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Asma Bronquica

Resposta Tardia da Asma

Fatores de Transcricéo

Como exposto sucintamente nos tépicos precedentes, relatamos que a patogénese da asma envolve a expresséao
de uma ampla série de proteinas inflamatorias, que incluem citocinas, quimiocinas, enzimas que

produzem mediadores inflamatérios, receptores para mediadores inflamatérios e adesdo de moléculas

(préximo tépico). O aumento da expressdo da maioria destas proteinas € o resultado de um aumento na
transcricdo genética. Varios destes genes ndo sdo expressos em células normais sob condi¢gdes habituais, porém
tém sua producédo aumentada por um mecanismo celular-especifico, nas doencas inflamatorias. O padréao

de expresséo da citocina determina em grande parte a natureza e a persisténcia da resposta inflamatoria (1).

A producao de ARN mensageiro (mARN) a partir do acido desoxirribonucléico (DNA) por uma célula é

um procedimento meticulosamente regulado. O controle transcricional é o resultado de uma agdo mutua

entre sequéncias regulatérias de DNA (promotores, estimuladores e silenciadores) e as seqiiéncias-especificas que
se ligam a proteinas-DNA, que recebem a denominagdo de fatores de transcri¢do. Os fatores de transcrigao

atuam entdo como mensageiros nucleares que transferem informacgéo da superficie da célula e do citoplasma para
o nucleo.

As mudancas na transcricdo de genes séo reguladas pelos chamados fatores de transcrigdo, que sao

proteinas intracelulares que se ligam a ~»seqUéncias génicas reguladoras, geralmente na 5' upstream da
regido promotor de genes alvo, para aumentar (transativagdo) e as vezes diminuir (transrepressao) a taxa de
gene transcrigcao, resultando em aumento ou reducgéo na sintese de citocinas, mRNA, proteinas e

subsequente alteracdo da funcédo celular. O excesso de ativagdo dos fatores de transcricdo pode ser responsavel
por prolongada liberagédo de citocinas inflamatdrias na asma e em certos individuos representa deficiéncia
molecular primaria.

Muitos fatores de transcrigcdo sdo comuns a varios tipos de células (ubiquos) e podem atuar na regulagdo de
genes inflamatorios, enquanto que outros sdo especificos para certas células, podendo determinar as
suas caracteristicas fenotipicas.

A ativacado do fator de transcricdo é complexa e pode envolver multiplas vias de transducao de sinais
intracelulares, incluindo quinases [como mitogen-activated protein kinases (MAPKs), Janus kinases (JAKS)

e proteinoquinase C (PKC)] estimuladas por receptores da superficie celular. A ativagdo das vias MAPK pelo
estimulo inflamatério conduz a ativacdo de um numero de fatores de transcrigdo ubiquos, como ElJ-1, c-Myc, cJun,
c-Fos, SRF e C- enhancer- binding protein 3 (C/EBPR), anteriormente denominado de NF-IL6 (2). Os fatores

de transcricdo podem também ser ativados diretamente por ligantes (por ex. corticéides) ou serem ativados
dentro do citoplasma, expondo os sinais de localizacdo nuclear, translocando-se para o nucleo. Os fatores

de transcricdo podem converter, portanto, sinais transitérios do meio ambiente junto a superficie da célula

em mudancas a longo prazo na transcricdo de genes, atuando assim como “mensageiros nucleares” (Figura 1 ).
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A unido de fatores de transcricdo aos seus motivos especificos de ligagdo na regidao promotor na dupla-hélice do
DNA pode alterar a transcri¢do pela interacdo direta com os componentes da maquinaria de transcri¢cdo basal ou
via co-fatores que ligam o fator de transcricdo a maquinaria basal de transcricdo. Grandes proteinas que se ligam
a maquinaria de transcricdo podem ligar-se a varios fatores de transcri¢cdo e assim atuar com integradores da
gene transcri¢cdo. As moléculas co-ativadoras incluem a cAMP response element binding protein (CREB)-

binding protein (CBP) e o p300, permitindo assim interacfes complexas entre diferentes vias de sinalizacéo (3).

O DNA é o responsavel pelo armazenamento e transmisséo da informacéo genética. E encontrado principalmente
nos cromossomos e, em pequenas quantidades, nas mitocondrias. O DNA de todos os cromossomos encontra-

se "empacotado” em estrutura compacta, com o auxilio de proteinas béasicas especializadas. Estas proteinas que
se ligam ao DNA sé&o divididas em duas classes gerais: as histonas (proteinas singulares para eucariotos) e

as proteinas cromossdmicas ndo-histénicas. O complexo formado pela interacdo de proteinas de ambas as
classes com o DNA nuclear é conhecido como cromatina (o material do qual os cromossomos sao feitos). As
histonas estao presentes numa quantidade tdo grande (em torno de 60 milhdes de moléculas de cada tipo de
histona por célula) que a sua massa total de cromatina é aproximadamente igual aquela do DNA. As histonas tém
um papel fundamental na compactagdo, de uma maneira organizada, das moléculas de DNA muito longas, em
um nucleo que possui apenas uns poucos micrémeros de diametro.

Existem cinco tipos de histonas em dois grupos principais: as histonas nucleossébmicas e os da H1 . As

histonas nucleossémicas sdo pequenas proteinas (102-135 aminoacidos) responsaveis pelo enrolamento do DNA
nos nucleossomos. O nucleossomo (subunidade fundamental da cromatina) é formado por um nucleo octameérico
de histonas, em volta do qual o DNA é enrolado duas vezes. A facilidade com que um segmento de DNA curva-
se para dar essas duas voltas em torno de um nucleossomo varia em funcdo da sua sequéncia nucleotidica.

A cromatina quando visualizada ao microscopio

. . pode apresentar-se condensada ou opaca devido
Configuracio - ;
I — ao enrolamento ou ndo do DNA ao redor do nutcleo

do Nucleossomo
Acetilagao (HAT) (Hipoacetilagao) da histona (4). A acetilacdo das histonas permite

o desenrolar da estrutura local do DNA, remodelando
a cromatina, liberando o acesso para a agao de
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Ac do Nucleulssu_r_n-n fatores de transcri¢cdo na regido do promotor.
Ac Ac Ac LELEEERN A acetilacio ¢ regulada por um balango entre a
Remodelamento da Cromalina atividade das acetiltransferases das histonas (HATS)
Acesso ao Promotor e histona des-acetilases (HDACs) (Figura 2) .

A des-acetilacao da histona aumenta o enrolamento do DNA ao redor dos residuos de histona, resultando
em cromatina mais densa, o que determina um acesso restrito aos fatores de transcrigdo aos seus sitios de ligacéo,
e desse modo reprimindo a gene transcricdo (5).

O papel central da CBP e proteinas associadas no controle da resposta inflamatoéria pode explicar o sinergismo e
a represséo entre os fatores de transcrigéo.

Assim como os receptores de corticdides, numerosos fatores de transcricdo pro-inflamatoérios interagem e ativam
a CRP- associated HAT activity , incluindo CREB, AP-1(activator protein-1), NF-kB (nuclear factor kappa B),
SV40 promoter-1 (SP1), E26 (Ets), NF-AT (nuclear factor of activated T cells) e STATs (signal transduction-
activated transcription) (6,7).

O CBP e 0 p300 tém multiplos dominios de ativacdo e podem funcionalmente interagir com varios fatores

de transcricdo o que pode ser a razdo para explicar a acdo sinérgica, por exemplo, do NF-kB e AP-1. Desde que
a expressdo CBP pode ser limitada na célula, pode ocorrer a competicdo entre fatores de transcricdo
pro-inflamatérios e antiinflamatdrios para quantidades limitadas de CBP, resultando na reducdo na expressao
de genes antiinflamatdrios. A gene expressao completa depende do tipo de célula, provavelmente requer um
nuamero de fatores de transcricdo agindo em conjunto, de forma coordenada, e a repressao de um unico fator
de transcricdo sozinho pode apenas modificar parcialmente a resposta completa.

Os fatores de transcricdo, embora tenham estruturas primarias diversas, formam uma estrutura terciaria que

€ compativel com a sequiéncia do DNA com a qual devem interagir. A grande afinidade dos fatores de

transcricdo para sitios especificos determina sua especificidade de ligagdo. Apds um contato inicial feito entre

a proteina e o DNA, estas intera¢des séo intensificadas devido a formacdo de numerosas pontes de

hidrogénio, interagdes idnicas e hidrofobicas. Segue-se a formagédo de complexos tridimensionais

nucleoprotéicos altamente especificos, envolvendo DNA-proteina e interagdes proteina-proteina. A

eficiéncia transcricional destes complexos pode ser alterada por sutis mudangas em posi¢des relativas ou
orientacdes de proteinas no interior do complexo. A formacao de complexos tridimensionais

nucleoprotéicos, altamente especificos, é freqientemente acompanhada por mudancgas na conformacado da proteina
e no DNA, e varios fatores de transcrigcdo induzem o DNA a curvar-se e submeter-se a ligagdes especificas.

Fatores de Transcricdo NF-kB, AP-1, STAT e GATA-3...

As citocinas produzem seus efeitos celulares pela ativacdo de varios fatores de transcricdo como o AP-1, o NF-kB e
0 STAT, os quais ativam ou reprimem o0s genes alvo. Estes fatores podem também intensificar e perpetuar

a expressédo de citocinas, visto que as regides promotoras de muitas citocinas e seus genes de receptores

revelam numerosos sitios reguladores para estes fatores de transcricdo. Desde que as citocinas ndo atuam
sozinhas, sendo produzidas e liberadas em rede bem coordenada, os niveis relativos destes fatores de

transcricdo podem ser responsaveis pela acdo inflamatdria prolongada das citocinas e seus ativadores.

Moléculas de NF-kB existem no citoplasma

da maioria das células, em forma inerte,
{;;;_ sem ligacdo-DNA. O NF-kB homo
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via ainda mal definida. A ativacdo do NF-
kB ocorre predominantemente por fosforilacdo e degradacéo das proteinas IkB. Apds a fosforilacdo das proteinas
IkB segue-se a poliubiquitinizacédo e elas sdo degradadas como parte de seus respectivos complexos ternarios. O
NF-kB livre transloca-se para o nucleo, onde upregulate a expressao de multiplos genes envolvidos nas
respostas imunes e inflamatorias, incluindo moléculas de adesdo como a ICAM-1 e VCAM-1, enzimas como a COX-2
e a iINOS e a maior parte das citocinas como IL-1R, TNF-a, IL-6, GM-CSF e quimocinas como a IL-8, RANTES, MCP-
1, MIP-1a e Eotaxina (8-11) (Figuras 3 e 4). O NF-kB é também importante na ativacdo de células T, onde
esta envolvido na upregulation da IL-2 e receptores IL-
2 (12). O NF-kB nas células epiteliais pode apresentar NF-kB: - IMPORTANCIA NA ASMA BRONQUICA

Aty PHC Virus Oniidanties
_Finovinus 03, NO2. 02

grande importancia ampliando a inflamacdo em vérias C. Pré-inflsmatirias e
L-1B,TNF-A IL-6,iL-17 _  PAF,

doencas inflamatoérias, inclusive na asma (13). b
EETIMULD

o= Y IMFLANATO®IO
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No nucleo o NF-kB liga-se ao DNA nos promotores de ~@conmicoinns

genes alvos como um dimero usualmente composto I lnm st Arics

por dois membros da familia de proteinas Rel , o Rel A
e o Rel B. No heterodimero NF-kB, ambas as

subunidades entram em contato com o DNA, porém e ————y mRNA | rroTEINAS
. . . - i =  IMPLAMATORIAS
apenas Rel A contém o dominio de transativacdo que E— p—— —
. . . ~ . g~ Y i "% y
ativa a transcri¢do por interacdo direta com a CITOCINAS guimeoiNAS “:,_u :.m:.?'-::- .“:"“"
maquinaria basal de transcricdo (14). Na subunidade TNF-alL-1BJL-6IL-2 |L-8 RANTES ncicltl ICAM-1

F 3 2 o i W
[ . = CM-CSF IL-8 MCP-1 E CP.-3 1 I NKI, IL-2R
Rel B falta este dominio de transativagao. AT Eotaxing, MCP-3... cpLaz VCAM-

Evidéncias sugerem uma participacdo central do NF-kB na patogénese da asma:

1) O NF-kB ativado tem sido identificado em pontos-chave das vias aéreas de pacientes asmaticos.

2) Agentes associados as exacerbacdes da asma como alérgenos, oz6nio e infecgfes virais, estimulam o NF-
kB. Alérgenos (p. ex. Der p 1) ativam in vitro o NF-kB em células epiteliais brénquicas (15) e a exposi¢ao ao
aerossol de ovoalbumina resulta em profunda ativacdo do NF-kB e expressao da iNOS em vias aéreas de ratos
Brown Norway sensibilizados (16). Rinovirus ativam o NF-kB e aumentam a expressao genética de ICAM-1
nas células epiteliais bréonquicas (17).

3) O importante papel do NF-kB tem sido demonstrado em ratos Knock-out p50(-/-). Estes animais ndao produzem
a IL-5, citocina do tipo TH2, nem a quimiocina eotaxina, sendo desprovidos de uma resposta alérgica
inflamatoria eosinofilica (18).

4 ) Embora pleiotrépico na acdo, o maior mecanismo de ag&o dos corticoides, principal droga no tratamento da
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asma, é a inibicao da ativacdo do NF-kB. O receptor de corticéide (GR) interage com o NF-kB pela ligagéo

a subunidade p65 do heterodimero NF-kB (13), impedindo a ligacdo DNA-NF-kB (19,20), suprimindo a transcri¢cdo
de genes de citocinas, quimiocinas, receptores, enzimas e moléculas de adeséo (Tabela 1). Por outro lado,

os corticoides podem aumentar a expressao de genes antiinflamatérios, tais como o SLPI (secretory

leukocyte protease inhibitor) e o Lipocortin-1.

Tabela 1: Regulacdo da gene expressao pelo NF-kB.

O AP-1 é predominantemente um heterodimero Fos/Jun que é ativado por varias citocinas, como o TNF-a e a IL-
1R, via tirosino-quinases e MAPKs (2). O c-fos, um proto-oncogene e constituinte da proteina

ativadora transcripcional AP-1, estd com sua expressdo aumentada no epitélio de pacientes com asma (21).

Em pacientes com asma esteroide-resistente (AER) tem sido descrito o aumento da expressao do c-fos nas
células mononucleares sangiiineas circulantes (22). O AP-1, como o NF-kB, regula muitos do genes imunes

e inflamatdrios que apresentam expressdo aumentada na asma. A maxima ativacdo destes genes

requer freqiientemente a ativacdo simultanea de ambos os fatores de transcricdo. Como para o NF-kB, existem
fortes evidéncias para o aumento da expresséo do c-Fos no epitélio das vias aéreas de pacientes com asma

(23), influenciando a regulacdo da expressdo de genes das citocinas, participando na regulacdo da funcao celular
a longo termo, no crescimento e diferenciagéo.

O STAT-6 é um membro da familia de fatores de transcricdo Janus quinase (JAK)/STAT (signal
transduction-activated transcription) que é ativada pela IL-4. Citocinas como o GM-CSF, um potente inibidor

da apoptose dos eosindfilos, e a IL-5, determinante primario da diferenciacédo, recrutamento, ativacdo, adesao

e sobrevida dos eosindfilos encontram-se com niveis elevados nos locais da inflamacao alérgica nas vias aéreas
de pacientes asmaticos. Estas citocinas exercem primariamente seus efeitos celulares via JAK-STAT (24,25).
Ratos transgénicos Knockout deficientes em STAT-6 apds sensibilizagdo alérgica ndo apresentam resposta a IL-4,
nao desenvolvem células T em resposta a IL-4, ndao produzem IgE e ndo apresentam hiper-responsividade
brénquica, indicando o papel importante do STAT-6 nas respostas alérgicas (26).

O GATA-3, um fator de transcricao seletivamente expresso pelos clones TH2, tem sido imputado recentemente
na regulacdo da transcricao da IL-5. Estudos recentes demonstraram que a expressdo do GATA-3 mRNA em
bidpsias de pacientes com asma era maior quando comparada com bidpsias de controles ndo-asmaticos (27).
O nuamero de células que expressam transcricdes GATA-3 tem correlagdo significante com o aumento da resisténcia
e hiper-responsividade das vias aéreas em pacientes com asma. Estudos de co-localizagdo evidenciaram que

a maioria (aproximadamente 60 a 90%) de células GATA-3 mMRNA+ nos brénquios de asméticos era constituida
de células T CD3(+), e em menor quantidade por eosinoéfilos MBP-positivos e mastécitos triptase-positivos.

A densidade celular GATA-3 mRNA+ correlacionava-se significativamente com o nimero de células que
expressavam a citocina TH2 IL-5 mRNA. A expressdo do mutante negativo-dominante do GATA-3 em células T
de ratos determina a reducgéo dos niveis de citocinas TH2 IL-4, IL-5 e IL-13 (28). Em consequéncia, a
eosinofilia brénquica, a producdo de muco e a sintese de IgE, sofrem consideravel atenuacao no rato
transgénico. Baseados nestes estudos, pode-se demonstrar que a inibigcdo da atividade GATA-3 é suficiente
para “abrandar” respostas TH2 in vivo, tornando-se um novo alvo para a terapéutica no tratamento da asma
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e doencas alérgicas.

Existem outros fatores de transcri¢cdo importantes na diferenciacdo TH1/ TH2. O proto-oncogene c-maf,
semelhante ao GATA-3, é também seletivamente expresso nos clones TH2, sendo induzido durante a

diferenciacdo TH2 e ndo na TH1 (29) .
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