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Mecanismos moleculares de accidn de los corticoides

Molecular mechanisms of corticosteroids

Dr. Edgardo Jares*, Dr. Omar Pignataro?

L os glucocorticoides (GC) son producidos por la corte-
zasuprarrenal regulada por laACTH hipofisaria, con una
modalidad pulsétil y ritmo circadiano. Sus principales
funciones son mantener la glucemia y evitar la hipoten-
sion arterial, asi como modular la respuestainmune e in-
flamatoriay los mecanismos de adaptacion a stress. Son
poderosos antiinflamatoriosy su uso en el tratamiento del
asma bronquial se remonta a cincuenta afos. En los dlti-
mos veinte afos, la sintesis de compuestos de gran poten-
ciatopicay escaso efecto sistémico por rapida metaboli-
zacion ha revolucionado €l tratamiento de esta enferme-
dad, posicionandose como droga de primera eleccion en
todas las etapas de la misma, excepto el asma leve inter-
mitente (1).

Lainflamacion bronquia en el asma se caracteriza por
el influjo de células inflamatorias a foco, dilatacion vas-
cular con aumento del flujo sanguineo, aumento de la
permeabilidad vascular, con exudacién de proteinas plas-
maéticas, edema, proliferacion del misculo liso bronquial
y deposito defibrillas de col ageno por debajo de la mem-
brana basal, conformando el proceso denominado remo-
delacion bronquia (Tablal) .

Los GC actlian sobre lainflamacion por diversos cami-
nos. Por giemplo, reducen el nimero y activacion de eosi-
nofilos, desencadenando la apoptosisdelosmismosy dis-
minuyendo algunos de sus factores quimiotécticos, que
incluyen las IL-3, IL-5, GM-CSF, eotaxinay RANTES,

entre otros. También reducen la proliferacién delinfocitos
T einducen laapoptosis de los mismos, al disminuir laac-
cion de la IL-2, principa factor tréfico de éstos. Bajan
también la cantidad de monocitos (células presentadoras
de antigeno), células dendriticas, mastocitos y otras célu-
las inflamatorias y por |o tanto inducen la disminucion de
la produccién de citoquinas y mediadores por las células
epitelidlesy del musculo liso bronquial. Ademas, atendian
la permeabilidad capilar y la secrecion de mucus. Estos
efectos son producidos por diversos mecanismos, que in-
cluyen la sintesis de proteinas con efecto antiinflamatorio
y lainhibicion de la sintesis de numerosos factores proin-
flamatorios y de crecimiento (2) (Tabla 2).

Estos efectos explican su accion benéfica en d trata-
miento de las afecciones alérgicas; sin embargo, se han
demostrado acciones que son dificiles de conciliar con
estos efectos positivos.

¢Aumentan los GC la atopiay la produccion de IgE?

En atopia hay una polarizacion del patrén de produc-
cion de citoquinas deloslinfocitosde TH1 aTH2, con se-
crecion predominante de IL-4 e IL-5. LaIL-4, junto ala
IL-13 son importantes para la produccion de IgE por par-
te delas células B, caracteristica de la atopia. Los GC in-
hiben la trascripcién de genes de IL-4, IL-5, e IL-13, lo
cual contribuye en forma importante a su accion antial ér-
gica. Producen una polarizacion de los linfocitos T hacia
TH2, probablemente por suprimir la produccion de IFg,

Clase

LESERN | hflamacion bronquial: hay aumento de expresion demultiplesmediadores.

Molécula

Citoquinas

IL13, TNFa, IL4, IL5, IL13, GM-CSF

Moléculas de adhesion

ICAM-1, VCAM 1

Quemokinas

Eotaxina, RANTES MCP-3, MCP-4

Enzimas inflamatorias

INOS Cox2

Receptores

IL2-R, receptores de taquikininas NK1y NK2
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Tabla 2

Causa

Relacién causa-efecto provocada por los GC sobre la sintesis de factores proinflamatorios.

Efecto

Inhiben sintesis

Disminuyen

IL-1, IF g

Mol éculas adhesién endoteliales
Reclutamiento celular

IL3, IL5, GM-CSF

Liberacién de mediadores de eosindfilos y basofilos

Migracién de eosinéfilos y basofilos
Activacién de eosindfilos
Sobrevida de eosindfilos

Hematopoyesis eosindfilos y basofilos

Citotoxicidad
IL-2 Respuesta linfocitaria
IL-4, 1L-13 VCAM-1 endotelia

Quimiotaxis de eosindfilos, basofilos y linfocitos

Quemoquinas; RANTES, IL-8, MCP-1,

Ciclooxigenasa inducible (COX?2)
Fosfolipasa A2 inducible

MCP-3, MCP-4, eotaxina Quimiotaxis
Enzimas:
Colagenasa, Elastasa, Activador plasmindgeno Inflamacién
Oxido nitrico sintetasa inducible Remodelacién

que norma mente inhibe la diferenciacion a TH2 en res-
puestaalL-4y alasupresién de los receptores de IL-12,
gue aumentan la diferenciacion de las células TH1. Tam-
bién suprimen la produccion de IL12, mientras que tienen
poco efecto sobre la IL10, que tiene acciones
antiinflamatorias. Estos efectos son contrarrestados por la
accion inhibitoria de la secrecion de IL-4, IL-5 e IL-13,
asi como el aumento de apoptosis de linfocitos T y eosi-
nofilos (3). Otro efecto aparentemente negativo de los
GC, es e aumento de IgE, que se encuentra en linfocitos
B estimulados por IL-4, tratadas con hidrocortisona (4).
En pacientes asméticos tratados durante una semana con
prednisona, se demuestra un aumento de IgE policlonal
estadisticamente significativo (5). Este efecto estd media-
do por € aumento de produccién del ligando de CD40
(CD40L) en estas células, que es una proteina transmem-
brana perteneciente a la familia del TNF, que se une a
CDA40 y es critica parala sintesis de IgE inducida por IL-
4elL-13(6).

Ingreso a las células

Los GC son moléculas liposolubles, por lo que son ab-
sorbidas fécilmente en cua quier superficie cutanea o mu-
cosa. Circulan en sangre, en su mayor parte, unidos a pro-
teinasy lafraccion libre eslaque difunde a interior delas
células, gerciendo su accion. Si bien el mecanismo de di-
fusion simple através de la bicapa lipidica de la membra-
na es el més aceptado, hay evidencias de que su ingreso a
la célula esta regulado a través de receptores de membra-
na distintos al receptor esteroideo (GR). Utilizarian como
sefial es proteinas G y este mecanismo seriaresponsable de
|as acciones rapidas de estas hormonas, por g emplo lain-
hibicion de la secrecién de ACTH hipofisaria (7).

Receptores glucocorticoideos (GR).
Su activacion

En e citoplasma se unen a su receptor especifico (GR).
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Se dimerizan y pasan a nicleo donde gercen su acciéon
sobre el ADN, uniéndose a secuencias especificas de ba-
ses, denominadas elemento de respuesta a glucocorticoi-
des (GRE), actuando sobre € gen promotor, e induciendo
la sintesis de ARN mensgjero. El mismo sale al citoplas-
may estraducido en los ribosomas, formandose proteinas,
que secretadas o permaneciendo dentro de la misma célu-
la, constituyen el brazo efector de la respuesta (8).

Los GR pertenecen a una superfamilia que incluye los
receptores de hormona tiroidea, vitamina D, &cido reti-
noico y hormonas sexuales. Actlan como factores tras-
cripcionales activados por ligando (la hormona o vitami-
na correspondiente), alterando, por diversos mecanismos,
la trascripcion génica. Se encuentran en todas las células
nucleadas.

Laformap de GR estd aumentada en asma cortico re-
sistente y asma nocturna

GRp: Existe un solo gen de GR, si bien el truncamien-
to del preRNAmM del mismo da origen a una formade re-
ceptor denominada 3, que tiene 50 aminoécidos menos
en su extremo carboxilo terminal, reemplazados por una
secuencia diferente de 13 aminoacidos que no puede mo-
dular la trascripcién de genes, pero puede afectar otras
acciones de los esteroides actuando como inhibidor com-
petitivo, formando homodimeros 3 o heterodimeros a-f3,
gue pueden ocupar los sitios del GRE e impedir la accion
del GRa. Por gemplo, inhibe la sintesis de ARNm de-
pendiente del GRa. y su inhibicién del FNkB, pero no la
accion sobre AP-1. Sin embargo, para que esta accion se
concrete, es necesario que esta forma § sea la predomi-
nante, por lo que no esta claro cud es su accion biol ogi-
ca, pero podria ser importante en algunos pacientes con
asma cortico resistente (9,10,11,12). Recientemente se ha
demostrado en pacientes con asma bronquia nocturna,
una disminucion de larespuesta a GC de los macréfagos
de las vias aéreas. Este fendbmeno se acompafia de au-
mento de la expresion de IL-13 y GRp durante la noche.
Previamente los mismos autores habian demostrado que
en el asma nocturna habia una disminucion de la afinidad
del GRy de larepuesta a GC durante la noche de las cé-
lulas mononucleares periféricas, que puede ser conse-
cuencia de lainflamacion, ya que las citoquinas el evadas
inducen disminucion de la afinidad del GC con el GR.
Las|IL-2 elL-4 actlan en este sentido en los linfocitos T,
aumentando en estos también laforma f de GR, mientras
que la IL-13 lo hace sobre los monocitos. La diferencia
entre el asma nocturnay € asma resistente a GC es que
en laprimeralacéula con aumento de GRf es el macro-
fago alveolar, mientras que en la Ultima, la célula con au-
mento de estos receptores e insensibilidad alos GC es €l
linfocito T (13,14).

Estructura del GR (Figuras 1y 2)

En lazona C-terminal del GR selocalizael dominio de
union del GC, asi como zonas para la unién a las protei-
nas "heat shock", traslocacion al nacleo y transactiva
cion. En laregion central de la molécula se ubica e do-
minio de unién a GRE (elemento de respuesta a gluco-
corticoide) del DNA, (DUD) formado por dos iones de
zinc complejados con ocho residuos de cisteina, de la ca-
dena peptidica del receptor, formando dos pliegues deno-
minados "dedos de zinc", que interacttian con ladoble hé-
lice del DNA, en €l surco mayor del mismo, para modu-
lar la trascripcion de ciertos genes (15). En esta misma
Zona, un grupo de cinco aminoécidos forma una hélice,
Ilamada zona D (de dimerizacion) queinteraccionacon la
regién similar de otro receptor para dimerizarse (16). Es-
te mecanismo es comun a todo el grupo de hormonas y
vitaminas mencionadas. Por Ultimo, el extremo N-termi-
nal del receptor tiene un dominio denominado de activa
cion, con funcidn en la trascripcion de genes, una vez
unido al DNA denominado dominio de funcion de activa
cion trascripcional 1 (DA 1). La otra zona con capacidad
de activacion trascripcional del receptor esteroideo esta,
como yamencionamos, en laregiéon C terminal de lamo-
léculay se denomina DA 2. Esta Ultima esta directamen-
te controlada por la hormona, mientras que DA 1 puede
actuar independientemente de la misma. Este sector tam-
bién interacciona con otros factores transcripcionales, co-
mo veremos mas adelante (16).

En €l citoplasma, el receptor esta formando un comple-
jo multiproteico con proteinas denominada "heat shock",
inmunofilinas, calreticulinay otras, que acttan impidien-
do el pasgje a nacleo y lainteraccion con otros factores
transcripcionales. Cuando €l receptor se une ala hormo-
na sufre un proceso denominado activacion, con cambio
conformacional e hiperfosforilacién, se separan las pro-

ESTRUCTURA DEL RECEPTOR GLUCOCORTICOIDE
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Secuencia de nuclétidos de los " De-
dos de Zinc" del receptor glucocor-
ticoide humano. Corresponde al do-
minio DUD.

tefnasy apartir que €l receptor queda"libre", quedan ex-
puestas zonas de la molécula con afinidad para el DNA
(DUD, Figura 1) y para el mismo u otros receptores (zo-
na D) y puede formarse un homodimero, con otro moné-
mero idéntico, o heterodimeros con distintos factores
transcripcionales.

Accion nuclear. _
Transactivacion y transrepresion

El receptor activado y dimerizado, unido a la hormona
se trasloca a nucleo donde se une a GRE de los genes
gue regula. En estudios con receptores mutantes que no
tienen capacidad para dimerizarse y por consiguiente no
pueden unirse a GRE del DNA, los corticoides mantie-
nen la mayor parte de su actividad antiinflamatoria (17).
Intervienen entonces otras moléculas |lamadas co-activa-
dores o co-represores, que estimulan (o a veces inhiben)
el complejo trascripcional. Muchos de estos co-activado-
restienen actividad enzimatica de acetil- transferasa, ace-
tilando histonas (18). De esta forma regulan la estructura
de la cromatina y la activacién de la maquinaria basal
trascripcional. La mayor parte de estos factores no son
especificos para un receptor determinado, regulando la
actividad de muiltiples receptores nucleares y factores
transcripcionales.

Launién del homodimero al DNA, en el GRE, aumen-
tando la expresion de genes, se denomina "transactiva-
cion trascripcional” y se denomina mecanismo de accion
tipo I. Lamayor parte de las acciones metabdlicas de los
corticoides y por consiguiente sus efectos secundarios se
basan en este mecanismo. Los genes més conocidos con
accion en la inflamacién que poseen GRE (positivo), o
sea que los GC aumentan su sintesis, son:

1) El delalipocortinay lapll/calpactina, proteinas que
inhibe la fosfolipasa A2, disminuyendo el aporte de &ci-
do araguiddnico paralas vias de lalipooxigenasay la ci-
clooxigenasa (19).

2) El de los receptores 2 (20).

3) El inhibidor de la proteasa secretoria leucocitaria.

Otras proteinas cuyos genes son estimulados por los
GC através de este mecanismo son € CC-10y el antago-
nista del receptor de IL-1 (21).

Lainduccion de la sintesis de estas proteinas es gene-
ralmente lenta. Demora entre 24 y 48 horas, por lo que
parecen tener un papel en el efecto antiinflamatorio alar-
go plazo.

L os corticoides inhiben la sintesis de numerosas protei-
nas con accion en la inflamacién. Cuando se localizaron
en el DNA, los genes que codifican las mismas, en lama-
yor parte no pudo encontrarse GRE negativo o inhibidor.
Estos se encuentran habitualmente en lazona 5 del DNA,
cerca de la region promotora de algunos genes sensibles
ainhibicion por GC, por gjemplo el gendelalL-6y € de
la queratina (16). En este Ultimo caso, la inhibicién se
efectivizapor union de monémeros del GR con la hormo-
na, a promotores del gen, en & DNA. Resulta evidente
entonces, que la mayor parte de los mecanismos
antiinflamatorios de los GC no dependen de esta accién.

Lainhibicion delasintesis de proteinas actuando sobre
|os genes se denomina "tras-represion”.

La actividad trascripcional del GR es regulada por
coactivadores.

Son numerosos |os coactivadores y corepresores quein-
teraccionan con € GR. En su mayoria no son especificos
para un tipo de receptor. Muchos son componentes de
complegos multiproteicos con sitios de unién para nume-
rosos receptores nucleares y factores transcripcionales.
Casi todos estos coactivadores interacttian con el dominio
AF-2 del GR en presencia de la hormona. Los complejos
coactivadores més estudiados con relacion a GR son:

a) BRG-1: (Brahma-related gen 1)

b) P/CAF: (p-300-CBP associated factor)

c) CBP/p-300

d) P 160

€) DRIP: (vitamin D3 receptor-interacting protein)

El complgjo P/ICAF en importante en la actividad tras-
cripcional del GR y su capacidad de regular la estructura
cromatinica depende de su actividad enzimética de acetil
transferasa de histonas (HAT). Ademés, contiene factores
asociados a la proteina de union al TATA box del DNA,
que facilitan el reclutamiento de la maquinaria basal de
transcripcién. Con el complejo BRG-1 tiene roles super-
puestos o redundantes en la regulacion trascripcional del
AF-1del GRy pueden compensarse unos a otros en cier-
tas condiciones. El complejo P/ICAF también puede ser
reclutado para actuar junto al CBP/p300 y alos coactiva
dores p160.

CBPYy p300 tienen actividad enzimatica HAT y pueden
relacionarse en forma estable o transitoria con un gran
numero de factores transcripcionales, incluyendo € GR.
Ademés, el CBP forma un complegjo estable con la RNA
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polimerasa Il. La activacion del CBP/p300 por el GR
puede efectuarse directamente por el AF-1, o indirecta-
mente, a través de otros coactivadores interactuando con
el AF-2, por gjemplo lafamilia de coactivadores p160.

Familia de coactivadores p160:

1) SRC-1 (steroid receptor coactivador 1)

2) GRIP-1 (glucocorticoid receptor- interacting protein 1)

3) P/CIP (p300/CBP cointegrator associate protein)

Esta familia de coactivadores tiene actividad de HAT, a
igual que las familias CBP/p300. Actlian junto a numero-
sos factores transcripcional es, receptores nuclearesy otros
coactivadores. El mecanismo de interaccién, sin embargo,
parece ser especifico para cada receptor. Algunos de los
miembros de esta familia toma contacto con lazonaAF-1
del GRy parece estar comprometido en la coordinacién de
laactividad transcriptorade AF-1y AF-2. Sin embargo, su
sitio de interaccion principa es e AF-2, donde reconoce
superficies de interaccion especificas hormono dependien-
tes. Por gemplo, lainteraccion del GR con €l GRIP-1 re-
quiere una regién especifica denominada NIDaux (domi-
nio auxiliar de interaccion de receptor nuclear).

DRIP: Del complejo DRIP forman parte el DRIP 150y
el DRIP 205. El primero actlia sobre el AF-1 del GR,
mientras que €l segundo se une a AF-2 del GR. Proba
blemente tengan un papel en la coordinacién de la activi-
dad de AF-1y AF-2 (22,23).

Desestabilizacion del ARNm

En los ARNm para numerosas citoquinas, como €l
GM-CSF, IL-1b, IL-2, IL-6, IL-8, factores transcripcio-
nalesy de crecimiento, se encuentran regiones del ARNm
ricasen AU enlaregion 3 no traducida(aun no "leida’ en
|os ribosomas) de la molécula. Estas zonas juegan un pa-
pel en la desestahilizacién de la molécula previaalatra

duccion. Los corticoides reducen la estabilidad del
ARNmM para varios de estos factores, como la IL-1p,
TNF-a,, MCP-1 (24) y laIL-6, probablemente através de
aumento de sintesis de ribonucleasas que actlian en dicha
zona. En el caso del MCP-1, la sintesis proteica no es ne-
cesaria paralainhibicion (16,25,26).

Otro mecanismo probable de accion de los corticoides
eslainhibicion de latraduccion del ARNm en los riboso-
mas. En este sentido, se ha demostrado la inhibicién de
sintesis de proteinas ribosomales y factores de iniciacion
de latraduccion (27).

Factores transcripcionales

Los factores transcripcionales (Tabla 3) son proteinas
gue se unen en secuencias regulatorias del DNA, habi-
tualmente en regiones promotoras ubicadas hacia el ex-
tremo 5’ de la cadena, de genes que son blanco de su ac-
cion, aumentando o0 a veces disminuyendo su tasa de
transcripcién. Esto puede aumentar o disminuir la pro-
duccién de proteinas por la célula, alterando lafuncién de
la misma. Por consecuencia, €l receptor esteroideo se
gjusta a esta descripcion y la familia de receptores con
"dedos de zinc", es una de las cuatro clases de factores
trascripcional es descriptos.

¢.Qué debemos saber de los factores
transcripcionales(FT) para entender
la accidn de los corticoides?

Son numerosos los FT comprometidos en la inflama-
cion asmatica. Diversas IL con acciones proinflamato-
rias, como la IL-2, actlan uniéndose a un receptor espe-
cifico en lasuperficie celular (IL2r), producen un cambio

Tabla 3
Familia de factores transcripcionales

Ejemplos
Alfahélice Oct-1
Dedos de zinc Receptor esteroideo

Receptor hormona tiroidea
Receptor acido retinoico

Cremalleras de leucina AP-1
NFkB
CREB

Hoja plegada HU
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conformacional en el dominio citoplasmatico del mismo
y desencadenan la activacién de kinasas, que llevan ala
liberacion de las formas activas de factores transcripcio-
nales, por gemplo el NF-AT (factor nuclear de células T
activadas) o NFkB. Los mismos estimulan la sintesis de
proteinas proinflamatorias. Diversas IL inducen la sinte-
sis de diferentes FT, o de distintas relaciones entre las
concentraciones de los mismos, |o que le da especificidad
a la accion. Otros actlian especificamente sobre ciertas
células, como el NF-AT, sobre los linfocitos T (28).

Factores transcripcionales
mas importantes en asma

NFkB: se describié enlaregulacion delasintesisdelas
cadenas livianas k en células B murinas (29). Luego se
comprob6 que su distribucion era ubicua. Esta formada
por dos cadenas iguales (homodimero) o diferentes (hete-
rodimero) que pertenecen a la familia de proteinas REL.
Las mas comunes son p65, p50, ¢-REL, REL-B, p52, pe-
ro hay varias més. Tienen en comin una zona de la mo-
|éculade arededor de 300 aminoécidos que constituye la
region de unién al DNA y de dimerizacion. El heterodi-
mero p50-p65 es el méas ubicuo y mejor estudiado. El ho-
modimero p50 parece ser inhibidor competitivo. En el ci-
toplasma esta unido a una proteinainhibidora, denomina-
dalkB, delacual hay variostipos. Al recibir lacélulaes
timulos en su superficie, por gemplo la activacién de un
receptor de interleuquina por unién de su ligando, es fos-
forilada por kinasas y degradada por € proteosoma. Al-
gunas de éstas, como la MAP kinasa activada por stress,
activatambién ala JUN N kinasa, que activaa AP-1. Al
mismo tiempo, la protein kinasaA (PKA) fosforilalaca
dena p65, aumentando su afinidad por el CBP (30,31). Al
quedar p50-p65 libre se trasloca a nacleo. EI FNKB con
su cadena p65 fosforilada se une a moléculas coactivado-
ras, como el CBP, o su homdlogo, € p300. En la expre-
sién de genes por este factor interviene un segundo tipo
de moléculas coactivadoras. Por gemplo el SCR-1, que
interacciona con la cadena p50 y potencia la transactiva-
cion mediada por e FNkB(32). Como ya vimos, este
coactivador es miembro de la familia denominada p160,
queincluye al TIF-2y el p-CIP. Los coactivadores de es-
ta familia potencian la actividad de receptores hormona-
les e interaccionan con el CBP (33,34,35).

El resultado de laaccién nuclear de este factor esla ac-
tivacion de genes de numerosos factores proinflamato-
rios, como IL1-B, TNFa, IL-2,n IL-6, IL-8, MCP-1,
RANTES, B interferén, GM-CSF, receptor de IL-2,
ICAM-1, E-selecting, habitualmente actuando junto a
otros factores, como el AP-1 o el C/EBP (36). También
activa la sintesis de su propio inhibidor (30).

Los GC estimulan la sintesis de |-kB, por o menos en
linfocitos, inhibiendo la activacion del NF-kB (37,38).
Otro mecanismo demostrado es la unién con la cadena p-
65, impidiendo la formacién del NF-kB activo (39,40).
Esta inhibicion parece ser responsable de la dréstica dis-
minucion del ICAM-1 en células epiteliales bronquiales y
monocitos, estimuladas por TNF-a, cuando son tratadas
con dexametasona (38). Sin embargo, larelevancia de es-
tos hechos en la accidn antiinflamatoria de los GC esta
cuestionada. Por un lado, la estimulacién de diversas li-
neas celulares con citoquinas que actlan a través de este
factor, como laIL-1f, o e TNF-a, produce la pérdida to-
tal del inhibidor (IkB)en pocos minutos, por lo que cual-
quier aumento en la produccién del mismo tiene impor-
tanciarelativa(38). En estudios en células epiteliaesy en-
doteliales, incubando con dexametasonay TNFo o I1L-14,
no se encuentra disminucion de la unién NF-kB con el
DNA en plazos cortos, menores a dos horas (41,42,43),
pero si con incubacién més prolongada, mas de seis horas.
En consecuencia, estos mecanismos no explican totalmen-
telainhibicion por los GC de la activacion de genesinfla-
matorios por el NFkB y probablemente tengan importan-
cia variable de acuerdo a las células involucradas. En un
estudio in vivo con corticoides inhalados, no pudo demos-
trarse inhibicion de la unién a DNA del FNKB (44). Sin
embargo lainhibicién de la accion de este factor si se pro-
duce, o0 seaque dichainhibicién es posterior adichaunion
con el DNA. El mecanismo mas importante parece ser la
interferencia con la accion de este factor sobre el aparato
trascripcional, inhibiendo su accién estimuladora de la
acetilacion de histonas y aumentando la deacetilacion de
|as mismas, como veremos més adelante.

AP-1: formado por dos cadenas denominadas C Juny C
Fos, unidas por cremalleras de leucina. El C Jun se activa
por fosforilacion por laJun N terminal kinasa, mientras que
e C Fos depende del aumento de trascripcidn para su acti-
vacion. Muchos de los genes inmunes e inflamatorios au-
mentados en asma dependen de AP-1 y NFkB (20). Estos
factores transcripcionales estan aumentados en la mayor
parte de las afecciones inflamatorias crénicas, como la ar-
tritis reumatoideay la enfermedad inflamatoria intestinal.

El GR unido a su ligando interacciona directamente
con la cadena C-Jun del AP-1, produciendo su mutuain-
hibicion (45). Dichainteraccion se efectlaen un sitio dis-
tinto de lamolécula del GR del utilizado para relacionar-
se a NFkB (46). Este mecanismo parece ser importante
en explicar lainsensibilidad a GC que se encuentraen los
pacientes con asma cortico-resistente, en los que la con-
centracion de estos factores trascripcionales, sobre todo
NFkB y AP-1, estaria muy aumentada, sobrepasando la
capacidad de los GC parainhibir la accién de los mismos
(21,45). También parece inhibir la sintesis de C-Fos. Sin
embargo, no se encuentran cambios en la unién del AP-1
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al DNA en células tratadas con GC (47,48). Otro meca-
nismo para explicar lainhibicion es la unién del esteroi-
de con moléculas coactivadoras, como el CBPo el SCR1,
bloqueando la maguinaria de trascripcion (26).

STAT (Transductores de Sefidlesy Activador delaTras-
cripcion): Numerosas citoquinas tienen en su dominio ci-
toplasmético actividad de fosforilacion de residuos de ti-
rosina denominadas Janus kinasas. Estas actian como si-
tio de anclaje para los factores transcripcionales STAT,
que al fosforilarse se dimerizan, pasan a nlcleo y aumen-
tan la trascripcion de ciertos genes. Existen varias Janus
kinasasy varios STAT y lacombinacion de los mismos da
laespecificidad de accion de | as citoquinas que actlian por
este mecanismo (28). Esta via de expresion es importante
paralaaccion de losinterferones IL-4 e IL-12 (18).

L os corticoides inhiben la accién de algunos STAT por
interaccion directa o antagonizando su actividad sobre
mol éculas coactivadoras como el CBP (49).

La estimulacion con alergeno especifico en pacientes
con rinitis alérgica produce una reaccion tardia que se
acompafia del influjo ala mucosa nasal de linfocitos T y
eosindfilos, dentro de las 24 horas del desafio. Esta res-
puesta inflamatoria se acompafia de aumento local de la
expresion de IL del grupo TH2, IL-4, IL-5elL-13y que
son suprimidas por tratamiento topico con glucocorticoi-
des. LalL-4 esesencial paralaproduccion de IgE por los
linfocitos B y parala generacion de células del tipo TH2.
El mecanismo intracelular efector de estas acciones pare-
ce ser la union de la IL-4 con su receptor de superficie,
compuesto de una cadena a.-comun al receptor de IL-13
y una cadena comun gc, compartida con otras IL. La
unién de lalL-4 con su receptor estimula dos vias de tra-
duccién de sefia que llevan ala expresion de genes espe-
cificos. Unade €ellas, que parece ser lamas importante en
|os procesos que nos ocupan, es la estimulacion de la Ja
nuskinasaly 3 (protein tirosinas kinasas) que fosforilan
y activan el STAT-6. Los corticoides topicos disminuyen
esta accién, acompafiando |a disminucion de la expresion
de IL-4 en lamucosa nasal post desafio alergénico (50).

CREB (proteina de union a elemento de respuesta al
AMPciclico): Cuando los 3 agonistas se unen a su recep-
tor, estimulan una proteina Gs, que lleva a la activacion
de la adenilato ciclasay al aumento de AMPc a partir de
ATP. Ademas de producirse la contraccién muscular, se
estimulaalaPKA (protein kinasaA) que fosforilay acti-
vaal factor CREB (como en todos los factores que men-
cionamos, previadimerizacion através de las cremalleras
de leucing). Este se une a una proteina coactivadora lla-
mada CBP (proteina de unién al CREB). Regulala sinte-
sisde receptores § y probablemente searesponsable de la
disminucion de los mismos tras un tratamiento prolonga-
do con (3 agonistas (28). También regula la expresion de
varios genes inmunes e inflamatorios, como lalL-5y €l

GM-CSF. Interacciona directamente con otros factores
transcripcionales. Por g emplo, inhibe la accién del AP-1
y del GR. Para esta Ultima accion se requieren altas con-
centraciones de agonistas 3, e inhibe la accién del corti-
coide unido a su receptor sobre el DNA, probablemente a
través de mol écul as coactivadoras (26).

CBP (proteinade union a CREB): Como ya menciona
mos, junto a p300 o la p-CAF (35), forma parte de las
moléculas coactivadoras. Son grandes complejos mole-
culares que se sittan cerca del sitio de comienzo de la
trascripcion génica en el DNA. Cuando los factores tras-
cripcionales se unen a las mismas en sitios especificos
para cada uno de €llos, activan su funcidn enzimética de
acetiltransferasa, produciendo la acetilacion de residuos
delisinaen laregiéon N terminal de las histonas. EIl DNA
se imbrica con las histonas, formando los nucleosomas,
las fibras crométicas y los cromosomas. En estado de re-
poso, dichos residuos estan deacetilados, manteniendo
una carga eléctrica positiva (recordar que la lisina tiene
un grupo amino (-NH2) que se ioniza a ion amonio (-
NH3+). Esto determina el firme enrollamiento del la hé-
lice del DNA alrededor del ntcleo de histonas, impidien-
dolaaccién delaRNA polimerasall y laentrada de otros
factores transcripcional es, permaneciendo el gen reprimi-
do. Ademés, |as histonas pueden modificarse por fosfori-
lacién, metilacion, ribosilacion por ADP o ubiquitiniza-
cion de residuos de aminoécidos.

El CBP puede asociarse con €l p/CAF (51). Este con-
tiene dominios con importante actividad acetiladora de
histonas. Otros factores transcripcionales también tienen
esta actividad enzimética, como e GCN5, TAF I,
ACTR. El factor SRC-1 también tiene en su region car-
boxilo terminal esta actividad, pero menos potente que
|os precedentes (52). Este factor interacciona directamen-
te con el GR. Algunos factores transcripcionales utilizan
la actividad acetiladora del CBP exclusivamente, por
gemplo el CREB (53). Otros, como €l FNkB usan la ac-
tividad acetiladora del P/CAF, pero no del CBP (54), s
bien para su accién requieren unirse al CBP en su porcién
N terminal, asi como con otros co-activadores, como €l
SCR-1, que se une a CBP en su region C terminal.

Importancia del patréon de
acetilacion de histonas

El patrén de acetilacion de histonas difiere segiin €l co-
activador involucrado. Por ejemplo e p300 acetila prefe-
rentementelaslisinas 14y 18 delahistona 3y laslisinas
5y 8 delahistona 4, mientras que el p/CAF acetilalali-
sina 14 de la histona 3 y en menor medida la 8 de la his-
tona 4. Estos distintos patrones pueden contribuir a sus
diferentes roles en la regulacion de la transcripcion (55).
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En resumen, la acetilacion de las histonas que acompafian
al DNA en los cromosomas lleva a desenrollamiento de
la moléculay permite su transcripcion a RNA mensaje-
ro. Se ha demostrado que varios factores transcripciona-
les se unen en sitios especificos de esta molécula, direc-
tamente o a través de proteinas coactivadoras. El AP-1y
el NFkB activan la acetilasa, aumentando la trascripcion
de ARNm. Esta gran proteina (CBP) parece actuar como
uno de los sitios donde compiten los distintos factores
transcripcionales para actuar sobre el complegjo basal de
trascripcion y gjercer su accién enzimética para estimular
o inhibir latrascripcion de genes (2,28).

En células epiteliales sometidas a estimul os inflamato-
rios, como IL1-f3 se produce un aumento de la trascrip-
cion de GM-CSF proporcional a la concentracion de la
misma. Agregando dexametasona se inhibe este efecto
con concentraciones 5 a 10 veces menores a las necesa-
rias para activar la sintesis proteica del inhibidor de la
proteasa leucocitaria (transactivacién). La accion estimu-
lante de la sintesis proteica, tanto de la dexametasona co-
mo de lalL1p, selleva acabo através de acetilacion de
histonas en la zona promotora de los genes que estimu-
lan. LalL B estimulala acetilacion de las histonas situa-
dasen las cadenas H4, lisinas 8 y 12 del promotor del gen
del GM-CSF. La dexametasona inhibe esta acetilacion y
estimula deacetilasas. En concentraciones més elevadas,
|a dexametasona estimula la acetilacién del promotor del
gen del inhibidor de la proteasa leucocitaria, produciendo
acetilacion delaslisinas 5y 16 de la cadena H4. El efec-
tor de esta acetilacion parece ser el CBPy no el p300 o €l
p/CAF, pero se asociaria con otros coactivadores. EIl CBP
tiene distintos dominios acetiladores de histonas, que
pueden variar del promotor de un gen a otro, acetilando
distintos residuos de lisinay dando especificidad ala ac-
cion (56).

El receptor esteroideo unido al glucocorticoide interac-
ciona con esta proteina uniéndose a proteinas coactivado-
ras. Yaque los sitios de union a esta molécula son limita-
dos, se postul 6 que diversos factores transcripcionales po-
drian competir por los mismos, atenuando mutuamente
sus acciones. En el modelo de expresion del gendelall-
6, citoquina comprometida en numerosas afeccionesinfla-
matorias y autoinmunes, |os corticoides son poderosos re-
presores de la expresion de la misma, mientras que €l
FNkB y el AP-1 son estimuladores. La represion por los
corticoides no es revertida con el agregado de CBP, por lo
gue la hipétesis de la competencia por sitios especificos
en esa molécula dificilmente puede sustentarse (57).

Corepresores y deacetilacion de histonas

En el caso delalL1b, actia el FNkB por medio de su

cadena p65, junto aun complejo corepresor con actividad
deacetiladora de histonas (HDAC, histona deacetilasa C).
El corticoide estimula esta accién deacetiladoray ello es
responsable del 50% de la inhibicion de la accién de la
IL1b por el mismo. El otro 50% depende de su inhibicién
de la accion acetiladora de histonas del CBP estimulada
por la cadena p65 del FNkB (56,57). La deacetilacion es
también un proceso activo, que requiere la union del re-
ceptor hormonal a moléculas co represoras, como €l re-
ceptor nuclear co represor(N-CoR), que forma un com-
plejo conlamolécula Sin-3y una deacetilasa. Estaaccion
condensa el DNA y evita su copiado, reprimiendo la ex-
presion de genes inflamatorios (58).

Factor Nur77: este factor activa la transcripcion de ge-
nes involucrados en la accién de la CRH (hormona libe-
radora de corticotrofina), actuando sobre el DNA en una
secuencia especifica. Asimismo, este factor tiene accion
en el sistemainmune, en laactivacion del receptor de cé-
lulas T. Los glucocorticoides inhiben estas acciones anta-
gonizando su efecto sobre el elemento de respuesta espe-
cifico del DNA y también atenuando la expresion del
ARMmM de este factor que se genera en respuesta a la es-
timulacién por CRH. De esta manera porian constituirse
en sistemas antagonicos que regulen la transcripcion en
sistema inmune y endocrino (59,60).

Apoptosis y proliferacion celular

Los corticoides inducen la apoptosis (muerte celular
programada) de eosinéfilosy linfocitos T. Este es un pro-
ceso activo, en el cual el DNA es fragmentado por endo-
nucleasas y que requiere sintesis proteica para llevarse a
cabo (61). La apoptosis inducida por glucocorticoides
puede servir para eliminar timocitos o células T que estén
sufriendo una diferenciacion inadecuada. Paraddjicamen-
te también promueven la sobrevida de los timocitos. Los
cobayos con unareduccion especificadel GR en timo pro-
ducen solo € 10% del nimero normal de timocitos. Este
efecto dual es similar a producido por €l receptor de cé-
lulas T, que es esencia parala sobrevida de los timocitos,
pero puede causar su apoptosis. Si la estimulacion se pro-
duce en la periferia, € timocito prolifera, se diferenciaen
célula T efectoray de memoria. Si la estimulacion del
TCR se produce en células T maduras, puede producir
apoptosis (muerte celular inducida por activacion). Este
proceso es inhibido por corticoides, que en este caso au-
mentan la sobrevida de estas células. El TCRy € GR in-
ducen apoptosis por vias diferentes. El primero induce
FAS ligando, que interactiia con FAS activando la CAS-
PASA 8, mientras que el GR activa genes aun no determi-
nadosy lleva ala apoptosis por activacion de la CASPA-
SA 9. Los corticoides inhiben la apoptosis inducida por
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TCR por represion de latrascripcion del FAS ligando. La
activacion del TCR inhibe la apoptosisinducida por corti-
coides, através de la activacion del TCR-CD3, RAS (pe-
quefias GTPasas), MEK (kinasa estimulada por mitdge-
nos) y ERK (kinasa regulada por sefiales extracelulares).
En resumen, las funciones pro o anti apoptéticas de los
corticoides dependen del contexto celular y de una estre-
charelacion inversa con el TCR. Probablemente el balan-
ce entre las sefidles del TCR y del GR desempefien un ro-
lo homeostético en el desarrollo delas células T (62).

Curva dosis-respuesta

La respuesta a los corticoides puede graficarse en una
curva dosis-respuesta. Esta relaciona la concentracion de
la hormona con la accién biol dgica que se esta midiendo.
La concentracion que produce el 50% del efecto maximo
se denomina EC50. Distintos genes blanco de la accion
de los corticoides tienen diferente posicionamiento de la
curva, cuando mas a la izquierda, menos concentracion
de corticoide es necesaria paralograr ese efecto. Por con-
siguiente se activaran menos genes cuyas curvas estén si-
tuadas mas ala derechay se produciran menos efectos se-
cundarios. Han sido identificados tres el ementos que mo-
dulan el posicionamiento de esta curva. El primero des-
crito fue € elemento modulatorio de glucocorticoides
(GME), que corresponde a una secuencia de alrededor de
1000 basesen el DNA, cercadel GRE (63,64). Compren-
de la unién de dos proteinas, GME B 1y 2. El segundo
componente es la concentracion del receptor esteroide
(65,66). El tercero son las distintas concentraciones de
co-activadores y co-represores. Por gjemplo, el aumento
de la concentracion de TIF2, SRC-1y CBP desplazan la
curva hacialaizquierda, mientras que el aumento del co-
represor SMRT antagoniza esta accion. El receptor este-
roideo puede ser fosforilado por MAPK (proteinkinasa
activada por mitégenos) y esta modificacién parece afec-
tar la capacidad regulatoria trascripcional (67,68).

"Corticoides disociados"

Lamayor parte de |os efectos metabdlicos de los corti-
coides dependen de la transactivacion (efectos transcrip-
cionales positivos), mientras que su actividad antiinfla-
matoria depende fundamentalmente de la transrepresion
(inhibicion de latrascripcidn). A partir de este concepto y
trabajando con mutantes del receptor esteroideo, se en-
contré que para la transactivacion era necesario el domi-
nio de unién a DNA, € de unién a esteroide (cerca del
carboxilo terminal) y €l dominio de activacion, cerca del
amino terminal. Lacapacidad deinhibir latrascripcién de

genes dependiente de AP-1 esta ligada a dominio de
unién al DNA. Lamutacién en la zona D produce un re-
ceptor que no se dimeriza, no estimulael ERG del DNA,
por lo que no activa la trascripcion de genes estimulada
directamente por corticoides (transactivacion), pero aun
puede transreprimir. Distintas mutantes mostraron capa-
cidad para reprimir tanto el AP-1 como el FNkB. Desde
un punto de vista clinico, seria importante lograr com-
puestos que mantengan la transrepresion, perdiendo la
capacidad de transactivacion. En este sentido se estan de-
sarrollando compuestos como el RU486, que reprime la
sintesis de AP-1 en un 50-70% respecto a la dexametaso-
na, un 30% parael FNkB, pero muy poco paralatransac-
tivacion. Hay varios compuestos mas en estudio en esta
linea de investigacion (11,48,69). Los estudios con estos
compuestos parecen mostrar que retienen actividad an-
tiinflamatoria sin dar signos de enfermedad de Cushing,
pero si presentan algunos efectos esteroideos, por gem-
plo en el hueso, ya que lainhibicién de la sintesis de os-
teocalcina parece depender de mecanismos transrepresi-
vos ya que se haencontrado un GRE negativo parael gen
de dicha proteina (70). Por consiguiente, es necesario,
mayor trabajo para que estas moléculas puedan ser utili-
zadas efectivamente en la clinica sin efectos secundarios.
Un estudio reciente muestra que el compuesto RU 24858,
que tiene importante capacidad inhibitoria sobre el AP-
1(transrepresion), pero escasa o0 nula actividad sobre la
transactivacion, tiene actividad antiinflamatoria in vitro
similar a la budesonida. Los efectos sistémicos (involu-
cion del timo, pérdida de peso y osteopenia) fueron simi-
lares a los corticoides standard (71).

Corticoides y § agonistas

Como ya mencionamos, los § agonistas aumentan la
concentracion del factor trascripcional CREB, interfirien-
do con laaccion de los corticoides sobre el CBP. Esta ac-
cion se ha comprobado in vitro. En contraste, se ha de-
mostrado la activacion del GR por § agonistas en fibro-
blastos y células musculares pulmonares. Tras la incuba
cion con salmeterol o salbutamol, el GR pasa a nicleo y
se une al ERG del DNA, activando genes sensibles alos
GC. Esta activacion es inhibida por propranolol y depen-
de del AMPc. El receptor de glucocorticoides se activaen
¢l citoplasma al fosforilarse en siete dominios diferentes.
La inhibicion de la PKA activada por €l 3 agonista, blo-
quearia dicho proceso (72). La subunidad 8 de la protei-
na Gy la activacion de la fosfoinositol 3 kinasa partici-
pan de dicho proceso en el SNC (73).

La administracion concomitante de 3 agonistasy corti-
coides no parece tener efecto sobre las concentraciones
de factores transcripcionales como €l CREB, FNkB, ni
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sobre la capacidad de union del receptor esteroide al
DNA (74).

Conclusioén

L os corticoides son sumamente efectivos en controlar
lainflamacién en las enfermedades alérgicas. Esto se de-
be alamultiplicidad de efectos celulares que poseen. En
biopsias bronquialesy lavado bronquialveolar en pacien-
tes con asma bronquia tratados con corticoides inhala-
dos, hay reduccién del nimero y activacion de las células
inflamatorias, restauracion de la integridad del epitelio y
reduccién del deposito de fibras de colageno por debajo
de la membrana basal, aunque luego de diez afos de tra-
tamiento, ésta alin sigue engrosada. Los principal es efec-
tos son consecuencia de la supresién de la sintesis de ci-
toquinas y moléculas de adhesion en células inflamato-
riasy estructurales.

L os mecanismos de accion de los corticoides estén sur-
giendo a la luz en los dltimos afios. El mecanismo de
unién a DNA y estimulacion de la sintesis proteica,
(transactivacion), es responsable de algunas de las accio-
nes antiinflamatorias a través de la sintesis de inhibidores
de proteasas, inhibidores de prostaglandinas y leucotrie-
nos (lipocortina) y 3 receptores, aungue estos efectos de-
moran 24 a 48 horas y solo explican una parte de la ac-
cion antiinflamatoria de estas drogas, pero es el principal
mecanismo de su accion metabdlica. De modo que, de la
transactivacion depende la mayor parte de los efectos no
deseados de estas drogas, como la hipertension arterial,
edemas, diabetes, hipokalemiay glaucoma. Para estas ac-
ciones el complejo receptor-hormona debe unirse a otro
complegjo similar formando un homodimero.

El compleg o receptor-hormona en su forma monomeéri-
ca tiene la capacidad de interactuar con otros factores
transcripcionales (transrepresion) directamente (interac-
cion proteina-proteing, por gemplo, con la cadena p65
del NFkB, o la cadena C-Jun de AP-1), o através de es-
timular lasintesis de inhibidores, como €l IkB, que impi-
de el pasaje del NFkB a nicleo. También inhibe los efec-
tos de los mismos en el DNA al actuar, directamente o a
través de proteinas coactivadoras sobre el CBP y otras
moléculas como € p300, o el SRC-1 inhibiendo su capa-
cidad acetiladora de histonas y disminuyendo |a disponi-
bilidad del DNA para ser trascripto por la polimerasa. Es-
timulan ademés la deacetilacion activa de histonas. Los
factores méas importantes sujetos a esta inhibicion son el
FNKB y laAP-1, que estimulan la activacion de muchos
de los genes inflamatorios que reprimen |os corticoides.

Una vez formado el ARNm, se ha demostrado que los
corticoides pueden modular su degradacion (accién pos-
transcripcional), 0 actuar en etapas posteriores, como la

traduccion.

Los nuevos conocimientos acerca de |os mecanismos
de accién de estas drogas han estimulado la basgueda de
nuevos agentes terapéuticos que mantengan los efectos
antiinflamatorios (mediados esencialmente por transre-
presion), con disminucién de los efectos endocrinos y
metabdlicos (que dependen fundamental mente de trasac-
tivacion). Estos "corticoides disociados' estan en un acti-
VO proceso de investigacion y podran incorporarse en un
futuro cercano a nuestras herramientas terapéuticas.
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