido pela Illumina™, de acordo com 

as instruções do fabricante (Infinium™ HD Assay Methylation Protocol Guide (2015). As 

amostras de DNA tratadas com bissulfito de sódio (input de aproximadamente 100ng) foram 

submetidas inicialmente a três etapas, sendo elas desnaturação, neutralização e amplificação 

isotérmica, nas quais o produto amplificado passou por um processo de fragmentação 

enzimática seguido de precipitação e ressuspensão em solução tampão.  

Após esta etapa de preparo, a solução tampão com as amostras já fragmentadas foram 

depositadas nas lâminas dos chips (beadchips) (Figura 11) cuja estrutura contém sondas 

específicas que ligam-se as amostras por afinidade de sequencias em uma etapa de hibridização. 

Para esse processo, após pipetadas, as lâminas dos chips foram incubadas a 48ºC por 16 horas, 

seguidas após este período, de lavagem para remoção dos fragmentos não anelados, tendo sido 

o chip então, preparado para a extensão das bases, amplificação e detecção dos nucleotídeos de 

citosinas marcados.  
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A amplificação, correspondeu a amplificação da marcação embutida que forneceu o 

sinal que foi identificado por um laser, cujo excitou os fluoróforos em cada base, permitindo a 

identificação de sítios metilados através da conservação das citosinas após o tratamento com 

bissulfito de sódio. A detecção ocorreu durante o processo de leitura, onde os beadchips foram 

escaneados usando o sistema Illumina iScanSQ™.  

 

Figura 11 - Beadchip Infinium Methylation EPIC v2.0 Kit (lâmina). 

 

Fonte: O autor. 

 

4.5.3 Análise da bioinformática  

 

 O processamento dos dados da matriz de metilação foi realizado em colaboração com 

um bioinformata especializado, utilizando o ambiente estatístico R 4.1.1 (//www.r-project.org/). 

Para controle de qualidade e pré-processamento, utilizou-se o pacote RnBeads (R Core Team, 

2021) 127. 

 Inicialmente, um algoritmo de corte foi aplicado para selecionar sondas e/ou amostras. 

Em seguida, sondas que coincidiam com polimorfismos de nucleotídeo único, localizadas em 

cromossomos sexuais ou que mapeavam múltiplas posições no genoma (reação cruzada) foram 

eliminadas. As intensidades brutas da matriz foram normalizadas pelo método BMIQ, que 

ajusta os valores β das sondas do tipo II para corresponderem à distribuição beta dos valores β 

das sondas do tipo I. Isso resultou em um valor β específico para cada sítio CpG identificado, 

representando a razão do sinal fluorescente da sonda metilada (M) em relação à soma das 

sondas metilada (M) e não metilada (UM) [β = M/(M + UM)], variando de 0 (sem metilação) a 
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1 (metilação completa de ambos os alelos). Por fim, modelos lineares hierárquicos foram 

aplicados utilizando o pacote limma para identificar diferenças entre grupos (RITCHIE et al., 

2015). Para os sítios CpG significativos, foi adotado um limiar baseado em Δβ, com um valor 

mínimo de 30% (superior a 0,3 ou inferior a -0,3). 

A anotação das ilhas CpG foi categorizada da seguinte forma: (1) shore, referindo-se a 

cada uma das sequências de 2 kb que flanqueiam uma ilha CpG; (2) shelf, referindo-se a cada 

uma das sequências de 2 kb adjacentes a um shore (entre 2 e 4 kb de uma ilha CpG); e (3) open 

sea, para DNA não incluído nas categorias anteriores ou em ilhas CpG. As regiões TSS200 e 

TSS1500 foram definidas como as áreas de 200 e 1500 pb a montante do local de início da 

transcrição, respectivamente. A região promotora foi considerada como a que inclui o 5'UTR, 

a área entre TSS e o códon de início (ATG). A região do corpo do gene foi definida como a que 

se estende do códon de início ao códon de parada. Por fim, a região 3'UTR foi definida como a 

área entre o códon de parada e a cauda poli A. 

 

 4.5.4  Análise de enriquecimento das vias metabólicas 

 

A fim de obter ainda mais relevância biológica das associações significativas entre a 

metilação do DNA e as comparações estudadas, foi realizada a análise de enriquecimento de 

vias metabólicas com o programa modEnrichr (Enrichr H. sapiens & M. musculus, 

https://maayanlab.cloud/modEnrichr/), utilizando a Enciclopédia de Genes e Genomas de 

Kyoto (KEGG). 

 

 4.5.6  Intersecções entre as CpGDMs - Diagramas de Venn  

 

 Para realizar a análise de intersecções entre diferentes conjuntos de dados, utilizamos a 

ferramenta online Venny 2.0, disponível em https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/. Esta 

ferramenta permite a visualização gráfica das intersecções entre conjuntos distintos, facilitando 

a identificação de elementos comuns e exclusivos entre eles. Foram realizadas no total duas 

comparações para obtenção de intersecções. Uma entre as culturas celulares do Grupo peso 

adequado e do Grupo obesidade, e a segunda por sua vez, entre as culturas peso adequado e 

obesidade controle e peso adequado e obesidade tratamento.  
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4.6 Análise de expressão gênica  

 

4.6.1 Transcrição Reversa 

 

 O RNA obtido das culturas celulares foi convertido em cDNA (fita complementar de 

DNA) por meio da reação de transcrição reversa. O processo foi realizado por meio do kit 

comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit – Applied Biosystems™, de acordo 

com as instruções do fabricante. Ao término da reação, as amostras já convertidas em cDNA 

foram quantificadas novamente por absorbância com a utilização do espectrofotômetro 

NanoVue™ - Ge Healthcare.  

 

4.6.2 PCR quantitativo em tempo real (qPCR)   

 

 Para a análise e mensuração da expressão gênica foram utilizados reagentes fornecidos 

pela Thermo Fischer Scientific™ como o Gene Expression Master Mix e as sondas TaqMan™ 

listadas abaixo (Quadro 7). Para as reações de reação em cadeia da polimerase quantitativa em 

tempo real (qPCR) foram realizadas duplicatas partindo de 100ng de cDNA por amostra em um 

volume final de 10uL por reação. Foi utilizado o equipamento StepOnePlus™ System (Thermo 

Fischer Scientific™) e as condições para a reação foram de 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 

minutos e 40 ciclos de desnaturação a 95°C por 15 segundos, seguido de anelamento e extensão 

a 60°C por 60 segundos. Os genes de referência utilizados foram o gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase (GAPDH) e o gene da beta actina (ACTB). 

 

Quadro 7 – Genes alvos e respectivas sondas utilizadas nos experimentos. 

Símbolo Nome do gene  ID sonda TaqMan 

GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase Hs02786624_g1 

ACTB Beta-actina Hs01060665_g1 

DNMT1 DNA metiltransferase 1 Hs00945875_m1 

STAT3 Transdutor de sinal e ativador de transcrição 3 Hs00374280_m1 

IL-6 Interleucina-6 Hs00174131_m1 

LEP Leptina Hs00174877_m1 

ADIPOQ  Adiponectina Hs00977214_m1 

Fonte: O autor. 
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A análise e os cálculos de expressão gênica foram realizados por meio do método 2-ΔΔCt 

descrito por Livak e Schmittgen onde, partindo de um limiar de detecção de fluorescência 

denominado comumente como cycle threshold (Ct) que correlaciona por meio do método 2-ΔΔCt 

os níveis de fluorescência obtidos correspondente às moléculas de cDNA com a quantidade de 

mRNA previamente contidos na amostra 128.  Após os cálculos, somente alterações de 1,5X na 

expressão gênica foram consideradas relevantes, tendo sido adotada então esta variação 

conhecida como ponto de corte para a expressão gênica diferencial (fold change) 129. 

 

4.7 Análises comparativas 

 

 Após o processamento dos dados brutos referentes a ambas as técnicas, tanto à análise 

da metilação de DNA quanto a análise de expressão gênica foram realizadas as comparações 

entre os grupos do estudo descritas no Quadro 8. 

Quadro 8 - Comparações de ilhas CpGs relevantes e expressão gênica entre os grupos do estudo. 

 

Peso adequado controle X Obesidade controle 

Peso adequado controle X Peso adequado tratamento 

Obesidade controle X Obesidade tratamento 

Peso adequado 48h X Obesidade tratamento 

Fonte: O autor. 
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5. RESULTADOS  

 

5.1 Metilação do DNA 

 

5.1.1 Peso adequado controle X Obesidade controle  

 

A comparação do perfil de metilação do DNA entre as culturas de células do Grupo peso 

adequado controle e Grupo obesidade controle revelou 1.755 CpGs diferencialmente metiladas 

(CpGDMs), estando estas localizados em 960 genes (Figura 12). Destas, 804 e 951 CpGs 

estavam hipometiladas e hipermetiladas, respectivamente, nos adipócitos da cultura LES e peso 

adequado controle. 

 

Figura 12 - Heatmap das 1.755 CpGs diferencialmente metiladas entre as culturas de células do 

Grupo peso adequado controle e Grupo obesidade. 

 

Fonte: O autor.  

Obesidade controle Peso adequado controle 
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A maioria dessas CpGDMs (63%) encontrava-se em regiões de OpenSea e 15,2% em 

ilhas CpGs (Figura 13A).  Ainda, em relação a posição das CpGs referentes ao gene, 66,7% 

encontravam-se distribuídas no corpo do gene e 29% na região promotora (Figura 13B). 

 

Figura 13 - Caracterização dos sítios CpGs diferencialmente metilados entre pacientes com LES e 

peso adequado e LES e obesidade controle. 

 

 A: distribuição genômica de sítios diferencialmente metilados em relação a ilhas CpG. B: proporções 

das regiões gênicas dos sítios diferencialmente metilados.  

Fonte: O autor.  

 

Dentre as CpGDMs hipermetiladas e hipometiladas, respectivamente, 217 e 179 genes 

foram anotados para as categorias funcionais selecionadas e na lista de referências, sendo assim 

utilizados para a análise de enriquecimento (Figuras 14 e 15).  
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Figura 14 - Análise de enriquecimento das CpGs hipometiladas no Grupo obesidade controle quando 

comparada ao Grupo peso adequado controle.  

 

Fonte: O autor.  

 

Figura 15 - Análise de enriquecimento das CpGs hipermetiladas no Grupo obesidade controle quando 

comparada ao Grupo peso adequado controle. 

 

Fonte: O autor.  

 

5.1.2 Peso adequado controle X Peso adequado tratamento  

 

A comparação do perfil de metilação do DNA entre as culturas de células do Grupo peso 

adequado controle e Grupo peso adequado tratamento revelou 755 CpGDMs, estando estas 

localizados em 537 genes (Figura 16). Destas, 188 e 567 CpGs estavam hipermetiladas e 
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hipometiladas, respectivamente, nos adipócitos da cultura LES e peso adequado após o 

tratamento. 

 

Figura 16 - Heatmap das 755 CpGs diferencialmente metiladas entre as culturas de células do Grupo 

peso adequado controle e tratamento. 

 

Fonte: O autor.  

 

A maioria dessas CpGDMs (55,4%) encontrava-se em regiões de OpenSea e 18,1% em 

ilhas CpGs (Figura 17A). Ainda, em relação a posição das CpGs referentes ao gene, 63,5% 

encontravam-se distribuídas no corpo do gene e 31,5% na região promotora (Figura 17B). 

 

 

 

 

Peso adequado controle Peso adequado tratamento 
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Figura 17 - Caracterização dos sítios CpGs diferencialmente metilados entre pacientes com LES e 

Peso adequado controle e LES Peso adequado tratamento. 

 

A: distribuição genômica de sítios diferencialmente metilados em relação as ilhas CpGs. B: proporções 

das regiões gênicas dos sítios diferencialmente metilados.  

Fonte: O autor.  

 

 Dentre as CpGDMs hipermetiladas e hipometiladas, respectivamente, 158 e 55 genes 

foram anotados para as categorias funcionais selecionadas e na lista de referências, sendo assim 

utilizados para a análise de enriquecimento (Figuras 18 e 19).  

 

 

Figura 18 - Análise de enriquecimento das CpGs hipometiladas no Grupo peso adequado controle 

quando comparada ao Grupo peso adequado tratamento.  

 

 

Fonte: O autor.  
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Figura 19 - Análise de enriquecimento das CpGs hipermetiladas no Grupo peso adequado controle 

quando comparada ao Grupo peso adequado tratamento. 

 

Fonte: O autor.  

 

5.1.3 Obesidade controle X Obesidade tratamento  

 

A comparação do perfil de metilação do DNA entre as culturas de células do Grupo 

obesidade controle e Grupo obesidade tratamento revelou 92 CpGDMs, estando estas 

localizados em 71 genes (Figura 20). Destas, 51 e 41 CpGs estavam hipermetiladas e 

hipometiladas, respectivamente, nos adipócitos do grupo LES e obesidade após o tratamento. 
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Figura 20 - Heatmap das 92 CpGs diferencialmente metiladas entre as culturas de células do Grupo 

obesidade controle e tratamento. 

 

Fonte: O autor.  

 

A maioria dessas CpGDMs (38%) encontrava-se em regiões de OpenSea e 35,9% em 

ilhas CpGs (Figura 21A).  Ainda, em relação a posição das CpGs referentes ao gene, 59,4% 

encontravam-se distribuídas no corpo do gene e 25% na região promotora (Figura 21B). 

 

 

 

 

Obesidade controle Obesidade tratamento 
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Figura 21 - Caracterização dos sítios CpGs diferencialmente metilados entre pacientes com LES e 

obesidade controle e LES e obesidade tratamento. 

 

A: distribuição genômica de sítios diferencialmente metilados em relação a ilhas CpG. B: proporções 

das regiões gênicas dos sítios diferencialmente metilados.  

Fonte: O autor.  

 

 Dentre as CpGDMs hipermetiladas e hipometiladas, respectivamente, 15 e 24 genes 

foram anotados para as categorias funcionais selecionadas e na lista de referências, sendo assim 

utilizados para a análise de enriquecimento (Figuras 22 e 23).  

 

Figura 22 - Análise de enriquecimento das CpGs hipometiladas no Grupo obesidade controle quando 

comparada ao Grupo obesidade tratamento. 

 

Fonte: O autor.  
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Figura 23 - Análise de enriquecimento das CpGs hipermetiladas no Grupo obesidade controle quando 

comparada ao Grupo obesidade tratamento. 

 

 

Fonte: O autor.  

 

 5.1.4 Peso adequado tratamento X Obesidade tratamento  

  

 A comparação do perfil de metilação do DNA entre as culturas de células do Grupo peso 

adequado tratamento e Grupo obesidade tratamento revelou 2.699 CpGDMs, estando estas 

localizados em 1.532 genes (Figura 24). Destas, 1.326 e 1.373 CpGs estavam hipometiladas e 

hipermetiladas, respectivamente, nos adipócitos do grupo LES e peso adequado tratamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



62 
 

Figura 24 - Heatmap das 2699 CpGs diferencialmente metiladas entre as culturas de células do Grupo 

peso adequado tratamento e obesidade tratamento. 

 

Fonte: O autor.  

 

A maioria dessas CpGDMs (64,4%) encontrava-se em regiões de OpenSea e 13% em 

ilhas CpGs (Figura 25A).  Ainda, em relação a posição das CpGs referentes ao gene, 65,4% 

encontravam-se distribuídas no corpo do gene e 30% na região promotora (Figura 25B). 

 

 

 

 

Peso adequado tratamento Obesidade tratamento 
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Figura 25 - Caracterização dos sítios CpGs diferencialmente metilados entre pacientes com LES e 

peso adequado tratamento e LES e obesidade tratamento. 

  

A: distribuição genômica de sítios diferencialmente metilados em relação a ilhas CpG. B: proporções 

das regiões gênicas dos sítios diferencialmente metilados.  

Fonte: O autor.  

  

Dentre as CpGDMs hipermetiladas e hipometiladas, respectivamente, 397 e 306 genes 

foram anotados para as categorias funcionais selecionadas e na lista de referências, sendo assim 

utilizados para a análise de enriquecimento (Figuras 26 e 27). 

 

Figura 26 - Análise de enriquecimento das CpGs hipometiladas na cultura obesidade tratamento 

quando comparada à cultura peso adequado tratamento. 

 

 

 

Fonte: O autor.  
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Figura 27 - Análise de enriquecimento das CpGs hipermetiladas na cultura obesidade tratamento 

quando comparada à cultura peso adequado tratamento. 

 

 

Fonte: O autor.  

 

5.1.5 Intersecção das CpGDMs entre a comparação das culturas peso adequado 

controle X peso adequado tratamento e obesidade controle X obesidade tratamento 

 

 A intersecção das CpGDMs entre a comparação das culturas peso adequado controle X 

peso adequado tratamento e obesidade controle X obesidade tratamento revelou 7 regiões 

CpGs, indicando que o tratamento modificou os níveis de metilação do DNA desses sítios tanto 

no Grupo peso adequado quanto no Grupo obesidade, independentemente da condição 

nutricional representada (Figura 28). A tabela 1 descreve as CpGs em intersecção no diagrama 

de Venn, os gene nos quais elas se encontram e as funções dos mesmos.  
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Figura 28 – Intersecção das CpGDMs entre as culturas peso adequado controle X peso adequado 

tratamento e obesidade controle X obesidade tratamento 

 

 

 

 

Fonte: O autor.  
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Tabela 1 - Descrição das CpGDMs contidas em intersecção da comparação entre as culturas peso 

adequado controle X peso adequado tratamento e obesidade controle X obesidade tratamento 

 

CpGs Gene (região do gene) Função 

cg00912518 MBP (body) 

Codificação de proteínas de 

mielina essenciais para a 

bainha de mielina no sistema 

nervoso, com variantes que 

também atuam na medula 

óssea e no sistema 

imunológico. 

cg07342845 TAF4 (body) 

Codificação de uma 

subunidade de fator de 

transcrição para a iniciação 

da transcrição e modulação 

da resposta a sinais 

regulatórios, com 

implicações em doenças 

neurodegenerativas. 

cg20478468 EIF4E (TS1500) 

Parte do complexo de fator 

de iniciação da tradução 4F, 

para iniciar a tradução. Atua 

como um proto-oncogene, 

com sua expressão e 

ativação associadas à 

tumorigênese. 

cg03689146 Desconhecido (ilha) - 

cg18605377 

 

Desconhecido 

 (ilha) 
- 

cg26669806 COMP (body) 

Proteína não colagenosa da 

matriz extracelular. Funções 

estruturais.  

cg15319704 KLF5 (TSS1500;5’UTR) 

Participa da promoção e 

supressão da proliferação 

celular 

MBP: proteína básica da mielina. TAF4: fator associado à proteína de ligação à caixa TATA 

4. EIF4E: fator de iniciação da tradução eucariótico 4E. COMP: proteína oligomérica da 

matriz da cartilagem. KLF5: fator de transcrição KLF5 

Fonte: Adaptado de 130. 
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5.1.6 Intersecção das CpGDMs entre a comparação das culturas peso adequado 

controle X obesidade controle e peso adequado tratamento X obesidade tratamento 

 

 A intersecção das CpGDMs entre a comparação das culturas peso adequado controle X 

obesidade controle e peso adequado tratamento X obesidade tratamento revelou 826 regiões 

CpGs, indicando que estas regiões eram e continuaram diferencialmente metiladas entre os 

grupos independentemente do tratamento com ácido fólico ou não (Figura 29).  

 

Figura 29 - Intersecção (CpGDMs) entre as culturas peso adequado controle X obesidade controle e 

peso adequado tratamento X obesidade tratamento. 

 

 

Fonte: O autor.  

 

 Partindo de 826 CpGDMs, 469 genes foram anotados para as categorias funcionais 

selecionadas e na lista de referências, sendo assim utilizados para a análise de enriquecimento 

(Figura 30). 
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Figura 30 - Análise de enriquecimento das CpGs em intersecção entre a comparação das culturas peso 

adequado controle X obesidade controle e peso adequado tratamento X obesidade tratamento. 

 

 

Fonte: O autor.  

 

5.2 Expressão gênica 

 

 Os resultados da expressão dos genes DNMT1, CREM2, STAT3, ADIPOQ, LEP e IL-6 

estão demonstrados na Figura 31.  

Observou-se que a expressão apresentou-se de forma muito heterogênea, variando entre 

os grupos peso adequado e obesidade. Ao comparar as culturas controle dos grupos peso 

adequado e obesidade, foi observado que os genes ADIPOQ, IL-6, LEP e STAT3 encontraram-

se mais expressos na cultura obesidade, enquanto os genes DNMT1 e CREM2 não mostraram 

alterações de expressão entre os grupos. No grupo peso adequado após o tratamento foi 

observado o aumento de expressão dos genes CREM2, STAT3, IL-6 e DNMT1 enquanto os 

genes LEP e ADIPOQ não demonstraram alteração. No Grupo obesidade, após o tratamento, 

foi observado o aumento de expressão dos genes ADIPOQ, LEP, CREM2, e STAT3, sem 

alterações de expressão nos genes DNMT1 e IL-6.  Por sua vez, ao comparar as culturas dos 

grupos peso adequado e obesidade após o tratamento foi observado que os genes ADIPOQ, IL-

6 e LEP demonstraram-se mais expressos na cultura obesidade, enquanto os genes DNMT1, 

CREM2 e STAT3 não demonstraram alterações de expressão entre os grupos.  
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Figura 31 - Expressão de genes alvos em cultura celular de adipócitos dos grupos LES e peso 

adequado e LES e obesidade. 

 

 

DNMT1: DNA metiltransferase 1. CREM2: gene modulador do elemento responsivo ao cAMP 

STAT3: proteína transdutora de sinal e ativadora de transcrição 3.  ADIPOQ: adiponectina.  LEP: 

leptina. IL-6: interleucina 6.    

Fonte: O autor.  
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6. DISCUSSÃO 

 

 Antes de darmos início à discussão dos resultados observados neste estudo, cabe 

ressaltar que ao nosso conhecimento e até o presente momento, este é o primeiro estudo a testar 

o efeito da suplementação com ácido fólico no perfil de metilação do DNA de adipócitos 

representativos de pacientes com LES em diferentes estados nutricionais e que como um estudo 

de caráter exploratório realizado in vitro, todos os achados aqui descritos se caracterizam como 

achados de importância não só relacionados ás análises estatísticas mas também observacionais 

e suscetíveis a variáveis que serão discutidas ao longo deste tópico.  

 Ao comparar as culturas peso adequado controle e obesidade controle (ambas culturas 

antes da suplementação com ácido fólico), observou-se que das 1.755 CpGDMs, 951 

encontravam-se hipometiladas na cultura LES e obesidade, evidenciando um perfil levemente 

predominante (54,2%) de hipometilação do DNA na cultura obesidade em relação a cultura 

peso adequado. São poucos os estudos da literatura que avaliam o perfil de metilação do DNA 

associado a obesidade de maneira global 131–136, sendo que a maioria dos estudos avaliam genes 

alvo, principalmente associados a adipogênese 132, lipogênese 136 e inflamação 133,134.  

O enriquecimento das vias metabólicas das CpGDMs hipometiladas na cultura de LES 

e obesidade (comparada a cultura LES e peso adequado) mostrou que essas localizavam-se em 

genes associados a vias do diabetes mellitus tipo I (DM1), doença autoimune da tireoide e via 

de moléculas de adesão celular.  No que diz respeito ao DM1, novos estudos estão buscando 

estabelecer conexões da doença com o LES, uma vez que ambas apresentam caráter autoimune 

137. Um estudo observacional conduzido por Moller et Al. (2017) mostrou que membros de uma 

coorte cujos parentes de primeiro grau foram afetados pelo LES tiveram um risco 

significativamente aumentado de desenvolver DM1 138. Entretanto, poucos estudos abordam a 

relação do DM1 e obesidade nesses pacientes.  

Considerando as vias de autoimunidade, foi observado que as doenças da tireoide estão 

frequentemente associadas a outros distúrbios autoimunes, e essa relação é particularmente 

relevante quando se considera o LES. Os resultados do estudo conduzido por Athanassiou et al. 

(2023) mostram que a incidência de doenças clínicas da tireoide é mais alta entre pacientes com 

LES em comparação com a população geral. Uma revisão sistemática e metanálise conduzida 

por Song et al (2019) para estimar a associação entre os riscos de doenças da tireoide e a 

obesidade, evidenciou que a obesidade está significativamente relacionada ao hipotireoidismo, 

à tireoidite de Hashimoto e à presença de antiperoxidase tireoidiana, indicando que a prevenção 

da obesidade é crucial para o manejo de distúrbios e doenças da tireoide 139.  Estas vias 
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encontram-se hipermetiladas no DNA referente a cultura LES e peso adequado em comparação 

com a cultura LES e obesidade, contribuindo para o cenário descrito acima, onde a obesidade 

se destaca como fator agravante das complicações associadas ao LES.  

 A via das moléculas de adesão celular também está intimamente relacionada a presença 

da obesidade e se correlaciona com o resultado observado. Um dos mecanismos envolvidos na 

conexão entre obesidade e outras doenças metabólicas corresponde ao processo de secreção de 

citocinas pró-inflamatórias pelo tecido adiposo e pelos macrófagos presentes no mesmo, as 

quais contribuem para a disfunção endotelial e a aterogênese subsequente ao aumento da 

permeabilidade do endotélio, promoção do recrutamento de leucócitos e à elevação da 

expressão de moléculas de adesão celular 140. Estas moléculas desempenham um papel crucial 

na formação das estrias gordurosas, a etapa inicial da aterosclerose, sendo responsáveis por 

recrutar leucócitos, ligá-los ao endotélio e facilitar sua passagem através da barreira endotelial 

(3). Dessa forma, essas proteínas podem ser vistas como potenciais preditores precoces da 

aterosclerose e têm sido associadas à adiposidade, estando entre estas as mais comumente 

destacadas a molécula de adesão celular intercelular-1 (ICAM-1), a molécula de adesão de 

células vasculares-1 (VCAM-1) e a P-selectina 140,141. Um estudo conduzido por Mulhem et al. 

(2020) sugere que o aumento do risco cardiovascular relacionado à obesidade é refletido e pode 

ser mediado por moléculas de adesão celular significativamente mais altas 142. Nesse cenário, 

Miller e Capuccio (2006) evidenciaram que os níveis de sE-selectina estão fortemente 

correlacionados ao IMC e à relação cintura-quadril dos indivíduos, mesmo quando ajustados os 

resultados para fatores como idade, sexo, etnia, tabagismo, pressão arterial, níveis de gordura 

no sangue e insulina, indicando que um pequeno aumento no IMC ou na relação cintura-quadril 

está relacionado a um pequeno aumento dos níveis dessa molécula 143. Tais dados enfatizam a 

presença da obesidade como fator agravante para o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares como a aterosclerose, e a importância da sua interação com o LES.   

   Sem valor estabelecido estatisticamente, mas de relevância a nível desta discussão, os 

genes relacionados às CpGDMs hipermetiladas na cultura de LES e obesidade (comparada à 

cultura LES e peso adequado) relacionavam-se à via de sinalização da proteína quinase ativada 

por adenosina monofosfato (AMPK), via de sinalização da insulina e regulação da lipólise nos 

adipócitos, as quais se comunicam através de cascatas de sinalização interligadas. A via AMPK 

desempenha um papel crucial na regulação do metabolismo celular e é ativada em resposta a 

aumentos na relação AMP/ATP, indicando um estado de baixo nível de energia na célula. Ao 

ser ativada, a AMPK atua como um sensor metabólico que ajusta a atividade celular para 

restaurar o equilíbrio energético. Esta ativação leva à promoção de processos que geram 
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energia, enquanto inibe processos que consomem energia, como a lipogênese e a proliferação 

celular 144. No tecido adiposo, evidências recentes apontam que a ativação da AMPK está 

associada à lipogênese/adipogênese, à oxidação de ácidos graxos, à termogênese e ao 

escurecimento do tecido adiposo branco 145,146. Com a ativação da AMPK, as vias anabólicas, 

como a lipogênese e a síntese de glicogênio, são reguladas negativamente e a oxidação de ácidos 

graxos e a captação de glicose, são regulados positivamente 147. Entretanto, em condições de 

alta disponibilidade de nutrientes e/ou obesidade, a alta demanda de glicose e a inflamação 

reduzem a atividade da AMPK ao aumentar a atividade de fosfatases (como PP2A/2C e 

PHLPP2) 148. A expressão atenuada de AMPK está associada a um aumento inverso em 

marcadores inflamatórios em modelos de camundongos 149 e em humanos com obesidade 150.  

 Nesse contexto, destaca-se o papel da IL-6. Como mencionado anteriormente, a IL-6 é 

uma citocina pleiotrópica amplamente conhecida por seus efeitos no sistema imunológico 39. 

Na ausência de processos inflamatórios agudos, grande parte da IL-6 presente no plasma é 

derivada do tecido adiposo, com concentrações aumentadas observadas em indivíduos com 

obesidade 151. Corroborando com a literatura, o presente estudo evidenciou a expressão 

aumentada do gene IL-6 na cultura LES e obesidade em relação a cultura LES e peso adequado.  

 No que diz respeito a expressão do gene LEP, os achados do nosso estudo corroboram 

com a literatura, uma vez que se esperava que a cultura obesidade apresentasse uma maior 

expressão gênica de LEP, já que segundo a literatura, a obesidade está associada à produção de 

leptina e à alta concentração da mesma no plasma 152, o que de fato foi observado, tendo a 

cultura obesidade controle apresentado um aumento de 58.5X em relação a cultura peso 

adequado controle. 

Seguindo com as adipocinas características do tecido adiposo, foi observado uma 

expressão aumentada do gene ADIPOQ na cultura obesidade em relação a cultura peso 

adequado, dado que contraria o esperado em literatura, que comumente indica maior expressão 

de adiponectina em indivíduos com peso adequado que em indivíduos com obesidade 66. No 

entanto, embora sejam menos frequentes em literatura, há dados que abordam a resistência à 

adiponectina, que pode estar presente e associada à casos de resistência à insulina, onde os 

níveis elevados de adiponectina com resistência à mesma são uma resposta compensatória à 

condição de uma discordância incomum entre a resistência à insulina e à falta de resposta à 

adiponectina 153. Além disso, diferentes mecanismos estão envolvidos na resistência vascular à 

adiponectina em diferentes estágios da obesidade e, evidências de resistência à adiponectina 

foram observadas na obesidade e após dietas com alto teor de lipídeos 154. 



74 
 

 Considerando o gene DNMT1, não foram observadas diferenças nos níveis de expressão 

entre as culturas peso adequado e obesidade. Considerando nossos achados sobre um perfil 

global característico de hipometilação do DNA na cultura obesidade em relação a cultura peso 

adequado, esperava-se que os níveis de expressão de DNMT1 estivessem reduzidos nessa 

mesma cultura. Ainda são escassos na literatura estudos avaliando os níveis de DNMT1 

associados aos estados nutricionais. Em um estudo conduzido por PARK et. al. (2021) foi 

observado que na presença da ablação genética da enzima DNMT1, houve um aumento na 

adiposidade corporal devido ao crescimento excessivo dos adipócitos, e que a expressão de 

DNMT1 no tecido adiposo correlacionou-se inversamente com a adiposidade e com marcadores 

de saúde metabólica 155, ponto comum e reflexivo entre a interação da hipometilação da cultura 

obesidade em relação a cultura peso adequado e as características da obesidade em si. 

A expressão do gene CREM2 não demonstrou alterações significativas na cultura 

obesidade em relação a cultura peso adequado, enquanto a expressão do gene STAT3 

demonstrou-se elevada. Embora incluídos neste trabalho como alvos diretamente relacionados 

ao LES e não à obesidade, há em literatura a associação entre os genes CREM2 e STAT3 e o 

excesso de peso, ainda que de forma indireta 156,157. Neste contexto, a capacidade de indução da 

adipogênese em precursores de adipócitos maduros, associada à ativação da via de sinalização 

JAK/STAT3 é capaz de promover um aumento na diferenciação dos pré-adipócitos e no 

acúmulo de lipídios. Essa via é importante para o equilíbrio do metabolismo e para a prevenção 

de doenças metabólicas, pois sua disfunção pode contribuir para o desenvolvimento e a 

progressão da obesidade 156. E, devido a essa função importante, esperava-se que a expressão 

da via JAK/STAT3 estivesse mais pronunciada na cultura obesidade em comparação com a 

cultura peso adequado, o que foi de fato observado em nossos achados. Da mesma forma, 

esperava-se que a expressão do gene CREM2, devido ao seu papel na regulação do metabolismo 

da glicose e lipídios, na resposta inflamatória e na resistência à insulina 157, apresentasse 

diferenças significativas entre obesidade e peso adequado. No entanto, esse padrão não foi 

observado em nossos resultados.  

Estudos mostram que fatores relacionados à obesidade como ingestão inadequada de 

alimentos 158, inflamação, condições de hipóxia 159 e microbiota intestinal 160 podem induzir 

alterações epigenéticas em tecidos-alvo. Por exemplo, o estresse oxidativo pode promover a 

indução de danos ao DNA (e.g. modificações de base, deleções, quebras de fita) os quais 

reduzem a capacidade do mesmo de ser metilado pelas enzimas DNMTs 161,162. Ainda, várias 

enzimas envolvidas nas modificações epigenéticas utilizam cofatores ou substratos que são 

metabólitos cruciais como a SAM, que é sintetizada dentro da via da metionina com a 
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capacidade de modulação do padrão de metilação do DNA 14,111. Uma revisão sistemática 

recente demonstrou que os efeitos da suplementação com ácido fólico variaram, mostrando 

tanto um aumento na metilação global, quanto a ausência de alterações ou até mesmo uma 

redução na metilação do DNA 15. Após o período de suplementação e das análises de metilação 

do DNA das culturas celulares, foram observados resultados variados que destacam a 

importância do estudo, uma vez que a literatura é escassa a respeito dos efeitos da 

suplementação com ácido fólico no perfil de metilação do DNA do tecido adiposo e/ou 

adipócitos representativos de LES.  Ressalta-se ainda, a diferença de resultado de acordo com 

a presença ou não da obesidade associada. 

 Ao compararmos as culturas peso adequado controle e peso adequado tratamento, ou 

seja, o grupo peso adequado antes e depois da suplementação, foi observado que das 755 

CpGDMs, 567 (75,1%) foram hipometiladas após o tratamento. Ainda, as análises de 

enriquecimento mostraram que as CpGs hipometiladas após o tratamento relacionavam-se com 

diferentes vias metabólicas, destacando-se a via de diferenciação dos linfócitos T helpers do 

tipo 1 e 2 (Th1 e Th2). Os linfócitos Th1 e Th2 desempenham papéis importantes na resposta 

imunológica do LES. Enquanto os linfócitos Th1 são responsáveis por mediar a resposta 

inflamatória e estimular a produção de autoanticorpos, os linfócitos Th2 estão envolvidos na 

regulação e amplificação dessa resposta através da secreção de várias citocinas. A desregulação 

nos níveis dessas citocinas é um dos principais fatores que contribuem para a patogênese e 

gravidade do LES 163. O papel do folato no sistema imunológico não foi totalmente 

caracterizado. Alguns autores sugerem que o status do folato pode afetar o sistema imunológico 

reduzindo a capacidade das células CD8+ de proliferar em resposta à ativação 164. Um estudo 

in vivo mostrou que a administração oral de altas doses de ácido fólico (160 µg/d a 10 mg/d) 

reduziu a resposta inflamatória em camundongos ao suprimir a proliferação de células T, a 

secreção de citocinas pró-inflamatórias e células Th2 165.   

Em relação as CpGs hipermetiladas após o tratamento, estas relacionavam-se a diversas 

vias metabólicas, destacando-se a via das quinases de proteína ativadas por mitógenos (MAPK). 

A MAPK é uma ponte importante na conversão de sinais extracelulares (mitógenos) em 

respostas intracelulares. Alterações nas cascatas de sinalização são encontradas em várias 

doenças, e essa via desempenha papéis importantes nas respostas imunes e na patogênese 

autoimune incluindo o LES, por meio da indução de citocinas e quimiocinas 166. Como tentativa 

terapêutica, inibidores de MAPK foram desenvolvidos para a atenuação das respostas 

autoimunes, sugerindo que uma menor expressão dessa via pode ser benéfica 167,168. Estes 

estudos indicam que a redução da atividade de MAPK pode resultar na diminuição das respostas 
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inflamatórias, o que é desejável no contexto do LES, dado que condiz com o perfil de 

hipermetilação da cultura tratamento, o que poderia contribuir para a sua menor atividade. 

No presente estudo, observou-se que o tratamento com ácido fólico aumentou a 

expressão dos genes IL-6, CREM2 e STAT3, associados as vias imunológicas características do 

LES, enquanto a expressão dos genes LEP e ADIPOQ não demonstrou alterações significativas. 

Tal resultado contradiz a hipótese inicial do estudo de que o tratamento com ácido fólico seria 

capaz de metilar o DNA da cultura tratamento e por consequência, diminuir a expressão de 

genes relacionados à inflamação e a cascata do LES. Garg et al. (2024) evidenciaram em seus 

resultados de cultivo de células T CD4+ de pacientes com LES que baixos níveis de 

micronutrientes envolvidos na transferência de grupos metil podem aumentar a expressão de 

genes de células T sensíveis à metilação 169. Nesse mesmo sentido, apesar de não avaliar o LES, 

outros autores evidenciaram em seus estudos o efeito da suplementação com ácido fólico em 

relação ao aumento de metilação do DNA e capacidade de prevenção da perda global de 

metilação e supressão da inflamação 170, bem como redução de respostas ao estresse celular 171. 

Em contrapartida, um estudo in vitro com populações de células B CD19+ de pacientes com 

LES cultivadas na presença de ácido fólico não demonstrou efeito do tratamento nos níveis de 

metilação do DNA 124.  

 Em relação ao aumento de expressão dos genes IL-6, STAT3 e CREM2, Hensen et. al. 

(2015) evidenciaram em seu estudo, após o tratamento de células HeLa com ácido fólico que a 

via JAK/STAT pode ser ativada pelo folato, através do receptor de folato α. Essa ativação do 

gene STAT3 pelo ácido fólico acrescenta uma maior complexidade aos papéis já estabelecidos 

das vitaminas B9 no metabolismo de um carbono. E essa via de transdução de sinal pode 

influenciar vários processos celulares, incluindo proliferação celular 172, dado que talvez possa 

explicar o aumento de expressão desta via após o tratamento. 

  Por sua vez, o gene DNMT1 demonstrou-se aumentado na cultura tratamento em 

relação a cultura controle e, como mencionado anteriormente, já está bem estabelecido na 

literatura que o LES se relaciona a um perfil de hipometilação generalizada do DNA e expressão 

reduzida de DNMT1 em células T 94,173,174. Apesar de ter sido observado em predominância um 

perfil de hipometilação do DNA na cultura peso adequado tratamento em relação a cultura peso 

adequado controle, muitos fatores estão envolvidos nos mecanismos epigenéticos e o aumento 

de expressão do gene DNTM1 pode indicar outros meios pelos quais o tratamento foi capaz de 

alterar o padrão de metilação do DNA. Ressalta-se que a hipometilação do DNA também pode 

ser alcançada por meio de desmetilação ativa por um conjunto diferente de enzimas como, por 

exemplo, a 3-hidroxibutirato desidrogenase 2 (BDH2), que é uma desidrogenase de cadeia curta 
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envolvida na manutenção da homeostase do ferro intracelular 94,175. No LES, análises de células 

T CD4+ mostraram que diminuição da BDH2 contribuiu para a hipometilação do DNA por 

meio do aumento do ferro intracelular 94,175. 

 Ainda no contexto da suplementação com ácido fólico, ao comparar as culturas 

obesidade controle e obesidade tratamento, ou seja, as duas culturas do grupo obesidade antes 

e depois da suplementação com ácido fólico, observou-se que a maioria das CpGs foram 

hipermetiladas após o tratamento, resultado condizente com a hipótese esperada do trabalho. O 

enriquecimento das vias metabólicas demonstrou diferentes vias associadas aos genes 

diferencialmente metilados, destacando-se entre estas, a via de sinalização da adenosina 

monofosfato cíclico (cAMP) no perfil de hipometilação da cultura tratamento em relação a 

cultura controle. A via cAMP relaciona-se diretamente com o gene CREM, importante 

contribuinte na patogênese do LES conforme já abordado na revisão de literatura deste trabalho. 

Em 1999, Powell et al. associou o CREM à diminuição da produção de IL-2 em uma linhagem 

de células T murinas (anergia), ao demonstrar que o CREM se liga diretamente ao sítio -180 do 

promotor do gene IL2 176. Com base nessa relação, o grupo de George Tsokos estabeleceu a 

importância do CREM como uma das principais razões para a produção reduzida de IL-2 em 

células T de LES in vitro 177,178. Além disso, Juang et. al. (2010) também reforçaram a 

informação de que, devido à expressão basal aumentada do CREM nas células T de pacientes 

com LES, ocorre uma produção diminuída de IL-2 com consequente anergia das células T 179. 

A hipometilação de CpGs associadas à via cAMP na cultura peso adequado após tratamento, é 

sugestiva de uma maior expressão de genes associados a essa via na cultura tratamento em 

relação ao controle, fato observado na expressão gênica, onde obtivemos o aumento 

significativo do gene CREM2 para essa comparação nos resultados do presente estudo. 

Ressalta-se ainda, a respeito do CREM que estudos prévios avaliando a via cAMP no LES foram 

conduzidos em células T 176–179 e que dados da literatura a respeito do perfil de metilação do 

DNA e da expressão do gene CREM e da via cAMP em tecido adiposo são escassos. Estudo in 

vivo com camundongos obesos alimentados com uma dieta rica em gorduras demonstrou que a 

atividade transcricional do CREB (um dos fatores de transcrição da proteína ligadora do 

elemento responsivo ao cAMP) está anormalmente elevada em adipócitos 180, o que evidencia 

a necessidade de novos estudos exploratórios a respeito da participação desta via metabólica na 

condição de LES e obesidade.  

Em relação as CpGs hipermetiladas após o tratamento com ácido fólico na cultura LES 

e obesidade, observou-se que essas relacionavam-se a diversas vias, destacando-se como via de 

interesse, a via de sinalização NOTCH. A sinalização NOTCH constitui uma via que transmite 
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sinais entre células adjacentes e que determina decisões importantes na proliferação, 

sobrevivência e diferenciação celular. Os receptores dessa via formam uma família de 

moléculas transmembrana que estão envolvidas em processos de comunicação célula-célula de 

curta distância durante a organogênese, decisões de destino celular e polaridade celular, 

principalmente de linfócitos T helpers e linfócitos T periféricos 181. Rauen et al. (2012) 

observaram em seu estudo quantidades significativamente reduzidas de Notch-1 em células T 

de pacientes com LES clinicamente ativo e apresentaram evidências de que a expressão do gene 

Notch-1 é altamente controlada por meio de mudanças na conformação epigenética do seu 

promotor, incluindo metilação de histonas e DNA, e repressão transcricional mediada por 

CREM 181. Os resultados do presente estudo corroboram com tais dados, visto que a análise de 

metilação do DNA da cultura controle em relação a cultura tratamento evidenciou a via de 

sinalização NOTCH em um perfil de hipometilação, em um possível paralelo com resultados 

negativos em relação ao efeito da suplementação nessa via. Ainda, no raciocínio de uma 

correlação do lúpus com a obesidade, foi observado por Moulton e Tsokos (2015) que além de 

reduzida em células T de pacientes com LES, a via de sinalização NOTCH também foi 

implicada na geração de macrófagos M2 182, também relacionados a patogênese da obesidade e 

a despolarização de macrófagos envolvida nos mecanismos de inflamação, sendo de interesse 

para os indivíduos com LES que a mesma se encontre em um perfil de hipermetilação do DNA 

e não hipometilação.   

Além disso, observou-se que a cultura tratamento apresentou expressão elevada dos 

genes ADIPOQ e LEP (genes relacionados intimamente com a atividade metabólica da 

obesidade) em relação a cultura controle. Sabe-se que os efeitos e os mecanismos de ação do 

ácido fólico a respeito do metabolismo relacionado à obesidade induzida por dieta rica em 

gordura ainda não estão bem elucidados, no entanto, em dois estudos recentes, foi observado, 

após a suplementação com ácido fólico em modelos animais, um efeito modulador do 

metabolismo de lipídeos 183,184, onde  a suplementação reduziu a massa adiposa, os níveis 

séricos de glicose e melhorou a resistência à insulina em camundongos alimentados com dieta 

hipercalórica. Ainda, ambos os estudos também demonstraram um perfil de hipermetilação 

global ao longo do DNA dos adipócitos após a suplementação e a análise de vias metabólicas 

demonstrou mudanças de metilação em genes do tecido adiposo associados à secreção de 

insulina, secreção pancreática e diabetes tipo 2, tendo a suplementação com ácido fólico 

induzido mudanças na expressão de genes associados à obesidade 183,184.  

Ainda neste raciocínio e conforme citado anteriormente, grande parte da IL-6 presente 

no plasma é derivada do tecido adiposo 151. Deste modo, e de acordo com a hipótese do trabalho, 
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esperava-se que a expressão do gene IL-6 fosse reduzida após a suplementação com ácido fólico 

o que não foi observado. Não houve alteração nos níveis de expressão deste gene. Asbaghi et 

al. (2021) relataram em sua metanálise que a suplementação com ácido fólico foi capaz de 

melhorar a inflamação em um contexto geral, mas sem efeitos significativos sobre IL-6 e TNF-

α, enfatizando também a necessidade de estudos mais completos e em larga escala para melhor 

compreensão a respeito dos efeitos do ácido fólico nesta citocina 185. 

 O gene DNMT1 também não apresentou alterações em sua expressão após o tratamento 

com ácido fólico. Esperava-se um aumento de expressão de DNMT1 após a suplementação, 

visto que foi observado um padrão de hipermetilação da maioria dos sítios CpGs na cultura 

tratamento. Considerando que o processo de metilação do DNA é catalisado pelas enzimas 

metiltransferases do DNA, como a DNMT1 e a DNMT3A, sugere-se que outros mecanismos 

além de alterações na regulação da DNMT1, possam estar envolvidas 186, como por exemplo a 

regulação das outras DNMTs. 

Ainda, após a suplementação com ácido fólico houve o aumento de expressão dos genes 

STAT3 e CREM2 na cultura obesidade tratamento em relação a cultura obesidade controle, 

resultado esse condizente com as outras comparações. Conforme citado na comparação entre 

as culturas peso adequado controle e tratamento, o ácido fólico tem um papel importante como 

ativador da via JAK/STAT 172, podendo estar associado ao aumento desta expressão. 

Ainda no contexto da suplementação com ácido fólico, a comparação de ambas as 

culturas após o tratamento mostrou um perfil de hipometilação do DNA da cultura de adipócitos 

representativos de LES e obesidade em relação a cultura de LES e peso adequado. O 

enriquecimento das vias metabólicas demonstrou diferentes vias associadas a esta comparação, 

sendo que as CpGs hipometiladas na cultura obesidade relacionavam-se com a via das sinapses 

serotoninérgicas.  

Sabe-se que a prevalência de depressão em pacientes com LES é duas vezes maior do 

que na população em geral 187 e que os transtornos de ansiedade são duas vezes mais frequentes 

em pacientes com LES se comparados com os grupos controle (AINIALA et al., 2001), e que 

tanto a depressão quanto a ansiedade têm impactos profundos na saúde e bem-estar dos 

indivíduos, incluindo um aumento na incidência de doenças cardiovasculares189 infarto do 

miocárdio 190, ideação suicida 191, além de um risco maior de mortalidade prematura 192.  No 

que diz respeito às sinapses serotoninérgicas e ao comportamento alimentar, evidências apoiam 

um papel da sinalização da serotonina na regulação do comportamento alimentar e do peso 

corporal a longo prazo 193–196. Investigações por meio de neuroimagem molecular, que 

permitem a visualização e quantificação da disponibilidade de receptores centrais de serotonina 
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ou transportadores, indicam que a obesidade humana está frequentemente associada a uma 

redução na sinalização serotoninérgica 193. A administração sistêmica de serotonina tem 

mostrado reduzir a ingestão de alimentos 194, enquanto o tratamento com antidepressivos, como 

os inibidores seletivos da recaptação de serotonina, também afeta a ingestão alimentar em 

animais e humanos. Uma metanálise revelou que essas terapias estão ligadas a um maior risco 

de ganho de peso ao longo de um período de dez anos 195. Em contraste, a sinalização periférica 

da serotonina promove a absorção e o armazenamento de energia, e os efeitos periféricos podem 

ajudar a explicar o aumento de peso observado com o uso de inibidores seletivos da recaptação 

de serotonina 196.   

 Por outro lado, as CpGs hipermetiladas na cultura obesidade comparada a cultura peso 

adequado, ambas após a suplementação, relacionavam-se com a via de sinalização de 

ocitocinas. A ocitocina é um neuropeptídeo hipotalâmico originalmente conhecido por sua 

capacidade de induzir contrações uterinas, promover a ejeção de leite e, também reconhecido 

como um neuromodulador capaz de moldar comportamentos sociais humanos, como a 

formação de vínculos de casal, atividades sexuais, preferências afiliativas e comportamentos 

parentais 197. A interação entre os sistemas nervoso e imunológico têm sido estudada a décadas 

e um aspecto marcante dessa comunicação é que ambos os sistemas possuem moléculas 

semelhantes, permitindo uma linguagem comum entre eles. Neurotransmissores podem ser 

produzidos por células do sistema imunológico, e, por sua vez, citocinas podem ser liberadas 

por células do sistema nervoso. Além disso, células de ambos os sistemas possuem receptores 

correlacionados, ainda que a forma como os sinais são transmitidos varie conforme o tipo 

celular específico. A ocitocina, e a própria via de sinalização das citocinas está presente no timo 

humano, responsável pela geração de linfócitos T e, embora ainda não se saiba exatamente 

como a ocitocina participa no desenvolvimento das células imunológicas, Francelin et al. (2021) 

acreditam que há evidências de que ela ajude na maturação e regulação de linfócitos 198. Ainda, 

a oxitocina parece contribuir para a produção de antígenos específicos de tecidos pelo epitélio 

tímico, processo que está envolvido nas vias de autoimunidade, uma vez que a ocitocina 

também pode influenciar na seleção negativa, ou seja, na seleção e eliminação das células com 

potencial reativo autoimune 198. Em relação à obesidade, alguns estudos realizados em animais 

e em humanos enfatizam o potencial da ocitocina na redução da ingestão de calorias e aumento 

da oxidação de gorduras, melhora da sensibilidade à insulina e o transporte de glicose em 

tecidos periféricos 199–201. No entanto, as ações periféricas da ocitocina não foram amplamente 

avaliadas na literatura, especialmente no que diz respeito aos seus efeitos em humanos 199. O 

resultado observado em nosso estudo, de hipermetilação da cultura obesidade tratamento em 
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relação a cultura peso adequado tratamento evidencia o papel do estado nutricional na resposta 

a suplementação.   

 Em relação a expressão gênica, os genes ADIPOQ, LEP e IL-6 apresentaram-se elevados 

na cultura obesidade em relação a cultura peso adequado após o tratamento. No que diz respeito 

a IL-6, este aumento de expressão abre espaço para uma discussão sobre o papel da obesidade 

como fator agravante da inflamação, uma vez que, antes e após o tratamento com ácido fólico 

a mesma manteve o perfil de superexpressão, cabendo ressaltar que antes da suplementação, 

observou-se uma diferença de 7,33X em relação a cultura peso adequado, enquanto após a 

suplementação, observou-se um aumento de 4,13X em relação a cultura peso adequado 

tratamento, o que indica que embora aumentada, houve uma redução da expressão gênica.  

 A disfunção metabólica da obesidade também pôde ser evidenciada com a expressão 

dos genes ADIPOQ e LEP, que permaneceu aumentada na cultura obesidade em relação a 

cultura peso adequado após o tratamento, conservando o perfil observado de superexpressão na 

cultura obesidade tratamento em relação a cultura obesidade controle, cabendo ressaltar as 

informações contidas em literatura já citadas nas comparações acima a respeito da resistência a 

adiponectina 153 e da presença de aumento de leptina na obesidade 152 bem como a influência 

sobre o metabolismo de lipídeos observada 66.  

Por sua vez, os genes CREM 2 e STAT3 não demonstraram alterações significativas de 

expressão entre as culturas após a suplementação. Um ponto ao qual devemos considerar é que, 

apesar de não apresentar aumentos significativos (1,5X) de expressão, o gene STAT3 

demonstrou-se elevado 1,4X na cultura obesidade tratamento em relação a cultura peso 

adequado tratamento, fato que corrobora com a literatura já citada e discutida nas outras 

comparações, na qual a via JAK/STAT e a sua disfunção pode contribuir para o 

desenvolvimento e a progressão da obesidade 156. Enquanto o gene DNMT1 apresentou-se 

elevado 9,9X na cultura peso adequado tratamento em relação a cultura obesidade tratamento, 

o que condiz com o perfil de hipermetilação da mesma. 

No contexto da influência do estado nutricional na resposta a suplementação de ácido 

fólico, observou-se que das 755 CpGDMs modificadas após o tratamento no grupo peso 

adequado e das 92 no grupo obesidade, sete CpGDMs foram modificadas em ambos os grupos. 

Em outras palavras, observou-se que as mesmas sete CpGDMs foram modificadas com a 

suplementação de ácido fólico, independentemente do estado nutricional. Tais CpGs 

encontravam-se em sete genes distintos, cinco identificados e dois não identificados, 

apresentando funções diversas como a codificação de proteínas essenciais para a bainha de 

mielina no sistema nervoso e no sistema imunológico; codificação de uma subunidade essencial 
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para iniciar e modular a resposta a sinais regulatórios com implicações em doenças 

neurodegenerativas, e à codificação de fatores que contribuem para a estrutura da matriz 

extracelular com proteínas não colagenosas e que regulam tanto a promoção quanto a supressão 

da proliferação celular 130, demonstrando um possível potencial do ácido fólico como agente 

modulador de metilação do DNA podendo influenciar e contribuir para a inflamação e dano 

tecidual. Por outro lado, a maioria das CpGs com níveis de metilação modificados após o 

tratamento foram diferentes quando considerado o estado nutricional. Foi observado um padrão 

distinto de metilação entre as culturas peso adequado e obesidade. As vias metabólicas 

identificadas na análise de enriquecimento nas culturas peso adequado mostraram-se mais 

relacionadas aos mecanismos do LES, enquanto nas culturas obesidade, as vias metabólicas 

estavam mais ligadas aos distúrbios metabólicos decorrentes desse estado nutricional. Dessa 

forma, os resultados do presente estudo sugerem que apesar dos genes alvo relacionados ao 

LES (STAT3 e CREM2) não tenham se apresentado menos expressos após o tratamento quando 

comparadas as culturas controle e tratamento, quando comparados os dois estados nutricionais 

após o tratamento foi observado que a obesidade possuí um papel diferencial nos desfechos da 

suplementação quando ao direcionamento de novos padrões de metilação do DNA.   

 Uma segunda análise realizada a partir da comparação das culturas peso adequado 

controle X obesidade controle e peso adequado tratamento X obesidade tratamento com o 

intuito de verificar exatamente o oposto da primeira, revelou em intersecção 826 regiões 

CpGDMs, que eram e continuaram diferencialmente metiladas entre os grupos peso adequado 

e obesidade independentemente do tratamento com ácido fólico. Tais CpGs foram 

correlacionadas com diversas vias já citadas nesta discussão como doença autoimune da 

tireoide, cardiomiopatia dilatada, DM1, doença enxerto-contra-hospedeiro e rejeição de 

alógrafo. Especula-se que estas regiões sejam representativas da obesidade per se e da diferença 

do perfil de metilação entre os grupos.   

 Dados que apontam para variáveis as quais podem e devem ser exploradas em futuros 

experimentos, como tempo de tratamento e dosagem do mesmo, uma vez que no presente 

estudo foram realizadas culturas por 48h com doses iguais de ácido fólico e que não há como 

afirmarmos quais seriam os efeitos do tratamento em doses menores ou maiores e com tempos 

variados de ação, uma vez que a dose e o tempo de suplementação poderiam gerar resultados 

diferentes 90,124,170,171. Destaca-se ainda o papel do estado nutricional e metabólico uma vez que 

os resultados obtidos sugerem que ainda que o LES gere um estado inflamatório importante e 

constante, a obesidade se sobressai como fator agravante da doença e da inflamação 

generalizada.  
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Ressalta-se que as divergências de resultados encontrados em relação ao efeito do ácido 

fólico decorre da heterogeneidade dos estudos, visto que os estudos citados e pré-existentes em 

literatura foram conduzidos em diferentes linhagens celulares, com tempos e doses de 

tratamento divergentes entre si, e que estas variáveis podem interferir e interagir de maneiras 

diferentes com os resultados dos estudos. De maneira geral, acredita-se que os achados do 

presente estudo contribuem tanto de forma exploratória como de forma específica para a 

importância das pesquisas epigenéticas a respeito de doenças autoimunes bem como para o 

potencial da medicina personalizada e dos tratamentos baseados em nutrientes doadores de 

metil.   
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Quadro 9 - Resumo dos resultados obtidos de metilação do DNA e expressão gênica de cada 

comparação realizada no presente estudo. 

Peso adequado X 

Obesidade 

(Controles) 

• Metilação do DNA: hipometilação da cultura obesidade; 

• Vias hipometiladas: DM1, doença autoimune da tireoide e via 

de adesão celular; 

• Vias hipermetiladas: AMPK; 

• Expressão gênica: ADIPOQ, IL-6, LEP e STAT3 mais 

expressos na cultura obesidade; 

• DNMT1 e CREM2 sem alteração de expressão.  

Peso adequado 

(Controle X Tratamento) 

• Metilação do DNA: hipometilação da cultura tratamento; 

• Vias hipometiladas: diferenciação de Th1 e Th2; 

• Vias hipermetiladas: MAPK; 

• Expressão gênica: CREM2, STAT3, IL-6 e DNMT1 mais 

expressos após tratamento; 

• LEP, ADIPOQ sem alteração de expressão.  

Obesidade 

(Controle X Tratamento) 

• Metilação do DNA: hipermetilação da cultura tratamento; 

• Vias hipometiladas: cAMP;  

• Vias hipermetiladas: NOTCH; 

• Expressão gênica: ADIPOQ, LEP, CREM2 e STAT3 mais 

expressos após tratamento; 

• DNMT1 e IL-6, sem alteração de expressão.  

Peso adequado X 

Obesidade (após 

tratamento) 

• Metilação do DNA: hipometilação da cultura obesidade; 

• Vias hipometiladas: sinapse serotoninérgica 

• Vias hipermetiladas: via da ocitocina 

• Expressão gênica: ADIPOQ, IL-6 e LEP mais expressos na 

cultura obesidade; 

• DNMT1, CREM2 e STAT3 sem alteração de expressão na 

cultura obesidade.  

Fonte: O autor.  
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7. CONCLUSÃO  

 

O presente estudo demonstrou que o tratamento in vitro com ácido fólico por 48 horas 

foi capaz de alterar o perfil de metilação do DNA nas culturas celulares de adipócitos 

representativas do ambiente LES e que esse efeito foi diferente em relação a presença da 

obesidade associada ao LES. O perfil de metilação mostrou-se diferente entre as culturas 

representativas de LES e peso adequado e LES e obesidade e foi observado que o tratamento 

modifica os níveis de metilação de distintas CpGs localizadas em genes associados a diversas 

vias metabólicas tanto na cultura peso adequado, quanto na cultura obesidade. Assim, pôde ser 

observado que o tratamento com ácido fólico interagiu de maneira diferente nos grupos em 

relação ao estado nutricional, evidenciando o papel da obesidade como agravante da 

inflamação.   

No que diz respeito à expressão gênica, os genes ADIPOQ, IL-6 e LEP estiveram mais 

expressos na cultura obesidade em relação a cultura peso adequado em ambos os períodos (antes 

e após o tratamento). Ainda a suplementação aumentou os níveis de expressão do gene STAT3 

em ambas cultura obesidade e peso adequado. Após o tratamento, a expressão de CREM2 

aumentou tanto na cultura peso adequado quanto na cultura obesidade. O tratamento com ácido 

fólico elevou os níveis de expressão do gene IL-6 na cultura peso adequado. 
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