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[ Revisién

Mecanismos de accién y resistencia a
glucocorticoides en asma y enfermedad pulmonar
obstructiva cronica
(Glucocorticoid action and resistance mechanisms in asthma and
chronic obstructive pulmonary disease)

Alcibey Alvarado-Gonzélez', Isabel Arce-Jiménez?

Resumen

El asma bronquial y la enfermedad pulmonar obstructiva crénica son dos problemas mayores
de salud: su incidencia se encuentra en aumento y representan, indiscutiblemente, una causa
importante de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Los glucocorticoides se han posicionado
como la droga de eleccién en el tratamiento de padecimientos inmunoldgicos e inflamatorios crénicos,
como el asma bronquial y la enfermedad obstructiva crénica. Estas drogas suprimen la inflamacién
en multiples vias moleculares, caracteristica que les confiere destacada eficacia. Su principal accién
en dosis terapéuticas se produce por la transrepresién de genes inflamatorios activos, mediante el
reclutamiento y actividad de la enzima histona-desacetilasa-2 y la remodelacién de la cromatina.
En dosis altas, funcionan mds bien como transactivadores, acetilando las histonas y estimulando la
transcripciéon de genes antinflamatorios, y potencialmente, también de varios genes relacionados
con efectos secundarios. Ademds, se les reconoce acciones postranscripcionales, que modifican
la estabilidad de secuencias de ARN mensajero. A pesar de esto, una respuesta disminuida a los
glucocorticoides se presenta en pacientes con asma severa, en asmdticos que fuman y en quienes
tienen enfermedad pulmonar obstructiva crénica. Varios mecanismos moleculares de resistencia a
glucocorticoides han sido identificados. Se estdn investigando otros tratamientos antinflamatorios
que permitan controlar los sintomas de estos pacientes, asf como drogas que puedan revertir los
mecanismos moleculares de la resistencia. Problemdticamente, estas terapias podrfan ser demasiado
especificas para resultar eficaces, como es el caso de los esteroides disociados, en el que es dificil
separar efectos antinflamatorios y secundarios.

Descriptores: asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, resistencia a medicamentos,
glucocorticoides, inflamacién.

Abstract

Bronchial asthma and chronic obstructive pulmonary disease are two major health problems
whose incidence is increasing. Both are a widely recognized cause of morbidity and mortality.
Glucocorticoids have been identified as the drug of choice for the treatment of chronic inflammatory
and immune diseases, such as bronchial asthma and chronic obstructive pulmonary disease. The
well-known efficiency of these drugs is attributable to their suppression of inflammation in several
molecular pathways. Its main action at therapeutic doses is due to trans-repression of activated
inflammatory genes, through the recruitment and action of the enzyme histone desacetylase-2
and the subsequent remodeling of chromatin. At higher concentrations, glucocorticoids act as
trans-activators, acetylating histones and stimulating the transcription of anti-inflammatory genes.
Eventually, this mechanism could be involved in the activation of genes related to side effects.
Post-transcriptional effects that modulate the stability of mRNA have been proved. Nevertheless,
decreased glucocorticoid responsiveness is found in patients with severe asthma and asthmatics
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who smoke, as well as in all patients with chronic obstructive pulmonary disease. Several molecular
mechanisms of glucocorticoid resistance have been identified. Alternative anti-inflammatory
treatments that may allow for the control of these patients’ symptoms and drugs that may reverse
molecular mechanisms of resistance are being investigated. Unfortunately, these therapies might be
too specific to be effective, as is the case of dissociated glucocorticoids, where it has been difficult to
dissociate anti-inflammatory effects from adverse effects.

Keywords: Asthma, chronic obstructive pulmonary disease, drug resistance, glucocorticoids,

inflammation.

Recibido: 08 de enero de 2013

El uso mds uso comtn de los glucocorticoides (GC) en
enfermedades respiratorias es en el tratamiento del asma.' Los
GCinhalados se han establecido como el tratamiento de primera
linea en adultos y nifios con asma persistente: la enfermedad
inflamatoria crénica mds comin.? Sin embargo, existe una
minorfa de pacientes con esta enfermedad que tienen poca o
nula respuesta a los GC, atn en dosis altas. Esto también ocurre
con la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC).3

La presente revision describe los mecanismos moleculares
antinflamatorios de los GC, particularmente aquellos enfocados
en el asma. También se discuten las bases moleculares de la
resistenciaa GC en asma, EPOC, sus implicaciones y alternativas
terapéuticas.

Inflamacién en asma: bases moleculares

Los pacientes con asma tienen un patrén especifico de
inflamacién en las vias aéreas, caracterizado por la presencia
de mastocitos degranulados, eosinéfilos hipodensos y linfocitos
Th,.* Estas alteraciones son responsables de las manifestaciones
clinicas de la entidad, que incluyen sibilancias intermitentes,
disnea, tos y opresién tordcica.’ Los GC controlan y previenen
estos sintomas en muchos pacientes.

En el asma se pueden liberar aproximadamente 100
mediadores inflamatorios, dentro de los que se encuentran
mediadores lipidicos, péptidos inflamatorios, citoquinas,
quimosinas, enzimas inflamatorias y factores de crecimiento.¢
La evidencia sugiere que las células estructurales de la via aérea
(p.€j.: células epiteliales, musculo liso, células endoteliales y
fibroblastos) son la mayor fuente de estos mediadores.?

La expresion de mediadores inflamatorios es regulada por
transcripcion genética, la cual, a su vez, es controlada por
factores de transcripcién proinflamatorios, como el NF-k(
(factor nuclear kappa-beta), AP-1 (protefna activadora-1), NF-AT
(factor nuclear de células T activadas) y STAT (transductores de
sefiales y activadores de transcripcién).”® Por ejemplo, el NF-kp
estd marcadamente activo en las células epiteliales de pacientes
asmdticos.>® Algunos de estos factores pueden ser activados
por infeccién con rinovirus y por alérgenos, potenciales
intensificadores de la inflamacién asmadtica.!®

Cuando los factores de transcripcién proinflamatorios son
activados, se unen a secuencias especificas de reconocimiento en
el ADN. En esta interaccién participan moléculas coactivadoras

Aceptado: 04 de julio de 2013

como: p300/CREB, CBP (proteina de unién a CREB), pCAF
(factor activador de p300/CBP) y swi/snf (Swltch/sucrosa no
fermentable). Estos complejos moleculares tienen actividad
histona acetiltransferasa intrinseca (HAT), que conlleva a
la expresién de los genes inflamatorios correspondientes
(explicado en detalle adelante).!':'?

Remodelacién de la cromatina

La estructura que presente la cromatina es critica para
la expresién y la represién de los genes. Estructuralmente,
la cromatina estd construida por unidades denominadas
nucleosomas. A su vez, estos estdn constituidos por ADN
asociado a un octdmero de histonas (2H2A, 2H2B, 2H3, 2H4)
y otras protefnas.'® (Figura 1)

En la célula en reposo, el ADN estd ovillado alrededor del
ntcleo bésico de histonas. Esta conformacién obstaculiza los
sitios de unién de la ARN polimerasa II, enzima encargada de
la formacién de ARN mensajero (p.ej., transcripcién genética).
Dicho entrelazamiento estd dictado por atraccién de cargas
eléctricas. E1 ADN tipicamente presenta una carga hegativa,
mientras el ntcleo de histonas, una carga positiva. Es asf como
la cromatina adopta una distribucién “cerrada”, que se asocia
con la supresién de la expresién genética.!?

Cada nucleo de histonas tiene una cadena N-terminal rica
en residuos de lisina, que pueden ser acetilados y adquirir una
carga eléctrica mds negativa. Es asf como la cromatina puede
cambiar a la conformacién “abierta”, perdiendo el enlace
ADN-ntcleo de histonas, dado que existe ahora una repulsién
de cargas.' Las hélices de ADN se desovillan y es posible la
unién de la ARN polimerasa II a los sitios correspondientes en
el ADN, formando ARN mensajero que viajard al citoplasma
y emprenderd la sintesis de los mediadores inflamatorios o
antinflamatorios, segin el gen involucrado.' Esta acetilacién
puede ser reversada por la actividad de las enzimas histona-
desacetilasas (HDACs). Es asi que resulta el papel de las HAT
como coactivador y el de las HDAC como correpresor.'® (Figura
1) En biopsias de pacientes con asma, la actividad HAT estd
incrementada y la HDAC, reducida, lo que favorece la expresién
de genes inflamatorios.!”!®

El nicleo de histonas también pueden ser modificado por
metilacién (y desmetilacién), fosforilacién, nitracién (estrés
nitrativo), sumoilacién y ubiquitinacién.!>!? El concepto de
“cédigo de histonas” se refiere a estas modificaciones, que al
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Figura 1. Estructura de la cromatina y modificacion de histonas por acetilacion-desacetilacion. a). Nétese la acetilacion de los residuos de lisina en la cadena
N-terminal de las histonas. b). La acetilacion de las histonas produce un desdoblamiento del ADN, que permite la accion de la ARN polimerasa Il y la transcripcion
genética. La desacetilacion ocasiona lo contrario: represion (silencio genético).

alterar la estructura de la cromatina, se asocian a expresion o
represién de genes.202?

Efectos bioquimicos de los GC

Para ejercer su efecto, el GC debe difundir a través de
la membrana plasmdtica y unirse a su receptor (RG) a nivel
citoplasmatico. Una vez activado el complejo (el GC unido al
receptor), distintos mediadores facilitan su translocacién al nicleo,
donde se generan efectos directos e indirectos sobre el control de
la inflamacién.* (Figura 2) A continuacién se detalla este proceso.

1. Receptor de glucocorticoides (RG): el RG es codificado
por un Unico gen, pero se reconocen varias isoformas
creadas a través del empalme alternativo. En el citoplasma
se encuentra el RGo, Unica isoforma del receptor que se
une a los GC. La isoforma f se encuentra unida al ADN, y
se desconoce su significancia funcional.?*

Mientras no se encuentra estimulado por su ligando (GC),
el RGa se mantiene unido a moléculas de tipo chaperonas
(como las protefnas de choque de calor 70 y 90).* La unién
del ligando activa al RGa, el cual sufre un cambio estructural
que libera las chaperonas.?* Con esto, se exponen sitios del
receptor que sefialan su translocacién nuclear. Las protefnas de
tipo importinas nucleares (p.ej., importina o e importina-13),
permiten una rdpida movilizacién del complejo.!

Para efectos didacticos, los mecanismos antinflamatorios de
los GC se pueden estudiar desde 3 perspectivas: activacién de
genes antinflamatorios, desactivacién de genes inflamatorios
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activados y efectos postranscripcionales. Los primeros dos
modelos dependen, sobre todo, de la dosis de GC, y estan
intimamente relacionados con la remodelacién de la cromatina.

2. Activacion genética: GC a dosis altas: en el ntcleo,
dos complejos GC-RGa homodimerizan y adquieren la
capacidad de unirse a secuencias especificas de ADN. Los
genes sensibles a GC tienen en su promotor secuencias
de nucledtidos denominadas “elementos de respuesta a
glucocorticoides” (GRE).?* La unién del homodimero al GRE
permite modular la expresién genética: estimular (menos
comun, inhibir) la transcripcién del gen especifico. Esta
activacién es mediada por la interaccién RG-ADN-moléculas
transcripcionales coactivadoras (p.ej., CBP, SRC-2, pCAF).
(Figura 2) Estas dltimas poseen actividad acetiltransferasa
intrinseca, lo que causa la acetilacién de las histonas.?
(Figura 1)

Los genes que son activados por los GC incluyen los que
codifican para el receptor B2 adrenérgico, inhibidor de la
leucoproteasa secretoray MPK-1 (una fosfatasa-1 inhibidora de la
MAPK).*De esta forma, se producen protefnas antinflamatorias.
Como se menciond, la inhibicién de la expresién genética es
menos frecuente y estd mds relacionada con los efectos adversos
de los GC.

3. Desactivacién de genes inflamatorios activados: GCs
a bajas dosis: en el control de la inflamacién, la principal
accién de los GC es la inhibicién de la sintesis de mediadores
inflamatorios.**?* Dos mecanismos reprimen la expresién
genética e interactlan con moléculas correpresoras, de
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Figura 2. Efectos nucleares de los glucocorticoides: (a) Un estimulo inflamatorio, a través de quinasas, activa la expresion de genes proinflamatorios. Los G, en
dosis bajas, bloquean la acetilacion de dichos genes y la transcripcion genética y estimulan la desacetilacion, lo que produce represion. (b) en dosis altas tienen
actividad HAT y activan la transcripcion de genes antinflamatorios y la formacion de sus proteinas. MKP1: fosfatasa 1 de la proteina quinasa activada por mitégeno.
GILZ: proteina zipper de leucina inducida por glucocorticoides. SLPI: inhibidor de la leucoproteasa secretora. SRC-2: coactivador del receptor de esteroides.

modo que contrarreste la respuesta coactivadora de factores
proinflamatorios. Se limita asf la acetilacién de las histonas,
la remodelacién de la cromatina y la unién de la ARN
polimerasa II.2® E1 mecanismo mds importante se produce
mediante el reclutamiento de la HDAC-2 y resulta de esta
via la supresién de los genes inflamatorios ya activados.?®-*

Resistencia a los GC

El asma bronquial generalmente se controla con dosis bajas
de GC. No obstante, un grupo de pacientes requiere dosis
méximas inhaladas y alrededor de un 1% necesita de GC orales
(asma corticodependiente). Una fraccién pequefia va a tener
resistencia a GC (refractarios o insensibles). Esta se define
como ausencia de mejorfa clinica o espirométrica después de
tratamiento con altas dosis de GC (40 mg de prednisolona diaria
por 15 dfas). La ausencia de respuesta espirométrica se define
como la falta de mejorfa de al menos un 15% en el FEV1 a los
15 dfas de tratamiento, ante la presencia de mejorfa >15% con
el uso de un broncodilatador de accién corta.!* Estos pacientes
tienen una funcién pulmonar matutina més deteriorada, mayor

grado de hiperreactividad bronquial e historia de asma familiar
con mayor frecuencia que los asmadticos sensibles a GC. No
tienen déficit de cortisol ni anormalidades en las hormonas
sexuales y desarrollan los efectos secundarios de los GC,
incluyendo el sindrome de Cushing.?

Alrededor de un 25% de los pacientes asmdticos fuman y
tienen una respuesta reducida a los GC. El asma es més severa
y hay una declinacién mds rdpida de la funcién pulmonar en
comparacién con los asmaticos que no fuman.? Los pacientes
con EPOC también tienen poca respuesta a los GC. Este
tratamiento no tiene efecto en la progresién de la enfermedad
ni en la mortalidad; se ha reportado una potencial pero ligera
reduccién de las exacerbaciones,?” aunque recientemente este
hallazgo ha sido cuestionado.?®

En la EPOC, los GC no reducen células inflamatorias,
citoquinas ni proteasas en el esputo, ni atin con GC orales. No
solo no suprimen la inflamacién neutrofflica de las vias aéreas,
sino que inhiben su apoptosis.?**® No obstante, alrededor
de un 10% de los pacientes con EPOC sf responde a los GC
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Figura 3. Mecanismos moleculares de resistencia a esteroides. a) Diversos estimulos pueden nitrosilar (NO), fosforilar (p), ubiquitinizar (ub) o secuestrar en el
citoplasma al complejo GCs-RG. La union del RGP al ADN puede limitar la sefalizacion por el RGa. b) En la EPOC, asma severa y asmaticos que fuman, el estrés
nitrativo y oxidativo fosforiliza, ubiquitiniza y nitrosila la HDAC2 (enzima histona desacetilasa 2). La disminucion de la desacetilacion por HDAC2, funcionalmente
amplifica el efecto de factores como NF-kB, y permite una mayor acetilacion de las histonas de genes inflamatorios.

inhalados. Estos pacientes poseen mayor nimero de eosinéfilos
en las vias aéreas, asi como mayor reversibilidad con los
broncodilatadores. Se ha planteado que en ellos es probable que
exista, concomitantemente, asma.?

Mecanismos moleculares de resistencia

A continuacién se detallan los mecanismos mas conocidos
de resistencia a GC. (Figura 3)

1. Resistencia familiar a GC. El muy raro sindrome de
resistencia familiar a los GC (solo una docena de casos han
sido descritos) obedece a una mutacién del RG. El resto
de los pacientes con asma resistente a GC no tiene obvias
anormalidades genéticas en la estructura del receptor.*!

2. Modificacién del RG. Existe un subgrupo de pacientes
resistentes que tiene aumentada expresién de IL-2, IL-4 e
IL-13 en células T y monocitos. Estas activan la familia de
las quinasas: p38 MAPK, JAK-3 (quinasa Janus-asociada-3)
y JNK (quinasa c-jun N-terminal). Tales enzimas fosforilan
los residuos de serina 226 o 211 del RG, y disminuyen su
afinidad por los GC y la translocacién nuclear.?4323334 E]
MIF (factor inhibidor de la migracién del macréfago) es
una citoquina con potente accién antiglucocorticoide y su

actividad se ha encontrado aumentada en asma resistente a
GG, lo que sugiere un rol potencial para terapias antiMIE>!

. Aumento de la expresiéon de RGB. Se propone que este
compite con la isoforma o por la unién al GRE o por la
unién a moléculas coactivadoras. Dado que el RGP no se
une a los GC, no permite mediar su accién y se comporta
como una forma dominante negativa. '3

. Aumento de la transcripcion de factores
proinflamatorios. La excesiva activacién de AP-1 es
otro mecanismo de resistencia. Esta protefna se une al
RG vy previene la interaccién con el GRE y factores de
transcripcion. 353

. Disminucién de los linfocitos T reguladores. La
IL-10 es una importante citoquina antinflamatoria e
inmunorreguladora secretada por células T en respuesta a
GC. Existen pacientes asméticos GC resistentes que no
secretan IL-10 en respuesta a la hormona y que al agregatles
vitamina D3 (calcitriol), restauran la produccién de la
interleucina, 1o que sugiere implicaciones terapéuticas. La
vitamina D es un fuerte regulador del sistema inmune,
particularmente en el control de células T regulatorias. Por
lo tanto, un bajo ingreso en la dieta de la vitamina o poca
exposicion solat, podrfa contribuir a la resistencia a GC en
enfermedades inflamatorias.*”
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6. Acetilacién defectuosa de las histonas. Otro grupo de
pacientes tiene acetilacién defectuosa de la lisina 5 de la
histona 4, y es resistente a dosis altas de GC inhalados, pero
sufre los efectos secundarios de los GC.3!

Implicaciones terapéuticas

La resistencia a los efectos antinflamatorios de los GC es
una barrera mayor para el control efectivo de la enfermedad, en
tanto implica gran morbilidad y altos costos de salud. Existen
estrategias terapéuticas para tratar esta condicién, y las mds
importantes se detallan de seguido.

1. Esteroides disociados: los agonistas selectivos del
RG (esteroides disociados) son mds efectivos en la
transrrepresion (efecto antinflamatorio obtenido al inactivar
la acetilacién de las histonas y estimular la desacetilacién)
que en la transactivacién (media efectos secundarios,
metabdlicos y endocrinoldgicos).'® Varios GC disociados
estdn en desarrollo y se investigan en la arena clinica,
sin embargo, existe duda acerca de su eficacia.’! Si esto
se lograra, se podrian obtener GC con amplio margen de
seguridad, incluso para su uso oral, sin efectos adversos
significativos. La reciente descripciéon de la estructura de
cristal del RG podrfa ayudar al disefio de GC disociados.*®

2. Tratamientos antinflamatorios alternativos: no se
ha encontrado que el tratamiento con inhibidores de
calcineurina (p.ej., tacrolimus y ciclosporina A), efectivos
en artritis reumatoide, sea eficaz en asma resistente.’!

Drogas que estimulen la actividad de HDAC-2, como
inhibidores de fosfodiesterasa 4 (p.ej., teofilina en dosis
bajas), inhibidores de fosfoinositol-3-quinasa & (PI3K-3),
antioxidantes e inhibidores de la 6xido nitrico sintetasa
inducible, pueden tener un papel promisorio en enfermedades
resistentes a GC.*

Inhibidoresdep38 MAPK estdn en desarrollo, particularmente
en asma esteroide-resistente por hiperactividad de IL-2 e IL-4.
No obstante, la toxicidad y sus efectos secundarios ( infeccién)
han limitado su éxito.*° Lo mismo sucede con los inhibidores del
NF-KB, por lo que solo estdn disponibles a nivel tépico.?

3. Reversion de la resistencia a esteroides: una opcién
atractiva para tratar la resistencia es revertir la causa. Por
ejemplo, suspender el fumado en asméticos que fuman.*!
También se ha propuesto el uso de inhibidores de JNK, JAK-3
y de vitamina D3.% Inhibidores de MIF (moléculas pequefias
y anticuerpos monoclonales) estdn siendo explorados.334346

La expresién y la actividad de la HDAC-2 se encuentran muy
reducidas en macréfagos, vias aéreas y parénquima pulmonar
de pacientes con EPOC, asmédticos fumadores y resistentes. El
estrés nitrativo al formar peroxinitrito, nitrosila y los residuos de
tirosina de la HDAC-2, conllevan a inactivacién, ubiquitinacién
y degradacién. El estrés oxidativo activa la PI3K-8, la cual
fosforila e inactiva la HDAC-23' y es comin en muchas
enfermedades inflamatorias severas. En EPOC, incluso cuando
se haya suspendido el fumado, el estrés oxidativo persiste y, por
lo tanto, la resistencia a los GC.'3

Uno de los mecanismos de accién de teofilina es inhibir la
PI3K-5, que reduce el efecto del estrés oxidativo sobre HDAC-2
y permite aumentar la expresién y actividad de la enzima, lo
que implica un efecto sinergfstico antinflamatorio entre las dos
drogas.

En conclusién, la resistencia a GC es importante en varias
enfermedades inflamatorias comunes y complica su manejo
clinico. Muchos mecanismos moleculares de este fenémeno han
sido dilucidados, pero se requiere pruebas de laboratorio rdpidas
y de bajo costo para definir las vias involucradas. La investigacién
ha llevado a plantear nuevas estrategias terapéuticas, y en ese
horizonte, tal vez a corto plazo se encuentre el tratamiento para
estos pacientes.

Conflicto de intereses: ninguno de los autores tiene relaciéon
financiera con alguna entidad que tuviese interés en los
resultados de este manuscrito.
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