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Epigenética da asma: revisao

Epigenetics of asthma: a review

Ataualpa P. Reis, MD, PhD'

RESUMO
O tratamento atual da asma permite controlar os sintomas, mas ndo modifica a sua histéria natu- T Instituto de Ensino e Pesquisa
ral. Mecanismos epigenéticos aumentaram muito nosso conhecimento do inicio e progressao da da Santa Casa de Belo Horizonte,

. ~ . o . Belo Horizonte, MG.
asma, e novas estratégias de tratamento serdo desenvolvidas para esta geragdo e para prevencao

de asma de gerag¢des futuras. O campo certamente avangou muito nos ultimos anos. O objetivo

deste trabalho foi fazer uma revisdo de estudos experimentais e clinicos publicados nos ultimos

anos. As fontes de dados incluiram artigos originais, revisdes e publica¢des concernentes inde- Correspondéncia para:

xados nos bancos de dados PubMed, MEDLINE, LILACS, SciELO e publicacées on line nos ultimos Ataualpa P. Reis )
E-mail: ataualpapreis@gmail.com

20 anos. Os resultados da presente revisdo mostraram que marcadores epigenéticos (metilacdo

do DNA, modifica¢des das histonas e sintese de RNAs ndo codificadores) trabalham em concerto

com outros componentes do mecanismo regulador celular para controlar a expressao de genes.

Alteragdes nestes marcadores epigenéticos estdo associadas com exposi¢des relevantes para a

asma, particularmente dieta, polui¢do atmosférica, endotoxinas, alérgenos ambientais e fumacga

de cigarro, assim como com fenétipos de asma. Por outro lado, estudos estdo comecando a de-

cifrar o papel da regulacdo epigenética da expressdo dos genes associados ao desenvolvimento

de asma alérgica. Em conclusdo, avangos tecnolégicos recentes tém tornado possivel o estudo

de marcadores epigenéticos nos pulmdes, e esta sendo antecipado que este conhecimento vai

melhorar a compreensdo da biologia dindmica nos pulmdes e que levara ao desenvolvimento

de novos meios de diagnostico e tratamento para pacientes com asma.

Descritores: Asma, epigenética, fatores ambientais, doengas alérgicas.

ABSTRACT

Current asthma treatment allows to control symptoms but does not modify the natural history Nao foram declarados

of the disease. Epigenetic mechanisms have significantly increased our understanding of the gO;uﬂl;tI?CSaS;O"ét:gs:]‘?ﬁagss.‘xiados
initiation and progression of asthma, and new treatment strategies will be developed for today's

generation and ultimately for the prevention of asthma in future generations. Research in the

field has certainly advanced significantly in the past few years. The objective of this study was

to review experimental and clinical studies that have been published in the last years. Original

articles, reviews and related texts published over the past 20 years were retrieved from PubMed,

MEDLINE, LILACS, SciELO databases and other online publications. The results of the present review

showed that epigenetic markers (DNA methylation, modification of histone tails, and synthesis

of noncoding RNAs) work in concert with other components of the cellular regulatory machinery

to control the expression of genes. Changes in these epigenetic markers have been associated

with exposures relevant to asthma, particularly diet, air pollution, endotoxins, environmental

allergens andtobacco smoke, in addition to asthma phenotypes. Conversely, studies are beginning

to decipher the role of epigenetic regulation of gene expression in the development of allergic

asthma. In conclusion, recent technological advances have made it possible to study epigenetic

markers in the lung, and it is anticipated that this knowledge will enhance our understanding of Submetido em: 19/03/2014,
dynamic biology in the lung and lead to the development of novel diagnostic and therapeutic aceito em: 20/06/2016.
approaches for patients with asthma.
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INTRODUCAO

Doencas complexas em geral, e asma em parti-
cular, sdo amplamente conhecidas como condi¢8es
nas quais tanto genes quanto fatores ambientais
tém papéis criticos. O componente ambiental da
asma tem relevancia pelo aumento marcante da
prevaléncia da doenca nas ultimas décadas’, fato
incompativel com mecanismos puramente genéticos.
Para aumentar a complexidade, a asma é altamente
influenciavel por fatores do desenvolvimento na
primeira infancia, independente da idade na qual o
diagnostico de asma é realizado?. Neste contexto, a
epigenética que estuda as mudancas herdadas na
expressdo do gene sobre os fenétipos celulares, mas
que nao envolve mudancas na sequéncia subjacente
do DNA3-5, tem emergido como um campo promissor
de investigacao. Certamente os mecanismos epige-
néticos sao essenciais para elucidar a resposta dada
pelas exposicdes ambientais e pelos processos de
desenvolvimento, e contribuem para o conhecimento
da origem das doencas e entendimento da variabi-
lidade fenotipica. A observacdo de que exposicdo
ambiental a certos agentes na primeira infancia,
tais como infeccdo, poluentes e farmacos, pode
contribuir para o desenvolvimento de asma alérgica,
levanta questdes fundamentais sobre o mecanismo
da doenca. Se atopia e a resposta imunolégica po-
larizada para Th2 sdo mecanismos precursores no
desenvolvimento da asma na inféncia, como entdo
uma infecgdo viral respiratéria pode mudar o fené-
tipo das células T helper? A epigenética pode dar
resposta a esta indagacdo.

O interesse atual da epigenética na asma é tam-
bém o resultado da falta de elucida¢des dadas pelos
estudos abordando a genética da asma. Tanto os
estudos da associagdo genética simples quanto os
mais recentes daassocia¢ao a nivel gendmico (genome-
wide association) foram eficientes em identificar um
nimero de genes candidatos a terem significado
biolégico’19, mas pecaram por ndo elucidar grande
parte das variacBes genotipicas responsaveis pela
asma'-12, Isto motivou estudos de procura de fontes
das variacdes fenotipicas que fossem baseadas no
DNA, mas que ndo fossem puramente genéticas.

A énfase na epigenética se tornou possivel com os
avangos tecnolégicos. Os estudos do genoma amplo
abriram a possibilidade de analise de alguns marcado-
res genéticos importantes, tais como a metilacdo do
DNA e modifica¢des de histonas pés-transcricdo’-14,
A metilacdo do DNA surgiu como método viavel em
estudos populacionais, pois pode usar pequenas
quantidades de DNA, mesmo que conservadas por
periodos longos, permitindo a utilizagdo ampla deste
método de estudo de epigenética’>-16,

METILAGAO DO DNA, ALTERAGAO DAS HISTONAS E
EXPRESSAO DE microRNAs ABERRANTES

As modifica¢Bes epigenéticas mais comuns envolvem
a metilagdo do DNA ou modificacdo pds-transcricdo de
grupos de aminoacidos das histonas por acetilacao,
metilagdo ou fosforilagdo'819,

A metilagcdo do DNA é um processo bioquimico que
envolve a adi¢cdo de um grupo metil aos nucleotideos
de DNA cisteina ou adenina. E considerada um processo
epigenético que leva principalmente ao silenciamento
do gene, e subsequente inibi¢cdo da transcri¢do génica.
Emgeral, ametilagdo de DNA ocorreemdiferentes CpGs
(regiGes do DNA onde nucleotideos citosina ocorrem
préximos a nucleotideos guanina, separados apenas
por um fosfato), agrupados em ilhas na maioria dos
genes. Essas ilhas ricas em CpGs tém um papel critico
nas regides promotoras dos genes. Uma vez que estas
CpGs sejam metiladas, a transcricdo génica pode nao
acontecer; por outro lado, quando sao desmetiladas,
as regides promotoras podem se tornar ativas, permi-
tindo ainteragdo com varios fatores de transcri¢do que
controlam a ativagao génica. Por exemplo, nas células
T a metilagdo tem um papel importante no desenvol-
vimento, ativacdo e manutencdo da célula T efetora. A
desmetilacdo da regido da FOX P3 (forkhead box protein
P3) favorece o desenvolvimento de células T regulado-
ras. Durante este desenvolvimento das células T em
efetoras ou outros tipos de células T, existe um intenso
mecanismo de altera¢Bes epigenéticas. As principais
enzimas associadas a metilagdo do DNA sdo as DNA
metiltransferases (DNMTs) e estas enzimas tém um
papel preponderante no processode metilagdo. DNMT1
€ a principal DNMT, e é importante na manutencao
da metilacdo do DNA, mantendo o silenciamento do
mesmo. DNMT3a e DNMT3b sdo as principais enzimas
responsaveis por novas metilagdes e sdo mediadorasda
repressao do gene. Estas também podem interagir com
DNMT1 e proporcionar um efeito cooperativo'8-19,

Histonas sdo proteinas altamente alcalinas encon-
tradasnonucleode célulaseucarioticas, que promovem
0 empacotamento e a ordena¢do do DNA em unidades
estruturaisdenominadas nucleossomos. O DNA é geral-
mente envolvido em torno de duas cépias das histonas
H2A, H2B, H3 ouH4. O principal mecanismoderegulacdo
da cromatina é através de modifica¢des pos-tradugao
na cauda proteica dessas histonas. Do ponto de vista
bioquimico, as principais modifica¢des sao acetilacdo,
metilagdo, fosforilagdo, ubiquitinacdo e sumoila¢do
(adicdo de SUMOs, small ubiquitin-like modifiers). Os
efeitos de tais modifica¢cdes variam desde a ativagao
de genes até o silenciamento de genes, podendo ter
também algumas fun¢des no reparo de DNA. Acetilagao
de diferentes residuos de lisina em histonas representa
um dos melhores exemplos neste sentido, resultando
em ativagdo da transcri¢do. Essa ativacdo é catalisada
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por histona acetiltransferases (HATSs). Existem duas
familias de HATSs: as do tipo A, localizadas no nucleo e
que estdo envolvidas na expressao de genes através
de acetilagdo de histonas nucleossdmicas, e as HATs
do tipo B, que estdo localizadas no citoplasma e sao
responsaveis pela acetilacdo de histonas recentemente
sintetizadas, antes de serem montadas nonucleossoma.
Modificagbes de histonasnas células Ttémum papelim-
portante nodesenvolvimentode célulasTparadiferentes
subtipos, tendo papel importante em condi¢des tanto
fisiolégicas como patoldgicas. Por exemplo, metilagcdo
de H3K9 é eficiente mecanismo de silenciamento em
muitos genes efetores Th1 e Th2. Além disso, Th-POK
(Th inducing POZ-Kruppel factor), o fator de transcricdo
primario para CD4, recruta diferentes histonas deace-
tilases, que silenciam muitos dos genes CD8, e como
resultado, células T sdo induzidas ao desenvolvimento
de subpopulagdo CD4'819,

Cada um destes mecanismos esta envolvido na
regulacdo da expressdo de genes20. Um mecanismo
adicional consiste na expressao aberrante de
microRNAs. MicroRNAs sdo pequenas moléculas de
RNA ndo codificadores envolvidas na repressao da
transcricdo e silenciamento de genes. Estes microRNAs
sdo moléculas de RNA simples com 21-23 nucleotideos
de extensdo e que induzem a degrada¢do do mRNA
alvo. O conhecimento da atividade destes microRNAs
em asma ou outras doencas complexas talvez seja o
menos conhecido entre os mecanismos epigenéticos.
Um microRNA em particular pode ter centenas de
genes alvos e, portanto, pode influenciar na expressao
de uma grande quantidade de proteinas, causando
sobretudo silenciamento do gene?'.

Coletivamente, estes trés principais mecanismos
epigenéticos afetam interacdes do DNA com fatores
de transcricao, estabilidade da transcri¢do, posiciona-
mento do nucleossoma, compactacdo da cromatina e
organizagdo nuclear, todos determinando se um gene
ou um grupo de genes vai ser ativado ou silenciado, e
quando e onde um gene sera expresso. Eles portanto
tém papel crucialem determinar programas detranscri-
¢do de determinados tecidos. Quando, por epigenética,
um gene é alterado durante o desenvolvimento, o novo
codigo epigenético torna-se plataforma para futuras
modifica¢des epigenéticas que normalmente ocorrem
durante o desenvolvimento?2 (Figura 1).

EPIGENETICA E O SISTEMA IMUNE

O desenvolvimento de uma célula T imatura (naive)
para célula Th1 ou Th2 do sistema imune é associado
com mudancas de linhagem especifica com caracteris-
ticas epigenéticas. Durante a diferencia¢do para Thi,
ocorre metilacdo na regido entre interleucina IL-4 e

IL-13no cromossomo 52123, enquanto ocorre também
acetilacdo de histonas em nivel comparavel nestas
células T imaturas?*. Ambos os efeitos levam a uma
reducdo de atividade Th2. Além disso, a ligagdo de
T bet ao promotor de interferon gama ndo somente
induz a aumento de atividade mas também desloca
complexos de histona deacetilases, o que torna im-
possivel a ligacdo de acetiltransferase?, desta forma
fazendo que o lécus genético do interferon gama seja
reprimido. Metilagdo destelécustambémimpede que o
fator nuclear das células T seja ativado pelo interferon
gama26, Em contraste, as regides IL-13 e IL-4 sofrem
intensa desmetilacdo na diferenciacdo de Th2, o que
facilita a transcricdo dos fatores STAT6 e GATA3%, Si-
multaneamente a desmetilacdo de DNAZ4, as histonas
nas regides IL-13 e IL-4 sdo acetiladas, promovendo
modifica¢des estruturais nolécus?’. O desenvolvimento
e a funcdo das células T reguladoras (Treg) é mediado
predominantemente por FOXP3, e diversos estudos
mostram que este fator detranscri¢do é influenciado por
mecanismos epigenéticos. Um mecanismo estimulador
é a metilacdo de FOXP3 nas células T CD4+CD25 e nas
células T CD4+, mas ocorre desmetilacdo no caso das
células T reguladoras naturais?8. Como os inibidores
de deacetilase das histonas aumentam a expressdo de
FOXP3, foi também sugerido que o nivel de acetilagao
das histonas do l6cus FOXP3 tem importante papel no
desenvolvimento de células Treguladoras?®. Aacetilacdo
de histonas pode estar envolvida na diferenciacdo de
células T para Th1730, Além das células T, também os
mastécitos sofrem regulacdo epigenética no l6cus IL-4/
IL-1331, Para outras células do sistema imune, muito
pouco é conhecido.

EXPOSICOES AMBIENTAIS IMPLICADAS
NA EPIGENETICA DA ASMA

Uma das exposi¢Bes ambientais implicadas na
asma e regulagdo epigenética é dieta. Existem varios
estudos implicando modificagdes de dieta com maior
oumenor risco de asma, tais como suplementagdao com
vitamina D, E, soja e dieta Mediterranea32-34, Contudo,
a suplementacdo dietética mais documentada como
relacionada com indugdo epigenética relevante para
asma é acido félico como fonte de doagdo de radicais
metil. Em ensaios com animais experimentais, a su-
plementa¢do de acido félico administrado durante a
gravidez e durante a amamentacao foi associada com
aumento da hiperreatividade brénquica e maior infla-
macao eosinofilica3>, Emhumanos, asuplementacdo de
acido félico esta associada com maior risco de asma
diagnosticada em criancas, e talvez exista uma janela
na gravidez em que a suplementacao com acido félico
induza a altera¢des de epigenética, levando a maior
risco de asma na infancia36-38,
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Figura 1- Diagrama esquematico de mecanismos da regulacdo epigenética: metilacdo do DNA, modificacdo das
histonas e RNAs ndo codificantes. A esquerda, modifica¢des epigenéticas levando a aumento da expressao
do gene, e a direita, modifica¢des epigenéticas causando supressdo da expressao do gene

Outra exposi¢do ambiental ha muito tempo con-
siderada como fator de risco para desenvolvimento
de asma em criancas é o tabagismo materno32-41, Al-
guns estudos demonstram que o mecanismo de agao
pode ser transmitindo por varias gera¢des. De forma
interessante, o tabagismo da av6 durante a gestagao
aumentou o risco de asma para os netos, mesmo
que ndo tenha havido tabagismo da m&e#2. Uma acdo
epigenética da exposicdo ao cigarro é mediada por
rompimento da homeostase de histona acetiltransfe-
rase/histona diacetilase nas células imunes do sistema
respiratério®3. Importante assinalar que neste trabalho
ficou demonstrado que fumaga de cigarro atenuou a
acao dos corticosteroides nos macroéfagos alveolares,
levando a resisténcia aos corticosteroides. O cigarro
pode ainda exercer a¢des epigenéticas por metilagao
do DNA, ou por sequéncias regulatérias#4-4>,

Exposicdoapoluentesdotraficodeveiculostambém
é considerada como indutor de asma por via epigenéti-
ca%, Existe a influéncia da poluicdo por gases do trafico
de veiculos nas maes e desenvolvimento de asma nos
filhos, ehaenvolvimento de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos que parece ser devido a metilacdo do DNA
na regiao promotora ACSL3. Quanto mais exposi¢ao
aos hidrocarbonetos, maiorametilagdo. Existetambém
poluicao por hidrocarbonetos derivados da preparagao
de alimentos com uso de carvdo ou defumados#’.

Exposicdo a endotoxinas bacterianas na primeira
infancia pode proteger contra asma, mas exposi¢ao
mais tardia pode predispor a doenc¢a*8-2, Em alguns
estudos de populagdo rural, a exposi¢cdo a endotoxina
bacteriana esteve relacionada a protecdo contra rinite
e asma?>3. Existe indicacdo de interagdo genética, sendo
que a endotoxina afeta principalmente polimorfismo
de CD14 e imunoglobulina IgE>455, As endotoxinas
podem ainda produzir efeito no polimorfismo dos
toll-like receptors (TLRs) destas popula¢des rurais®®.
Um importante mecanismo descrito seria uma repro-
gramacao epigenética do TNF-a destas células imunes
por remodelamento da cromatina®’. Além disso, foi
também demonstrado que histonas sofrem desmeti-
lacdo na regido IL-1B apds estimulagdo dos leucécitos
humanos por endotoxinas“s.

Em estudo de coorte comparando maes e recém-
nascidos expostos a ambiente de fazenda versus nao
expostos, um nimero aumentado de células positivas
para FOXP3 foi encontrado em células mononucleares
de sangue de corddo de recém-nascidos de mdes com
intensa exposicdo a ambiente de fazenda. Além disso,
a funcdo de células T reg foi mais eficiente naqueles
com a exposicdo a fazenda. Estes achados foram as-
sociados a desmetilacdo do promotor de FOXP3 nas
criangas de mdes com exposi¢do a leite de fazenda,
guando comparadas a maes controle>,
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Exposicdo a alérgenos ambientais, incluindo acaros,
estd associada a sensibilizagdo e desenvolvimento de
asma, e aqui também o mecanismo proposto envolve
altera¢des dos TLRs, que funcionam como sentinelas
ativadoras do sistema imune inato e tém papel crucial
na programacao da resposta Th258, Exposicdo a estes
alérgenos ativa TLR4 e aumenta a expressdo de um
conjuntode microRNAs, incluindo miRNA-16, miRNA-21
e miRNA-1265°. O bloqueio seletivo do miRNA-126 leva
a melhor controle de sintomas de asma e diminuicao
deresposta Th2,inflamagao e hiperreatividade das vias
aéreas. O mecanismo € a supressao da expressao de
GATA-3 pelo miRNA-126.

Estudo sobre exposi¢do ambiental de criangas na
cidade de Boston, nos Estados Unidos, a alérgenos
ambientais, endotoxina, fungos e poluentes atmosfé-
ricos, mostrou que altos niveis de metilagdo na regido
promotora dos receptores beta-2-adrenérgicos foram
associados de forma significante a diminui¢do de relato
de dispneia, e atendéncia para diminui¢cdo de sintomas
de asma e obstrucdo das vias aéreas®,

CONCLUSOES

Mesmo ainda nos seus estagios iniciais, a analise
epigenética oferece uma ferramenta poderosa para
explorar os mecanismos das doencas complexas,
tais como a asma, e ajuda a melhor definir os varios
fendtipos desta doencga. Usando a epigenética para
entender a dinamica biolégica no trato respiratério,
e aplicando este conhecimento para desenvolver
novas oportunidades de diagndstico e tratamento da
asma, poderemos oferecer a nossos pacientes novas
estratégias de controle da doenca.
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