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Asma Bronqguica

Tratamento da Asma

Mecanismo de Acéo dos Corticoides

Os corticéides desempenham um papel vital nas fungdes e nos mecanismos homeostaticos que governam a
funcéo fisiolégica normal da celula. Suas fun¢gdes no organismo sdo multiplas, incluindo atuacdo no metabolismo
de carboidratos, proteinas e lipides, manutenc¢éo do equilibrio hidro-eletrolitico, bem como na preservacgéo da
funcdo normal cardiovascular, rins, musculos, sistema enddcrino e sistema nervoso.

Até ha pouco tempo os efeitos dos corticéides eram vistos como fisiolégicos (refletindo as ac¢des do cortisol
produzido diariamente pelas adrenais) ou patolégicos (sindrome de Cushing e insuficiéncia supra-renal).

Posteriormente surgiram os conceitos de antiinflamacédo e imunossupressao, que tornaram os corticéides uma
das classes terapéuticas mais importantes da atualidade, com multiplas indicacbes em doencgas inflamatdérias
como artrite reumatoéide, doencas inflamatérias intestinais e doencas auto-imunes, tornando-se inclusive o
principal tratamento para a inflamacgao alérgica, incluindo a da asma brénquica.

Na asma, os conhecimentos sobre a patologia celular e molecular da inflamacao brénquica s6 tém
aumentado, demonstrando que existem multiplos alvos para a acdo dos corticéides in vivo. O melhor
entendimento dos mecanismos fundamentais da gene transcricdo determinaram grandes progressos na
compreensao dos mecanismos moleculares pelos quais os corticoides suprimem a inflamacéao.

A inflamacao na asma é caracterizada pelo aumento da expressao de multiplos genes inflamatdérios, como os
que codificam as citocinas, quimocinas, moléculas de adeséo, enzimas inflamatoérias e receptores. O aumento
da expressédo destes genes é regulado por fatores de transcricdo, como o fator nuclear-kappa B (NF-kB) e
ativador protéico-1 (AP-1) (1,2). Estes se ligam e ativam moléculas co-ativadoras, as quais acetilam o nucleo
das histonas e ativam a gene transcricgdo.

Os corticoides atuam suprimindo multiplos genes pela reversdo da acetilagdo da histona. Agem através da ligacao
aos receptores ativados de corticéides, a co-ativadores e pelo recrutamento de histona des-acetilases (HDACs) para
o complexo de transcricdo ativado. Inibem os fatores de transcricdo que regulam a gene expressao

anormal. Também aumentam a transcricdo de genes que codificam proteinas antiinflamatorias, como lipocortin-1,
IL-10, antagonista do receptor IL-1 e a endopeptidase neutra.

Para se entender como os corticéides operam na asma torna-se necessario compreender as bases moleculares
da inflamacéo, o remodelamento da cromatina, como funcionam os receptores de glicocorticoides, a gene
transcricao corticéide-induzida, a interacdo do corticdide com os fatores de transcri¢éo e os efeitos da acetilacao
das histonas. Como a inflamacéao foi ja descrita nos capitulos sobre a Resposta Tardia da Asma, seréo

aqui descritos de forma sucinta os outros topicos.

Remodelamento da Cromatina
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O DNA é o responsavel pelo armazenamento e transmissdo da informacdo genética. Um gene é um segmento de
DNA que contém o arquivo completo da seqiiéncia de aminoacidos para fabricar uma cadeia polipeptidica
especifica. O DNA é encontrado principalmente nos cromossomos e, em pequenas quantidades, nas mitocondrias.

O DNA de uma célula humana apresenta um comprimento total de quase 2 metros. Provavelmente, para facilitar
a organizacgdo desses quase 2 metros dentro do nucleo de cada célula, o DNA é dividido em varios

elementos distintos chamados cromossomos. Cada cromossomo € formado por uma Unica molécula de dupla
hélice de DNA condensada com proteinas. O DNA de todos os cromossomos encontra-se "empacotado” em
estrutura densa, com o auxilio de proteinas basicas especializadas. Estas proteinas basicas que se ligam ao DNA
sdo divididas em duas classes gerais: as histonas e as proteinas cromossdmicas ndo-histénicas. O complexo
formado pelo DNA e proteina é chamado de nucleossomo e comp8e uma fibra com aspecto de contas num

colar. Como vez por outra, por exemplo, quando um gene é ativado, a molécula de DNA deve abrir num

ponto especifico para permitir que o RNA copie sua mensagem, é facil imaginar que o empacotamento do DNA
Nnos cromossomos deve seguir um esquema muito rigoroso para ndo comprometer a molécula.

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 séo feitos). As histonas estdo 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 compactacgéo,
de uma maneira organizada, das moléculas de DNA muito longas, em um ndcleo que possui apenas uns

poucos micrébmeros de diametro.

Existem cinco tipos de histonas em dois grupos principais: as histonas nucleossémicas (H2A, H2B, H3 e H4) 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, consiste de

aproximadamente 146 bp de DNA. E formado por um ncleo octamero composto por oito subunidades com

duas copias de de cada histona, 2A, 2B, 3 e 4 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 func¢éo da
sua sequéncia nucleotidica (3). A consequéncia funcional de empacotar a cromatina é a de limitar o acesso de
fatores da transcricdo ao DNA.

A cromatina quando visualizada ao microscopio pode apresentar-se opaca ou clara devido ao enrolamento ou nao
do DNA ao redor do nucleo da histona (4). As histonas sédo proteinas com uma proporgdo muito grande

de aminoacidos positivamente carregados (lisina e arginina). As cargas positivas ajudam as histonas a se

ligarem fortemente ao DNA (que tem um alto conteddo de cargas negativas), de uma forma independente

da seqliéncia nucleotidica (4). Cada nucleo de histona possui uma longa zona terminal rica em residuos de lisina
que podem ser acetilados, modificando a carga elétrica do nucleo da histona. Na célula "em repouso” o DNA

esta fortemente enrolado, impedindo a ligagdo da RNA polimerase Il (Pol I1), que ativa a formacgéo do

RNA mensageiro (mRNA). Na realidade, a modificacdo das histonas pela acetilacdo ou metilacdo modifica suas
cargas e afeta o enrolamento (empacotamento) do DNA.

A acetilacdo das histonas permite o desenrolar
: . da estrutura local do DNA, remodelando a
Configuragio ) ) ~
T reubelel  cromatina, liberando o acesso para a agéo de fatores
[ EEIELI  de transcricdo que se acoplam a elementos
reguladores do DNA (promotores). A acetilacdo
. _ ) € regulada por um balanco entre a atividade

nfiguragio Ativa das acetiltransferases das histonas (HATs) e histona

o Nucleossomo ) )
Ac Ac O E: M des-acetilases (Figura 1).
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SR R B T A des-acetilagdo 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 transcricdo aos seus sitios de ligagdo, e desse modo reprime a gene transcricéo (5).

Alteragdes na atividade HAT e HDAC podem influenciar as doencas inflamatérias cronicas. Em estudos

recentes, fragmentos de bidpsias bronquicas de pacientes com asma evidenciam expresséo de altos niveis

de atividade HAT e baixa atividade HDAC, sugerindo que um desequilibrio HAT-HDAC possa ser o substrato para
a gene expressao pro-inflamatéria da doenca.

Quando os fatores de transcri¢éo pro-inflamatorios envolvidos na patogénese da asma, como o NF-kB, o AP-1 e o
NF-AT séo ativados, eles se ligam a sequéncias especificas de reconhecimento no DNA e posteriormente
interagem com moléculas co-ativadoras como a p/300/CREB (cyclic adenosine monophsophate response
element-binding protein)-binding protein (CBP) e p300/CBP-associated factor (PCAF). Estas moleculas co-
ativadoras sdo proteinas nucleares, atuam como um "interruptor" molecular que controla a gene transcricao,

via atividade intrinseca histona acetiltransferase, resultando na acetilagdo dos ndcleos da histona, reduzindo a
sua carga (6,7). A acetilacdo determina a transformacao da cromatina condensada em uma forma ativada aberta.
A gene transcricdo com o DNA ocorre ap6s o remodelamento, com a estrutura da cromatina aberta, permitindo
que os complexos de transcricdo possam se ligar ao DNA e iniciar a transcricdo, formando o RNA mensageiro
(mRNA) e sintese de proteiinas inflamatérias que alteram a funcao celular (Figura 2).
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Os corticéides atuam como antiinflamatério através da interacdo com os receptores de esterdide glicocorticoide
(GR) que se encontram no citoplasma das células e que apds ativagdo migram para o nucleo da célula onde
intervém com a maquinaria de transci¢do junto ao DNA, recrutam enzimas especializadas na acetilagéo

e remodelamento da cromatina, e na geragado ou supressao da producdo de mRNAs de grande nimero de
substancias que influenciam a inflamacdo da asma.

Receptor de Esteroide glicocorticoide

Os receptores nucleares constituem uma das classes mais ricas em reguladores transcricionais nos
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animais (metazoarios). Eles regulam diversas fun¢gbes, como homeostase, desenvolvimento,

reproducao, metabolismo e podem ser importantes em doencas cronicas (inflamatérias, imunolégicas e
neoplasicas). Existem mais de 100 receptores nucleares conhecidos, que juntos constituem a superfamilia

dos receptores nucleares, da qual o receptor de esterdide glicocorticéide € um de seus membros (8). Pelo menos
49 genes ja foram identificados, sendo que o gene do GR esta localizado no cromossomo 5, na regido 5q31-q32
(9), embora outras diferentes variantes sejam agora reconhecidas (10). A estrutura gendmica do gene GR
consiste de 9 éxons estendendo-se por mais de 80 kb do genoma humano, com codificacdo protéica iniciando-se
no éxon 2.

Os fatores de transcricao sdo proteinas que se ligam a seqiiéncias controladoras, geralmente na 5' upstream
da regido promotor de genes alvo, para aumentar (e as vezes diminuir) a taxa de gene transcri¢édo, resultando
em aumento ou reducdo na sintese de proteinas e subseqiente alteracdo da funcado celular. Os fatores de
transcricdo podem interagir uns com os outros, resultando em inibicdo e as vezes em aumento da

atividade transcricional. Na asma, o excesso de ativacédo dos fatores de transcricdo (NF-kB, AP-1 e NF-AT) pode
ser responsavel por prolongada liberagdo de mediadores da inflamatorias.

Varias sao as subclasses de fatores de transcricdo e os membros de cada familia compartilham
caracteristicas estruturais. Estas familias incluem a hélice-volta-hélice (helix-turn-helix) (p.ex. POU), dedos de
zinco (p.ex. esterdides), Ziper de leucina (p.ex. CREB, NF-kB, AP-1) e folha beta (beta-sheet motifs) (p. ex. HU).

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

A superfamilia dos receptores nucleares incluem receptores cujos ligantes ja foram identificados, além de outros,
em maior nimero, que ndo possuem ligantes conhecidos, chamados de receptores orfaos.

Os receptores para os hormoénios esteréides formam uma subclasse da superfamilia de receptores nucleares.

Na auséncia de ligante, os receptores dos esteroides glicocorticéides, mineralocorticéides, androgénios, estrogénio
e progesterona estao associados em um complexo com proteinas de choque térmico (HSPs) no citoplasma e,

em alguns casos, no nucleo da célula. A ligagdo do hormoénio dissocia os receptores deste complexo e induz

a formacado de homodimeros que se dirigem ao nucleo onde se ligam a sequéncias especificas no DNA
denominadas elementos responsivos ao hormoénio (HRE), regulando a transcrigdo.

Estes hormdnios sdo pequenas moléculas hidrofdbicas que diferem bastante umas das outras em estrutura quimica
e funcao. No entanto, todas atuam através de mecanismos similares, como o corticoide utilizado na terapéutica

da asma. Sao moléculas que se difundem passivamente diretamente através da membrana plasmatica das
células-alvo e ligam-se a receptores protéicos intracelulares, ativando-os. O acoplamento do ligante ativa
receptores, os quais regulam a transcricdo de genes especificos.

O GR e outros receptores hormonais desta familia estdo estruturalmente organizados em cinco dominios
homodlogos funcionais, cada um responsavel por certas fung¢des (11) (Figura 3):

1 Dominio NT (amino-terminal) - dominio de transativacao;

2 Dominio de ligagédo ao DNA (DBD - DNA-binding domain);

3 Regido de dimerizacao do receptor de corticoide;
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4 Regido CT (carboxi-terminal) com o dominio de ligagéo ao ligante (LBD - ligant binding domain);

5 Regibes de localiza¢ao nuclear.

AF1 DBDAF-2 LBD

NT[ I i | CT

A representacao linear do GR é constituida por 777 aminoéacidos. O dominio amino terminal (NT) € composto

por aproximadamente 439 aminoacidos e é o principal responsavel pela maior parte da atividade

transcricional independente do ligante, denominada funcéo de ativacdo 1 (AF-1). E o sitio imunogenético do
receptor e também possui importante especificidade junto ao promotor. O GR é fosforilado predominantemente
nos residuos serina do NT porém, o papel da fosforilagdo na acdo dos corticéides ainda ndo esté elucidada. Sitios
de fosforilacdo ocorrem dentro da regido de transativacdo correspondendo ao AF-1. A regido AF-1 contém

200 aminoacidos, com funcédo de ativacdo transcricional hormdnio-independente (12). A atividade transcricional
do AF-1 parece residir na regido central de 41 aminoéacidos carregados negativamente por aminoacidos acidos
(13). Tem-se demonstrado que esta regido interage com fatores gerais de transcricdo e com um ndimero de
proteinas co-ativadoras, apresentando ainda, importante participacdo na repressao transcricional pelo GR (regido
AF-1).

Os corticoides sdo extremamente lipofilicos e por difusdo passiva penetram diretamente através da

membrana plasmatica das células-alvo no citoplasma e ligam-se aos GRs intracelulares em um sitio conhecido
como dominio de ligacdo do horménio (LBD - ligant binding domain) ativando-os, determinando uma mudanc¢a

na configuracdo do receptor. Este dominio localiza-se na regido carboxi-terminal (CT) e possui varias funcgdes,

a homo e heterodimerizagdo do receptor, localizagdo nuclear, dissocia¢do das proteinas de choque HSP90 (heat
shock protein 90) e interacdo com proteinas correpressoras e co-ativadoras. Além dessas func¢des, o LDB

contém uma superficie que é fundamental para a ativacao transcricional, que se forma com a ligacdo do horménio
ao receptor.

O dominio CT primariamente controla a atividade do receptor como um todo através de sua interacdo com as
HSPs90 e ciclofilinas (quando o receptor esta inativo) ou com horménios e co-ativadores (quando o receptor

esta ativo). E o local onde ocorre a ligacéo da proteina de choque térmico que atua como molécula

chaperone (acompanhante, em inglés), que é a responsavel em parte, na manutencdo da conformacao inativa do
GR, encobrindo os sinais de localizagdo nuclear localizados nessa regido (11).

Sem ligante, o GR encontra-se predominantemente no citosol como polimero de baixo peso

molecular (aproximadamente 90 kd), parte de um complexo multiprotéico inativo (aproximadamente 330 kd),
que consiste de duas moléculas HSP90, e outras proteinas como, p59, p60, p23, imunofilinas e calreticulinas (14).
As HSPs90 associadas ao GR parecem ser importantes na manutencdo do GR em uma conformacao que

seja apropriada para a ligacdo/ligante e para a inibicdo da translocacdo do GR para o ndcleo. A ligacdo GR-HSP
ndo permite a dimerizagdo, a ativagao e a ligacdo do complexo receptor-esterdide ao DNA.

O transporte do GR para o nucleo da célula é mediado por duas seqiiéncias de localizacdo nuclear (NLSs), NL1 e
NL2. A NL2 esta dentro do LBD e medeia uma transferéncia parcial do GR para o nlcleo em varios tipos de
células, enquanto que o NL1 é um motivo basico curto no dominio dobradica do GR (entre DBD (DNA binding
domain) e LBD) que é suficiente para a completa transferéncia nuclear do receptor. Esta regido é também o local
de rotacdo das hélices do receptor, indispensavel para permitir a alteracdo conformacional do complexo
receptor-corticoide e é responsavel pela especificidade do gene alvo, bem como pela alta afinidade de ligagdo

ao DNA.
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Apébs a associacdo com o corticdide,
Sitio de ligagdo do

horménio i o0 GR sofre fosforilacdo, dissociagdo
Mocle do complexo multiprotéico,
Herménio - i = -
. Citoso v liberacdo das HSPs90, exposi¢ao
Sinal de lecalizagio Eaterorde tosol HChes . ¢ . " P ¢
nuclear 8 do sinal de localizacdo nuclear e

\am | . do DBD, permitindo a translocacéao
9 |— ”":‘:‘ do GR para o nucleo da célula,

= I || através dos poros nucleares
*I cadosid ‘ DNA | e dimerizacdo (Figura 4). Além
Dominio de Ligagao DNA A r_’j'_‘\. B Cc Transcrigio dessas fungdes, o LDB contém
e uma superficie que é fundamental
para a ativacado transcricional, que
se forma com a ligagéo do
horménio ao receptor.
o O dominio de ligagdo ao DNA (DBD) controla
s B KRy qual gene sera regulado pelo complexo
s & PN receptor-esteroéide e é o responsavel
e <% nDC,_ C e
,_C/zn\cs Gnc;'”\ pela especificidade do gene alvo, bem como
NHz PPkl KVFFKRAVEGQHNYE RYRKCLOAGM___COOH pela alta afinidade de ligacdo ao DNA. O
dominio DBD ocupa a regiao central do receptor e
é constituido por uma sequéncia de 65
aminoacidos rica em cisteina, que se dobra em
NH2-| amino terminal | 8o | ligagao do hormenio [-coon dois motivos “dedos de zinco”, cada um deles
PP PPP P P com quatro residuos cisteina coordenados
GG 2 em tetraedro a um ionte de zinco, formando

duas estruturas independentes em forma de
alca (Figuras 5 e 6). Os dois dedos de zinco sdo separados por uma sequéncia de 15-17 aminoacidos.
Trés aminoacidos da base do primeiro dedo representam a regidao chamada de caixa P (P-box). Estes
aminoacidos sdo responsaveis pelo reconhecimento do elemento responsivo especifico para cada receptor, ao
passo que uma seqléncia de cinco aminoacidos localizada entre a primeira e segunda cisteina na base do
segundo dedo, denominada caixa D (D-box), € uma regido importante para dimerizacdo do receptor.

Estas estruturas em “dedo de zinco” conferem a alta afinidade dos GRs aos elementos responsivos ao
corticéide (GRES) nas regides promotoras do DNA (11). Os GREs sao sequUéncias especificas de DNA na

regido promotor de genes implicados nas asma, onde o GR se liga e promove a

"responsividade" (mensagem especifica) glicocorticoide aos genes (como no caso dos B,-receptores) (15). Por
outro lado, o corticéide pode promover uma regulacdo negativa da transcri¢cao (transrepresséo), via GRE

negativo (NnGRE) (como no caso da osteocalcina) (15). Acredita-se que todos os receptores protéicos
intracelulares fixam-se ao DNA como homodimeros ou heterodimeros.

e | 3

http://www.asmabronquica.com.br/medical/tratamento_asma_mecanismos_de_acao.html (6 of 16) [03/01/2012 21:39:07]



Asma Bronquica/Corticéides - Mecanismo de Agéo :: Dr. Pierre d'Almeida Telles Filho

A Figura 6 apresenta fotografia estereoscopica
do GRE com o GR.

O homodimero GR interage com o complexo basal de transcricao
junto a caixa TATA (TATA box). O complexo basal de iniciacdo da
transcricao inclui a proteina que se liga a TATA (TBP) assim como
a RNA polimerase Il que requer a ajuda de um grande conjunto
de fatores gerais de transcricdo (TAFs e TFlls). Os fatores gerais
de transcricdo sdo responsaveis pelo posicionamento correto da
enzima RNA polimerase Il no promotor. Ajudam na separagao
das fitas de DNA para permitir o inicio da transcricdo e liberam a
RNA polimerase do promotor quando a transcri¢do se inicia. A
interacdo entre o GR e o complexo basal de transcri¢cdo otimiza a
transcricao de genes alvo (Figura 7).

Co-reguladores

Enquanto o papel de fatores gerais de transcricdo na mediagcao
da transcricao basal ja estd bem documentado, s6é recentemente
ficou estabelecido que os receptores nucleares recrutam fatores
auxiliares chamados de co-reguladores: co-ativadores (proteinas e i =

nucleares que ativam a gene transcri¢édo via atividade intrinseca ; rr::

histona acetiltransferase) e corepressores (proteinas nucleares y J .j
que reprimem a gene transcricdo e tem atividade histona des- = nicleo
acetilase). Estes criam, dependendo do estado de ativacéo do

receptor, uma acdo permissiva (estimulagdo) ou repressora de transcricdo junto ao promotor, e se comunicam

com os fatores gerais de transcricdo e com a RNA Polimerase 11 (8).

As moléculas protéicas co-ativadoras modulam a atividade do GR e podem apresentar um papel na
especificidade celular dos efeitos do GR. Formam interacdes com o GR e a maquinaria basal de transcrigéo,
servindo como elo de ligacdo entre DNA associado ao GR e os fatores gerais de transcricdo que aumentam
a trancricao.

Véarios grupos distintos de proteinas co-ativadoras tém sido identificados, com atua¢édo na ativacao

transcricional mediada pelo GR (16). Estes co-ativadores constituem subunidades de grandes

complexos multiprotéicos que atuam em varios niveis funcionais, remodelando a cromatina,

determinando modificagdo enziméatica das histonas ou modulagédo do complexo de pré-iniciacao via interagdo com
a Pol 1l e GTFs. A ligacdo dos receptores nucleares aos co-ativadores é freqientemente mediada por seus
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dominios de ativacado transcricional. Os dominios AF-1 e AF-2 parecem ser os sitios de contato para o GR com
co-ativadores, formando complexos protéicos envolvidos na ativagdo da transcricao.

A proteina de ligagdo CBP (cAMP response element binding protein (CREB)- binding protein) € um co-ativador
nuclear ubiquo que funciona, como integrador da gene transcri¢cao, unindo ativadores de transcri¢gdo, tais como o
GR, com o complexo basal de iniciacdo da transcricdo. A CBP foi descoberta primeiramente como um co-ativador
da CREB (17). Uma outra proteina relacionada, a chamada p300, apresenta homologia com a CBP. Ambas

tém demonstrado formar interacdes proteina-proteina com membros do dispositivo basal transcricional incluindo
a RNA polimerase Il (Pol I1) e fatores gerais de transcricdo TFIIB (transcription factor Il B) e proteina que se liga
a TATA (TBP). Posteriormente ficou demonstrado ligarem-se a varios outros fatores de transcrigcdo, como o AP-1 e
NF-kB que upregulate varios genes inflamatorios da asma.

Quando os fatores de transcrigcdo pré-inflamatérios NF-kB e AP-1 sdo ativados, eles se ligam a sequéncias
especificas de reconhecimento no DNA e posteriormente também interagem com moléculas co-ativadoras como
a p/300/CBP e p300/CBP-associated factor (PCAF). Estas moleculas co-ativadoras atuam como um
"interruptor” molecular que passa a controlar a gene transcricdo. Todos tém atividade intrinseca de acetilacdo
da histona, que resulta na acetilagdo dos nucleos da histona, reduzindo a sua carga.

Outras proteinas co-ativadoras do GR incluem as da familia SRC (steroid receptor coactivator), que consiste em
trés novos co-ativadores identificados: Src-1 (12), GRIP1 (glucocorticoid receptor-interacting protein 1) (8,18,19),
e p/CIP (20,21). Os GR ap0s ativacao pelos corticoides podem ligar-se aos co-ativadores SRC que se ligam a
CBP, resultando em aumento da transcricdo. SRC e CBP apresentam atividade intrinseca HAT e sdo capazes

de acetilar histonas.

Resultados de andlise in vitro sugerem que os SRCs medeiam a atividade transcricional através de
multiplos mecanismos, incluindo:

1 A interacgdo direta com receptores nucleares ligant-bound (8);

2 Contato direto com determinados fatores gerais de transcri¢do, tais como TFIIB e TBP (22);

3 Interacdo com os co-ativadores transcricionais comuns, tais como CBP, p300, e PCAF (8);

4 Interacdo com outros co-ativadores tais como o CARM-1 (coactivator-associated arginine
methyltransferase 1), ASC-2 (cancer-amplified transcriptional coactivator), PGC-1 (PPARg coactivator-1) e
0 SRA (steroid receptor RNA co-activator) (23-25);

5 Participagdo no remodelamento da cromatina através de sua atividade intrinseca da acetiltransferase
da histona (HAT), que altera a conformacgéo de nucleossomos na regido promotor e permite a ligacdo de
fatores necessarios para aumentar a transcricdo (26-28); e

6 Modificagcdo enzimatica de outros constituintes do complexo co-ativador (29).

A ligacdo do GR ao dispositivo basal de transcrigdo ndo € a Unica fung¢do das proteinas co-ativadoras, que atuam
na gene transcricdo modulando a estrutura da cromatina. CDP-p300 e SRC-1 apresentam atividade HAT, alterando
a conformacao dos nucleossomos, que influencia o acesso ao promotor de fatores de transcricdo, aumentando

a transcricdo. Em contraposicdo, tém sido descritas proteinas com atividade HDAC, que reduzem a acetilacdo

da histona e restauram a estrutura densa da cromatina, o que inibe a ligacdo de fatores de transcrigcéo.
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Receptores ativados de glicocorticdides podem ligar-se diretamente a CBP ou outros co-ativadores para inibir
a atividade HAT, revertendo o desenrolar do ADN ao redor do nucleo da histona, remodelando a cromatina e
assim reprimir os genes inflamatdrios. Baixas concentracdes de corticoides ativam os receptores de
corticéides, recrutam HDACs (principalmente HDAC1 e 2) para ativar o complexo transcricional, resultando na
des-acetilagdo das histonas, reduzindo a transcricdo de genes inflamatérios e aumentam a transcricao de
genes antiinflamatoérios.

Ao menos 11 HDACs ja foram identificadas em mamiferos e sdo agrupadas em duas classes. A classe |

engloba HDAC1, 2, 3, 8 e 11, as quais apresentam significante homologia com a proteina RPD3 (um

regulador transcricional, e na levedura uma conhecida histona des-acetilase) e estdo localizadas preferencialmente
no nucleo. A classe Il inclui as HDAC4, 5, 6, 7, 9 e 10, as quais sao homologas as enzimas HAD1-like da levedura
e transitam indo e vindo entre o nucleo e o citoplasma. As HDACs da classe | sao largamente expressas na
maioria das células, enquanto que as da classe Il sdo mais restritas, podendo estar envolvidas na

diferenciacdo celular. Estas diferencas nas HDACs podem contribuir para diferengcas na responsividade aos
corticoides entre genes e células distintos. A ativacao de genes antiinflamatérios pelos corticoides esta associada
a acetilacao seletiva dos residuos de lisina 5 e 16 na histona-4, resultando aumento na gene transcri¢do (30,31).

A Figura 8 sintetiza o

/’“\ que foi exposto. Nela
— fs?:‘ﬁ AF_"?}”’ T ,."Erﬁ sdo evidenciados
Eortichid g £ }”'Lf.'ﬁ\‘n NF-kB) ~ J os multiplos fatores
orticoide CHE L/ '\_.ff'éf! ]* de transcrigdo que se
= CBP/p300 Vi i 3 ;
i T W e e
e AHATD \ Basais__/ \ fTranscricao ;
debawtlld:,au Tl R [ —~~"‘ -- i d__; ‘i: Pal -1\ CBP ou p300, as
Mucleossomo ¢ .ﬂ.c\_p,: / quais apresentam
atividade intrinseca
) 5 oy
v/(m‘) m ') ’-D histona
Cromatina Opaca Grumatlna Clara acetiltransferase,
{(empacotada) (aberta) ' Lngan_,.ﬂu g 4 resultando na acetilagéo

das histonas, ao redor
das quais o DNA

estd enrolado. A acetilagdo determina remodelamento da cromatina com a sua abertura, permitindo o acesso
aos fatores de transcri¢do, dentre eles o GR, resultando no aumento da gene transcri¢do, produzindo

mMRNAs responsaveis pela sintese de proteinas. Por outro lado, os receptores de glicocorticéides apés a ativagdo
pelos corticdides interagem na gene transcrigcdo por outras duas formas: 1) podem se ligar a co-ativadores

do receptores de glicocorticoide SRC que se ligam a CBP resultando em aumento da transcrigdo ou; 2) se

ligam diretamente a CBP, resultando des-acetilagdo das histonas, compactando o DNA, impedindo desta forma
a ligacéo de fatores de transcricdo, determinando redugdo na expressao géncica.

Transcrigao

Uma questado importante é por que os corticodides desativam apenas os genes inflamatérios: eles nitidamente

ndo suprimem a atividade de todos os genes e sao bem tolerados como terapéutica. Os receptores de

corticéides provavelmente ligam-se apenas aos co-ativadores que sao ativados por fatores de transcricao
pro-inflamatérios, como o NF-kB e AP-1, embora nao se saiba como ocorre esta agdo especifica de reconhecimento.

Um conceito emergente sugere que os ativadores da transcricdo, como o GR, devam agir também em uma
outra enzima que atue no remodelamento da cromatina, além dos co-ativadores com atividade HAT. Estes
complexos remodeladores cromatina ATP-dependentes sdo conhecidos como Swi/Snf (switch/

sucrose nonfermentable). O complexo Swi/Snf hidrolisa o ATP e utiliza a energia da hidrélise do ATP para
romper interagdes histona-DNA e remodelar a cromatina, permitindo que os fatores da transcricdo se liguem
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ao promotor (32). Embora o exato mecanismo pelo qual o Swi/Snf altera a estrutura do cromatina nédo esteja de
todo elucidado, ja existem evidéncias de que o recrutamento do Swi/Snf é essencial para a regulacdo da
transcricdo do gene, incluindo aqueles mediados pelo GR (33).

O complexo corticéide-GR pode controlar a
transcricdo de genes por varios mecanismos, Corticoide a

dentre eles: \
Memhbrana Celular

- Por controle direto ou indireto sobre a GR
transcricéo de certos genes-alvo (34,36). O Membrana Nuclear ‘ A

numero de genes controlados diretamente pelo
corticoide por célula é estimado entre 10 e 100,

sendo que outros sdo regulados indiretamente
através de interacdo com diferentes fatores de

transcricdo (Figura 9 ). Os corticéides = TRE - GRE . KB
downregulate importantes citocinas e ¢ *
guimocinas implicadas na asma, interferindo TR B.-Adre *nceptor ICAM-1
com a ligacao dos fatores de transcri¢do pro- IL-5 z ) ) YvCAM-1
: - e Lipocortin-1
inflamatorios com seus sitios cognatos de IL-G
L GM-CSF SLPI
ligacdo DNA. IL-8
IkB
COX-2
iNO5

- Por interagéo direta proteina-proteina com o
fator de transcricdo AP-1 e o GR (37). RANTES
Funcionalmente, as conseqiiéncias destas

interacdes resultam em uma mudtua repressao transcricional tanto do AP-1 como do GR (38,39) o que inibe os

efeitos pré-inflamatdérios de uma série de citocinas.

Por represséo direta da transcricdo dos fatores nucleares pré-inflamatorios
NF-kB (40,41) e NF-AT (nuclear factor of activated T-cells) que regulam

a expressédo de outros genes alvo inflamatérios. O GR interage com o NF-
kB pela ligagdo a subunidade p65 do heterodimero NF-kB (35), impedindo
a ligacdo DNA - NF-kB (42,43), suprimindo a transcricdo de genes como 0s
das citocinas IL-6 e IL-8 (42,44), de enzimas inflamatérias e moléculas

de adeséo (Figura 10).

- Por aumento das ribonucleases das células, e desta forma reduzindo os niveis de mRNA (45).

- As maiores evidéncias sugerem que a regulacdo dos genes-alvo ocorre ao nivel da transcri¢cdo, entretanto,
em algumas citocinas a regulagdo da gene expressao é, ao menos parcialmente, postranscricional (46,47).
A repressédo dos genes que codificam a IL-11, o GM-CSF e a ciclooxigenase nas células epiteliais do pulméao
e fibroblastos é mediada por mecanismos transcricional e postranscricional (48-50).

- Os corticoides apresentam também acdes antiinflamatdrias ndo ligadas a transcricdo através do remodelamento
da cromatina. Uma delas é o reconhecimento de sua participacao interferindo na sintese de proteinas pela reducao
da estabilidade do mRNA, reduzindo a sintese protéica. Alguns genes inflamatérios, como o que codifica o0 GM-
CSF, produzem mRNA que sdo particularmente susceptiveis a acdo de ribronucleases que degradam o mRNA, e

http://www.asmabronquica.com.br/medical/tratamento_asma_mecanismos_de_acao.html (10 of 16) [03/01/2012 21:39:07]



Asma Bronquica/Corticéides - Mecanismo de Agéo :: Dr. Pierre d'Almeida Telles Filho

desta forma interrompem a sintese de proteinas. Os corticdides podem ter efeitos inibitdrios nas proteinas
que estabilizam mRNA, determinando uma degradacdo mais rapida e desta forma uma reducdo na expresséao
da proteina (51).

- Existem evidéncias de que os corticoides exercem acéo inibitoria sobre a mitogen-actived protein (MAP)
quinases, gue apresentam importante participacdo na gene expressado através da regulacdo de fatores de
transcricao pro-inflamatorios. Os corticéides podem inibir a AP-1 e NF-kB via um efeito inibitério na c-jun N-
terminal quinases, a qual ativa estes fatores de transcri¢do (52,53). Os corticoides reduzem a estabilidade do
MRNA para alguns genes inflamatdérios, como para ciclooxigenase-2, através de ac¢éo inibidora em outra

MAP quinase, a p38 MAP quinase (54). Este efeito € mediado pela inducdo de um potente inbidor endégeno p38
MAP quinase denominado MAP quinase fosfatase-1 (55).

Corticéides constituem a terapéutica mais eficaz da atualidade no controle a longo prazo da asma, reduzindo
a inflamacé&o nas vias aéreas pela interacdo com fatores de transcrigcdo que regulam a expressdo génica,
aumentando ou reduzindo a transcri¢do. Sua ac¢do alcanca mais de 30 alvos diferentes:

Aumentando a transcrigao:

— aumenta (com doses elevadas) a sintese de lipocortin 1 (annexin-1), uma proteina inibidora da
fosfolipase A, da membrana fosfolipidica do acido araquiddnico, que controla a producgéo de

prostaglandinas, PAF e leucotrienos (56,57);

— aumenta a transcricdo da antiprotease SLPI (secretory leucocyte protease inibitor) nas vias aéreas
(58) que se opbe as enzimas inflamatdérias como a triptase;

— aumenta a expressdo da endopeptidase neutra (NEP) no epitélio brénquico, degradando taquicininas,
reduzindo a inflamagéo de causa neurogénica (59);

— em monocitos e células T, aumenta a gene transcricdo do Ik Ba, que se liga no nucleo ao NF-kB e
induz a dissociacdo do NF-kB dos sitios de ligacdo kB, nos genes alvo;

— aumenta a formacgéo da IL-10 (indiretamente) previamente conhecida como CSIF (cytokine-syntesis-
inhibitory factor) que inibe o afluxo de eosindfilos e linfécitos T na reacéo inflamatodria tardia pos-
provocacédo alergénica em ratos Brown-Norway (60,61);

— aumenta os niveis de IL-12 mRNA que tem papel importante na inibicdo de sintese inapropriada de IgE
(62);

— aumenta a formacgéo de antagonista de receptor IL-1 nas células epiteliais brénquicas in vitro e in vivo
(63,64);

— regulacdo negativa dos receptores decoy tipo Il, que age como antagonista do receptor de IL-1 (IL-
1R2) (65).

— aumenta a expressao dos receptores 3,, dobrando a velocidade de transcri¢do no pulmédo humano, in

vitro (66);

— potencializa os efeitos dos R,-agonistas na musculatura lisa bréonquica, previne e reverte a taquifilaxia
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do B,-receptor das vias aéreas in vivo e in vitro;

— aumenta a expressédo da proteina Clara cell (CC10, inibidor fososlipase A,) (67);

— aumenta a sintese da GILZ (glucocorticoid-induced leucine zipper protein) que inibe o NF-kB e AP-1
(68,69);

— aumento rapido (10 X) na MKP-1 mRNA duas horas apds a exposi¢do a droga € um aumento na
proteina mitogen-activated protein kinase phosphatase-1 (MKP)-1 em quatro horas, com concomitante
inibicdo da sinalizag&o celular p38 MAP kinase. A MKP-1 é o inibidor enddégeno da proinflamatdéria mitogen-
activated protein (MAP) kinase (70).

Reduzindo a transcricao:

— limita a expressao de citocinas como IL-1R8 , IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-11, IL-13, IL-16, IL-
17, IL-18, TNF-a, GM-CSF, SCF (71);

— limita a expressao de quimocinas IL-8, RANTES, MIP-1a, MCP-1, MCP-3, MCP-4, eotaxina;

— limita a expressao de IL-3, IL-5 e GM-CSF pelo eosindfilo, interferindo em sua diferenciacao, ativacéo,
quimiotaxia, inibindo sua capacidade de auto-regulagéo (72-74). O corticéide blogqueia os efeitos destas
citocinas, levando a morte celular programada, ou apoptose (75);

— inibe a expressao das moléculas de adesdo do endotélio e leucécitos, tais como a selectina-E, VCAM-1
e ICAM-1 por acéo direta ou por inibicdo da producéo das citocinas IL-1A e TNF-R (76). Esta acdo pode
diminuir a migracdo de células inflamatérias para os tecidos;

— reduz o niumero de mastécitos na mucosa das vias aéreas, pela reducdo na producgéo de citocinas IgE
dependentes, como a IL-3 e GM-CSF, necessarias para a expressao dos mastocitos nas superficies
mucosas (77);

— inibe a transcri¢cdo dos receptores Nk; e NK, e do receptor de bradicinina B, (78);

— reduz a producéo, das enzimas inflamatorias iNOS (79-81), COX-2 (82,83) e cPLA, (84);

— inibe a sintese do peptidio endotelina-1, potente broncoconstritor expresso nas células epiteliais de
pacientes asmaticos (85,86);

— inibe a proliferagéo de linfécitos T que ocorre em parte por repressao do fator de progressao G1 e da
ciclina D3 (87);
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