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Resumen

Los Glucocorticoides (GCs) activan o reprimen miles de
genes a través del Receptor de GC (GR). Mediante spli-
cing alternativo de los exones terminales (9o o 9f) de
su transcripto primario y diversas opciones de lectura a
partir de 8 Codones de Iniciacion diferentes, el Gen de
GR da lugar a 16 isoformas. Cada una de ellas admite 16
combinaciones diméricas y con esto se llega a 256 ver-
siones homodiméricas de GR. El Cortisol viaja en plas-
ma ligado a Globulina Ligante de Cortisol (CBG) y esta
modula su distribucion y acceso a cada célula y tejido del
organismo. Su biodisponibilidad en el citosol depende de
la accion de enzimas 113-HSD tipos 1 y 2. El panel y
concentracion final de mondmeros y dimeros de GR varia
en funcion del programa de diferenciacion de cada célula.
La infusion de GCs semisintéticos desorganiza totalmen-
te el fino equilibrio que ejerce el hipotdlamo sobre casi
20% del Genoma Humano, por eso, su administracion
cronica resulta en mas dafio que beneficio. Los anticuer-
pos anti-CD20, anti-TNF o anti-BLyS reaccionan contra
proteinas especificas de células B o T, son mas eficaces y
NO modifican la equilibrada expresion de miles de genes
dependientes de Cortisol.

Palabras clave: GCs Glucocorticoides,
GR Receptor de Glucocorticoides,
CBG Cortisol Binding Globulin,
Mabs anti-CD20 Anticuerpos Monoclonales.
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Abstract

Glucocorticoids (GCs) up or down-regulates the expres-
sion of thousands of genes by binding to Glucocorticoid
Receptors (GRs). By alternative splicing of its terminal
exons 9a or 9B in the primary transcript and readings
through 8 different Start Codons, the GR gene devel-
opsl6 isoforms. Each one of them admits 16 dimeric
combinations and 256 homodimeric versions of GR.
Cortisol travels in plasma tied to Cortisol Binding Glob-
ulin (CBG), which modulates its distribution and access
to every cell and tissue of the body. Its cytosol biodis-
ponibility is determined by 11B-HSD types 1 and 2 en-
zymes. The panel and final concentration of GR mono-
mers and dimers changes according to the differentiation
programme of each cell. The infusion of semisynthetic
GCs totally disorganyze the delicate balance induced
by the hypothalamus on almost 20% of the Human Ge-
nome. Because of it, chronic infusion of semisynthetic
GCs results in more damage than benefit. Antibodies like
anti-CD20, anti-TNF or Anti-BLyS, react

against specific targets on B or T Cells, are more effective
and do not modify the evenly expression of thousands of
Cortisol’s dependent genes.

Keywords: GCs Glucocorticoids,
GR Receptor de Glucocorticoides,
CBG Cortisol Binding Globulin,
Mabs anti-CD20 Monoclonal Antibodies.
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Desarrollo

La Sintesis y Secrecion de Gluco-Corticoides (GCs)
es pulsatil, se realiza en la Corteza Suprarenal y esta
controlada por el eje Hipotalamo-Pituitario, me-
diante liberaciéon de Hormona Adreno-Cortico-Tro-
fica (ACTH).

En condiciones normales los niveles plasmaticos de
GCs varian en funcion del ciclo circadiano, alcan-
zando su maximo a la mafiana y su nadir a mediano-
che, pero también responden a eventuales episodios
de Stress?.

El Cortisol, que es el GC fisioldgico, regula armoni-
camente la activacion o represion de miles de genes,
a través de alguna de las 256 versiones homodimé-
ricas o 16 versiones monoméricas del Receptor de
Glucocorticoides (GR) @,

También induce via GR, rapidas respuestas celulares
No genomicas, mediadas por kinasas PI3K, AKT,
MAPKSs y c-Srcs. Es de remarcar, que la Kinasa
c-Src forma parte del complejo chaperon que man-
tiene al GR en el citoplasma, bajo forma inactiva
y monomérica. El Cortisol disuelve este complejo,
libera GR y c-Src, esta kinasa fosforila Anexina-1
y habilita su traslado a la membrana, donde inhibe
a Fosfolipasa A2 y su rol en inflamacion via forma-
cion de prostaglandinas y leucotrienos®>9),

La irrupcion de GCs semisintéticos activa miles de
genes de manera NO fisiologica y desarticula la fina
regulacion que ejerce el hipotalamo sobre casi 20%
del genoma humano.

El gen de GR codifica un Factor Transcripcional
Dependiente de Ligante que pertenece a la super-
familia de Receptores Nucleares (NR3C1). En el
caso del GR, el Ligante es Cortisol o alguna de sus
versiones farmacoldgicas (GCs).

Este gen codifica una proteina compuesta por tres
dominios criticos: 1) Dominio N-Terminal de tran-
sactivacion (NTD), 2) Dominio central de union
(Binding) al DNA (DBD) y 3) Dominio C-terminal
de union (Binding) al Ligante (LBD). Los dominios
DBD y LBD estan unidos entre si mediante una re-
gion flexible llamada Hinge (Bisagra) 4.

La zona DBD de esta molécula contiene dos moti-
vos Zinc Finger, que tienen afinidad especifica por
secuencias del DNA conocidas como “Elementos
de Respuesta a Glucocorticoides” (GREs). Ademas
cuenta con dos Sefales de Localizacion Nuclear
(NLS), una ubicada entre DBD y Hinge y otra en
LBD @19,
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Para ingresar al nucleo el GR debe exhibir NLS en
superficie y esto resulta de cambios conformacio-
nales inducidos por Cortisol. La Importina-o re-
acciona con secuencias fosfolipidicas NLS, recluta
Importina-f y esta moviliza el complejo al interior
del nucleo. Alli el GR es liberado de las Importinas
y puede reaccionar con GREs e iniciar la transcrip-
cion de genes dependientes de GCs V.

El dominio NTD exhibe poderosa funcion activa-
dora de la transcripcion, por interaccion con Co-re-
guladores y maquinaria basal de transcripcion. Ade-
mas constituye el sitio primario de modificaciones
post-traduccionales inducidas por instalacion de
grupos Fosfato, Ubicuitina, SUMO o Acetilo.

El sitio LBD tiene un bolsillo hidrofobico para inte-
raccion especifica con GCs y un dominio AF2 para
interaccion con Co-reguladores (12,

El gen de GR tiene 9 exones y luego de la transcrip-
cion, su RNA primario es sometido a splicing alter-
nativo entre dos versiones de exon 9: alfa y beta,
dando lugar a dos isoformas: GR alfa y GR beta.
Por otra parte, ambas versiones de RNA primario,
GR alfa y GR beta, admiten al menos 8 lecturas
diferentes, porque la RNA Polimerasa puede ele-
gir entre 8 codones de iniciacion diferentes y esto
da lugar a 16 isformas posibles. Ademas, entre los
monoémeros GR, alfa y beta, existe la potencialidad
de armar, como deciamos mas arriba, al menos 256
combinaciones homodiméricas. Y estos mondomeros
o dimeros de GR tienen a cargo la activacion de ge-
nes especificos.

Cada célula, en cada tejido y en cada etapa de su
ciclo celular, dispone de un panel especifico de com-
binaciones homodiméricas y monoméricas de GRs.
Eso depende de su programa genético de diferencia-
cion, que ademas incluye la posibilidad de agregar
mas o menos Fosfato, Ubicuitina, SUMO o Acetilo
a cada producto final. Y dichas moléculas modifi-
can la estabilidad y vida media de los mencionados
dimeros o monomeros de GR, agregando ulteriores
factores de variabilidad funcional'*!¥.

Entonces, una simple hormona (Cortisol) puede
abrir la expresion de uno o multiples genes en un
linfocito o cerrarlos en un miocito, todo dependera
de las variables fisioldgicas o patoldgicas a que esta
sometida cada célula. Por ejemplo, es probable que
el acceso de cortisol a linfocitos sea diferente en cir-
culacion, ganglio o placa de Peyer.

251



ARTICULO DE REVISION

Exon
1 2 3 4 5 678 90 9B
H HHHRH
L I
@
®®®=® © EMO
NH, N-Terminal Domain ‘ DBD | Hinge LBD COOH
HSP Binding
Dimerization
AF-1 AF-2
AP-1 Interaction
NFKB Interaction

Detalles en la Imagen Adjunta: 1) arriba la secuencia de exones del gen GR y las opciones de exon 9 alfa y 9 beta, 2) luego la

imagen del producto monomeérico con sus dominios NTD, DBD,

Hinge y LBD. Las “P” significan “Sitios de Fosforilacion”,

SUMO es sigla de “small ubicuitin-related modifiers”, que igual que “U” de Ubicuitina, modifican la biodisponibilidad o funcion
de una proteina. Las barras que se observan mas abajo indican sitios de union a “heat shock proteins”, sitios de Dimerizacion,

sitios de union a AF1, AF2, AP1 y NFkB.

Por eso, los diversos productos semisintéticos (far-
macologicos) disponibles (GCs) provocan un desco-
munal desarreglo genético, particularmente cuando
son utilizados en forma cronica, algo que por cierto
es preferible evitar(!>!19,

Ambas isoformas, GRa y GRf} exhiben idéntica se-
cuencia hasta el AA 727 y de alli en adelante difie-
ren: la version de splicing GRa tiene 50 AA mas y
la version GRP 15 AA mas no homologos a GRa.
La version GRp exhibe diferencias funcionales: no
liga GCs, reside constitutivamente en el niicleo y no
tiene actividad sobre genes que responden a corti-
coides. Sin embargo, cuando se expresan ambas
versiones de manera simultanea, el GRp ejerce inhi-
bicion dominante sobre GRa (713,

Diversas enfermedades inflamatorias, entre otras
asma, artritis reumatoidea y lupus eritematoso sisté-
mico, suelen ser resistentes a GCs y esto parece es-
tar vinculado a incrementos en el nivel de GR (%19,
La interaccion del GR con secuencias GRE del
DNA activa, o reprime la expresion de genes espe-
cificos®*2D,

Las secuencias GRE son palindromicas y exhiben
dos sexameros conectados por tres nucléotidos que
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carecen de preservacion evolutiva y no participan de
la interaccion con GRs.

Es frecuente registrar palindromos en secuencias de
DNA, basta recordar el caso de los Genes Activado-
res de la Recombinacion (RAG), descritos en Re-
combinacion de Genes de Receptores Antigénicos B
y T. Dichos genes codifican proteinas con secuen-
cias de AA que reaccionan especificamente contra
palindromos del DNA llamados RSS “2.

Acorde con el principio de complementaridad de
Watson y Crick, cuando encontremos Citosina (C)
en una Hebra tendremos siempre Guanina (G) en la
complementaria y cuando hallemos Adenina (A), en
la otra registraremos Timina (T). Es decir, la se-
cuencia de Bases Puricas y Pirimidinicas que se vea
en una Hebra tendra imagen “en espejo” en su com-
plementaria y siempre sera C por G o A por T.

De lo contrario no se entenderd como pueden lla-
marse palindromicas: “Dabale Arroz a la Zorra el
Abad” puede leerse hacia delante y hacia atras sin
cambiar su significado literario.

Y lo mismo sucede con la secuencia palindomica
c¢GRE, siempre tomando en cuenta el principio de
complementaridad: GGAACAnnnTGTTCT. Este
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seria un c-GRE tipico, activador o represor de la
transcripcion de genes especificos, donde cada sexa-
mero reacciona con secuencias especificas de cada
monoémero del GR homodimérico. También hay
Monomeros que no forman homodimeros y reaccio-
nan con nGRE de secuencia CTCC(n)0-2GGAGA,
de funcion exclusivamente represora de la transcrip-

cion@ 2. En ambos casos se trata de Palindromos
Incompletos, pero igual son Palindromos.

La interaccion del GR con factores transcripcionales
como API y NF-kB, bloquea la activacion de genes
pro-inflamatorios y constituye uno de los mecanismos
anti-inflamatorios mas importantes de los GCs 29,

Cell Surface

GC

7|
GRE )Pl

nGRE

En la imagen vemos el ingreso de Glucocortioide (GC) a la célula, su interaccion con los Tipos 1y 2 de 11f-Hidroxiteroid
(ver mas abajo), su interaccion con GR y su ingreso al niicleo para interaccion con cGREs, nGREs y NFkB.

Obviamente, este sigue siendo un campo de intensa
investigacion cientifica y falta resolver muchas in-
cognitas, pero, es claro que las versiones alfa y beta
de GR tienen funciones bioldgicas dispares.

Es importante entonces remarcar que cada célula del
organismo exhibe un panel y concentracion de GRs,
especificamente ajustado a la funcion bioldgica que
desempefia. Por eso, los efectos del Cortisol, varian
en cada tejido e incluso entre cada uno de los grupos
celulares que lo componen.

Los GCs inducen apoptosis de Timocitos y Osteo-
blastos (linfo y osteopenia) y extienden la sobrevida
de Hepatocitos y Cardiomiocitos. Ademas la sensi-
bilidad a GCs varia entre individuos, incluso dentro
de una misma célula, acorde con las diversas etapas
del ciclo celular. Esto explica que los GCs reduzcan
la masa tumoral en Linfomas y Leucemias de estirpe
linfoide y sean ineficaces en otros tipos de tumores.
El Cortisol coordina la expresion de multiples ge-
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nes, de manera muy especifica, en cada célula, cada
etapa del ciclo celular y cada tejido, acorde con re-
querimientos sistémicos del organismo.

Esta hormona funciona como director de orquesta,
porque impone la partitura que se debera tocar, in-
dica el caracter maestoso o pianisimo del ritmo, or-
dena silencio o activacion de cada instrumento, pero
no ejecuta ninguno de ellos.

Los efectos del Cortisol serdn totalmente diferentes
en un Osteoblasto o un Fibroblasto, porque cada cé-
lula elabora un determinado panel de mondmeros
y dimeros de GRs, acorde con sus requerimientos
especificos.

La aplicacion farmacoldgica de GCs es eficaz como
anti-inflamatoria en agudo, pero puede ser devasta-
dora en pacientes cronicos@®27,

En ausencia de Cortisol (GC) el GR habita en el
Citoplasma bajo version monomérica, integrado a
un complejo multiproteico compuesto por diversas
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proteinas chaperonas: hsp90, hsp70, p23 y miem-
bros de la familia FK506. En estas condiciones el
GR permanece bajo conformacion transcripcional
inactiva, pero exhibe fuerte afinidad por el Cortisol
0 sus versiones semisintéticas®®.

La irrupcion de su ligante (GC) induce dimerizacion
de GR, exposicion de los “Sitios de Localizacion
Nuclear”, traslado al Ntcleo e interaccion con “Ele-
mentos de Respuesta a Gluococorticoides” (GRE)
del DNA, para activacion o represion genética de-
pendiente de GCs.

El Cortisol regula gran cantidad de procesos fisio-
logicos, que incluyen metabolismo intermedio,
crecimiento esquelético, funcion cardiovascular,
reproduccion y actividad cognitiva. Ademas, los
GCs ejercen feedback negativo sobre Hipotalamo y
Adenohipdfisis e inhiben la produccion y liberacion
de ACTH para modulacion del nivel plasmatico de
Cortisol®”.

El Cortisol es transportado en plasma mediante Glo-
bulina Ligante de Cortisol (CBG), la cual, ademas
de facilitar su distribucion, regula su liberacion a ni-
vel tisular®. Para ingresar a la célula debe ser libe-
rado de su unién a la CBG y su biodisponibilidad en
el Citosol regulada por enzimas 11b-Hidroxisteroid
Dehidrogenasa (113-HSD) Tipos 1 y 2. La enzima
Tipo 1 convierte el metabolito inactivo Cortisona en
su contrapartida activa, que es el Cortisol y la va-
riante Tipo 2 ejerce el efecto inverso©?.

La sensibilidad a Cortisol de los GRs cambia en fun-
cion del nivel de expresion y actividad de las men-
cionadas enzimas.

La mayoria de los derivados sintéticos del Cortisol
(GCs) no se une a CBG, no responde a las enzimas
arriba mencionadas y bloquea de manera sostenida,
la liberacion de ACTH releasing factor. Por eso des-
organizan totalmente el extenso espectro de genes
dependientes de Cortisol®V.

Los anticuerpos Anti-CD20 reaccionan solamente
contra CD20, que es una proteina ubicada en la su-
perficie de un solo tipo de Célula llamada Linfocito B.
En virtud de su especificidad anti-CD20 es posible
inducir Deplecion de Célula B en sangre, sin afectar
Células T ni otros grupos celulares, ni alterar el 20%
del Genoma Humano como ocurre con los GCs.

En mujeres embarazadas con algtin tipo de enferme-
dad autoinmune dependiente de anticuerpos, como
Anemia Heomolitica Autoinmune, Purpura Trom-
bocitopénica Idiopatica, Neutropenia Autoinmune,
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Artritis Reumatoidea, Lupus Eritematoso Sisté-
mico, Guillain Barré, Esclerosis Multiple y tantas
otras, la deplecion de Células B mediante alglin an-
ticuerpo anti-CD20, como Rituximab, Ofatumumab
o versiones similares, constituye una alternativa te-
rapéutica recomendable.

Optar por GCs implica habilitar el desequilibrio ex-
presivo de 20% de sus respectivos genomas®* 3,
Por cierto la infusion de Rituximab puede provocar
deplecion de Células B en el Feto, pero se trata de
Células B Naif' y estas se recuperan en el curso de
pocos meses.

El éxito terapéutico de Rituximab en diversas pa-
tologias inflamatorias autoreactivas provocadas por
auto-anticuerpos, ha sido demostrado en diversos
estudios clinicos. Debe remarcarse, que la base ra-
cional de todas estas expresiones autoinmunes es la
misma, por consiguiente, lo que es valido para PTI
0 PTT lo es también para cualquier otra version au-
toreactiva(34, 35, 36,37, 38, 39, 40).

En entidades autoinmunes NO dependientes de au-
toanticuerpos, como Enfermedad de Crhon o Coli-
tis Ulcerosa, donde el fendmeno autoreactivo parece
estar liderado exclusivamente por células T, la mejor
respuesta terapéutica suele lograse con anticuerpos
anti-TNF y corticoides de bajo nivel absortivo como
Budesonide“V.

La mayoria de los fendmenos autoinmunes ocurren
por desarrollo de clones B autoreactivos, salvo Psoria-
sis, Colitis Ulcerosa o lleitis regional (Crhon) que son
patologias provocadas por Células T autoreactivas.
Por eso, la Deplecion de Linfocitos B, mediante an-
ti-CD20, constituye una alternativa terapéutica po-
tencialmente superadora, que podria reemplazar a
los corticoides, que dominaron la escena terapéutica
desde 1948 en adelante™?.

Los corticoides persistirdn como recurso util para
tratamientos anti-inflamatorios de corto tiempo.
Pero el uso de estos farmacos en forma cronica,
expone al paciente a severos efectos indeseables y
brinda pobres resultados terapéuticos.
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