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Papel de las isoformas o y 3 del receptor glucocorticoideo

A. Torrego®®, L. Pujols® y C. Picado®*®

2Servei de Pneumologia. Institut Clinic de Pneumologia i Cirurgia Toracica. "IDIBAPS. Hospital Clinic. Universitat de Barcelona.

Introduccion

En los consensos médicos y directrices terapéuticas
vigentes se considera que en el asma crénica, el empleo
de los glucocorticoides (GC), principalmente de forma
inhalada, es esencial para el control de la enfermedad'.
No obstante, no todos los individuos responden de la
misma forma al tratamiento. En la actualidad se acepta
que existe un espectro continuado de respuesta al trata-
miento en el que en un extremo situarifamos a aquellos
pacientes con una buena respuesta sintomadtica y funcio-
nal pulmonar incluso a dosis bajas de GC inhalados
(mdxima corticosensibilidad), mientras que en el extre-
mo contrario se encuentran los pacientes que no respon-
den en absoluto o muy pobremente al tratamiento con
GC, incluso cuando son administrados a dosis elevadas
y de forma sistémica (asma corticorresistente)*>. Ade-
mds, los pacientes que presentan dependencia y/o resis-
tencia al tratamiento esteroideo suponen un mayor reto
tanto por los costes sanitarios como por las complica-
ciones clinicas que comporta el uso prolongado de dosis
elevadas de GC, que suele provocar la aparicién de im-
portantes efectos secundarios sin que exista una mejoria
significativa de la obstruccién de la via aérea. Estos he-
chos explican el gran interés que tiene el estudio de las
posibles causas tanto clinicas como moleculares de esta
deficiente respuesta terapéutica y el hecho de que en los
ultimos afnos haya aumentado de forma espectacular el
nimero de trabajos en los que se investigan los meca-
nismos que intervienen en la respuesta a los GC.

Receptor glucocorticoideo

Los GC estan involucrados en la regulacién de un
gran ndmero de procesos fisiolégicos y ademds son la
base terapéutica de muchas enfermedades inflamatorias
entre las que se encuentra el asma. Los GC actdan regu-
lando los genes que controlan la sintesis de sustancias
que intervienen en las reacciones alérgicas e inflamato-
rias. Para ello el GC enddégeno (cortisol) o el exdgeno
administrado con finalidad terapéutica (prednisona, de-
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xametasona) deben atravesar la membrana celular para
unirse a su receptor especifico (RG) que se encuentra
en el citoplasma. El receptor estd en forma inactiva,
gracias a su unién a unas proteinas activadas por estrés
calérico (heat shock proteins), de las cuales se libera
cuando entra en contacto con el GC. Posteriormente, el
complejo RG-GC penetra en el nicleo y actia sobre di-
ferentes genes uniéndose a ellos en unas regiones lla-
madas elementos de respuesta glucocorticoidea intranu-
cleares (glucocorticoid response elements [GRE]), y
produciendo estimulacién (GREY) o inhibicién (GRE")
de los genes que sintetizan el ARN mensajero (ARNm)
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Fig. 1. Modelo del mecanismo de accién de los glucocorticoides (GC). El
receptor del glucocorticoide (RG) permanece inactivo en el citoplasma ce-
lular ligado a un complejo proteico llamado hsp. Los GC entran en la cé-
lula y se unen al RG activandolo. Posteriormente los complejos formados
por el RG y el GC se unen formando parejas (dimeros) y son traslocados
al niicleo donde se unirdn a las regiones promotoras de los genes diana
(GRE). Los GRE positivos estimularan la sintesis d¢ ARNm y proteinas
de determinados mediadores antiinflamatorios, mientras que los negati-
vos actuaran regulando o reprimiendo la aparicién de algunas citocinas y
mediadores inflamatorios.
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(transcripcidn genética) responsable de transmitir la in-
formacién necesaria para la posterior sintesis en los ri-
bosomas celulares (traduccién) de diferentes proteinas
(citocinas, enzimas) que regulan la respuesta tisular a la
inflamacién® (fig. 1).

Es bien conocido que los GC regulan, ademds, nume-
rosos genes involucrados entre otros en el control de la
glucosa, la presion arterial, el metabolismo fosfocéilci-
co, etc., de ahi que el uso de glucocorticoides con fina-
lidad antiinflamatoria conlleve la alteracién de la fun-
cion de muchos organos y tejidos (hiperglucemia,
hipertension, osteoporosis, etc.).

Se han descrito diferentes mecanismos de regulacion
de la actividad del receptor de GC que hacen referencia
a diferentes aspectos enzimdticos, de transporte trans-
membrana o de interaccién con otras proteinas, siendo
estos altimos los mas conocidos. Asi, son conocidas al-
gunas proteinas como la proteina activadora 1 (AP-1) o
el factor nuclear kappa B (NF-kB), denominadas facto-
res transcripcionales. Estas moléculas tienen la capaci-
dad de influir en la sintesis de diferentes mediadores de
la respuesta inflamatoria, para lo cual, al igual que los
GC, tienen sitios de unién a genes a los que pueden ac-
tivar como parte de la respuesta inflamatoria.

Estos factores no sélo actian sobre los genes sino que
incluso pueden interactuar y unirse directamente al RG, lo
que conlleva una inhibicién de la capacidad del GC para
poder regular, por ejemplo, las respuestas antiinflamato-
rias al verse impedida la unién del RG activo a las zonas
diana de los genes’. Dado que tanto el AP-1 como el NF-
kB aumentan su presencia en situaciones de inflamacion,
puede ocurrir que la misma inflamacién pueda inducir la
sintesis de moléculas, por ejemplo AP-1, que bloquean la
accion del GC y con ello se potencie la perpetuacion del
proceso. De hecho uno de los posibles origenes de una
pobre respuesta a los GC en el asma se ha relacionado con
una presencia exagerada de estos factores de transcripcion
que actuarian bloqueando el RG. Estos mecanismos regu-
ladores y modificadores de la accién de los GC ya fueron
tratados anteriormente por nuestro grupo®.

El presente articulo revisa un nuevo modo de enfocar
la regulacion de la respuesta a los GC a partir del des-
cubrimiento de la existencia de dos isoformas del recep-
tor. El hallazgo ha motivado una gran controversia so-
bre la importancia de su papel en la respuesta al
tratamiento con GC de las enfermedades inflamatorias
en general, y del asma en particular.

Isoformas del receptor glucocorticoideo

El RG puede presentarse en dos formas moleculares
diferentes (isoformas o y f)*°. Ambas isoformas se han
encontrado juntas en casi todos los tejidos humanos®.
La isoforma o (RGo) es la predominante y la inica que
tiene capacidad para unirse a la hormona y, por tanto,
realizar funciones de activacién o represioén sobre los
GRE. La isoforma B (RGp) se forma por un mecanismo
alternativo de maduracién (corte y empalme) del
ARNmMm (alternative splicing), difiriendo de la forma ac-
tiva tan sélo en los ultimos aminodcidos del extremo
carboxiterminal. Esta diferencia convertiria al RGf en
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incapaz para unirse a la hormona y con la posible parti-
cularidad de poder inhibir la accién del RGo sobre los
GRE como se puso de manifiesto en diferentes traba-
jos®”14, La posibilidad de que un aumento en la presen-
cia del RGP pueda actuar como potente inhibidor de la
isoforma activa o, y con ello reducir la eficacia de los
GC, ha generado un debate cientifico acerca del papel
que la isoforma 3 del RG podria ejercer realmente en la
respuesta a los GC.

Papel del RG]} en la respuesta al tratamiento
con GC

Los primeros trabajos publicados sobre la deteccion
del ARNm que codificaba para el RG mediante técni-
cas de RT-PCR pusieron de manifiesto la presencia de
dicho ARNm en una amplia variedad de tejidos huma-
nos adultos y fetales, asi como en diversas lineas celula-
res®’, apareciendo también algunos articulos que de-
mostraban una presencia significativa de la proteina del
RGB'™!". En este sentido, es de destacar el trabajo de De
Castro et al'?, en el que usando técnicas de Western blot
e inmunocitoquimica encontraron que el RGP estaba
presente en una gran variedad de tejidos humanos y li-
neas celulares, y estaba en algunos casos, como en los
neutréfilos, expresado en valores equiparables a los del
RGuo.. No obstante, en otros estudios en los que se em-
plearon técnicas de Northern blot y RT-PCR semicuan-
titativa, para cuantificar los valores del ARNm de am-
bas isoformas del RG, se pudo demostrar que la
cantidad de ARNm del RGP era de 300 a 600 veces me-
nor que la del RGo, en diferentes lineas celulares’.
Otros trabajos recientes como el de Honda et al'?, reali-
zado en pacientes con una colitis ulcerosa corticorresis-
tente, el de Gagliardo et al'?, sobre individuos con asma
corticodependiente, y el de Pujols et al'®, que analiza la
expresion y regulacion de ambas isoformas en células
humanas del epitelio respiratorio, han confirmado que
la isoforma o se encuentra en valores mucho més eleva-
dos que la isoforma [. Estos datos demuestran la con-
troversia que existe a la hora de atribuir un posible efec-
to negativo del RGf} sobre el RGaL.

Dado que la presencia de ARNm que codifica para
RGp se ha detectado en diferentes tejidos, la importan-
cia de saber en qué medida este ARNm tiene repercu-
sién bioldgica es un tema de maximo interés, es decir,
conocer cudndo y a qué concentraciones aparece la pro-
teina del RGP. En ese sentido, diferentes laboratorios
dedicaron esfuerzos para desarrollar anticuerpos especi-
ficos para la deteccion de ambas isoformas®!1*15, La uti-
lizacién de anticuerpos diferentes contra las dos isofor-
mas parece ser, al menos en parte, la responsable de las
discrepancias en los resultados obtenidos por diferentes
grupos, ya que el grado de afinidad y especificidad de
los anticuerpos empleados estd directamente relaciona-
do con la eficacia de las técnicas que se utilizan para la
deteccién y cuantificaciéon de ambas isoformas. Asi, la
utilizaciéon de un solo anticuerpo que reconociese las
isoformas por su regiéon comun parece mds apropiada a
la hora de comparar las diferencias entre los niveles de
ambas isoformas utilizando técnicas de deteccién de
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Fig. 2. Parte izquierda de la figura: los dimeros constituidos por dos complejos de RG + GC actian sobre los genes en las regiones GRE regulando la sinte-
sis de diversas proteinas. Parte derecha de la figura: cuando se forma un dimero heterogéneo debido a la presencia de la isoforma 3 del RG se produce un
déficit en la unién al ADN y, por tanto, se ve alterada la acciéon biologica del GC.

proteinas como el Western blot, como asi ha podido de-
mostrarse en un reciente estudio de Webster et al*’, que
encontré valores elevados de RGP en células HeLa-S3
estimuladas con citocinas (factor de necrosis tumoral
[TNF] a o interleucina [IL] 1), permitiendo asi estable-
cer comparaciones a priori mas adecuadas entre las dos
isoformas.

Mecanismo de accion

Como se ha sefialado anteriormente, tras unirse al
GC en el citoplasma de las células, el RG y la hormona
forman un complejo que se une con otro complejo ho-
mologo formando dimeros!718.

Existen datos que sustentan la idea de que los dime-
ros formados por la asociacién de formas o y 3 son in-
capaces de efectuar su accién reguladora sobre los
GRE™" (fig. 2); sin embargo, otros autores consideran
que todavia no estd claramente demostrado que el RGf3
pueda ejercer un efecto dominante negativo sobre las
acciones del RGa. Asi, Bamberger et al®, utilizando una
linea celular, las COS-7, transfectadas con un virus
(MMT V-luciferasa) que introducia el RGf artificial-
mente, demostraron que un incremento en la produc-
cién del RGP podia actuar de forma negativa sobre los
efectos de la hormona en las células, ejerciendo un
efecto inhibidor del RGa.. En concordancia con estos
resultados, Oakley et al’ también demostraron los efec-
tos negativos que el RGp era capaz de ejercer sobre los
RGo en otra linea celular, la constituida por células
HeLa-S3, situacion en la que el RGP era mas abundante
que el o. Por otro lado, han aparecido trabajos que de-
mostraban la influencia negativa que el RGP puede
ejercer en la actividad antiinflamatoria del RGa, al
comprobarse que un aumento de la isoforma 3 es capaz
de reducir la potencia de la o para disminuir la activi-
dad del factor de transcripciéon NF-kB, un potente agen-
te proinflamatorio cuya importancia ha sido comentada
previamente. Estas observaciones se emplean para sos-
tener la hipétesis de que el RGP puede reducir el efecto
antiinflamatorio de los GC'.

A pesar de los resultados anteriormente expuestos, el
mecanismo por el que el RGP ejerceria su efecto regu-
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lador negativo del RG todavia no ha sido aclarado. Por
ejemplo, la formacién de heterodimeros o y 3, que por
un simple mecanismo competitivo serian capaces de
anular el efecto de los GC, se ha puesto en duda, dada
la existencia de diversos trabajos que demuestran la
marcada diferencia de concentraciones entre ambas iso-
formas, como ya se ha mencionado anteriormente. Ade-
mads, han aparecido estudios discrepantes que han pues-
to de manifiesto la ausencia de efecto del RGP sobre los
factores transcripcionales como el AP-1 o el NF-kB>*?!,

Por otro lado, se han publicado otros trabajos en los
que no se ha conseguido demostrar un efecto represor
del RGJ sobre el RGo, todo ello en diferentes modelos
de células transfectadas como las Jurkat T, o las COS-7
y COS-1132022 Egta discrepancia de resultados se ha
atribuido a diferentes hechos: en primer lugar, podrian
existir diferencias en la técnica o en la especificidad de
los vectores usados para la transfeccion de las células.
En este sentido, parece crucial conseguir en el futuro un
buen control de estas diferencias con el fin de conseguir
una correcta interpretacion de los resultados que se ob-
tengan. Ademds, también se ha sugerido que el posible
efecto represor podria ser de tipo especifico de célula, o
incluso que una sobreexpresion del RGP seria conse-
cuencia de la misma respuesta inflamatoria®. El trabajo
de Sousa et al** estd de acuerdo con esta dltima opinidn,
y también pone de manifiesto una mayor expresion del
RGP en células inflamatorias extraidas de la piel tras
una prueba de la tuberculina de asmaéticos corticorresis-
tentes en comparacion con los corticosensibles.

Con respecto a este dltimo hecho, y aunque todavia no
son bien conocidos los mecanismos que modificarian el
proceso de splicing alternativo, varios trabajos relacionan
la presencia del RGP con la reaccién inflamatoria. En di-
ferentes estudios se demuestra una relacion entre la pre-
sencia de marcadores inflamatorios como la IL-2 o la IL-
4, la existencia del RGP y el grado de respuesta a los
GC'2242629-32 - Agimismo, se ha podido demostrar que la
intervencién mediante estimulos proinflamatorios, como
diversas citocinas o antigenos microbianos, es capaz de
inducir una disminucion de la accién de los GC sobre las
células y, paralelamente, un incremento en la deteccion
de la isoforma 3 del RG*-3033,
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Papel de la isoforma B en la respuesta terapéutica
a los glucocorticoides

Al repasar la bibliografia destaca que también han
aparecido diferentes opiniones en cuanto al papel que el
RGP puede ejercer en la respuesta clinica al empleo te-
rapéutico de los GC en determinadas enfermedades
como el asma. Las primeras dificultades aparecen a la
hora de definir el concepto de corticorresistencia en el
asma. De un modo operativo, la mayoria de los trabajos
cataloga a estos pacientes como aquellos asmaticos que,
partiendo de un volumen espiratorio maximo del primer
segundo (FEV,) basal inferior al 70-80% del valor de
referencia, no consiguen una mejoria igual o superior al
15% de dicho valor tras la administracién de una pauta
oral de glucocorticoides, que suele ser 40 mg al dia du-
rante una o 2 semanas. Esta definicion, o méas bien cri-
terio de seleccion de pacientes, no esta exenta de diver-
sas limitaciones, como el papel que pueden tener los
GC inhalados, los otros efectos que los GC pueden ejer-
cer en el organismo humano o la presencia de factores
externos o internos al organismo, no controlados y que
podrian hacer variar el patrén de respuesta al tratamien-
to. En relacién con este dltimo punto, Demoly et al?® de-
mostraron que el grado de resistencia al tratamiento es-
teroideo podia variar dentro de un mismo grupo de
pacientes asmaticos durante un periodo de seguimiento
de 6 meses, de modo que algunos pacientes clasificados
previamente como corticorresistentes, de acuerdo con su
respuesta a un tratamiento con GC, eran posteriormente
considerados corticosensibles, al demostrar en una se-
gunda prueba una respuesta considerada como normal o
propia de un asmatico corticosensible.

Existen diversos trabajos que han tratado de relacio-
nar la presencia del GRP con la resistencia a los GC.
Asi, existen algunos trabajos que, mediante la utiliza-
cion de técnicas de PCR y/o inmunohistoquimica, han
demostrado un incremento del RGf} en pacientes con
asma corticorresistente?*?*. En esta linea estd el estudio
de Hamid et al*%, que demostraron mediante técnicas de
inmunohistoquimica aplicadas en células T de lavado
broncoalveolar y células mononucleares de sangre peri-
férica de pacientes con asma corticorresistente, una pre-
sencia significativamente mayor de células positivas
para el RGP con respecto a los mismos grupos celulares
obtenidos de pacientes con asma corticosensible o en-
fermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). En
este mismo trabajo también se ponia de manifiesto la
presencia de una disminucién de la relacién entre las
isoformas o y B de los pacientes corticorresistentes. No
obstante, respecto a este ultimo hallazgo, la utilizacién
de dos anticuerpos diferentes en la deteccion de ambas
isoformas ha sido motivo de polémica por las posibles
diferencias de afinidad de los dos anticuerpos emplea-
dos y, por tanto, la imposibilidad de poder establecer
comparaciones cuantitativas entre ambas isoformas.

Existen también otros trabajos realizados en pacien-
tes que presentaban alteraciones en la respuesta a los
GC que han puesto de manifiesto resultados que ponfan
en duda el papel del RGP en esta falta de respuesta al
tratamiento. Asi, utilizando técnicas de PCR y Western
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blot, Gagliardo et al'> encontraron un claro predominio
del ARNm de la isoforma o del RG respecto a la B en
las células mononucleares de sangre periférica de indi-
viduos normales, con asma intermitente y con asma
corticodependiente. Ademads, en ninguno de los grupos
expuestos pudo detectarse la proteina del RGp.

Existen otros trabajos realizados en otras enfermeda-
des, como el de Honda et al'® llevado a cabo en pacien-
tes con colitis ulcerosa corticorresistente o los efectua-
dos en células de pdlipos nasales por parte de Pujols et
al (comunicacién personal) y Hamilos et al**. En ambos
casos se ha podido detectar ARNm del RGP, llegando
incluso a correlacionarse con el nimero de células in-
flamatorias del tejido analizado, pero siempre en unos
valores significativamente menores que los del RGa y
con una baja o nula presencia de la proteina.

Una de las criticas mds habituales al posible papel
del RGf en la induccién de corticorresistencia se basa
en que su habitual presencia escasa dificilmente puede
actuar como bloqueadora de la forma activa o, de ahi
que se cuestione el papel del RGP en la respuesta tera-
péutica a los GC en el asma y en otras enfermedades in-
flamatorias.

Conclusiones

La base terapéutica de un gran numero de enfermeda-
des que, como el asma, desde un punto patogénico se
sustentan sobre una base inflamatoria, se basa en el em-
pleo de agentes con efecto antiinflamatorio, y mds con-
cretamente en el empleo de GC. Es bien conocido que la
respuesta a los GC es variable de unos individuos a otros
y existen algunos pacientes con una respuesta pobre o
nula a estos agentes. Es precisamente este subgrupo de
asmdticos corticorresistentes €l que supone un mayor
reto tanto clinico como cientifico, dadas las dificultades
de tratamiento que plantea y la gran variedad de factores
que pueden estar implicados en esta deficiente respuesta.

Uno de los campos y debates cientificos abiertos du-
rante los dltimos afios para intentar determinar algunas
de las razones que justifiquen esta variabilidad se ha cen-
trado en los mecanismos que regulan la unidn, sintesis y
accién del RG al que el GC se une para poder realizar
posteriormente su accidn en la regulacion intranuclear de
la sintesis de moléculas implicadas en la inflamacién. Un
descubrimiento reciente ha afiadido mds motivos de de-
bate. Se trata de la descripcion de las dos isoformas (0t y
B) del RG. La isoforma B, producto de una maduracion
alternativa del ARNm, podria actuar en contraposicién a
la o, que es la biolégicamente activa, y con ello ejercer
un efecto represor global sobre los GC.

Como se ha expuesto anteriormente, y a pesar de que
diversos resultados aparecidos en la bibliografia apunta-
ban al RGP como posible responsable de la resistencia
que algunos pacientes tenfan a los GC, otros trabajos
posteriores han intentado argumentar lo contrario basan-
dose en las diferencias de valores de ambas isoformas en
las células estudiadas. Existen discrepancias atribuibles
a diferencias en los métodos empleados en los estudios
por los diferentes grupos. Probablemente parte de estas
dudas se vayan resolviendo con la aparicién de nuevos
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trabajos que sigan relacionando los hallazgos clinicos
con el comportamiento celular y los mecanismos mole-
culares que los regulan. En este sentido, parece de maxi-
mo interés el desarrollo de lineas celulares o animales
transgénicos que sobreexpresen el GR, y que quizd en
un futuro puedan contribuir a desarrollar técnicas de
identificacién temprana de estos pacientes.

En cualquier caso, y dadas la heterogeneidad y la
complejidad de los mecanismos que regulan la respues-
ta a los GC, es de gran relevancia avanzar en este cam-
po, ya que puede ser la clave para resolver el grave pro-
blema que representa el asma moderada y grave que no
puede ser adecuadamente controlada al no responder o
hacerlo pobremente al tratamiento con GC. Dado que
los GC son el tratamiento mds eficaz en el asma y al no
contar hoy dia con una terapia alternativa para los casos
en los que estos farmacos fracasan, la posibilidad de co-
nocer el origen del fracaso permitird disefiar nuevas es-
trategias terapéuticas.
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