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Asma

Tratamento da Asma

MECANISMO DE AÇÃO DOS CORTICOIDES

Os corticoides desempenham um papel vital nas funções e nos mecanismos homeostáticos que governam a função fisiológica
normal da célula. Suas funções no organismo são múltiplas, incluindo atuação no metabolismo de carboidratos, proteínas e
lipídios, manutenção do equilíbrio hidroeletrolítico, bem como na preservação da função normal cardiovascular, rins,
músculos, sistema endócrino e sistema nervoso. Até há pouco tempo os efeitos dos corticoides eram vistos como fisiológicos
(refletindo as ações do cortisol produzido diariamente pelas adrenais) ou patológicos (síndrome de Cushing e insuficiência
suprarrenal).

Posteriormente surgiram os conceitos de anti-inflamação e imunossupressão, que tornaram os corticoides uma das classes
terapêuticas mais importantes da atualidade, com múltiplas indicações em doenças inflamatórias como artrite reumatoide,
doenças inflamatórias intestinais e doenças autoimunes, tornando-se inclusive o principal tratamento para a inflamação
alérgica, incluindo a asma.

Na asma, os conhecimentos sobre a patologia celular e molecular da inflamação brônquica só têm aumentado, demonstrando
que existem múltiplos alvos para a ação dos corticoides in vivo. O melhor entendimento dos mecanismos fundamentais da
gene transcrição determinaram grandes progressos na compreensão dos mecanismos moleculares pelos quais os corticoides
suprimem a inflamação.

A inflamação na asma é caracterizada pelo aumento da expressão de múltiplos genes inflamatórios nas vias aéreas, como os
que codificam as citocinas, quimiocinas, moléculas de adesão, enzimas inflamatórias e receptores. O aumento da expressão
destes genes é regulado por fatores de transcrição, como o  Fator Nuclear-kappa B (NF-κB) e Proteína Ativadora-1
(AP-1).1,2 Estes se ligam e ativam moléculas coativadoras as quais acetilam o núcleo das histonas e ativam a gene 
transcrição.

Os corticoides atuam suprimindo múltiplos genes pela reversão da acetilação da histona. Agem através da ligação aos
receptores ativados de corticoides, a coativadores e pelo recrutamento de histonas desacetilases (HDACs) para o complexo
de transcrição ativado. Inibem os fatores de transcrição que regulam a gene expressão anormal. Também aumentam a
transcrição de genes que codificam proteínas anti-inflamatórias, como lipocortina-1, IL-10, antagonista do receptor IL-1 e a
endopeptidase neutra.

Para se entender como os corticoides operam na asma torna-se necessário compreender as bases moleculares da inflamação,
o remodelamento da cromatina, como funcionam os Receptores de Glicocorticoides (GR), a gene transcrição corticoide
induzida, a interação do corticoide com os fatores de transcrição e os efeitos da acetilação das histonas. Como a inflamação
já foi descrita nos capítulos sobre a Resposta Tardia da Asma, serão aqui descritos de forma sucinta os outros tópicos.

Remodelamento da Cromatina

O DNA é o responsável pelo armazenamento e transmissão da informação genética. Um gene é um segmento de DNA que
contém o arquivo completo da sequência de aminoácidos para fabricar uma cadeia polipeptídica específica. O DNA é
encontrado principalmente nos cromossomos e, em pequenas quantidades, nas mitocôndrias.

O DNA de uma célula humana apresenta um comprimento total de quase 2 metros. Provavelmente, para facilitar a
organização desses quase 2 metros dentro do núcleo de cada célula, o DNA é dividido em vários elementos distintos
chamados cromossomos.3

Cada cromossomo é formado por uma única molécula de dupla hélice de DNA condensada com proteínas. O DNA de todos os
cromossomos encontra-se "empacotado"   em estrutura densa, com o auxílio de proteínas básicas especializadas. Estas
proteínas básicas que se ligam ao DNA são divididas em duas classes gerais: as histonas e as proteínas ácidas não histônicas.

As histonas são responsáveis pelo primeiro e mais básico nível de organização cromossômica, o nucleossomo, um
complexo de DNA-proteína descoberto em 1974.4 Quando o núcleo interfásico é delicadamente rompido, e seu conteúdo
examinado ao microscópio eletrônico, a maior parte da cromatina parece estar na forma de uma fibra com 30 nm de
diâmetro. Se essa cromatina for submetida a um tratamento que a desenrole parcialmente, se observa ao microscópio
eletrônico, como estruturas de "contas em um colar”. O colar é o DNA, e cada conta é uma “partícula do cerne do
nucleossomo”, que consiste em DNA enrolado em um núcleo de histonas. Como vez por outra, por exemplo, quando um gene
é ativado, a molécula de DNA deve abrir em um ponto específico para permitir que o RNA copie sua mensagem, é fácil
imaginar que o empacotamento do DNA nos cromossomos deve seguir um esquema muito rigoroso para não comprometer a
molécula.3

O complexo formado pela interação de proteínas de ambas as classes com o DNA nuclear é conhecido como cromatina (o
material do qual os cromossomos são feitos). As histonas estão presentes em quantidade tão grande (em torno de 60
milhões de moléculas de cada tipo de histona por célula) que a sua massa total de cromatina é aproximadamente igual
àquela do DNA. As histonas têm um papel fundamental na compactação, de uma maneira organizada, das moléculas de DNA
muito longas, em um núcleo que possui apenas uns poucos (5–10) micrômetros de diâmetro.

Existem cinco tipos de histonas em dois grupos principais: as histonas
nucleossômicas (H2A, H2B, H3 e H4) e os da H1. As histonas
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nucleossômicas são pequenas proteínas (102–135 aminoácidos)
responsáveis pelo enrolamento do DNA nos nucleossomos. O nucleossomo,
subunidade fundamental da cromatina, consiste de aproximadamente 146
bp de DNA. É formado por um núcleo octâmero composto por oito
subunidades com duas cópias 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 função da sua sequência nucleotídica.4 A consequência funcional
de empacotar a cromatina é a de limitar o acesso de fatores da transcrição

ao DNA (Figura 1).

A cromatina quando visualizada ao microscópio pode se apresentar opaca ou clara devido ao enrolamento ou não do DNA ao
redor do núcleo da histona.5 As histonas são proteínas com uma proporção muito grande de aminoácidos positivamente
carregados (lisina e arginina). As cargas positivas ajudam as histonas a se ligarem fortemente ao DNA (que tem um alto
conteúdo de cargas negativas), de uma forma independente da sequência nucleotídica.5 Cada núcleo de histona possui uma
longa zona terminal rica em resíduos de lisina que podem ser acetilados, modificando a carga elétrica do núcleo da histona.

Na célula "em repouso" o DNA está fortemente enrolado, impedindo a ligação da RNA polimerase II (Pol II), que ativa a
formação do RNA mensageiro (mRNA). Na realidade, a modificação das histonas pela acetilação ou metilação modifica suas
cargas e afeta o enrolamento (empacotamento) do DNA. A cromatina emergiu nas últimas décadas como um elemento crítico
na regulação da transcrição. Acredita-se que o controle da transcrição ocorra através da alteração da estrutura da cromatina
ou epigenética por mecanismos como remodelação da cromatina, metilação do DNA e modificações das histonas.

A acetilação das histonas permite o desenrolar da estrutura local do DNA, remodelando a cromatina, liberando o acesso para
a ação de fatores de transcrição que se acoplam a elementos reguladores do DNA (promotores). A acetilação é regulada por
um balanço entre a atividade das acetiltransferases das histonas (HATs) e histona desacetilases (HDACs)

A desacetilação da histona aumenta o enrolamento do DNA ao redor dos resíduos de histona, resultando em cromatina mais
densa, o que determina um acesso restrito aos fatores de transcrição aos seus sítios de ligação, e desse modo reprime a
gene transcrição.6

Alterações na atividade HAT e HDAC podem influenciar as doenças inflamatórias crônicas. Em estudos efetuados que
utilizavam fragmentos de biópsias brônquicas de pacientes com asma, a expressão de altos níveis de atividade HAT e
baixa atividade HDAC, já indicavam que um desequilíbrio HAT-HDAC possa ser o substrato para a gene expressão
pró-inflamatória da doença.

Quando os fatores de transcrição pró-inflamatórios envolvidos na patogênese da asma, como o NF-κB, o AP-1 e o NF-AT são
ativados, eles se ligam a sequências específicas de reconhecimento no DNA e posteriormente interagem com moléculas
coativadoras como a p/300/CREB (cyclic adenosine monophosphate response element-binding protein)-binding protein (CBP)
e p300/CBP-associated factor (PCAF). Estas moléculas coativadoras são proteínas nucleares, atuam como um "interruptor"
molecular que controla a gene transcrição, via atividade intrínseca histona acetiltransferase, resultando na acetilação dos
núcleos da histona, reduzindo a sua carga.7,8 A acetilação determina a transformação da cromatina condensada em uma
forma ativada aberta. A gene transcrição com o DNA ocorre após o remodelamento, com a estrutura da cromatina aberta,
permitindo que os complexos de transcrição possam se ligar ao DNA e iniciar a transcrição, formando o RNA mensageiro
(mRNA) e síntese de proteínas inflamatórias que alteram a função celular (Figura 2).

Os corticoides atuam como anti-inflamatório através da interação com os GR que se encontram no citoplasma das
células e que após ativação migram para o núcleo da célula onde intervêm com a maquinária de transcrição junto ao
DNA, recrutam enzimas especializadas na acetilação e remodelamento da cromatina, e na geração ou supressão da
produção de mRNAs de grande número de substâncias que influenciam a inflamação da asma.

Receptor de Glicocorticoide (GR)

O GR medeia as ações dos GCs nas células. Os receptores nucleares constituem uma das classes mais ricas em reguladores
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transcricionais nos animais (metazoários). Eles regulam diversas funções, como homeostase, desenvolvimento, reprodução,
metabolismo e podem ser importantes em doenças crônicas (inflamatórias, imunológicas e neoplásicas). Existem mais de 300
receptores nucleares conhecidos, que juntos constituem a superfamília dos receptores nucleares, da qual o receptor de
esteroide glicocorticoide (GR, gene NR3C1 – Nuclear Receptor subfamily 3 group C member 1) é um de seus membros.9 O
gene hGR humano (NR3C1) está localizado no braço curto do cromossomo 5 (5q31Y32),10 apresentando 140.000 pares de
base (pb). Os GRs pertencentes à superfamília são regulados por ligantes que também incluem os receptores para
mineralocorticoides, hormônios sexuais e da tireoide, vitamina D e ácido retinoico.11-13 Presume-se que existam entre 1.000
e 2.000 genes que estão condicionados à regulação mediada pelo GR, com alguns estudos afirmando que até 20% de todos
os genes são responsivos ao GR de alguma forma.14

O hGR consiste em 9 éxons; o éxon 1 forma a região 5'UTR (untranslated regions) não traduzida, enquanto os éxons 2-9
codificam a proteína GR.15 O hGR apresenta 11 diferentes promotores com seus alternativos éxons iniciais (1A1, 1A2, 1A3,
1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 1H, 1I, 1J), e pode produzir 11 diferentes transcritos a partir dos diferentes promotores que codificam a
mesma proteína compartilhada pelo éxon 2.

Em 1985 dois cDNAs GR humanos diferentes, denominados GRα e GRβ cDNA foram clonados.16 Demonstrou-se que os
mRNAs GRα (5,5 kb) e GRβ (4,3 kb) derivaram do splicing alternativo do éxon 9 e que a tradução desses mRNAs deu
origem às isoformas das proteínas GRα e GRβ. Os componentes dos éxons 2 e 8 se mantêm constantes no mRNAs do GR,
nas duas isoformas do éxon 9 que podem ser unidas para produzir mRNA maduros. O splicing do éxon 9α produz GRα mRNA,
que é traduzido em uma proteína com uma sequência única de 50 aminoácidos (97 kDa) em sua extremidade carboxi. O
splicing do éxon 9ß produz GRß mRNA, que é traduzido em uma proteína com 15 aminoácidos não homólogos (94 kDa) em
sua extremidade carboxi.15,17

 

Estrutura do Gene Humano e da Proteína

Os receptores esteroides, incluindo o GR humano, apresentam uma estrutura modular composta por cinco a seis regiões. A
Figura 3 apresenta a representação linear do receptor GR humano com 777 aminoácidos (300 kDa) mostrando os domínios
principais. Estão divididos em domínios funcionais assim denominados: domínio aminoterminal (DTN) – domínio de 
transativação; domínio de ligação ao DNA (DBD) – DNA binding domain, região de dimerização do receptor; AF-1 e AF-2 –
os dois domínios de ativação e região CT (carboxi-terminal) com domínio de ligação ao ligante (LBD – ligant binding domain)
– regiões de localização nuclear.18

Figura 3 — Representação da estrutura de gene do receptor glicocorticoide.

A representação linear do GR é constituída por 777 aminoácidos. O domínio aminoterminal (DTN) é codificado pelo éxon 2,
composto por aproximadamente 439 aminoácidos e é o principal responsável pela maior parte da atividade transcricional
independente do ligante, denominada função de ativação 1 (AF-1). É o sítio imunogenético do receptor e possui importante
especificidade junto ao promotor. Este domínio contém a função de ativação (AF-1) transcricional constitutiva independente
do ligante, que é necessária para a ativação transcricional máxima do GR.18-20 AF-1 é rico em aminoácidos ácidos e é
importante para iniciação da transcrição, ou seja, interação de GR com correguladores, moduladores da cromatina e o
mecanismo de transcrição basal.18,21,22

A região AF-1 contém 200 aminoácidos, com função de ativação transcricional hormônio independente.23 A atividade
transcricional do AF-1 parece residir na região central de 41 aminoácidos carregados negativamente por aminoácidos
ácidos.24 Tem-se demonstrado que esta região interage com fatores gerais de transcrição e com um número de proteínas
coativadoras, apresentando, ainda, importante participação na repressão transcricional pelo GR.

Os próximos 65 aminoácidos na região central do GR compõem o DBD, codificado pelos éxons 3 e 4. Consiste em dois dedos
de zinco altamente preservados. Uma característica comum entre os dedos de zinco é a capacidade de reconhecer moléculas
de DNA ou RNA de diferentes comprimentos, razão pela qual elas foram inicialmente consideradas apenas como fatores
transcricionais. Esses aminoácidos são coordenados em tetraedro a um íon de zinco, mantido por quatro resíduos cisteínas.
Cada unidade repetida com 30 aminoácidos é dobrada em um domínio alongado ligado ao zinco com a forma de um dedo, daí
o nome dado de Zinc finger. O domínio de ligação ao DNA (DBD) é importante pela especificidade de ligação ao DNA, para a
homodimerização do GR e interação com outros fatores de transcrição. O domínio DBD ocupa a região central do receptor e
contém aminoácidos responsáveis pela ligação de GR a GREs (  Elemento Responsivo aos Glicocorticoides). (Figura 4)
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Figura 4 — Estrutura GR humano. O GR é composto por uma região DTN, uma DBD composta por dois dedos de zinco,
uma região de dobradiça e uma região LBD C-terminal. A variação na função do GR pode ser correlacionada com esses
domínios. P, proximal; D, distal. O DBD também contém a sequência de sinal de exportação nuclear (SEN) que o direciona
para exportação do núcleo da célula para o citoplasma através do complexo de poros nucleares. Figura retirada e modificada
de Vandevyver et al.18

Cada dedo de zinco é formado por cisteínas coordenadas a um íon de zinco (Zn2+) , formando uma estrutura que permite a
interação com sequências específicas de DNA.

Os dois dedos de zinco são separados por uma sequência de 15–17 aminoácidos. Três aminoácidos da base do primeiro dedo
representam a região chamada P-box (ou "caixa de reconhecimento"), que reconhece e se liga às sequências específicas do
DNA, conhecidas como elementos responsivos a glicocorticoides (GRE - Glucocorticoid Response Elements). Esse dedo se liga
ao sulco maior do DNA, garantindo o reconhecimento específico da sequência. Ao passo que uma sequência de cinco
aminoácidos localizada entre a primeira e segunda cisteína na base do segundo dedo, contém a D-box, envolvida na
dimerização do receptor sobre o DNA, permitindo que dois receptores de glicocorticoide formem um dímero para ativar ou
reprimir a transcrição gênica.15-27 Esse dedo contribui para a estabilidade da interação com o DNA. A presença desses dois
dedos de zinco no domínio DBD permite que o GR atue como um regulador da expressão gênica, modulando a transcrição de
genes-alvo em resposta aos glicocorticoides.

Éxons 5-9 codificam a região da dobradiça, que separa o DBD do domínio de ligação do ligante (LBD). Abrange aminoácidos
486-526, é uma estrutura de ligação flexível que está implicada em permitir a ligação adequada do DNA, dimerização e
translocação nuclear do receptor e
 desempenha um papel crítico na ativação induzida pelo ligante do GRα.28 O LBD C-
terminal contém o sítio de ligação do ligante e um segundo domínio de transativação (AF-2) regulado pela ligação
hormonal.29

O domínio de transativação AF-2 é importante para a interação com cochaperonas, correguladores (chaperona –
acompanhante, em inglês) e outros fatores de transcrição.30 O LBD também engloba uma interface de dímero que é crítica
para a função GR e a ligação da proteína de choque térmico HSPs90.31 O DBD e o LBD contêm sinais de localização nuclear,
que são importantes para a translocação nuclear GR. O DBD também contém a sequência de sinal de exportação nuclear
(SEN) que o direciona para exportação do núcleo da célula para o citoplasma através do complexo de poros nucleares.32

 As cochaperonas são proteínas auxiliares que regulam a atividade das chaperonas moleculares, como a Hsp90 e Hsp70,
ajudando na maturação, estabilização e função de outras proteínas. No caso do GR, elas são essenciais para manter o
receptor em um estado funcional antes da ligação do hormônio.

  Função das Cochaperonas no GR

• Manutenção do estado inativo do GR

O GR fica no citoplasma ligado a um complexo de chaperonas e cochaperonas, principalmente Hsp90, Hsp70, Hop,
p23 e FKBP51/FKBP52

Esse complexo impede a degradação do GR e mantém sua conformação pronta para se ligar ao glicocorticoide.

• Troca de cochaperonas na ativação do GR

Quando o glicocorticoide se liga ao GR, ocorre uma troca de cochaperonas: FKBP51 é substituído por FKBP52,
permitindo que o complexo se mova para o núcleo

A proteína p23 estabiliza a interação do GR com a Hsp90, facilitando sua ativação

https://www.asmabronquica.com.br/medical/tratamento_especifico_asma_gravidez.html
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• Dissociação do complexo e ligação ao DNA

No núcleo, o GR se dissocia das chaperonas e se liga ao DNA nos elementos responsivos a glicocorticoides (GREs),
regulando a transcrição gênica

O domínio C-terminal primariamente controla a atividade do receptor como um todo através de sua interação com as HSPs90
e ciclofilinas (quando o receptor está inativo) ou com hormônios e coativadores (quando o receptor está ativo). É o local onde
ocorre a ligação da proteína de choque térmico que atua como molécula chaperona, que é a responsável, em parte, na
manutenção da conformação inativa do GR, encobrindo os sinais de localização nuclear localizados nessa região.33

Como descrito, o receptor consiste de domínios distintos, incluindo o domínio N-terminal (DTN), o domínio de ligação de DNA
central e o domínio de ligação do ligante C-terminal (LBD).

 Os corticoides por serem lipofílicos, atravessam facilmente a membrana celular por difusão passiva e ligam-se aos GRs
que se encontram livres sem ligante no citosol como polímeros de baixo peso molecular  (aproximadamente 90 kDa), parte
de um complexo multiproteico inativo (aproximadamente 330 kDa), que consistem de duas moléculas HSP90, e outras
proteínas como, p59, p60, p23, calreticulinas e imunofilinas da família FK 506 (FKBP51, FKBP52).34 As HSPs90 associadas ao
GR parecem ser importantes na manutenção do GR (maturação) em uma conformação que seja apropriada para a
ligação/ligante e para a inibição da translocação do GR para o núcleo (âncora citosólica). A ligação GR-HSP não permite a
dimerização, a ativação e a ligação do complexo receptor-esteroide ao DNA. Após a ligação do ligante (hormônio), o GR é
liberado desse complexo e translocado para o núcleo. Antes, entretanto, o complexo GR-chaperona se reorganiza novamente,
e uma mudança conformacional do GR ocorre, determinando a exposição de duas sequências de localização nuclear (NLS).35

(Figura 5)

O transporte do GR para o núcleo da célula é mediado por duas NLSs – NLS1 e NLS2. A NLS2 está dentro do LBD e medeia
uma transferência parcial do GR para o núcleo em vários tipos de células, enquanto que o NLS1 é um motivo básico curto no
domínio dobradiça do GR (entre DBD (DNA binding domain) e LBD) que é suficiente para a completa transferência nuclear do
receptor.36 Esta região é também o local de rotação das hélices do receptor, indispensável para permitir a alteração
conformacional do complexo receptor-corticoide e é responsável pela especificidade do gene alvo, bem como pela alta
afinidade de ligação ao DNA. Após o GR se liga a nucleoporinas e importinas que transportam o GR através do poro para o
núcleo da célula.37,38

Como esperado, o GRα exerce sua atividade transcricional em genes responsivos a glicocorticoides por ligação a GREs
localizados na região promotora desses genes como dímero, mas também como monômero ligando-se a outros fatores de
transcrição.39 A sequência de ligação do GRE que induz a transcrição gênica é uma sequência palindômica de 15 pares de
bases AGAACANNNTGTTCT (onde "n" é qualquer nucleotídeo) que estão ligados por homodímeros GR em um arranjo
'cabeça-a-cabeça'. Acredita-se que a ativação do gene alvo por GR ocorra principalmente por ligação direta a GREs e
subsequente recrutamento de coativadores e histonas acetiltransferases.40

Para a repressão o GR se une às sequências de ligação de GR repetidas invertidas (IR-GBS) por tethering, por elementos
compostos, competindo por sítios de ligação de DNA (BS), sequestrando fatores de transcrição (FTs) e competindo por
cofatores com outros FTs.41 No entanto, descobertas recentes questionaram o modelo de transrepressão e sugerem que a
ligação de GR ao DNA, não tethering, é necessária para a repressão gênica pró-inflamatória.42,43-45

A interação GR-DNA por meio de IR-GBS pode levar à inibição da expressão gênica através de uma variedade de
mecanismos, incluindo competição com ativadores, recrutamento de correpressores, interferência com a maquinária de
transcrição e modulação da cromatina.

Interações GR-DNA envolvem IR-GBS. A ligação a tal elemento leva à inibição da expressão gênica. Esses IR-nGREs têm uma
sequência CTCC(N)0-2GGAGA de consenso e a análise estrutural mostrou que nesses locais dois monômeros GR se ligam nos
lados opostos do DNA, em uma orientação cabeça-cauda e com cooperatividade negativa entre si.44,46

Além da ligação direta aos GREs, o complexo corticoide-GR pode interagir com outros fatores de transcrição, como AP-1 e
NF-κB, modulando ainda mais a expressão gênica, reprimindo a transcrição de genes pró-inflamatórios. GR pode alterar o
mRNA ou a estabilidade proteica de mediadores inflamatórios. (Figura 6)
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As mudanças na expressão gênica resultam em uma variedade de efeitos fisiológicos incluindo: redução da inflamação;
supressão do sistema imunológico; regulação do metabolismo de carboidratos, proteínas e lipídios; efeitos sobre o sistema
cardiovascular, sistema nervosos central e outros sistemas orgânicos. É importante que salientar que a resposta aos
corticoides pode variar dependendo do tipo de célula, do tipo de tecido e da dose de medicamento.

Correguladores

Enquanto o papel de fatores gerais de transcrição na mediação da transcrição basal já está bem documentado, ficou
estabelecido que os receptores nucleares recrutam fatores auxiliares chamados de correguladores: coativadores (proteínas
nucleares que ativam a gene transcrição via atividade intrínseca histona acetiltransferase) e correpressores (proteínas
nucleares que reprimem a gene transcrição e tem atividade histona desacetilase). Estes criam, dependendo do estado de
ativação do receptor, uma ação permissiva (estimulação) ou repressora de transcrição junto ao promotor, e se comunicam
com os fatores gerais de transcrição e com a RNA Polimerase II.9

As moléculas correguladoras do receptor de glicocorticoide (GR) são proteínas que modulam sua atividade transcricional após
a ligação ao DNA. Elas podem ser classificadas em duas grandes categorias:

  Coativadores (Ativam a transcrição)

  Facilitam a expressão gênica ao recrutar a maquinaria transcricional e modificar a cromatina.

• SRC-1, SRC-2 (TIF2/GRIP1) e SRC-3 (AIB1)  Recrutam HATs, como CBP/p300, promovendo a acetilação das
histonas e tornando a cromatina mais acessível.

• p300/CBP  Cofatores essenciais que integram sinais e facilitam a ativação transcricional.

• CARM1 e PRMT1  Metiltransferases que modificam proteínas do complexo transcricional.

 

  Correpressores (Reprimem a transcrição)

  Inibem a expressão gênica ao recrutar enzimas remodeladoras da cromatina.

• NCOR1 e NCOR2 (SMRT)  Recrutam HDACs, fechando a cromatina e bloqueando a transcrição.

• GRIP1 (como correpressor em certos contextos)  Pode atuar na repressão dependendo do gene e da interação
proteica.

 

 Se o GR ativa um gene, ele se liga a coativadores que promovem a abertura da cromatina.

 Se o GR reprime um gene, ele interage com correpressores que compactam a cromatina.

 

Vários grupos distintos de proteínas coativadoras    têm sido identificados, com atuação na ativação transcricional mediada
pelo GR.47 Estes coativadores constituem subunidades de grandes complexos multiproteicos que atuam em vários níveis
funcionais, remodelando a cromatina, determinando modificação enzimática das histonas ou modulação do complexo de pré-
iniciação via interação com a Pol II e GTFs (General Transcription Factors). A ligação dos receptores nucleares aos
coativadores é frequentemente mediada por seus domínios de ativação transcricional. Os domínios AF-1 e AF-2 parecem ser
os sítios de contato para o GR com coativadores, formando complexos proteicos envolvidos na ativação da transcrição.
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A proteína de ligação CBP (cAMP response element binding protein (CREB) – binding protein) é um coativador nuclear ubíquo
que funciona como integrador da gene transcrição, unindo ativadores de transcrição, tais como o GR, com o complexo basal
de iniciação da transcrição. A CBP foi descoberta primeiramente como um coativador da CREB.48 Uma outra proteína
relacionada, a chamada p300, apresenta homologia com a CBP. Ambas têm demonstrado formar interações proteína-proteína
com membros do dispositivo basal transcricional incluindo a RNA polimerase II e fatores gerais de transcrição TFIIB
(transcription factor II B) a proteína que se liga a TATA (TBP). Posteriormente ficou demonstrado ligarem-se a vários outros
fatores de transcrição, como o AP-1 e NF-κB que upregulate vários genes inflamatórios da asma.

Quando os fatores de transcrição pró-inflamatórios NF-κB e AP-1 são ativados, eles se ligam a sequências específicas de
reconhecimento no DNA e posteriormente também interagem com moléculas coativadoras como a p300/CBP e
p300/CBP-associated factor (PCAF). Estas moléculas coativadoras atuam como um "interruptor" molecular que passa a
controlar a gene transcrição. Todos têm atividade intrínseca de acetilação da histona, que resulta na acetilação dos núcleos
da histona, reduzindo a sua carga.49

A identidade de correguladores que contribuem para a transativação de GR cresceu muito para números na casa das
centenas.50 Alguns dos coativadores GR bem estudados são as proteínas da família SRC (steroid receptor coactivator), que
consiste em três coativadores identificados: SRC-1, GRIP1 (glucocorticoid receptor-interacting protein 1),9,51,52 e
p/CIP.53,54  Os GR após ativação pelos corticoides podem se ligar aos coativadores SRC que se ligam à CBP, resultando em
aumento da transcrição. SRC e CBP apresentam atividade intrínseca HAT e são capazes de acetilar histonas.

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

1.  A interação direta com receptores nucleares ligant-bound;9

2.  Contato direto com determinados fatores gerais de transcrição, tais como TFIIB e TBP;55

3.  Interação com os coativadores transcricionais comuns, tais como CBP, p300, e PCAF;9

4.  Interação com outros coativadores tais como o CARM-1 (coactivator-associated arginine methyltransferase 1),
ASC-2 (cancer-amplified transcriptional coactivator), PGC-1 (PPARg coactivator-1) e o SRA (steroid receptor RNA
co-activator);56-58

5.  Participação no remodelamento da cromatina através de sua atividade intrínseca da acetiltransferase da
histona (HAT), que altera a conformação de nucleossomos na região promotor e permite a ligação de fatores
necessários para aumentar a transcrição;59-61 e

6.  Modificação enzimática de outros constituintes do complexo coativador.62

A ligação do GR ao dispositivo basal de transcrição não é a única função das proteínas coativadoras, que atuam na gene
transcrição modulando a estrutura da cromatina. CDP-p300 e SRC-1 apresentam atividade HAT, alterando a conformação dos
nucleossomos, que influencia o acesso ao promotor de fatores de transcrição, aumentando a transcrição.

Em contraposição, têm sido descritas proteínas com atividade HDAC, que reduzem a acetilação da histona e restauram a
estrutura densa da cromatina, o que inibe a ligação de fatores de transcrição.

Receptores ativados de glicocorticoides podem se ligar diretamente à CBP ou outros coativadores para inibir a atividade HAT,
revertendo o desenrolar do ADN ao redor do núcleo da histona, remodelando a cromatina e assim reprimir os genes
inflamatórios. Baixas concentrações de corticoides ativam os receptores de corticoides, recrutam HDACs (principalmente
HDAC1 e 2) para ativar o complexo transcricional, resultando na desacetilação das histonas, reduzindo a transcrição de genes
inflamatórios e aumentando a transcrição de genes anti-inflamatórios.49

Um conceito sugere que os ativadores da transcrição, como o GR, devam agir também em uma outra enzima que atue no
remodelamento da cromatina, além dos coativadores com atividade HAT. Estes complexos remodeladores cromatina ATP-
dependentes são conhecidos como Swi/Snf (switch/sucrose nonfermentable). O complexo Swi/Snf hidrolisa o ATP e utiliza a
energia da hidrólise do ATP para romper interações histona-DNA e remodelar a cromatina, permitindo que os fatores da
transcrição se liguem ao promotor.63 Embora o exato mecanismo pelo qual o Swi/Snf altera a estrutura da cromatina não
esteja de todo elucidado, já existem evidências de que o recrutamento do Swi/Snf é essencial para a regulação da transcrição

do gene, incluindo aqueles mediados pelo GR.64

 

A Figura 7 sintetiza o que foi exposto. Nela são
evidenciados os múltiplos fatores de transcrição que se
ligam às moléculas coativadoras, como a CBP ou p300, as
quais apresentam atividade intrínseca histona
acetiltransferase, resultando na acetilação das histonas, ao
redor das quais o DNA está enrolado. A acetilação
determina remodelamento da cromatina com a sua
abertura, permitindo o acesso aos fatores de transcrição,
dentre eles o GR, resultando no aumento da gene
transcrição, produzindo mRNAs responsáveis pela síntese
de proteínas.

Por outro lado, os receptores de glicocorticoides após a
ativação pelos corticoides interagem na gene transcrição
por outras duas formas: 1) podem se ligar a coativadores
dos receptores de glicocorticoide SRC que se ligam à CBP
resultando em aumento da transcrição ou; 2) se ligam
diretamente à CBP, resultando desacetilação das histonas,
compactando o DNA, impedindo desta forma a ligação de
fatores de transcrição, determinando redução na
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expressão gênica.

 

Uma questão importante: os corticoides desativam apenas os genes inflamatórios. Eles nitidamente não suprimem a
atividade de todos os genes e são bem tolerados como terapêutica.

Os receptores de corticoides provavelmente se ligam unicamente aos coativadores que são ativados por fatores de
transcrição pró-inflamatórios, como o NF-κB e AP-1, embora não se saiba como ocorre esta ação específica de
reconhecimento. A exploração da especificidade tecidual da ligação do GR surgiu como uma estratégia terapêutica potencial
para reter efeitos benéficos específicos do tratamento com corticoide, como a imunomodulação, ao mesmo tempo em que
previne efeitos adversos, como obesidade, diabetes e osteoporose.65

A maioria dos efeitos anti-inflamatórios dos glicocorticoides parece resultar de um importante mecanismo regulador negativo
chamado transrepressão, no qual o GR ligado ao ligante é recrutado para a cromatina por interações proteína-proteína com
fatores de transcrição ligados ao DNA, particularmente NF-κB e AP-1. Tanto o NF-κB quanto o AP-1 são fatores de transcrição
que amplificam, coordenam e perpetuam mecanismos de ativação de múltiplos genes inflamatórios.66

O complexo corticoide-GR pode controlar a transcrição de genes por vários mecanismos, dentre eles:

■ Por controle direto ou indireto sobre a transcrição de certos genes-alvo.67,68 O número de genes controlados diretamente
pelo corticoide por célula é estimado entre 10 e 100, sendo que outros são regulados indiretamente através de interação com
diferentes fatores de transcrição.1 A maioria dos efeitos anti-inflamatórios dos corticoides resulta de um importante
mecanismo regulador negativo chamado transrepressão, no qual o GR ligado ao ligante é recrutado para a cromatina por
interações proteína-proteína com fatores de transcrição ligados ao DNA, particularmente NF-κB e proteína ativadora-1 (AP-
1).

■  Por interação direta proteína-proteína com o fator de transcrição AP-1 e o GR.69 Funcionalmente, as consequências destas
interações resultam em uma mútua repressão transcricional tanto do AP-1 como do GR70,71 o que inibe os efeitos pró-
inflamatórios de uma série de citocinas.

■ Por repressão direta da transcrição dos fatores nucleares pró-inflamatórios NF-κB72,73 e
NF-AT (nuclear factor of activated T-cells) que regulam a expressão de outros genes alvo
inflamatórios. O GR interage com o NF-κB pela ligação à subunidade p65 do heterodímero
NF-κB,74 impedindo a ligação DNA – NF-κB,75,76 suprimindo a transcrição de genes como os
das citocinas IL-6 e IL-8,75,77 de enzimas inflamatórias e moléculas de adesão (Figura 8 ).

■ Por aumento das ribonucleases das células, e desta forma reduzindo os níveis de mRNA.78

■ As maiores evidências sugerem que a regulação dos genes-alvo ocorre ao nível da
transcrição, entretanto, em algumas   citocinas a regulação da gene expressão é, ao menos parcialmente,
postranscricional.79,80 A repressão dos genes que codificam a IL-11, o GM-CSF e a ciclooxigenase nas células epiteliais do
pulmão e fibroblastos é mediada por mecanismos transcricional e postranscricional.81-83

■ Os corticoides apresentam também ações anti-inflamatórias não ligadas à transcrição através do remodelamento da
cromatina. Uma delas é o reconhecimento de sua participação interferindo na síntese de proteínas pela redução da
estabilidade do mRNA, reduzindo a síntese proteica. Alguns genes inflamatórios, como o que codifica o GM-CSF, produzem
mRNA que são particularmente susceptíveis à ação de ribonucleases que degradam o mRNA, e desta forma interrompem a
síntese de proteínas. Os corticoides podem ter efeitos inibitórios nas proteínas que estabilizam mRNA, determinando uma
degradação mais rápida e desta forma uma redução na expressão da proteína.84

■ Existem evidências de que os corticoides exercem ação inibitória sobre a MAP (mitogen-actived protein) quinases, que
apresentam importante participação na gene expressão através da regulação de fatores de transcrição pró-inflamatórios. Os
corticoides podem inibir a AP-1 e NF-κB via um efeito inibitório na c-jun N-terminal quinases, a qual ativa estes fatores de
transcrição.85,86 Os corticoides reduzem a estabilidade do mRNA para alguns genes inflamatórios, como para ciclooxigenase-
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2, através de ação inibidora em outra MAP quinase, a p38 MAP quinase.87 Este efeito é mediado pela indução de um potente
inibidor endógeno p38 MAP quinase denominado MAP quinase fosfatase-1.88

Corticoides constituem a terapêutica mais eficaz da atualidade no controle a longo prazo da asma, reduzindo a
inflamação nas vias aéreas pela interação com fatores de transcrição que regulam a expressão gênica, aumentando ou
reduzindo a transcrição.

 O receptor de glicocorticoide inibe vários pontos bloqueando diretamente a transcrição de proteínas inflamatórias como p.
ex. NF-κB e AP-1 ou induz a expressão de proteínas anti-inflamatórias. Sua ação alcança mais de 30 alvos diferentes:

Aumentando a Transcrição:

 Induz a ativação e síntese de lipocortina-1 (anexina-1), uma proteína inibidora da fosfolipase A2 da membrana

fosfolipídica do ácido araquidônico, que controla a produção de prostaglandinas, PAF e leucotrienos;89,90

 Aumenta a transcrição da antiprotease SLPI (secretory leucocyte protease inibitor) nas vias aéreas que se
opõe às enzimas inflamatórias como a triptase;91

 Aumenta a expressão da endopeptidase neutra (NEP) no epitélio brônquico, degradando taquicininas,
reduzindo a inflamação de causa neurogênica;92

 Em monócitos e células T, aumenta a gene transcrição do  Ik-β-α, que se liga no núcleo ao NF-κB e induz à
dissociação do NF-κB dos sítios de ligação kB, nos genes alvo;93

 Aumenta a síntese da IL-10 (indiretamente) previamente conhecida como CSIF (cytokine-syntesis-inhibitory
factor) que inibe o afluxo de eosinófilos e linfócitos T na reação inflamatória tardia pós-provocação alergênica em
ratos Brown-Norway;94,95

 Aumenta os níveis de IL-12 mRNA que tem papel importante na inibição de síntese inapropriada de IgE;96

 Aumenta a formação de antagonista de receptor IL-1 nas células epiteliais brônquicas in vitro e in vivo;97,98

 Regulação negativa dos receptores decoy tipo II, que age como antagonista do receptor de IL-1 (IL-1R2);99

 Aumenta a expressão dos receptores ß2, dobrando a velocidade de transcrição no pulmão humano, in vitro;100

 Potencializa os efeitos dos ß2-agonistas na musculatura lisa brônquica, previne e reverte a taquifilaxia do ß2-
receptor das vias aéreas in vivo e in vitro;

 Aumenta a expressão da proteína Clara cell (CC10, inibidor fosfolipase A2);101

 Aumenta a síntese da GILZ (glucocorticoid-induced leucine zipper protein) que inibe o NF-κB e AP-1;102,103

 Aumento rápido (10 X) na MKP-1 mRNA duas horas após a exposição à droga e um aumento na proteína
mitogen-activated protein kinase phosphatase-1 (MKP)-1 em quatro horas, com concomitante inibição da
sinalização celular p38 MAP kinase. A MKP-1 é o inibidor endógeno da pro-inflamatória mitogen-activated protein
(MAP) kinase.104

Reduzindo a Transcrição:

 Limita a expressão de citocinas como IL-1ß , IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-11, IL-13, IL-15, IL-16, IL-
17, IL-18, TNF-α, GM-CSF, SCF, TSLP;93,105

 Limita a expressão de quimiocinas IL-8, RANTES, MIP-1α, MCP-1, MCP-3, MCP-4, eotaxina;106

 Limita a expressão de IL-3, IL-5 e GM-CSF pelo eosinófilo, interferindo em sua diferenciação, ativação,
quimiotaxia, inibindo sua capacidade de autorregulação.107-109 O corticoide bloqueia os efeitos destas citocinas,
levando à morte celular programada ou apoptose;110

 Inibe a expressão das moléculas de adesão do endotélio e leucócitos, tais como a selectina-E, VCAM-1 e ICAM-
1 por ação direta ou por inibição da produção das citocinas IL-1A e TNF-ß.111 Esta ação pode diminuir a migração
de células inflamatórias para os tecidos; 

 Reduz o número de mastócitos na mucosa das vias aéreas, pela redução na produção de citocinas IgE
dependentes, como a IL-3 e GM-CSF, necessárias para a expressão dos mastócitos nas superfícies mucosas;112

 Inibe a transcrição dos receptores Nk1 e NK2 e do receptor de bradicinina B2;113

 Reduz a produção, das enzimas inflamatórias iNOS,114-116 COX-2117,118 e cPLA2 ;119

 Inibe a síntese do peptídeo endotelina-1, potente broncoconstritor expresso nas células epiteliais de pacientes
asmáticos;120,121
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 Inibe a proliferação de linfócitos T que ocorre em parte por repressão do fator de progressão G1 e da ciclina
D3;122
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