Aspectos Moleculares da Sensibilidade aos
Glicocorticoides

revisao

RESUMO

Os glicocorticoéides exercem um papel importante na regulagao fisio-
l6gica e na adaptacao a situacdes de stress, sendo a maioria dos
efeitos destes hormbnios mediada pela interagdo com o0s receptores
glicocorticéides. A sensibilidade ao glicocorticéide depende da densi-
dade celular de receptores expressos, bem como da eficiéncia da
transducéo do sinal mediada pelo complexo horménio-receptor. Os
estados de resisténcia ou de hipersensibiidade ao glicocorticoide,
observados, respectivamente, nas doencas inflamatdrias auto-imunes e
na sindrome metabdlica, podem representar a variabilidade dos fatores
que influenciam a cascata de sinalizagdo do glicocorticéide. O reco-
nhecimento destes fatores contribui para uma melhor compreensao
tanto do fendtipo clinico e da evolugao destas doengas quanto da
resposta terapéutica com glicocorticéide. A compreensdo destes
mecanismos fisiopatolégicos também pode contribuir para a escolha
de intervencdes terapéuticas. Neste artigo de reviséo, descrevemos 0s
multiplos fatores envolvidos nesta cascata de sinalizagcdo, os quais sao
capazes de influenciar a sensibiidade ao glicocorticéide. (Arq Bras
Endocrinol Metab 2006;50/6:983-995)
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ABSTRACT

Molecular Aspects of Glucocorticoid Sensitivity.

Glucocorticoids play an essential role in maintaining basal and stress-
related homeostasis. Most known effects of glucocorticoids are mediat-
ed by the intracellular glucocorticoid receptors. The glucocorticoid sen-
sitivity seems to depend on the amount of receptors expressed and the
efficiency of glucocorticoid receptor-mediated signal transduction. Glu-
cocorticoid resistance or hypersensitivity, seen in autoimmune-inflamma-
tory diseases and in metabolic syndrome respectively, can represent the
variability of several steps that influence the signaling cascade of gluco-
corticoid action. The recognition of these steps could provide the under-
standing of the clinical phenotype and course of such diseases as well as
their responsiveness to glucocorticoid therapy. The comprehension of
these pathophysiological mechanisms can also improve the possible
therapeutic interventions. In this review, we have summarized the multi-
ple factors that have been shown to be involved in this signaling cas-
cade and, thus, to influence glucocorticoid sensitivity. (Arq Bras
Endocrinol Metab 2006;50/6:983-995)

Keywords: Glucocorticoid; Sensitivity; Mechanism of action; Molecular
biology; Glucocorticoid receptor; Dexamethasone

Os GLICOCORTICOIDES SAO PRODUZIDOS € secretados pelo cOrtex adre-
nal e exercem um papel importante em varios érgaos e sistemas, par-
ticipando da regulacéo fisioldgica e da adaptacdo as situacdes de stress.
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A concentracdo de glicocorticéide circulante é
regulada através do ajuste do eixo hipotalamico-
hipofisario-adrenal, influenciado por fatores como o
ritmo circadiano (1), o stress (2) e o feedback negativo
(3); este ultimo fator é exercido pelo préprio hormdnio
glicocorticéide, agindo sobre os receptores glicocor-
ticdides (GR), presentes no hipotalamo e na hipofise.

Os GR sdo proteinas citoplasmaticas com estru-
tura contendo dominios comuns a outros membros da
superfamilia de receptores nucleares (4). Atuam como
fatores de transcricdo, alterando a expressdo dos genes-
alvo em resposta a um sinal hormonal especifico (5).
As suas fungdes ocorrem, pelo menos, em trés niveis:
recrutando os fatores da maquinaria geral de trans-
cricdo; modulando a acdo dos fatores de transcricao,
independentemente da ligagdo ao DNA; e modulando
a estrutura da cromatina, permitindo a ligacdo de ou-
tras proteinas reguladoras ao DNA (6).

A resposta fisiologica e a sensibilidade aos glico-
corticoides variam amplamente entre as espécies, 0s
individuos, os tecidos, os tipos celulares e até mesmo
durante as fases do ciclo de uma mesma célula (7,8).
Muitas condi¢Bes patoldgicas também estdo rela-
cionadas aos estados de resisténcia ou de hipersensibi-
lidade aos glicocorticdides, e varios fatores influenciam
a cascata de eventos que leva & modulacdo da sensibi-
lidade aos glicocorticéides (9,10). Estes fatores
incluem: a concentra¢do hormonal, regulada pelo eixo
hipotalamico-hipofisario-adrenal e influenciada pelas
concentragdes de CBG (11); a biodisponibilidade do
glicocorticéide (12); a afinidade do receptor para li-
gacdo hormonal (13); a densidade intracelular de GR
(14); a dissociagdo do GR do complexo com as hsp
(15); a fosforilacdo do GR (16); a translocacdo nuclear
do receptor ativado (17); a interagdo com o elemento
responsivo ao glicocorticéide (GRE), bem como com
os fatores de transcricdo (18) (figura 1).

Considerando que a maior parte dos efeitos
glicocorticéides é mediada pela ativacdo de seus recep-
tores, um dos principais determinantes da responsivi-
dade e da sensibilidade a estes horménios € a densi-
dade intracelular do GR. Portanto, diversos métodos
de avaliagdo in vitro e in vivo procuram correlacionar a
sensibilidade tecidual aos glicocorticdides a densidade
celular deste receptor (19-24).

RECEPTOR GLICOCORTICOIDE
A estrutura protéica codificada pelo gene do receptor

glicocorticéide é caracteristica da familia de receptores
nucleares. Estes receptores sdo proteinas multifun-
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Figura 1. Esquematizacdo do mecanismo de ac¢do do
receptor glicocorticoide.

Apos interagdo hormonal, o receptor glicocorticéide disso-
cia-se do complexo com as hsp, forma homodimeros com
outras moléculas do receptor ativado, transloca-se para o
nucleo, interage com o elemento responsivo aos glicocor-
ticéides, bem como com fatores de transcrigdo, modulan-
do a expressdo de genes-alvo.

GC: dglicocorticéide; GR: receptor glicocorticéide; hsp: pro-
teinas do choque térmico; GRE: elemento responsivo aos
glicocorticéides.

cionais que traduzem o sinal determinado pelo seu hor-
moénio ligante. Os receptores nucleares possuem trés
dominios comuns referidos como dominio de ligagdo ao
ligante hormonal, localizado na extremidade carboxi-
terminal; dominio central de ligagdo ao DNA, que com-
preende também o sitio de dimerizagdo; e dominio de
transativacdo na extremidade amino-terminal, respon-
savel pela interagdo com os fatores de transcri¢do basal e
com outros fatores de transcri¢do (25,26).

Os receptores nucleares, como todas as protei-
nas celulares, sdo sintetizados nos ribossomos citoplas-
maticos e a migracdo dessas proteinas para o nucleo
requer a existéncia do sinal de localizagcdo nuclear,
situado proximo ao dominio de ligagdo ao DNA.
Como resultado da existéncia deste sinal de localizacdo
nuclear, a maioria dos receptores nucleares ja se encon-
tra no proprio nucleo, mesmo na auséncia de ligagdo
hormdnio-especifica (27).

O receptor glicocorticoide € uma excegdo, pois
na auséncia de ligacdo ao cortisol, encontra-se inativo
no citoplasma, estabilizado por um complexo protéico
denominado proteinas do choque térmico (heat shock
proteins; hsp). Essa estrutura compreende, pelo menos,
uma molécula do receptor, duas hsp de 90KD (hsp90)
e uma outra proteina de aproximadamente 59KD
(hsp59). As hsp permitem que o receptor adquira uma
conformacdo tridimensional adequada para a sua liga-
¢do ao horménio (28,29).
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A funcdo do dominio de ligagdo esteroidal, na
extremidade carboxi-terminal, é complexa pois, além
de ligar-se ao hormdnio, contém sequéncias impor-
tantes para a ligacdo de hsp, para a translocagdo
nuclear, para a dimerizacdo, para a transativacdo do
gene-alvo e para o silenciamento do receptor na ausén-
cia de ligacdo hormonal (30).

A especificidade dos GR deve-se a habilidade
em reconhecer as sequéncias de ligacdo nos genes-
alvo, denominadas elementos de resposta aos recep-
tores glicocorticéides (GRE). A ligacdo do complexo
horménio-receptor ao GRE é mediada pela regido do
receptor denominada dominio de ligagdo ao DNA,
constituido por 66 a 68 residuos de aminoacidos (31).
O dominio central de ligacdo ao DNA apresenta um
alto grau de homologia entre todos os receptores
nucleares e, como ocorre no dominio de ligacdo hor-
monal, a estrutura do dominio de ligacdo ao DNA é
semelhante a todos os membros dessa superfamilia.
Esta regido inclui dois subdominios, denominados
dedos de zinco (zinc fingers). A estrutura secundaria
de cada um desses subdominios é altamente conserva-
da e mantida por nove residuos do aminoéacido cistei-
na, dos quais oito interagem de modo coordenado,
assumindo as duas formas tetraédricas separadas que
permitem a ligagdo com um atomo de zinco. Os qua-
tro residuos de cisteina localizados em cada dedo
ligam-se a uma molécula de zinco, permitindo a sua
interacdo com o DNA (32,33).

A ligacdo do GR aos fatores de transcricdo ou as
moléculas co-ativadoras ¢ mediada pelos dominios de
transativacdo. Os receptores nucleares apresentam pelo
menos dois dominios de transativacdo, o dominio de
ativacdo de funcdo independente de ligacdo AF-1 (Tau-
1, 11), localizado na por¢do amino-terminal e o de ati-
vacdo de funcdo dependente de ligacdo AF-2 (Tau-2,
12), na extremidade carboxi-terminal. O dominio Tau-
1 do GR localiza-se entre os residuos dos aminoacidos
77 e 262 e o0 dominio Tau-2, entre os residuos 407 e
574. Uma atividade transcricional 6tima requer o siner-
gismo entre estas duas regides (34).

Os GR ativados sdo capazes de agir especial-
mente como homodimeros, ligando-se ao DNA
dupla-fita em uma sequéncia especifica de seis
nucleotideos (hexameros), denominada half-sites. Os
receptores de hormdnios esteréides, com exce¢do do
receptor estrogénico, ligam-se ao DNA na seqliéncia
especifica AGAACA (35,36). Por convencdo, as
seqUéncias de DNA em dupla-fita sdo descritas pela
seqUiéncia somente de uma fita complementar, com a
leitura dos nucleotideos ordenada da extremidade 5’
em direcdo a extremidade 3’. Outros receptores
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nucleares reconhecem a seqiiéncia de nucleotideos
AGGTCA, sendo a diferenca entre esses dois half-sites
determinada pelos dois nucleotideos centrais (36-38).

Os homodimeros dos receptores esterdides
preferencialmente se ligam a duas sequéncias de
hexameros orientadas em sentidos opostos (repeticfes
invertidas) (36). Outros receptores nucleares, como o
receptor do horménio tireoidiano, ligam-se a molécu-
la de DNA como heterodimeros. A interacdo dos hete-
rodimeros com a molécula de DNA ocorre com as
seqiéncias de hexdmeros orientadas no mesmo senti-
do (repeticdes diretas) (38).

O determinante primario da especificidade de
reconhecimento dessas sequiéncias se deve a um grupo
de residuos de aminoécidos localizados na base do
primeiro dedo de zinco, no chamado BOX P do
dominio de ligacdo ao DNA. Os aminoacidos da base
do primeiro dedo de zinco, adjacentes as cisteinas, sdo
criticos na definicdo da especificidade da ligacdo aos
elementos responsivos (39). A funcdo do segundo
dedo de zinco ainda ndo esti totalmente elucidada,
mas aparentemente auxilia a estabilidade da ligacdo da
proteina ao DNA (40).

Mecanismo de acdo hormonal

A cascata de eventos que leva a transativacdo ou a
transrepressdo génica pelos glicocorticéides inicia-se
com o horménio lipofilico cruzando a membrana
citoplasmética da célula-alvo. O complexo hormonio-
receptor-elemento de resposta hormonal modula a
transcricdo dos genes-alvo dos glicocorticoides, posi-
tiva ou negativamente, na dependéncia do contexto
do promotor e da participacdo de proteinas co-ati-
vadoras ou co-repressoras. A ativacdo da transcrigdo
génica é mediada por um complexo de fatores regu-
ladores da atividade da RNA polimerase, incluindo os
co-fatores protéicos (fatores de transcricdo basal) e o0s
outros fatores associados (fatores gerais de trans-
cricdo) (41).

O receptor glicocorticdéide também modula a
acdo dos fatores de transcricdo independente de liga-
cdo direta ao DNA, por meio de intera¢des diretas
proteina-proteina com outros fatores de transcricdo
(30). Particularmente, para os glicocorticéides, a
interacdo ocorre entre o complexo horménio-recep-
tor e os fatores de transcri¢do AP-1 (proteina de ati-
vacdo 1 do complexo dos fatores de transcricdo) e
NFKB (fator nuclear Kappa-B) nas regides regu-
latérias de diversos genes (43). Monbmeros ou
dimeros de GR interagem com AP-1 ou com NFKB e
inibem a ativagdo transcricional de genes normal-
mente regulados por estes fatores (42). Os glicocor-
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ticdides também modulam os efeitos de outros fatores
de transcricdo, como Stat4, Stat5, NF-1, Oct-1, SP-1,
C/EBP, HNF3 e HNF4 (6).

Os horménios esterdides podem, ainda, exercer
0s seus efeitos por vias alternativas ndo-gendmicas. Esses
efeitos foram documentados principalmente para a
1,25-vitamina D3, a progesterona e a aldosterona; eles
parecem envolver os sistemas de segundos-mensageiros,
incluindo a proteino-quinase C, os niveis intracelulares
de célcio e de 6xido nitrico e as tirosino-quinases. Losel
e cols. (44) sugeriram que os efeitos ndo-gendmicos dos
glicocorticéides provavelmente resultem da existéncia
de uma forma de receptor glicocorticéide de membrana
citoplasmatica, originada por transcricdo alternativa do
gene do receptor glicocorticoide (44).

Gene codificador e isoformas protéicas do
receptor glicocorticéide
O gene do GR esté localizado no brago longo do cro-
mossomo cinco (5g31), apresentando cerca de 140.000
pares de base (pb), e € composto por 9 exons (45).

O exon um (981 pb) ndo contém sequéncias
codificadoras. Essas seqiiéncias comegcam no exon dois
(1197 pb), o qual codifica todo o dominio Tau-1 na

extremidade amino-terminal. Os exons trés (167 pb) e
quatro (117 pb) codificam o primeiro e o segundo
dedos de zinco no dominio de ligacdo ao DNA,
respectivamente; enquanto os exons cinco (280 pb),
seis (145 pb), sete (131 pb) e oito (158 pb) codificam
o dominio de ligacdo esteroidal e o dominio de
transativacdo Tau-2. O exon nove (4108 pb) codifica
as duas extremidades alternativas, alfa e beta, no
dominio de ligacdo esteroidal (46,47) (figura 2).

Analises da regido 5’ ndo traduzida (UTR) do
exon um do gene do GR revelaram 11 diferentes iso-
formas, baseadas nas sete formas distintas do exon um.
Todas as formas alternativas do exon um, como 1A- 1F
e 1H, sdo transcritas em tecidos humanos, cada uma
das quais apresentando um sitio doador de splicing
especifico, enquanto o sitio aceptor de splicing, locali-
zado no exon dois, € o0 mesmo para as diferentes iso-
formas. A complexidade da regido 5’ UTR do gene do
GR provavelmente se relaciona a variabilidade da sensi-
bilidade tecido-especifica dos glicocorticéides (48).

A regido promotora do GR contém multiplas
sequéncias citosina-guanina (ilhas GpC ou CG) e ndo
apresenta as seqiiéncias TATA ou CCAAT, as quais
fazem parte do complexo de iniciacdo da transcricdo,

Yo H 9p I—
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GRb Dominio de Transativacio Ligagiio a0 DNA| Hormonal

Figura 2. Representacao da estrutura do gene do receptor glicocorticéide e das isoformas protéicas GRo e GR{.
O gene do GR apresenta nove exons, e um splicing alternativo no nono exon gera as isoformas alfa (777 aminoacidos) e
beta do GR (742 aminoacidos). Os dominios de transativacado, de ligagcao ao DNA e de ligagao hormonal estdo represen-

tados.
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refletindo a necessidade de expressdo constitutiva deste
gene. Vérios fatores de transcricdo ligam-se a diversos
sitios nos promotores do GR, incluindo quatro sitios para
Sp1l e trés para YY1 no promotor 1B; seis para Spl, um
para AP-2, um para NFKB e um para o YY1 no promo-
tor 1C (49). Estas seqliéncias distintas no exon um mo-
dulam a velocidade de transcricdo, mas aparentemente
ndo alteram a sequéncia de leitura que comega no exon
dois, garantindo a expressdo constitutiva do GR na
dependéncia das diversas condices fisioldgicas.

Embora a expressdo do exon um seja tdo ampla-
mente regulada, sua seqiiéncia ndo é traduzida. Este
fato se deve a presenca de um codon de terminagdo
logo no inicio do exon dois, apenas nove pares de
bases ap6s o cédon de iniciagdo. A funcéo e a regu-
lacdo desta heterogeneidade sdo desconhecidas, mas
sugere-se que auxiliem na regulacdo da expressdo do
GR de forma tecido-especifica (49) e de isoformas
especificas da membrana celular (50).

Existem ainda splicings alternativos que atingem a
regido codificadora do GR. Na extremidade 3’ do trans-
crito primario do GR, um splicing alternativo no ultimo
exon resulta na formacgdo de duas isoformas, a isoforma
alfa (GRa) e a isoforma beta (GRp) do receptor (figura
2). Hollenberg e cols. (45) isolaram 0s cDNA destas duas
isoformas e observaram que eles diferiam apenas na
extremidade 3’. As andlises das seqliéncias de aminoéaci-
dos revelaram que as isoformas GRo e GR eram idénti-
cas até o aminoécido 727, mas apresentavam distintos
aminoécidos a partir desta posicéo.

A isoforma GRo possui 777 aminoacidos
(massa molecular= 94 kDa) e é biologicamente ativa.
A iniciacdo alternativa da tradu¢do é um mecanismo de
formacdo de isoformas de GRo.. O produto protéico
principal, de 94 kDa, representa a traducdo de GRo a
partir do primeiro c6don AUG (Metl), sendo chama-
do GR-A. Entretanto, este cdon iniciador situa-se em
uma fraca sequiéncia consenso de iniciacdo de Kozak,
levando a um escape de leitura ribossomal e de inici-
acdo da traducdo em outros cédons AUG. O préximo
codon de iniciacdo (met 27) origina uma proteina de
91 kDa, chamada GR-B. Esta espécie é quase duas
vezes mais eficiente na transativacdo mediada pelo ele-
mento do que GR-A, mas apresenta uma eficacia simi-
lar na repressdo de NFKB (27).

Embora as isoformas GRo e GRf sejam 94%
idénticas, a isoforma beta é incapaz de ligar-se aos gli-
cocorticéides e de ativar a transcricdo génica. Esta iso-
forma possui 742 aminoécidos e, apesar de também
formar um complexo protéico com as hsp (hsp90),
localiza-se primariamente no nucleo celular, mesmo na
auséncia do ligante. As modificacdes dos aminoacidos
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no dominio de ligagdo hormonal, observadas no GR{,
determinam uma reducdo ou uma perda completa da
capacidade de ligagdo hormonal (51,52).

Um outro splicing variante do GR foi descrito
em células tumorais de paciente com mieloma multi-
plo, chamado GR-P (53). Esta isoforma apresenta 676
aminoacidos e é codificada pelos exons dois a sete e
parte do intron sete. Este GR truncado, sem grande
parte do dominio de ligacdo esteroidal, aumenta a
expressdo de GRo. em algumas linhagens celulares. Em
certos casos de mieloma e outras neoplasias hema-
toldgicas cortico-resistentes, esta isoforma representa
10-50% dos GR (54).

Em pacientes com adenoma corticotrofico, foi
descrito um outro splicing variante, com a reten¢éo de
trés bases do intron que separa 0s exons trés e quatro.
A proteina resultante, GRy, tem a inser¢do de uma
arginina no dominio de ligacdo de DNA. Esta isofor-
ma também é difusamente expressa e representa 4 a 8%
do total de GR nos diversos tecidos, mas exibe
somente metade da atividade transcricional de GRo.
As conseqiiéncias funcionais da expressdo desta isofor-
ma sdo desconhecidas, mas parecem estar correla-
cionadas com a resisténcia ao glicocorticéide em
criangas com leucemia linfoblastica aguda (55).

A versatilidade do gene do GR em direcionar a
expressdo de sua proteina pode ser observada ndo
somente pelos diversos promotores usados, mas também
pelos numerosos polimorfismos descritos. Varios
polimorfismos de Unico nucleotideo foram documenta-
dos na base de dados do GR (http://www.ncbi.
nim.nih.gov:80/SNP/snp_ref.cgi?locusld=2908). Em-
bora alguns destes loci polimérficos se correlacionem com
doencas nos humanos, as diferencas individuais nas res-
postas aos glicocorticoides podem ser atribuidas as substi-
tuicBes na sequéncia do GR. As mutac@es e os polimor-
fismos do GR também podem alterar a expressdo do
receptor, a sua interacdo com o DNA e com outras pro-
teinas, modificando, portanto, o seu efeito bioldgico.
Recentemente, demonstrou-se que a presenca dos
polimorfismos ER22/23EK e N363S resultam em
reducdo ou aumento significativo da capacidade de
transativacdo do gene do GR, respectivamente (56).

O grau de sensibilidade aos glicocorticéides pode
estar associado com a sindrome metabdlica. Assim, asso-
ciagdes positivas foram mostradas entre expressdo do
gene do GR em mioblastos de musculo esquelético e
resisténcia insulinica, indice de massa corporal (IMC) e
pressao arterial (57). As variacBes no gene do GR que afe-
tam a expressao deste gene, bem como os efeitos da pro-
teina traduzida, podem, conseqlientemente, ter um
impacto potencial nos fatores metaboélicos. O polimorfis-
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mo N363S, mudando uma asparagina por uma serina, é
de interesse pois se sugere que esta modificacdo estabelega
um novo local de fosforilagdo, importante para as inte-
ragdes do receptor com fatores de transcri¢do, resultando
em hiper-atividade do GR. Em uma populacéo especifica
de pacientes obesos, diabéticos ou com doenca coronari-
ana, os individuos portadores do polimorfismo N363S
apresentam a¢do aumentada do cortisol, resultando em
maiores valores de IMC (9).

Sensibilidade aos glicocorticéides

A resposta de uma célula exposta a um glicocorticéide
advém de diversos fatores moduladores, tais como a con-
centracdo do horménio livre, a poténcia relativa do hor-
monio e a habilidade da célula em receber e traduzir o
sinal hormonal. A concentragdo hormonal é regulada
pelo eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal e influenciada
pela concentragdo da proteina transportadora CBG. Em
uma familia australiana portadora de deficiéncia de CBG,
observou-se uma mutacdo no exon dois, resultando em
um stop cddon prematuro e em completa perda de fungéo
protéica. Individuos portadores desta mutagdo apresen-
tam uma alta prevaléncia de fadiga e hipotensao (11).

A correlaco direta entre a densidade dos GR em
uma célula e sua sensibilidade aos glicocorticéides foi
demonstrada em estudos que utilizaram sistemas varia-
dos. Bourgeois e Newby (57) desenvolveram clones celu-
lares derivados de células de timoma do camundongo, 0s
quais eram homozigotos (r+/r+ ou r-/r-) ou heterozigo-
tos (r+/r-) para o GR. Os clones hibridos obtidos, sen-
siveis ao efeito apoptdtico dos glicocorticoides, apresen-
tavam uma, duas, trés ou quatro cOpias para o alelo r+, e
continham diferentes quantidades de GR, como resulta-
do do efeito de dosagem génica. Ap6s a administracéo de
dexametasona, observou-se que a linhagem celular hibri-
da contendo apenas uma cOpia do GR era a mais
resistente ao efeito citolitico. Houve progresséo de sensi-
bilidade proporcional ao aumento do namero de cépias
do alelo r+ de GR em cada célula. Dong e cols. (58)
demonstraram que a induc¢do da transcricdo de genes ati-
vados pelos glicocorticéides apresentou uma correlacédo
positiva com as variacBes da expressdao de GR em células
de hepatoma de ratos.

Fatores que influenciam a sensibilidade aos
glicocorticéides

Biodisponibilidade do glicocorticéide

A biodisponibilidade intracelular do horménio é mo-
dulada por duas isoformas da enzima 11B-hidroxi-
esteréide desidrogenase (118 HSD), codificadas por
genes distintos e que catalisam a interconversao da forma
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ativa do hormodnio (cortisol) para a inativa (cortisona)
(59). Nos tecidos humanos, a 11 HSD1 é amplamente
distribuida, sendo especialmente abundante no figado e
no tecido adiposo. Atua principalmente como uma
oxorredutase, convertendo a cortisona em cortisol. De
modo oposto, a enzima 115 HSD2 é encontrada pre-
dominantemente nos tecidos-alvo mineralocorticéides,
como nos rins, no célon e nas glandulas salivares, onde
atuam protegendo o receptor mineralocorticéide (MR)
da acdo glicocorticide. O MR apresenta a mesma
afinidade para o cortisol e para a aldosterona, sendo que
a inativagdo do cortisol em cortisona neste sitio favorece a
ligagdo da aldosterona ao seu receptor (60). MutacGes
nos genes destas enzimas alteram suas atividades e, con-
sequentemente, a biodisponibilidade do cortisol (12).

Densidade intracelular de GR

Como a densidade intracelular de GR é um dos prin-
cipais determinantes da responsividade aos glicocor-
ticbides, os fatores que regulam a sua expressao podem
interferir no nivel de resposta celular e na sensibilidade
aos glicocorticoides. Dentre eles, existem a fase do
ciclo celular (61), o envelhecimento (62), as alteracdes
primarias do receptor e as anormalidades endécrinas,
como a sindrome de Cushing ou a insuficiéncia adre-
nal (63). A expressdo celular de GR correlaciona-se
positivamente com a magnitude da resposta mediada
pelos glicocorticoides e varia de modo tecido-especifi-
co, tendo no timo um dos 6rgdos com maior densi-
dade de receptores por célula (14).

Os principais moduladores sdo os proprios gli-
cocorticoides, que promovem uma reducdo na con-
centracdo de GR, conhecido como processo de down-
regulation homélogo (64); este processo diminui a
sensibilidade, oferecendo protecdo parcial aos efeitos
excessivos dos glicocorticéides (65). Os experimentos
imunogénicos sugerem que a reducdo da expressdo de
GR seja o resultado direto da down-regulation induzi-
da pelo ligante, descartando-se outros mecanismos
propostos, como as modifica¢cdes na forma do receptor
ou o seqliestro do GR em algum compartimento sub-
celular. Reforca esta conclusdo a observacdo de niveis
diminuidos de RNA mensageiro do GR durante o
processo de down-regulation homélogo (66).

Afinidade do GR ao glicocorticoide

A afinidade do GR ao glicocorticéide também regula
o efeito final. As mutac®es pontuais no dominio de li-
gacdo esteroidal alteram a afinidade dos GR aos glico-
corticoides (13) ou até mesmo a estabilidade do com-
plexo horménio-receptor (67), e sdo associadas a sin-
dromes clinicas de resisténcia aos glicocorticoides.
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Lind e cols. (68) observaram que as substitui¢cdes do
residuo de cisteina na posi¢do 736 pela serina
(Cys736Ser) ou pela treonina (Cys736Thr) determi-
navam uma reducdo na afinidade de ligacdo hormonal,
bem como uma reduc¢do da sensibilidade ao glicocor-
ticéide em todos 0s métodos de transativagao testados.

Huizenga e cols. (69) descreveram cinco
pacientes com histéria clinica de resisténcia ao glico-
corticoide, os quais apresentavam anormalidades no
ndmero de receptores, na afinidade de ligagdo hor-
monal e/ou na habilidade da dexametasona em inibir
a proliferagdo celular. Utilizando-se da técnica de
triagem para deteccdo de mutacdes (SSCP), os autores
ndo encontraram altera¢cbes no gene do GR em ne-
nhum destes pacientes, e concluiram que as anormali-
dades poderiam estar em qualquer local da cascata de
sinalizacdo, desde a ligacdo hormonal ao GR até os
eventos pds-receptores.

Além das anormalidades no dominio de ligacédo
hormonal, as muta¢Bes e os polimorfismos do GR
também podem alterar os niveis de expressdo do
receptor, a sua interacdo com o DNA ou com outras
proteinas, modificando, portanto, o seu efeito bioldgi-
co. A maioria das mutagdes descritas determina uma
resisténcia aos glicocorticéides, mas algumas delas
levam aos estados de hipersensibilidade. Koper e cols.
(70) identificaram um polimorfismo, localizado na
posicdo 1220, que resulta em substituicdo da aspara-
gina pela serina no c6don 363 (Asp363Ser) do GR.
Huizenga e cols. (71) observaram que os individuos
portadores deste polimorfismo apresentavam uma
hipersensibilidade & administragdo exdgena de glico-
corticdides, tanto em relagdo ao grau de supressdo do
cortisol ap6s dexametasona quanto a resposta do cor-
tisol & insulina.

Ativacao do GR e dissociacao do complexo
com as hsp

Uma das mais importantes conseqiiéncias da ligacdo do
cortisol ao seu receptor é a inducdo de alteracdo tridi-
mensional da molécula do GR. Como descrito anterior-
mente, quando o horménio se liga a uma seqiiéncia de
aminoacidos hidrofdbicos, localizada nas o-hélices H3,
H4 e H5, ha uma mudanca de conformacdo na o-hélice
H12 e, conseqlientemente, na estrutura espacial do GR.
Esta alteracdo de conformacdo induz a dissociacdo do
complexo GR-hsp e a exposicdo do sinal de localizacdo
nuclear (72).

O antagonista de glicocorticoide, RU486, apre-
senta a capacidade de ligagdo ao GR, mas, como
provoca uma alteracdo conformacional distinta, ndo
exibe o efeito glicocorticéide (15).

Arq Bras Endocrinol Metab vol 50 n°® 6 Dezembro 2006

Fosforilacdo do GR

Depois de traduzido, o GR serve como substrato para
vérias quinases e fosfatases, sendo fosforilado nos resi-
duos de serina e de treonina, presentes em sua porcao
amino-terminal. Quando o GR é ativado por seu ago-
nista, varios aminoacidos na extremidade amino-termi-
nal sdo fosforilados (73).

A identificacdo dos residuos de aminoécidos fos-
forilados pode ser feita através do uso de fésforo marca-
do radioativamente (P32). Os aminoacidos marcados sdo
separados por HPLC e posteriormente seqlenciados.
Nos camundongos, oito residuos de aminoacidos foram
entdo identificados, sendo eles serinas 122, 150, 212,
220, 234, 315 e 412 e treonina 159. Nos humanos, 0s
aminodcidos correspondentes sdo as serinas 113, 141,
203, 211 e 226 (74,75). Apesar de o papel deste padrao
de fosforilacdo especifica ser pouco conhecido, a
existéncia de mutaces nos sitios de fosforilagdo apre-
senta um profundo impacto na estabilidade do receptor,
na meia-vida e na sinaliza¢do para o promotor-especifi-
co (76). A fosforilagdo do GR também parece ser
dependente da fase do ciclo celular (77).

Wang e cols. (75) produziram anticorpos que
reconhecem os sitios de fosforilacho do GR humano
localizados nos residuos de serina 203 (Ser203) e de seri-
na 211 (Ser211). Na auséncia de ligacdo hormonal, o
grau de fosforilagdo da Ser211 era baixo quando com-
parado a fosforilagcdo da Ser203. Ap6és o tratamento com
dexametasona, houve um aumento na fosforilagdo de
ambos os residuos e, utilizando uma variedade de ago-
nistas e de antagonistas, 0s autores observaram que a
atividade transcricional do GR correlacionava-se com 0
grau de fosforilagdo da Ser211. Observaram, ainda, que a
fosforilagdo predominante dos residuos de Ser203 deter-
minava uma maior distribuicdo de GR no citoplasma e
nas regibes perinucleares, enquanto que a fosforilacdo
predominante da Ser211 era mais evidente no nucleo
celular. Concluiram, entdo, que os diferentes padrdes de
fosforilagdo influenciam a localizagéo subcelular do GR e,
consequentemente, modulam a funcdo do receptor.

O padréo de fosforilacdo do GR também é influ-
enciado pela fase do ciclo celular. O tratamento com um
agonista glicocorticoide € capaz de estimular a fosfori-
lagdo durante a fase de sintese de DNA (S), mas ndo na
fase de mitose (G2/M). Desta forma, as células sin-
cronizadas na fase S sdo sensiveis, enquanto que as céelu-
las na fase G2/M séo resistentes aos glicocorticoides (16).

Ubiquitinacdo do GR

Wallace e Cidlowski (78) demonstraram que, em
camundongos, o GR é degradado pela via da ubiquitina.
A fosforilacdo do GR facilita a acdo da enzima E2 de con-
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jugacdo de ubiquitina e/ou da enzima E3 de ligacdo de
ubiquitina. Estas enzimas reconhecem as proteinas-alvo e
promovem uma ligacdo covalente da ubiquitina, com os
seus 76 aminoacidos, aos residuos de lisina. As proteinas
ligadas a ubiquitina sdo transportadas para um complexo
conhecido como proteassomo de degradacdo. Foi
demonstrado que o GR é capaz de interagir com a enzi-
ma E2 de conjugacdo de ubiquitina e com a enzima E3
de ligacdo de ubiquitina (79).

Quando a degradacdo se encontra reduzida pela
inibicdo do complexo proteassdmico, a atividade do GR
estd aumentada. A inibicdo da degradacdo também pode
aumentar a atividade de outros fatores de transcricéo,
como Spl e p53 (80). Em conjunto, a fosforilagdo e o
padrao de degradacdo modulam a atividade do GR e,
conseqlientemente, da sensibilidade aos glicocorticides.

Translocacao nuclear

A translocacdo nuclear acelera a resposta hormonal.
Este padrdo de resposta foi observado ao se tratarem
células com o farmaco FK506 (Tacrolimus). Este far-
maco liga-se a proteina hsp56, desligando o GR das
hsp e facilitando sua translocagdo nuclear, com conse-
glente aumento da transcrigdo glicocorticoide-media-
da em baixas concentra¢des do hormonio, mas ndo em
altas concentracdes (17).

Mobilidade nuclear do GR

Na auséncia de ligagdo hormonal, o GRa localiza-se
no citoplasma em um complexo com as hsp. Com a li-
gac¢do do cortisol, o complexo € desfeito e o receptor
ativado transloca-se para o nucleo celular. A maioria
dos estudos que utilizam proteinas fluorescentes (GFP
ou YFP) ligadas aos receptores, sugere que a translo-
cacdo nuclear completa do complexo GFP-GRa ocor-
ra em 30 minutos apos a adicdo do ligante (81).

No nucleo, o complexo GFP-GRa co-localiza-
se com os sitios de iniciacdo da transcricdo, apresen-
tando uma distribuicdo predominantemente pontual.
Uma forma similar de distribuicdo nuclear é observada
para os ER (82), para 0 AR (83), para 0 MR (84), para
0 receptor de vitamina D (85) e para 0 TRf (86).

Para o GR, ha também a descricdo de co-loca-
lizacdo com a matriz nuclear. Esta matriz é constituida
por elementos que ndo participam da composicdo da
cromatina. A principal proteina da matriz nuclear, a
hnRNPU, interage com o GR (87). As regides Tau2
do GR do rato também contém um sinal de localiza-
¢cdo de matriz nuclear que facilita a interacdo entre o
GR e a hnRNPU. Eggert e cols. (88) observaram que
a expressdo aumentada de hnRNPU inibia a inducdo
de transativacdo pelo GR.
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A mobilidade do GR nuclear depende ainda do
ligante hormonal que ocupa o receptor. Por exemplo, o
complexo YFP-hGRo-A no nucleo celular apresenta
uma mobilidade mais baixa quando ativado pela triam-
cinolona (t;,,= 2,38 s), do que quando ativado pela
cortisona (t;,,= 0,97 s). A correlagdo positiva entre a
afinidade do ligante hormonal e a habilidade do ligante
em desacelerar a mobilidade nuclear parece existir quan-
do uma série de ligantes para o GR foi testada (89).

Transativacao génica pelo GR

A habilidade do GR ativado em promover a transativacéo
dos genes responsivos aos esterdides depende da presenca
de co-ativadores, nucleoproteinas com atividade enzi-
maética de remodelacdo da cromatina (36). Estas nucleo-
proteinas ligam-se a regido promotora dos genes respon-
sivos, via ativacdo do dominio Taul do GR.

Vaérias familias de co-ativadores sdo descritas,
incluindo as proteinas p160, como as proteinas co-ati-
vadoras do receptor de esterdide (SRC-1, SRC-2,
SRC-3) e a proteina-1 de interagdo ao receptor glico-
corticoide (GRIP-1); as co-integradoras p300/protei-
na ligadora do elemento de resposta de ligacdo protéi-
ca ao AMPc (CBP) e proteinas associadas ao complexo
p300/CBP (90).

Os co-ativadores p160 e p300/CBP possuem
multiplos motivos LXXLL (onde L= leucina e X=
gualquer aminoéacido), os quais representam dominios
co-ativadores ou boxes de receptores nucleares. Estes
motivos servem como uma interface entre os co-ati-
vadores e a por¢do hidrofébica formada pelas o-hélices
H3/H4 e H5/H12 dos receptores nucleares, e cada
proteina co-ativadora pode apresentar varios destes
motivos. Todos estes co-ativadores possuem atividade
histona-acetilase, capaz de liberar o DNA dos nucle-
0ssomos e permitir a interagdo do complexo de pré-
iniciacdo da RNA polimerase 11, da proteina ligadora
TATA e de proteinas associadas a proteina ligadora
TATA (91).

Outras proteinas também estdo envolvidas na
ligacdo de GR ao DNA, algumas delas com seus genes
ja clonados e sequienciados, como o promotor de
translocacdo do GR estimulado por ATP (ASTP), o
complexo dos homologos das proteinas SWI/SNF e o
brm. Estas proteinas sdo helicases e facilitam a ligacdo
do GR ao DNA (92).

Sindromes de resisténcia e de
hipersensibilidade aos glicocorticéides

Como a responsividade dos tecidos-alvo ao glicocor-
ticoide é fundamental ao efeito final deste hormonio,
a resisténcia e a hipersensibilidade ao glicocorticoide
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resultam em quadros clinicamente compativeis com
insuficiéncia adrenal ou com hipercortisolismo, respec-
tivamente (52); para estas doengas, diversos métodos,
in vivo e in vitro, podem ser utilizados para a avalia¢do
da responsividade e da sensibilidade tecidual aos glico-
corticoides (57,93-95).

As sindromes clinicas caracterizadas pela resis-
téncia aos glicocorticoides podem ser generalizadas ou
especificas de um determinado tecido. A resisténcia
generalizada aos glicocorticéides é definida por uma
menor sensibilidade ao cortisol em todos os tecidos,
incluindo o hipotalamo e a hipéfise. Devido a falha no
feedback negativo, as concentracdes de ACTH e de
cortisol elevam-se, compensando os efeitos sistémicos
da resisténcia periférica ao cortisol, mas com conse-
quente acimulo de andrégenos e de mineralocor-
ticdide. O quadro clinico da resisténcia ao glicocor-
ticéide varia desde completamente assintomatico até
casos severos de hiperandrogenismo, fadiga e excesso
de mineralocorticéide (96).

Cerca de 6 a 7% dos pacientes em fase terminal
da sindrome da imunodeficiéncia adquirida apresen-
tam uma resisténcia generalizada ao glicocorticoide.
Nestes pacientes, as concentragdes elevadas de cortisol
sd0 usualmente insuficientes para compensar a
resisténcia periférica e os sintomas de insuficiéncia
adrenal sdo frequentemente observados. Por outro
lado, observa-se uma hipersensibilidade aos glicocor-
ticdides em alguns tecidos de pacientes infectados pelo
HIV. Esta hipersensibilidade tecido-especifica parece
ser determinada pela proteina viral Vpr, que atua como
um co-ativador do complexo GR-GRE (97).

Em outras situacdes clinicas observa-se resistén-
cia tecido-especifica, sem que haja aumento do corti-
sol circulante. A asma cortico-resistente, a artrite
reumatodide e a osteoartrite, bem como algumas célu-
las linféides tumorais que perderam a resposta aos gli-
cocorticéides com o evoluir da doenca, sdo exemplos
destas condicBes clinicas (98). Na asma coértico-
resistente, observam-se valores elevados de AP-1 que
aparentemente seqiiestram os GR no compartimento
intranuclear (99).

Uma caracteristica potencialmente importante
de GR] é seu efeito dominante negativo. Como pos-
sui a capacidade de heterodimerizagdo com GRq, a
isoforma GR{ inibe a regula¢do da transcricdo génica
(15,100). Este mecanismo dominante negativo do
GRp € induzido pela formacdo de heterodimeros
GRo/GRp, incapazes de se ligarem aos co-ativadores,
ao mesmo tempo em que reduzem a formacdo do
homodimero GRa/GRa, causando assim uma respos-
ta atenuada de GRa (100). O GRa também se liga ao
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GRE nos promotores dos genes-alvo e apresenta uma
afinidade superior a0 GRf para esta seqiiéncia, quan-
do da auséncia de ligacdo do glicocorticoide (15). O
tratamento com glicocorticdide aumenta a ligagdo de
GRo, e ndo de GRp, ao DNA (101).

A base molecular para a atividade dominante
negativa do GRf foi recentemente elucidada. Yudt e
cols. (102) utilizaram varios mutantes truncados de
GRo para formar uma série de hibridos GRa/GR}.
Apo6s o seqlienciamento, os autores observaram que a
auséncia da o-hélice H12 no dominio de ligacdo hor-
monal ndo era necessaria nem suficiente para o
fenétipo dominante negativo de GR. Demonstraram
que apenas dois residuos, dos 15 aminoacidos exis-
tentes no dominio de ligacdo hormonal de GRf3, eram
responsaveis pela atividade dominante negativa.

A importancia fisiopatoldgica destes achados
ainda é incerta, pois estudos que utilizaram a trans-
feccdo celular indicam a necessidade de um excesso de
GRp, em concentracdes cinco a dez vezes superiores
ao GRa, para exercer uma completa inibi¢do da trans-
cricdo (103).

As sindromes relacionadas a hipersensibilidade
aos glicocorticoides foram menos estudadas, em parte
por serem extremamente raras em sua forma generali-
zada. Os possiveis mecanismos determinantes de
hipersensibilidade ao glicocorticéide incluem algumas
mutagdes pontuais (104) ou a expressdo anormal-
mente baixa dos fatores inibidores da cascata de ati-
vacdo do GR (100). Uma forma leve de hipersensibi-
lidade pode levar a alteracdes em sistemas mais sen-
siveis, como a regulacdo da pressdo arterial e a dis-
tribuicdo do tecido adiposo. Frequiéncias elevadas de
determinados polimorfismos, identificados por RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphisms), foram
observadas em pacientes com hipertensdo arterial
familiar (105), bem como em alguns pacientes com
obesidade, especialmente no fendtipo de distribuicdo
visceral, sugerindo uma anormalidade na expressdo do
GR, ou até mesmo um desequilibrio de ligacdo com
uma possivel mutacdo do GR nestas doencgas (106).

A hipersensibilidade do tecido adiposo aos
glicocorticéides associa-se a sindrome metabdlica e
algumas evidéncias sugerem que esta hipersensibili-
dade possivelmente seja um dos fatores determinantes
primarios da resisténcia insulinica (22).

No futuro, aplicacdes praticas dos métodos de
avaliacdo de sensibilidade podem ser (teis tanto no
diagndstico de doengas que cursam com resisténcia ou
hipersensibilidade aos glicocorticdides quanto na
escolha de dose individualizada de glicocorticoide, seja
para reposicdo hormonal ou para terapéutica antiinfla-
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matoria. A possibilidade de escolha de dose individua-
lizada de glicocorticdide é essencial na reducdo dos
riscos de efeitos colaterais.
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