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Asma

Tratamento da Asma

MECANISMO DE AGCAO DOS CORTICOIDES

Os corticoides desempenham um papel vital nas fungdes e nos mecanismos homeostaticos que governam a fungdo fisioldgica
normal da célula. Suas fungdes no organismo sdo multiplas, incluindo atuacdo no metabolismo de carboidratos, proteinas e
lipidios, manutencdo do equilibrio hidroeletrolitico, bem como na preservacdao da fungcdo normal cardiovascular, rins,
musculos, sistema enddcrino e sistema nervoso. Até ha pouco tempo os efeitos dos corticoides eram vistos como fisiologicos
(refletindo as agOes do cortisol produzido diariamente pelas adrenais) ou patoldgicos (sindrome de Cushing e insuficiéncia
suprarrenal).

Posteriormente surgiram os conceitos de anti-inflamagdo e imunossupressao, que tornaram os corticoides uma das classes
terapéuticas mais importantes da atualidade, com multiplas indicagées em doencas inflamatoérias como artrite reumatoide,
doengas inflamatédrias intestinais e doengas autoimunes, tornando-se inclusive o principal tratamento para a inflamagao
alérgica, incluindo a asma.

Na asma, os conhecimentos sobre a patologia celular e molecular da inflamacdo brénquica sé tém aumentado, demonstrando
que existem multiplos alvos para a agdo dos corticoides 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 inflamagao.

A inflamacdo na asma é caracterizada pelo aumento da expressdo de multiplos genes inflamatdrios nas vias aéreas, como os
que codificam as citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo, enzimas inflamatorias e receptores. O aumento da expressao
destes genes ¢é regulado por fatores de transcrigdo, como o Fator Nuclear-kappa B (NF-kB) e :3Proteina Ativadora-1

(AP-1).1/2 Estes se ligam e ativam moléculas-»coativadoras as quais acetilam o nicleo das histonas e ativam a gene
transcricao.

Os corticoides atuam suprimindo multiplos genes pela reversdo da acetilagdo da histona. Agem através da ligagdo aos
receptores ativados de corticoides, a coativadores e pelo recrutamento de histonas desacetilases (HDACs) para o complexo
de transcricdo ativado. Inibem os fatores de transcricdo que regulam a gene expressdo anormal. Também aumentam a
transcrigdo de genes que codificam proteinas anti-inflamatérias, 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 necessario compreender as bases moleculares da inflamagéo,
o remodelamento da cromatina, como funcionam os Receptores de Glicocorticoides (GR), a gene transcricdo corticoide
induzida, a interagdo do corticoide com os fatores de transcricdo e os efeitos da acetilagdo das histonas. Como a inflamagao
ja foi descrita nos capitulos sobre a Resposta Tardia da Asma, serdo aqui descritos de forma sucinta os outros topicos.

Remodelamento da Cromatina

O DNA é o responsavel pelo armazenamento e transmissdo da informagdo genética. Um gene é um segmento de DNA que

contém o arquivo completo da sequéncia de aminoacidos para fabricar uma cadeia polipeptidica especifica. O DNA é
encontrado principalmente nos cromossomos e, em pequenas quantidades, nas mitocéndrias.

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

chamados cromossomos.3

Cada cromossomo é 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 acidas ndo histonicas.

As histonas sdo responsaveis pelo primeiro e mais basico nivel de organizacdo cromossémica, o -»nucleossomo, um

complexo de DNA-proteina descoberto em 1974.4 Quando o nlcleo interfasico é delicadamente rompido, e seu contetido
examinado ao microscopio eletronico, a maior parte da cromatina parece estar na forma de uma fibra com 30 nm de
didmetro. Se essa cromatina for submetida a um tratamento que a desenrole parcialmente, se observa ao microscopio
eletrénico, como estruturas de "contas em um colar”. O colar é o DNA, e cada conta € uma “particula do cerne do
nucleossomo”, que consiste em DNA enrolado em um nucleo de histonas. Como vez por outra, por exemplo, quando um gene
é ativado, a molécula de DNA deve abrir em um ponto especifico para permitir que o RNA copie sua mensagem, é facil
imaginar que o empacotamento do DNA nos cromossomos deve seguir um esquema muito rigoroso para ndo comprometer a

molécula.3

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 sdo feitos). As histonas estdo presentes em quantidade t3o grande (em torno de 60
milhdes de moléculas de cada tipo de histona por célula) que a sua massa total de cromatina € aproximadamente igual
aquela do DNA. As histonas tém um papel fundamental na compactacdo, de uma maneira organizada, das moléculas de DNA
muito longas, em um nucleo que possui apenas uns poucos (5-10) micrometros de diametro.

Existem cinco tipos de histonas em dois grupos principais: as histonas
nucleossémicas (H2A, H2B, H3 e H4) e os da H1l. As histonas
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nucleossbmicas sdo pequenas proteinas (102-135 aminoacidos)

/Cauda N-terminal da | o0ns3veis pelo enrolamento do DNA nos nucleossomos. O nucleossomo,
Hd histona H4

Niicleo de subunidade fundamental da cromatina, consiste de aproximadamente 146
histonas —"‘ b ~_bp de DNA. E formado por um nucleo octamero composto por oito
'HL‘“HH /" DNA.-—,, ——subunidades com duas cépias de cada histona, 2A, 2B, 3 e 4 em volta do

N \—J /@i qual o DNA é enrolado duas vezes. A faC|I|dade com que um segmento de

DNP: "= | e | DNA curva-se para dar essas duas voltas em torno de um nucleossomo
; '&:“é/_varia em fungdo da sua sequéncia nucleotidica. A consequéncia funcional
“——____de empacotar a cromatina é a de limitar o acesso de fatores da transcrigdo

ao DNA (Figura 1).

A cromatina quando visualizada ao microscépio pode se apresentar opaca ou clara devido ao enrolamento ou ndo do DNA ao
redor do nicleo da histona.> As histonas sdo proteinas com uma proporcdo 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

contelido de cargas negativas), de uma forma independente da sequéncia nucleotidica.> Cada ntcleo 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 II (Pol II), que ativa a
formagdo do RNA mensageiro (mRNA). Na realidade, a modificacdo das histonas pela acetilagdo ou metilagdo modifica suas
cargas e afeta o enrolamento (empacotamento) do DNA. A cromatina emergiu nas Ultimas décadas como um elemento critico
na regulacdo da transcricdo. Acredita-se que o controle da transcricdo ocorra através da alteracdo da estrutura da cromatina
ou epigenética por mecanismos como remodelagdo da cromatina, metilagdo do DNA e modificacdes das histonas.

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

A desacetilagdo da histona aumenta o enrolamento do DNA ao redor dos residuos de histona, resultando em cromatina mais
densa, o que determina um acesso restrito aos fatores de transcrigdo aos seus sitios de ligacdo, e desse modo reprime a

gene transcricdo.6

AlteracOes na atividade HAT e HDAC podem influenciar as doencas inflamatérias cronicas. Em estudos efetuados que
utilizavam fragmentos de bidpsias brénquicas de pacientes com asma, a expressdo de altos niveis de atividade HAT e
baixa atividade HDAC, ja indicavam que um desequilibrio HAT-HDAC possa ser o substrato para a gene expressao
pré-inflamatoria da doenca.

Quando os fatores de transcrigdo pro-inflamatérios envolvidos na patogénese da asma, como o NF-kB, o AP-1 e o NF-AT sao
ativados, eles se ligam a sequéncias especificas 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 sdo proteinas nucleares, atuam como um "interruptor"
molecular que controla a gene transcrigdo, via atividade intrinseca histona acetiltransferase, resultando na acetilacdo dos

nlcleos da histona, reduzindo a sua carga.”-8 A acetilagdo determina a transformacdo da cromatina condensada em uma
forma ativada aberta. A gene transcricdo com o DNA ocorre apds o remodelamento, com a estrutura da cromatina aberta,
permitindo que os complexos de transcrigdo possam se ligar ao DNA e iniciar a transcrigdo, formando o RNA mensageiro
(mRNA) e sintese de proteinas inflamatérias que alteram a fungdo celular (Figura 2).
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Os corticoides atuam como anti-inflamatdrio através da interagdo com os GR que se encontram no citoplasma das
células e que apds ativacdo migram para o nucleo da célula onde intervém com a maquinaria de transcricdo junto ao
DNA, recrutam enzimas especializadas na acetilagdo e remodelamento da cromatina, e na geragao ou supressado da
producdo de mRNAs de grande nimero de substéncias que influenciam a inflamacdo da asma.

Receptor de Glicocorticoide (GR)

O GR medeia as agdes dos GCs nas células. Os receptores nucleares constituem uma das classes mais ricas em reguladores
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transcricionais nos animais (metazoarios). Eles regulam diversas fungdes, como homeostase, desenvolvimento, reproducdo,
metabolismo e podem ser importantes em doengas cronicas (inflamatdrias, imunoldgicas e neoplasicas). Existem mais de 300
receptores nucleares conhecidos, que juntos constituem a superfamilia 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.® O
gene hGR humano (NR3C1) estd localizado no braco curto do cromossomo 5 (5q31Y32),10 apresentando 140.000 pares de
base (pb). Os GRs pertencentes a superfamilia sdo regulados por ligantes que também incluem os receptores para
mineralocorticoides, hormdnios sexuais e da tireoide, vitamina D e &cido retinoico.11-13 Presume-se que existam entre 1.000
e 2.000 genes que estdo condicionados a regulacdo mediada pelo GR, com alguns estudos afirmando que até 20% de todos
0s genes sdo responsivos ao GR de alguma forma.l4

O hGR consiste em 9 éxons; o éxon 1 forma a regido 5'UTR (untranslated regions) nao traduzida, enquanto os éxons 2-9

codificam a proteina GR.1> O hGR apresenta 11 diferentes promotores com seus alternativos éxons iniciais (1A1, 1A2, 1A3,
1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 1H, 1I, 1]), e pode produzir 11 diferentes transcritos a partir dos diferentes promotores que codificam a
mesma proteina compartilhada pelo éxon 2.

Em 1985 dois cDNAs GR humanos diferentes, denominados GRa e GRB cDNA foram clonados.16 Demonstrou-se que os
mRNAs GRa (5,5 kb) e GRB (4,3 kb) derivaram do -:splicing alternativo do éxon 9 e que a traducdo desses mRNAs deu
origem as isoformas das proteinas GRa e GRB. Os componentes dos éxons 2 e 8 se mantém constantes no mRNAs do GR,
nas duas isoformas do éxon 9 que podem ser unidas para produzir mRNA maduros. O splicing do éxon 9a produz GRa mRNA,
que é traduzido em uma proteina com uma sequéncia Unica de 50 aminoacidos (97 kDa) em sua extremidade carboxi. O
splicing do éxon 9B produz GRB mRNA, que é traduzido em uma proteina com 15 aminoacidos ndo homodlogos (94 kDa) em

sua extremidade carboxi.15:17

Estrutura do Gene Humano e da Proteina

Os receptores esteroides, incluindo o GR humano, apresentam uma estrutura modular composta por cinco a seis regides. A
Figura 3 apresenta a representagdo linear do receptor GR humano com 777 aminoacidos (300 kDa) mostrando os dominios
principais. Estdo divididos em dominios funcionais assim denominados: dominio aminoterminal (DTN) - dominio de
transativacdao; dominio de ligagdo ao DNA (DBD) - DNA binding domain, regido de dimerizacdo do receptor; AF-1 e AF-2 -
os dois dominios de ativagdo e regido CT (carboxi-terminal) com dominio de ligagdo ao ligante (LBD - ligant binding domain)
- regides de localizacdo nuclear.18

DTN DBD LBD
NH2-H AF-1

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

A representacdo linear do GR é constituida por 777 aminoacidos. O dominio aminoterminal (DTN) é codificado pelo éxon 2,
composto por aproximadamente 439 aminodacidos e é o principal responsavel pela maior parte da atividade transcricional
independente do ligante, denominada fungdo de ativacdo 1 (AF-1). E o sitio imunogenético do receptor e possui importante
especificidade junto ao promotor. Este dominio contém a fungdo de ativacdo (AF-1) transcricional constitutiva independente
do ligante, que é necesséria para a ativacdo transcricional maxima do GR.18-20 AF-1 é rico em aminoacidos &cidos e é
importante para iniciacdo da transcricdo, ou seja, interacdo de GR com correguladores, moduladores da cromatina e o

mecanismo de transcricdo basal.18,21,22

A regido AF-1 contém 200 aminoacidos, com funcdo de ativacdo transcricional horménio independente.?3 A atividade
transcricional do AF-1 parece residir na regido central de 41 aminoacidos carregados negativamente por aminoacidos
4cidos.24 Tem-se demonstrado que esta regido interage com fatores gerais de transcricio e com um nimero de proteinas
coativadoras, apresentando, ainda, importante participagdo na repressao transcricional pelo GR.

Os préximos 65 aminoacidos na regido central do GR compdem o DBD, codificado pelos éxons 3 e 4. Consiste em dois dedos
de zinco altamente preservados. Uma caracteristica comum entre os dedos de zinco é a capacidade de reconhecer moléculas
de DNA ou RNA de diferentes comprimentos, razdo pela qual elas foram inicialmente consideradas apenas como fatores
transcricionais. Esses aminoacidos sdo coordenados em tetraedro a um ion de zinco, mantido por quatro residuos cisteinas.
Cada unidade repetida com 30 aminoacidos é dobrada em um dominio alongado ligado ao zinco com a forma de um dedo, dai
o nome dado de Zinc finger. O dominio de ligagdo ao DNA (DBD) é importante pela especificidade de ligagdo ao DNA, para a
homodimerizagdo do GR e interagdo com outros fatores de transcricdo. O dominio DBD ocupa a regido central do receptor e
contém aminoacidos responsaveis pela ligacdo 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 regido DTN, uma DBD composta por dois dedos de zinco,
uma regido de dobradica e uma regido LBD C-terminal. A variacdo na fungdo do GR pode ser correlacionada com esses
dominios. P, proximal; D, distal. O DBD também contém a sequéncia de sinal de exportagdo nuclear (SEN) que o direciona
para exportacdo do nucleo 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 cisteinas coordenadas a um fon de zinco (Zn2*) , formando uma estrutura que permite a
interacdo com sequéncias especificas de DNA.

Os dois dedos de zinco sdo separados por uma sequéncia de 15-17 aminoacidos. Trés aminoacidos da base do primeiro dedo
representam a regido chamada P-box (ou "caixa de reconhecimento"), que reconhece e se liga as sequéncias especificas do
DNA, conhecidas como elementos responsivos a glicocorticoides (GRE - Glucocorticoid Response Elements). Esse dedo se liga
ao sulco maior do DNA, garantindo o reconhecimento especifico da sequéncia. Ao passo que uma sequéncia de cinco
aminoacidos localizada entre a primeira e segunda cisteina na base do segundo dedo, contém a D-box, envolvida na
dimerizacdo do receptor sobre o DNA, permitindo que dois receptores de glicocorticoide formem um dimero para ativar ou

reprimir a transcricdo génica.15"27 Esse dedo contribui para a estabilidade da interacdo com o DNA. A presenca desses dois
dedos de zinco no dominio DBD permite que o GR atue como um regulador da expressdao génica, modulando a transcricao de
genes-alvo em resposta aos glicocorticoides.

Exons 5-9 codificam a regido da dobradica, que separa o DBD do dominio de ligagdo do ligante (LBD). Abrange aminoacidos
486-526, é uma estrutura de ligagdo flexivel que esta implicada em permitir a ligagdo adequada do DNA, dimerizagdo e

translocacdo nuclear do receptor e desempenha um papel critico na ativacdo induzida pelo ligante do GRa.28 O LBD C-
terminal contém o sitio de ligagdo do ligante e um segundo dominio de transativacdo (AF-2) regulado pela ligagao

hormonal.29

O dominio de transativagcdo AF-2 é importante para a interagdo com cochaperonas, correguladores (chaperona -
acompanhante, em inglés) e outros fatores de transcricdo.30 O LBD também engloba uma interface de dimero que é critica

para a funcdo GR e a ligacdo da proteina de choque térmico HSPs90.31 O DBD e o LBD contém sinais de localizacdo nuclear,
que sdo importantes para a translocacdo nuclear GR. O DBD também contém a sequéncia de sinal de exportacdo nuclear

(SEN) que o direciona para exportacdo do ntcleo da célula para o citoplasma através do complexo de poros nucleares.32

As cochaperonas sdo proteinas auxiliares que regulam a atividade das chaperonas moleculares, como a Hsp90 e Hsp70,
ajudando na maturacgdo, estabilizacdo e fungdo de outras proteinas. No caso do GR, elas sdo essenciais para manter o
receptor em um estado funcional antes da ligagcdo do hormonio.

Funcao das Cochaperonas no GR
e Manutencao 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 degradacao do GR e mantém sua conformacado pronta para se ligar ao glicocorticoide.

e Troca de cochaperonas na ativacdao do GR

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

A proteina p23 estabiliza a interagdo do GR com a Hsp90, facilitando sua ativacao
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e Dissociacdao do complexo e ligacao ao DNA

No nucleo, o GR se dissocia das chaperonas e se liga ao DNA nos elementos responsivos a glicocorticoides (GREs),
regulando a transcricdo génica

O dominio C-terminal primariamente controla a atividade do receptor como um todo através de sua interagdo com as HSPs90
e ciclofilinas (quando o receptor esta inativo) ou com horménios e coativadores (quando o receptor esta ativo). E o local onde
ocorre a ligagdo da proteina de choque térmico que atua como molécula chaperona, que é a responsavel, em parte, na

manutencdo da conformacdo inativa do GR, encobrindo os sinais de localizacdo nuclear localizados nessa regido.33

Como descrito, o receptor consiste de dominios distintos, incluindo o dominio N-terminal (DTN), o dominio de ligagdo de DNA
central e o dominio de ligagdo do ligante C-terminal (LBD).

Os corticoides por serem lipofilicos, atravessam facilmente a membrana celular por difusdo passiva e ligam-se aos GRs
que se encontram livres sem ligante no citosol como polimeros de baixo peso molecular (aproximadamente 90 kDa), parte
de um complexo multiproteico inativo (aproximadamente 330 kDa), que consistem de duas moléculas HSP90, e outras

proteinas como, p59, p60, p23, calreticulinas e imunofilinas da familia FK 506 (FKBP51, FKBP52).34 As HSPs90 associadas ao
GR parecem ser importantes na manutengdo do GR (maturagdo) em uma conformagdo que seja apropriada para a
ligagdo/ligante e para a inibigdo da translocagdo do GR para o nucleo (ancora citosdlica). A ligagdo GR-HSP ndo permite a
dimerizacdo, a ativagdo e a ligagdo do complexo receptor-esteroide ao DNA. Apds a ligagdo do ligante (hormonio), o GR é
liberado desse complexo e translocado para o nucleo. Antes, entretanto, o complexo GR-chaperona se reorganiza novamente,

e uma mudanca conformacional do GR ocorre, determinando a exposicdo de duas sequéncias de localizagdo nuclear (NLS).35

(Figura 5)
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O transporte do GR para o nucleo da célula é mediado por duas NLSs — NLS1 e NLS2. A NLS2 esta dentro do LBD e medeia
uma transferéncia parcial do GR para o nlcleo em varios tipos de células, enquanto que o NLS1 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.36 Esta regido é também o local de rotacdo das hélices do receptor, indispensavel para permitir a alteragdo
conformacional do complexo receptor-corticoide e é responsavel pela especificidade do gene alvo, bem como pela alta
afinidade de ligagdo ao DNA. Apds o GR se liga a nucleoporinas e importinas que transportam o GR através do poro para o

nlcleo da célula.37,38

Como esperado, o GRa exerce sua atividade transcricional em genes responsivos a glicocorticoides por ligagdo a GREs
localizados na regido promotora desses genes como dimero, mas também como mondmero ligando-se a outros fatores de

transcricdo.3° A sequéncia de ligacdo do GRE que induz a transcricdo génica é uma sequéncia palindémica de 15 pares de
bases AGAACANNNTGTTCT (onde "n" é qualquer nucleotideo) que estdo ligados por 3shomodimeros GR em um arranjo
'cabega-a-cabega'. Acredita-se que a ativacdao do gene alvo por GR ocorra principalmente por ligagdo direta a GREs e

subsequente recrutamento de coativadores e histonas acetiltransferases.40

Para a repressdao o GR se une as sequéncias de ligacdo de GR repetidas invertidas (IR-GBS) por tethering, por elementos
compostos, competindo por sitios de ligagdo de DNA (BS), sequestrando fatores de transcricdo (FTs) e competindo por

cofatores com outros FTs.*! No entanto, descobertas recentes questionaram o modelo de transrepressdo e sugerem que a
ligacdo de GR ao DNA, ndo tethering, é necessaria para a repressdo génica proé-inflamatéria,42:43-45

A interacdo GR-DNA por meio de IR-GBS pode levar a inibicdo da expressdo génica através de uma variedade de
mecanismos, incluindo competicdo com ativadores, recrutamento de correpressores, interferéncia com a maquinaria de
transcrigdo e modulagdo da cromatina.

InteragGes GR-DNA envolvem IR-GBS. A ligagdo a tal elemento leva a inibigdo da expressdo génica. Esses IR-nGREs tém uma
sequéncia CTCC(N)0-2GGAGA de consenso e a analise estrutural mostrou que nesses locais dois monémeros GR se ligam nos

lados opostos do DNA, em uma orientacdo cabeca-cauda e com cooperatividade negativa entre si. 4446
Além da ligacdo direta aos GREs, o complexo corticoide-GR pode interagir com outros fatores de transcricdo, como AP-1 e

NF-kB, modulando ainda mais a expressdo génica, reprimindo a transcricdo de genes pro-inflamatérios. GR pode alterar o
mMRNA ou a estabilidade proteica de mediadores inflamatoérios. (Figura 6)
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As mudangas na expressdo génica resultam em uma variedade de efeitos fisioldgicos incluindo: reducdo da inflamacdo;
supressdo do sistema imunolégico; regulagdo do metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios; efeitos sobre o sistema
cardiovascular, sistema nervosos central e outros sistemas organicos. E 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 transcricdo na mediacdo da transcricdo basal ja estd bem documentado, ficou
estabelecido que os receptores nucleares recrutam fatores auxiliares chamados de correguladores: coativadores (proteinas
nucleares que ativam a gene transcricdo via atividade intrinseca histona acetiltransferase) e correpressores (proteinas
nucleares que reprimem a gene transcricdo e tem atividade histona desacetilase). Estes criam, dependendo do estado de
ativacdo do receptor, uma agdo permissiva (estimulagdo) ou repressora de transcrigdo junto ao promotor, e se comunicam

com os fatores gerais de transcrigdo e com a RNA Polimerase 1I.°

As moléculas correguladoras do receptor de glicocorticoide (GR) sdo proteinas que modulam sua atividade transcricional apds

a ligacdo ao DNA. Elas podem ser classificadas em duas grandes categorias:

Coativadores (Ativam a transcricdo)

Facilitam a expressdo génica ao recrutar a maquinaria transcricional e modificar a cromatina.

histonas e tornando a cromatina mais acessivel.
® p300/CBP Cofatores essenciais que integram sinais e facilitam a ativagao transcricional.

® CARMI1 e PRMT1 Metiltransferases que modificam proteinas do complexo transcricional.

Correpressores (Reprimem a transcrigdo)

Inibem a expressdo génica ao recrutar enzimas remodeladoras da cromatina.

® NCOR1 e NCOR2 (SMRT) Recrutam HDACs, fechando a cromatina e bloqueando a transcrigdo.

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.

SRC-1, SRC-2 (TIF2/GRIP1) e SRC-3 (AIB1) Recrutam HATs, como CBP/p300, promovendo a acetilagdo das

GRIP1 (como correpressor em certos contextos) Pode atuar na repressdao dependendo do gene e da interagao

Varios grupos distintos de proteinas coativadoras tém sido identificados, com atuacdo na ativacdo transcricional mediada

pelo GR.47 Estes coativadores constituem subunidades de grandes complexos multiproteicos que atuam em varios niveis
funcionais, remodelando a cromatina, determinando modificagdo enzimatica das histonas ou modulagdo do complexo de pré-
iniciagdo via interacdo com a Pol II e GTFs (General Transcription Factors). A ligacdo dos receptores nucleares aos
coativadores é frequentemente mediada por seus dominios de ativagdo transcricional. Os dominios AF-1 e AF-2 parecem ser

os sitios de contato para o GR com coativadores, formando complexos proteicos envolvidos na ativagdo da transcrigdo.
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A proteina de ligagdo CBP (cAMP response element binding protein (CREB) — binding protein) é um coativador nuclear ubiqguo
que funciona como integrador da gene transcricdo, unindo ativadores de transcricdo, tais como o GR, com o complexo basal
de iniciacdo da transcricdo. A CBP foi descoberta primeiramente como um coativador da CREB.48 Uma outra proteina
relacionada, a chamada p300, apresenta homologia com a CBP. Ambas tém demonstrado formar interagdes proteina-proteina
com membros do dispositivo basal transcricional incluindo a RNA polimerase II e fatores gerais de transcricdo TFIIB
(transcription factor II B) a proteina que se liga a TATA (TBP). Posteriormente ficou demonstrado ligarem-se a varios outros
fatores de transcricdo, como o AP-1 e NF-kB que upregulate varios genes inflamatdrios da asma.

Quando os fatores de transcrigdo 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 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 transcricdo. Todos tém atividade intrinseca de acetilacdo da histona, que resulta na acetilagdo dos nucleos

da histona, reduzindo a sua carga.*°

A identidade de correguladores que contribuem para a transativacdo de GR cresceu muito para numeros na casa das
centenas.>0 Alguns dos coativadores GR bem estudados sdo as proteinas da familia SRC (steroid receptor coactivator), que
consiste em trés coativadores identificados: SRC-1, GRIP1 (glucocorticoid receptor-interacting protein 1),9°1.52 ¢

p/CIP.53,54 Os GR apés ativacdo pelos corticoides podem se ligar aos coativadores SRC que se ligam & CBP, resultando em
aumento da transcrigdo. SRC e CBP apresentam atividade intrinseca HAT e sdo capazes de acetilar histonas.

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

1. A interacdo direta com receptores nucleares ligant-bound;®
2. Contato direto com determinados fatores gerais de transcricdo, tais como TFIIB e TBP;>>

3. Interacdo com os coativadores transcricionais comuns, tais como CBP, p300, e PCAF;®

4. Interagdo 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. Participacdo no remodelamento da cromatina através de sua atividade intrinseca da acetiltransferase da
histona (HAT), que altera a conformacgdo de nucleossomos na regido promotor e permite a ligacdo de fatores

necessarios para aumentar a transcricdo;>9-61 e

6. Modificacdo enzimética de outros constituintes do complexo coativador.62

A ligacdo do GR ao dispositivo basal de transcricdo ndo é a Unica fungdo das proteinas coativadoras, que atuam na gene
transcricdo modulando a estrutura da cromatina. CDP-p300 e SRC-1 apresentam atividade HAT, alterando a conformacgdo dos
nucleossomos, que influencia o acesso ao promotor de fatores de transcricdo, aumentando a transcrigao.

Em contraposicdo, tém sido descritas proteinas com atividade HDAC, que reduzem a acetilagdo da histona e restauram a
estrutura densa da cromatina, o que inibe a ligagao de fatores de transcrigdo.

Receptores ativados de glicocorticoides podem se ligar diretamente a CBP ou outros coativadores para inibir a atividade HAT,
revertendo o desenrolar do ADN ao redor do nlcleo da histona, remodelando a cromatina e assim reprimir os genes
inflamatorios. Baixas concentragdes de corticoides ativam os receptores de corticoides, recrutam HDACs (principalmente
HDAC1 e 2) para ativar o complexo transcricional, resultando na desacetilagdo das histonas, reduzindo a transcricdo de genes

inflamatérios e aumentando a transcricdo de genes anti-inflamatérios.49

Um conceito sugere que os ativadores da transcrigdo, 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 sdo conhecidos como Swi/Snf (switch/sucrose nonfermentable). O complexo Swi/Snf hidrolisa o ATP e utiliza a
energia da hidrdlise do ATP para romper interagdes histona-DNA e remodelar a cromatina, permitindo que os fatores da
transcricdo se liguem ao promotor.53 Embora o exato mecanismo pelo qual o Swi/Snf altera a estrutura da cromatina ndo
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.5%

A Figura 7 sintetiza o que foi exposto. Nela sao
evidenciados os multiplos fatores de transcrigdo que se
ligam as moléculas coativadoras, como a CBP ou p300, as
quais apresentam atividade intrinseca histona
acetiltransferase, resultando na acetilagdo 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 transcrigdo,
dentre eles o GR, resultando no aumento da gene
transcrigdo, produzindo mRNAs responsaveis pela sintese
de proteinas.

Por outro lado, os receptores de glicocorticoides apos a
ativagdo pelos corticoides interagem na gene transcrigdo
por outras duas formas: 1) podem se ligar a coativadores
dos receptores de glicocorticoide SRC que se ligam a CBP
resultando em aumento da transcricdo ou; 2) se ligam
diretamente a CBP, resultando desacetilagdo das histonas,
compactando o DNA, impedindo desta forma a ligacdo de
fatores de transcricdo, determinando redugdo na
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expressdo génica.

Uma questdo importante: os corticoides desativam apenas os genes inflamatorios. Eles nitidamente ndo suprimem a
atividade de todos os genes e sdo bem tolerados como terapéutica.

Os receptores de corticoides provavelmente se ligam unicamente aos coativadores que sdo ativados por fatores de
transcrigdo pro-inflamatdrios, como o NF-kB e AP-1, embora ndo se saiba como ocorre esta acdo especifica de
reconhecimento. A exploracdo da especificidade tecidual da ligagdo do GR surgiu como uma estratégia terapéutica potencial
para reter efeitos benéficos especificos do tratamento com corticoide, como a imunomodulacdo, ao mesmo tempo em que

previne efeitos adversos, como obesidade, diabetes e osteoporose.6>

A maioria dos efeitos anti-inflamatorios dos glicocorticoides parece resultar de um importante mecanismo regulador negativo
chamado transrepressdo, no qual o GR ligado ao ligante é recrutado para a cromatina por interagdes proteina-proteina com
fatores de transcrigao ligados ao DNA, particularmente NF-kB e AP-1. Tanto o NF-kB quanto o AP-1 sdo fatores de transcrigao

que amplificam, coordenam e perpetuam mecanismos de ativacdo de multiplos genes inflamatérios.56
O complexo corticoide-GR pode controlar a transcricdo de genes por varios mecanismos, dentre eles:

m Por controle direto ou indireto sobre a transcricio de certos genes-alvo.67:68 O niimero de genes controlados diretamente
pelo corticoide por célula é estimado entre 10 e 100, sendo que outros sdo regulados indiretamente através de interagcdao com

diferentes fatores de transcricio.! A maioria dos efeitos anti-inflamatérios dos corticoides resulta de um importante
mecanismo regulador negativo chamado transrepressdo, no qual o GR ligado ao ligante é recrutado para a cromatina por
interacOes proteina-proteina com fatores de transcrigdo ligados ao DNA, particularmente NF-kB e proteina ativadora-1 (AP-
1).

m Por interacdo direta proteina-proteina com o fator de transcricdo AP-1 e o GR.%9 Funcionalmente, as consequéncias destas

interacdes resultam em uma mdtua repressdo transcricional tanto do AP-1 como do GR79:71 o que inibe os efeitos pré-
inflamatérios de uma série de citocinas.

m Por repressdo direta da transcricdo dos fatores nucleares pré-inflamatdrios NF-kB72:73 e
NF-AT (nuclear factor of activated T-cells) que regulam a expressdo de outros genes alvo
Inflammatory inflamatoérios. O GR interage com o NF-kB pela ligagdo a subunidade p65 do heterodimero

Mediator i s e o - P
Palll ; NF-kB,”4 impedindo a ligagdo DNA - NF-kB,”>:76 suprimindo a transcricdo de genes como os
das citocinas IL-6 e IL-8,7°:77 de enzimas inflamatérias e moléculas de adesdo (Figura 8 ).

.- = Por aumento das ribonucleases das células, e desta forma reduzindo os niveis de mRNA.”8

m As maiores evidéncias sugerem que a regulacdo dos genes-alvo ocorre ao nivel da
transcricdo, entretanto, em algumas citocinas a regulagdo da gene expressdo €, ao menos parcialmente,

postranscricional.”’2:80 A repressdo dos genes que codificam a IL-11, o GM-CSF e a ciclooxigenase nas células epiteliais do
pulm&o e fibroblastos é mediada por mecanismos transcricional e postranscricional,81-83

m Os corticoides apresentam também agdes anti-inflamatérias ndo ligadas a transcrigdo através do remodelamento da
cromatina. Uma delas é o reconhecimento de sua participagdo interferindo na sintese de proteinas pela redugdo da
estabilidade do mRNA, reduzindo a sintese proteica. Alguns genes inflamatdrios, como o que codifica o0 GM-CSF, produzem
mMRNA que sdo particularmente susceptiveis a agdo de ribonucleases que degradam o mRNA, e desta forma interrompem a
sintese de proteinas. Os corticoides podem ter efeitos inibitorios nas proteinas que estabilizam mRNA, determinando uma

degradacdo mais répida e desta forma uma reducdo na expressdo da proteina.84

m Existem evidéncias de que os corticoides exercem acgdo inibitéria sobre a MAP (mitogen-actived protein) quinases, que
apresentam importante participacdo na gene expressao através da regulacdo de fatores de transcricdo pré-inflamatoérios. Os
corticoides podem inibir a AP-1 e NF-kB via um efeito inibitério na c-jun N-terminal quinases, a qual ativa estes fatores de

transcricdo.85:86 Os corticoides reduzem a estabilidade do mRNA para alguns genes inflamatérios, como para ciclooxigenase-
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2, através de acdo inibidora em outra MAP quinase, a p38 MAP quinase.8” Este efeito é mediado pela inducdo de um potente
inibidor endégeno p38 MAP quinase denominado MAP quinase fosfatase-1.88

Corticoides constituem a terapéutica mais eficaz da atualidade no controle a longo prazo da asma, reduzindo a
inflamacdo nas vias aéreas pela interacdo com fatores de transcricdo que regulam a expressdo génica, aumentando ou
reduzindo a transcrigdo.

O receptor de glicocorticoide inibe varios pontos bloqueando diretamente a transcricdo de proteinas inflamatoérias como p.
ex. NF-kB e AP-1 ou induz a expressao de proteinas anti-inflamatorias. Sua agdo alcanca mais de 30 alvos diferentes:

Aumentando a Transcrigao:

Induz a ativacdo e sintese de lipocortina-1 (anexina-1), uma proteina inibidora da fosfolipase A> da membrana
fosfolipidica do acido araquiddnico, que controla a producdo de prostaglandinas, PAF e leucotrienos;89:90

Aumenta a transcricdo da antiprotease SLPI (secretory leucocyte protease inibitor) nas vias aéreas que se
opde as enzimas inflamatdrias como a triptase;91

Aumenta a expressao da endopeptidase neutra (NEP) no epitélio brénquico, degradando taquicininas,
reduzindo a inflamac&o de causa neurogénica;92

Em mondcitos e células T, aumenta a gene transcrigdo do Ik-B-a, que se liga no nucleo ao NF-kB e induz a
dissociacdo do NF-kB dos sitios de ligacdo kB, nos genes alvo;93

Aumenta a sintese da IL-10 (indiretamente) previamente conhecida como CSIF (cytokine-syntesis-inhibitory
factor) que inibe o afluxo de eosindfilos e linfécitos T na reagdo inflamatéria tardia pés-provocagdo alergénica em
ratos Brown-Norway; 9495

Aumenta os niveis de IL-12 mRNA que tem papel importante na inibicdo de sintese inapropriada de IgE;%®

Aumenta a formagdo de antagonista de receptor IL-1 nas células epiteliais bronquicas in vitro e in vivo;97:98

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

Aumenta a expressao dos receptores 3, dobrando a velocidade de transcricdo no pulmao humano, in vitro; 100

Potencializa os efeitos dos B3-agonistas na musculatura lisa bronquica, previne e reverte a taquifilaxia do B>-
receptor das vias aéreas in vivo e in vitro;

Aumenta a expressdo da proteina Clara cell (CC10, inibidor fosfolipase A,);101

Aumenta a sintese da GILZ (glucocorticoid-induced leucine zipper protein) que inibe o NF-kB e AP-1;102,103
Aumento rapido (10 X) na MKP-1 mRNA duas horas apds a exposicdo a droga € um aumento na proteina

mitogen-activated protein kinase phosphatase-1 (MKP)-1 em quatro horas, com concomitante inibicdo da
sinalizacdo celular p38 MAP kinase. A MKP-1 é o inibidor enddgeno da pro-inflamatdria mitogen-activated protein

(MAP) kinase.104

Reduzindo a Transcricao:
Limita a expressao de citocinas como IL-18 , 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-a, GM-CSF, SCF, TSLP;93,105
Limita a expressdo de quimiocinas IL-8, RANTES, MIP-1a, MCP-1, MCP-3, MCP-4, eotaxina;106

Limita a expressdo de IL-3, IL-5 e GM-CSF pelo eosindfilo, interferindo em sua diferenciagdo, ativacdo,
quimiotaxia, inibindo sua capacidade de autorregulacdo.107-109 O corticoide bloqueia os efeitos destas citocinas,
levando & morte celular programada ou apoptose;110

Inibe a expressdo das moléculas de adesdo do endotélio e leucdcitos, tais como a selectina-E, VCAM-1 e ICAM-
1 por acdo direta ou por inibicdo da producdo das citocinas IL-1A e TNF-B.111 Esta acdo pode diminuir a migracdo
de células inflamatodrias para os tecidos;

Reduz o numero de mastécitos na mucosa das vias aéreas, pela redugdo na produgdo de citocinas IgE
dependentes, como a IL-3 e GM-CSF, necessarias para a expressdo dos mastdcitos nas superficies mucosas;112

Inibe a transcricdo dos receptores Nkj e NK3 e do receptor de bradicinina By;113
Reduz a producdo, das enzimas inflamatérias iNOS,114-116 cOx-2117,118 o cp A, ;119

Inibe a sintese do peptideo endotelina-1, potente broncoconstritor expresso nas células epiteliais de pacientes
asmaticos; 120,121
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Inibe a proliferagdo de linfocitos T que ocorre em parte por repressdo do fator de progressdo G1 e da ciclina
D3;122
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