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Resumen

Los glucocorticoides son hormonas esteroides que participan en la regulacién de
numerosos procesos fisioldgicos y son esenciales para la vida. Desde un punto de
vista farmacolégico, estas hormonas son utilizadas en la clinica para el tratamiento
de una amplia variedad de desordenes inflamatorios e inmunolégicos.
Desafortunadamente, su uso crénico conduce a graves efectos adversos (i.e.
desarreglos metabolicos). Es por ello que durante las Gltimas décadas se han
realizado enormes esfuerzos para disefiar y evaluar compuestos sintéticos con
funciones disociadas, o sea capaces de inducir los efectos deseados
(antinflamatorios) y no provocar efectos adversos (metabolicos). El principal
mecanismo de accion de los glucocorticoides involucra la union especifica del
esteroide a un factor de transcripcion, el receptor de glucocorticoides (GR). El
paradigma vigente establece una relacion directa entre el estado de oligomerizacion
del GR (si actia como dimero o como mondémero) y su actividad fisiolégica
(efectos antinflamatorios 0 metabdlicos). Este modelo disociado ha dirigido la
busqueda de ligandos méas seguros durante los ultimos 25 afios, sin mayores éxitos
hasta el momento. En este trabajo, se reexaminard y discutira la evidencia que dio
origen al modelo disociado y se contrastard con resultados recientemente
publicados que apuntan a la necesidad de una revision de dicho paradigma y a la
construccion de un modelo que incluya nuevos determinantes con el fin de explicar
los complejos mecanismos de la accidn glucocorticoide.

Palabras claves: Receptor de glucocorticoides, dimero, mondmero, tetrdmero,
modelo disociado.

Abstract

The twilight of the dissociated model of glucocorticoid action. Glucocorticoids
are used for the treatment of a vast array of inflammatory and immune disorders.
Despite their severe side effects in chronic therapies, they remain among the most
prescribed drugs in the world. Glucocorticoids exert their actions by binding to the
glucocorticoid receptor (GR), a transcription factor belonging to the nuclear
receptor superfamily. The current paradigm, which | would refer as the dissociated
model, states that the uncoupling between GR activated pathways responsible for
the desired pharmacological effects and pathways involved in adverse GR reactions
could be achieved through specific ligands that would modulate GR’s oligomeric
state. Despite big efforts, no side-effect free drug has been found under this model.
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In this review, | will critically re-examine the founding evidence that established
the dissociated model from a chronological perspective and summarized
compelling recent data against it. Finally, I suggest it is time for a new, updated,
and more comprehensive model of GR action if we are to improve glucocorticoid
pharmacological outcome.

Keywords: Glucocorticoid receptor, dimer, monomer, tetramer, dissociated model.
1. Introduccion

Los glucocorticoides pertenecen a la familia de hormonas esteroides, junto con
los mineralocorticoides, progestagenos, andrdgenos y estrogenos [1]. Esenciales para la vida,
los glucocorticoides poseen funciones indispensables en varios sistemas, como el endocrino, el
renal, el inmune y el neuronal; ejerciendo efectos virtualmente en todos los tejidos y 6rganos
del ser humano. Estas hormonas ayudan a mantener la homeostasis durante situaciones de
estrés como hemorragias, infecciones, desdrdenes metabdlicos e incluso ansiedad [2].

Desde un punto de vista farmacoldgico, los glucocorticoides son extremadamente
efectivos como agentes antiinflamatorios e inmunosupresores, por lo que su uso clinico resulta
indispensable en el tratamiento de enfermedades autoinmunes y desérdenes inflamatorios
como la artritis reumatoidea, o incluso como inhibidores del rechazo de trasplante de 6rganos
[3]. Ademas, estas hormonas son utilizadas en terapias combinadas frente a ciertos tipos de
cancer [4]. Desafortunadamente, el tratamiento cronico con glucocorticoides conlleva a
severos efectos adversos, entre los que se encuentran diabetes, osteoporosis, atrofia de la piel,
redistribucion de la grasa, glaucoma, hipertension arterial, psicosis y neurodegeneracion, entre
otros [1, 5, 6].

Si los efectos antiinflamatorios pudiesen, de alguna manera, ser separados de los
efectos adversos, los beneficios clinicos serian enormes. Durante los ultimos 25 afios, se viene
asociando este desacoplamiento de repuestas con la separacién entre la induccién y represion
que ejercen los glucocorticoides sobre la expresion génica. Bajo esta linea de pensamiento, se
han invertidos numerosas sumas de dinero para (intentar) desarrollar glucocorticoides con
actividad disociadas, es decir, drogas sintéticas capaces de mantener efectos clinicos deseados
sin provocar efectos adversos [7].

En este trabajo, se examina la evidencia que dio génesis a este modelo disociado
de accion glucocorticoidea. Durante este viaje, recorreremos las bases moleculares de accion
de estas hormonas y descubriremos algunas fallas en la construcciéon del modelo vigente.
Finalmente, se discute la necesidad de cambio al dogma actual que explique con mayor
profundidad la accion de los glucocorticoides.

2. El Receptor de Glucocorticoides

Tanto las acciones fisiolégicas como farmacoldgicas de los glucocorticoides estan
mediadas por el receptor de glucocorticoides (GR, NR3C1), un factor de transcripcion
perteneciente a la sper familia de receptores nucleares [8]. EI GR parece expresarse en casi
todos los tipos celulares, por lo que no es de extrafiar que su ligando natural regule una gran
diversidad de sistemas fisioldgicos. El receptor se encuentra codificado por un solo gen,
aunque mecanismos de splicing y de traduccion alternativos generan varias isoformas [9]. Este
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trabajo se enfocara exclusivamente en la isoforma alfa, la mas abundante. Particularmente se
discutirda como su estado de oligomerizacion ha sido tomado como determinante fundamental
en la construccidn del modelo disociado y en la busqueda de compuestos con un mejor perfil
farmacoldgico.

2.1 Estructura del GR

Como todo miembro de la superfamilia de receptores nucleares, el GR es una
proteina modular organizada en tres dominios estructurales y funcionalmente bien definidos:
un dominio N-terminal (NTD, N-terminal domain), un dominio central de union al ADN
(DBD, DNA-binding domain), y la porcion C-terminal, llamada dominio de unién al ligando
(LBD, ligand binding domain) [10, 11]. Hasta la fecha no se han podido obtener cristales de la
proteina completa, aunque por separado se ha logrado dilucidar la estructura por cristalografia
de rayos X del dominio DBD [12] y del LBD [13] en forma independiente.

El NTD es el dominio con mayor variabilidad de secuencia entre los receptores
de esteroides, con menos del 15% de identidad de secuencia [8]. Este dominio carece de
estructuras secundarias y terciarias definidas, por lo que se lo denomina intrinsecamente
desordenado [14]. Funcionalmente, este dominio aloja uno de los médulos de transactivacion
del receptor (AF-1, Activation Function 1), capaz de interactuar con diversos cofactores,
favoreciendo la actividad transcripcional del mismo [15]. Nuestro relativo escaso
conocimiento de este dominio posiblemente contribuya a nuestra incapacidad de manipular
adecuadamente la actividad transcripcional del GR.

Desde el punto de vista de su estructura primaria, su region central contiene el
dominio de union al ADN, altamente conservado entre los miembros de la familia de
esteroides. Dos grupos de cuatro cisteinas, cada una coordinando un i6n Zn**, estabilizan una
conformacion adecuada para la unién a secuencias especificas del ADN, denominada
elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE). La secuencia consenso GRE consiste en una
secuencia pseudo-palindrémica conformada por dos regiones de 6 nucle6tidos conservados,
separados por 3 nucledtidos no conservados: TGTTCTnnnAGAACA [16-18]. Dicha
estructura palindrémica sugiere la unién de una molécula de GR por region, dando lugar a una
interaccion del GR con el ADN en forma de dimero [19]. De hecho, se describié una region de
cinco aminoéacidos (D-loop) localizada entre las primeras dos cisteinas del segundo dedo de
zinc que forma parte de la interface de dimerizacion del GR [12].

Entre la region central y la C-terminal se encuentra una region bisagra o hinge,
gue también fue asociada funcionalmente a la dimerizacién del receptor [20]. Finalmente, el
dominio C-terminal del GR no s6lo contiene la cavidad en donde se une el ligando, sino que
también presenta una segunda region de activacion (AF-2), el sitio de unién a chaperonas y
otras proteinas [21], y otra region responsable de la dimerizacion del receptor [13]. Ademés de
estos dominios, el GR presenta dos sefiales de localizacion nuclear (NLS) presentes en la
region comprendida entre el DBD y el LBD [22].
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2.2 Mecanismos clasicos de accion del GR
2.2.1 Union directa al ADN: transactivacion

En ausencia de hormona, el GR se encuentra principalmente en el citoplasma
formando parte de un complejo proteico asociado a chaperonas como la Hsp90 e
inmunofilinas como las FKBPs; las cuales mantienen al receptor en una conformacion
transcripcionalmente inactiva pero capaz de unir hormona [23]. Luego de la unién del ligando,
un cambio conformacional en el receptor desencadena su casi completa translocacion al
nucleo celular, donde ejerce la mayoria de sus funciones bioldgicas [22]. Al menos dos
mecanismos estan involucrados en el movimiento retrégrado del GR, uno dependiente de
microtdbulos y Hsp90; y otro independiente mediado por importinas [24]. Una vez dentro del
nucleo, el GR se distribuye de manera no-homogénea formando foci discretos, aunque su
naturaleza exacta y funcion son desconocidas [25, 26].

El GR activo, como todo factor de transcripcion, busca unirse a secuencias
especificas de ADN, que en el caso del GR se denominan GRES como se mencion6
previamente. Méas aln, también se han descripto los llamados sitios 1/2GRE, que consisten
justamente en la mitad de la secuencia de reconocimiento [27]. Alternativamente, el GR
también puede unirse a otro elemento de respuesta de secuencia CTCC(N)o.GGAGA,
conocida como GRE negativos (nGRES) [28-30], aunque la relevancia in vivo de este tipo de
secuencias ha sido cuestionada [31-34].

Aunque existen millones de secuencias a lo largo del genoma que son
consistentes con elementos de respuesta a glucocorticoides, experimentos de
inmunoprecipitacion de cromatina seguidos de secuenciacion profunda (ChlP-seq) mostraron
gue sélo una pequefia fraccion de GREs, en el orden de miles, es ocupada por el GR dentro de
un mismo tipo celular, siendo el estado de la cromatina el mayor determinante de la capacidad
del GR de interactuar con el ADN in vivo [35]. Por lo tanto, la accidn tejido-especifica que los
glucocorticoides ejercen podria estar supeditada, al menos en parte, al grado de accesibilidad
de la cromatina en cada tipo celular [36, 37].

El GR, como la mayoria de los factores de transcripcién, interactla
dindmicamente y en forma directa con la cromatina [17, 38]. Este proceso se ha denominado
histéricamente como transactivacion del receptor. En este modo de accidén, su actividad
transcripcional depende del reclutamiento de coactivadores o correpresores. Es decir, un factor
de transcripcién otorga especificidad de accion a los cofactores, que son los Gltimamente
responsables de modular la actividad transcripcional mediante la activacion (o inhibicion) de
la RNA polimerasa Il [39]. Todavia no ha sido establecido en qué momento los complejos
GR-coactivador o GR-correpresor son formados, ya sea en el nucleoplasma, en los foci
intranucleares, o después que el receptor se une al ADN.

2.2.2 Union indirecta al ADN: el paradigma de la transrepresion

Ademaés de su accion directa como factor de transcripcion, el GR es capaz de
interactuar con otras proteinas, afectando su funcién, mecanismo histéricamente denominado
transrepresion. Se ha descripto que el GR regula la actividad de NFxB y AP-1, factores claves
de la respuesta inflamatoria [40]. Otros ejemplos incluyen PU.1, Smad3,4, T-bet, Oct 1/2,
STAT6, STATS5, IRF3, COUP-TFII, NGFI-B/NuR77, CREB, entre otros [41, 42]. Esta
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regulacion puede ser tanto positiva (por ejemplo, con STAT5) como negativa (NFkB y AP-1),
y a su vez puede depender tanto del tipo como del contexto celular [42]. De esta manera, dos
factores de transcripcion pueden formar un complejo e interactuar con el ADN a través de los
elementos de respuesta de cualquiera de ellos, ampliando asi el nimero de genes cuya
expresion es modulada tanto en forma positiva como negativa [43].

3. ElI modelo disociado y la busqueda de glucocorticoides con un mejor perfil
farmacoldégico

El modelo disociado se basa en los mecanismos clésicos descriptos en la seccion
anterior, es decir, establece la existencia de dos grandes vias por las cuales el GR puede
actuar: la via directa (transactivacion) y la via indirecta (transrepresién) [7]. Desde un punto
de vista clinico/farmacoldgico, generalmente se acepta que los genes regulados por la via de
transactivacion estan asociados principalmente al control de procesos metabdlicos de los
glucocorticoides (clinicamente considerados efectos adversos indeseables), mientras que los
genes regulados por transrepresion se asocian a efectos antiinflamatorios e inmunosupresores
(efectos benéficos) [6, 44]. Mas aun, bajo el modelo disociado se acepta que la transactivacion
comprende la induccion de la expresion génica como producto de la union del homodimero de
GR a sitios GRE mientras que, en la transrepresion, el complejo ligando-receptor, como
monomero, inhibe la expresion de genes activados principalmente por NFkB o AP-1 [5, 6, 44,
45].

Este paradigma se establecié en la comunidad cientifica principalmente a partir
de la caracterizacion del mutante A458T del GR, también conocido como GRdim.
Bésicamente, el modelo disociado se basa en dos premisas principales [7]:

1) El GRdim es incapaz de dimerizar y unirse al ADN en forma directa, eliminando su
capacidad de transactivar pero no de transreprimir [46]. Por lo tanto, transactivacién y
transrepresion son dos mecanismos independientes o disociables.

2) El GRdim mantiene actividad antiinflamatoria pero no media efectos metabélicos [47, 48].
De esta manera, se establecid la idea de que, si una mutacién puntual es capaz de producir un
cambio en la estructura del receptor que lo hace disociar las acciones de transrepresion de las
de transactivacion, muy probablemente existan ligandos que también puedan lograrlo [7]. Bajo
este supuesto, surge entonces el concepto de glucocorticoide disociado: un glucocorticoide
capaz de activar la transrepresién, pero no la transactivacion del GR. Este ligando mantendria
asi los efectos antiinflamatorios benéficos, pero disminuiria o idealmente eliminaria los
efectos adversos, siendo, desde el punto de vista farmacolégico, el glucocorticoide ideal [3,
49, 50]. Como el GRdim se caracteriz6 como supuestamente monomérico [46], los ligandos
que promuevan un GR salvaje monomérico deberian tener un mejor perfil farmacoldgico, es
decir, retendrian los efectos deseados en detrimento de los adversos [51].

La primera generacion de ligandos disociados fue un completo fracaso. Por ejemplo, el
compuesto RU24858, a pesar de su capacidad de promover transrepresion del GR [52],
también generaba efectos adversos como pérdida de peso y reduccién de masa 6sea [53-55].
Otro ejemplo paradigmaético es el Compuesto A. Este ligando no esteroidal no promueve la
dimerizacion del GR ni la transactivacion del mismo [56, 57]. Sin embargo, a pesar de que
inhibe la sefializacion mediada por NFxB, no tiene efectos sobre la actividad transcripcional
de AP-1 [58]. Por otro lado, otros ligandos como el esteroide rigido 21-hydroxi-6,19-
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epoxiprogesterona [59, 60], el cual no inhibe dimerizacién del GR, presenta un perfil de
ligando disociado [61]. Estos ejemplos no hacen mas que ilustrar que una caracterizacion
binaria de la accion del GR es, por lo menos, demasiado simplista [32, 60].

En conclusion, y considerando que durante los Gltimos 25 afios no se ha podido generar un
ligando que pueda utilizarse crénicamente sin producir efectos adversos, es necesario abordar
el problema desde otra perspectiva. De hecho, estudios posteriores sobre el GRdim han
demostrado que los efectos antiinflamatorios de los glucocorticoides también se encuentran
mediados por mecanismos de transactivacion, e inversamente, la transrepresion es responsable
de algunos efectos adversos [62, 63]. En la préxima seccidn analizaremos en detalle las
evidencian que dieron origen al modelo disociado, y se discutird la autenticidad de las dos
propiedades del GRdim que dieron lugar al paradigma vigente: su supuesta incapacidad de
dimerizar y su inhabilidad de unirse al ADN.

4. El origen del modelo disociado

La primera nocion de que la actividad inductora del GR y su capacidad de
reprimir genes podria disociarse surgio en un trabajo de principios de los *90 [64]. En aquella
publicacion, se demostr6 que deleciones de varios aminoacidos dentro del DBD del GR
inhibian la capacidad del receptor de inducir la expresion de un gen reportero en forma directa,
pero que dichas mutantes todavia conservaban la capacidad de inhibir parcialmente la
actividad de AP-1. Ese trabajo concluye que el GR podria no requerir de la unidén directa a
ADN para su accion represora. Ademas, dado que la concentracion de ligando requerida para
(trans)reprimir era menor que la requerida para (trans)activar, se sugirié que el monémero de
GR estaba involucrado en la represién, mientras que el homodimero participaba de la
induccion de la expresion génica.

Inspirados por esos resultados, el grupo de Andrew Cato caracteriza al GRdim
por primera vez en 1994 [46], hallando la primera mutacién puntual capaz de disociar
transactivacion de transrepresion. Hacia finales de esa década, la caracterizacion fenotipica de
un ratén knock-in para GRdim [47] dio origen formal al modelo de ligandos disociados y su
busqueda para disminuir los efectos perjudiciales de los glucocorticoides [7]. Debido a que la
incapacidad de dimerizar y de unirse al ADN son las dos caracteristicas del GRdim que dieron
origen al modelo disociado, evaluaremos a continuacion las evidencias a favor y en contra de
ambas propiedades.

4.1 ;El GRdim es realmente un monoémero?

Pese a que el trabajo original del GRdim concluye explicitamente que esta
mutante no es capaz de dimerizar [46], llamativamente no hay ningln experimento que evalle
el estado de oligomerizacion del receptor. Ninguno. ;Como es esto posible? ;Como llegan los
autores a semejante conclusion sin evidencias directas? Recordemos que la busqueda de
ligandos disociados todavia se basa en generar un GR monomeérico, y esto surge justamente de
la supuesta incapacidad de dimerizar del GRdim [7].

Los autores [46] explican que la eleccion de la mutacion del GRdim (A458T) se
basd en una mutacion ortéloga (A596T) en el receptor de andrdgenos (AR) que, también
segun los autores, afecta su dimerizacion [65]. Mé&s alla de que el efecto de una mutacion
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puede diferir entre miembros de la misma familia de receptores, llamativamente en el trabajo
sobre la mutante de AR tampoco se demuestra en forma directa la incapacidad de dimerizar de
esa mutante. Por el contrario, en dicha publicacion [65] se argumenta que la raz6n para
concluir que la mutacion A596T afecta la dimerizacion del AR es que la misma esta localizada
en la region D-loop, jla cual ha sido sugerida como un fragmento relevante para la
dimerizacion del...GR! [66]. Por lo tanto, la mutante GR A458T es incapaz de dimerizar
porque la mutante AR A596T es incapaz de dimerizar. Pero a su vez la mutante AR A596T no
es capaz de dimerizar por el solo hecho que esa misma regién esta involucrada en la
dimerizacién del GR. Parece que nos encontramos en presencia de un razonamiento circular.

En el trabajo original del GRdim [46] se encuentra un segundo argumento a favor
de la falta de dimerizacion de dicha mutante. Los autores en esta oportunidad se basan en
trabajos previos [66, 67] donde se demuestra que mutaciones en la region D-loop afectan la
dimerizacion del GR. Deducen por lo tanto que como la mutante GR A458T se encuentra en
esa region, entonces debe tener afectada su dimerizacion. Sin embargo, un analisis mas
detallado de los trabajos citados muestra algunas inconsistencias. En el articulo de Umesono &
Evans [67] se investigan regiones involucradas en el reconocimiento especifico del receptor
por el ADN, pero no evaltan la dimerizacién del propio receptor, aunque especulan que la
region del D-loop “podria estar involucrada” en interacciones proteina-proteina del DBD. En
el trabajo de Dahlman-Wright et al. [66] se caracteriza in vitro el segmento de cinco
aminoacidos conocido como D-loop a partir del fragmento DBD de la proteina. Aqui los
autores evallan dimerizacion por un método dependiente de ADN llamado EMSA (Electro-
mobility shift assay). Cabe recordar que el GRdim supuestamente no puede unir ADN, por lo
que resulta paradéjico que se utilice como evidencia una metodologia que requiere que la
proteina de interés sea capaz de interactuar con el ADN. De todas maneras, se concluye que
algunas mutaciones en esta region afectan la dimerizacion. En rigor no prueban la mutacion
del GRdim aunque esto fue confirmado mas recientemente [68]. Enfatizo, estos experimentos
no evaluaron a la proteina completa, sino a un fragmento de la misma, el DBD. En conclusién,
durante la génesis del modelo disociado no hubo evidencia s6lida experimental que demuestre
que el GRdim es monomérico.

Afos mas tarde, en 2012, el grupo de Cidlowski demostré por estudios de co-
inmunoprecipitacion que el GRdim es capaz de interaccionar consigo mismo [69], sugiriendo
fuertemente que dicha mutante no es monomérica. Mas aun, nuestro grupo también contribuyé
al debate utilizando la técnica de microscopia de fluorescencia Ilamada Numero y Brillo [70],
logrando caracterizar tanto el estado de oligomerizacion del GR salvaje como del GRdim, y
demostrando que ambos receptores son mayormente diméricos una vez activos dentro del
nacleo de células vivas [32, 71]. Otro grupo de investigacion, utilizando otras técnicas
cuantitativas de fluorescencia, estimd una mayor contribucion monomérica del GRdim, pero
aceptando que es capaz de dimerizar, la menos parcialmente [72]. En ese trabajo se utilizd la
linea celular U20S que se creia desprovista de GR enddgeno, aunque luego se demostré que el
mismo se expresaba en dicho modelo celular [73]. Esto podria generar una subestimacion de
la abundancia relativa de dimeros de GRdim calculada por esos abordajes experimentales. Por
otro lado, estudios genémicos revelaron que el GRdim es capaz de unirse exclusivamente a
sitios 1/2GRE, y esto es tomado como evidencia de la union del GRdim al ADN como
monomero [27]. Sin embargo, trabajos propios en vias de publicacién [74], apoyan la idea que
la gran mayoria de estos sitios no son hemi-sitios sino GREs completos altamente
degenerados.
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En conclusién, durante la génesis del modelo disociado no hubo evidencia
concreta que sugiera que el GRdim fuese monomérico. Los experimentos que realmente
evaluaron su estado de oligomerizacion demuestran que el GRdim puede dimerizar.

4.2 . El GRdim interactUa directamente con el ADN?

La incapacidad del GRdim de unirse directamente al ADN es el pilar en el cual se
basa la separacién de los mecanismos de transactivacion y transrepresion. La idea de que el
GR inhibe la actividad de los factores AP-1 y NF«B por union directa a dichas proteinas esta
fundada justamente en que el GRdim no es capaz de unirse al ADN. ;Ahora bien, es cierto que
el GRdim no puede unirse al ADN?

En el trabajo fundacional del GRdim [46], se describié a esta proteina como
incapaz de unir ADN basados en resultados de ensayos de EMSA realizados con
oligonucledtidos que contenian secuencias GREs. Este resultado fue confirmado con otro
segmento de ADN conteniendo dos GREs en tandem [47]. Sin embargo, también se demostrd
que la mutante de rata es capaz de unirse in vitro a una region promotora con dos GREs [75] y
de transactivar un determinado grupo de genes [76].

Con el advenimiento de la técnica de inmunoprecipitacion de cromatina (ChiP),
el debate quedd préacticamente saldado al demostrarse que el GRdim es capaz de unirse a
ciertos enhancers de genes regulados por glucocorticoides [69], y en términos globales
comparte su unién con aproximadamente dos tercios de los sitios a los cuales se une el GR
salvaje [27, 74, 77].

Por lo tanto, dado que el GRdim es claramente capaz de unirse al ADN, la nocion
de que transrepresion involucra exclusivamente una accién indirecta con el ADN ya no es
valida. Este hecho tiene enormes consecuencias para la l6gica detras del modelo disociado.
Mas aun, varios trabajos demuestran que los mecanismos inhibitorios del GR contra AP-1y
NFkB van mas alla de la hipétesis de la transrepresion, aunque algunos siguen siendo
consistentes [78, 79]. En el caso de NFkB, se reportd que el GR inhibe la union de este factor
de transcripcién al ADN en forma global [80-82]. Por otro lado, la inhibicion de AP-1 por GR
seria mucho mas compleja que un simple antagonismo mediado por interacciones proteina-
proteina [83]. Finalmente, se ha descripto la capacidad del GR de unirse en forma directa tanto
a elementos de respuesta de NFkB [84] como de AP-1 [85].

4.4 El GRmony el comienzo del fin para el modelo disociado

La nocion de que una sola mutacion puntual en el dominio de union al ADN del
GR fuese suficiente para inhibir completamente la dimerizacion del receptor contrastaba con
evidencia que sugeria que otros dominios del receptor también estaban involucrados en la
formacion de homodimeros de GR, especialmente el LBD [86]. En este sentido, generamos la
doble mutante A465T/I634A, originalmente caracterizada por otros [87], en donde se afectan
las dos regiones conocidas de dimerizacion, una localizada en el DBD (la mutante dim) y otra,
en el LBD. Cuando ambas mutaciones estan presentes, el GR, medido por la técnica de
NUmero y Brillo, es mayormente monomerico [32]. Esta doble mutante se denomind GRmon.
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GRmon es una “verdadera” mutante monomérica, que permitird evaluar el papel
gue juega el estado de oligomerizacién del GR en su actividad transcripcional. Los primeros
resultados, utilizando andlisis de expresion de genes reporteros, arrojaron una falta de
correlacion entre el estado dimérico/monomeérico del receptor y su capacidad de transactivar o
transreprimir [32]. Es mas, la caracterizacion gendémica del GRmon en lineas celulares
demuestra que esta mutante es practicamente incapaz de unirse a la cromatina en forma global,
y que es practicamente un receptor no funcional [74]. Si bien el fenotipo del ratén knock-in
para esta mutante todavia se desconoce, nuestros resultados preliminares sugieren que tendra
un fenotipo similar a la eliminacién total del GR.

5. Ni dimeros ni monoémeros. el GR es un tetramero?

Si bien se cree que la formacion de homodimeros GR-GR es un evento clave en
el mecanismo de accion del receptor, la demostracion de que el GR es efectivamente un
dimero proviene principalmente de experimentos realizados in vitro, en su mayoria con
fragmentos de la proteina [88]. La incorporacion de técnicas avanzadas de microscopia de
fluorescencia al campo de la biologia molecular esta permitiendo responder preguntas hasta
hace poco tiempo sin respuesta. La técnica de Numero y Brillo, por ejemplo, permite
determinar en células vivas el estado de oligomerizacion de proteinas fluorescentes con alta
resolucion espacial [70]. Sin embargo, en ausencia de marcadores especiales, no es posible
medir aun el estado de oligomerizacion de un factor de transcripcion en el momento en que se
encuentra unido al ADN.

a GFP-GR

oSl Coa I \
oo O a8

(GRIIGR L}} GRJGR}/

Fig. 1. La forma activa del GR es un tetramero. a) La linea celular 3617 tiene integrada una repeticion en tandem
(~200 copias) de un mddulo génico que contienen elementos GRE [17]. La fotografia muestra una célula que
expresa GFP-GR activado con corticosterona. La flecha blanca muestra la zona de mayor acumulacién de
moléculas de GR, donde se encuentra la repeticion. b) En base a los resultados de Nimero y Brillo [89] se modela
lo que ocurre dentro de esa region, en donde el GR se une a la cromatina como dimero y luego de un cambio
conformacional se produce la tetramerizacion del receptor [88]. Todos estos eventos se proponen como altamente
dindmicos.
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La nocion de que el GR (y luego los factores de transcripcion en general)
interaccionan con el ADN en forma dinamica surgi a partir de un estudio donde se utiliz6 una
linea celular muy especial [17]. La misma contiene un array, es decir, una repeticion en
tdndem de varias copias de un mddulo génico que contiene elementos GRE. De esta manera,
es posible visualizar (por microscopia de fluorescencia) la union especifica del GFP-GR por la
aparicion de una mayor concentracion de moléculas del receptor (Figura la). Mediante la
aplicacion de la técnica de Numero y Brillo sobre esta linea celular, hemos podido determinar
por primera vez el estado de oligomerizacion del GR cuando se encuentra unido al ADN
(Figura 1b). Para nuestra sorpresa, encontramos que el GR no es un dimero ni un monémero,
sino que es muy probablemente un tetramero cuando se encuentra unido a cromatina [89]. Es
mas, una mutante que mimetiza el cambio conformacional que ocurre en el GR al unirse al
ADN [90] resulta suficiente para promover la formacion de tetrdmeros en forma constitutiva
[89]. Llamativamente, esta mutante actia como un sUper-receptor, activando y reprimiendo
mas genes que el GR salvaje [91].

6. Conclusiones

Ademas del papel fundamental que jugd la mutacion GRdim en la génesis del
modelo disociado, esta mutante fue utilizada en decenas de trabajos como una herramienta
molecular para determinar si una determinada accion del GR es mediada por su forma
dimérica, monomérica, dependiente o independiente de su unién al ADN [48, 92-105]. Si bien
se ha reconocido que ya no puede trazarse una relacion lineal entra la transactivacion, la
transrepresion y los efectos benéficos y adversos [6, 7, 62, 106-108], alin se sigue sosteniendo
la relacion dicotomica dimero/mondmero como determinante de la accion molecular del GR
[51, 109]. Resulta claro que se ha subestimado la complejidad de accién del GR al reducirlo a
un modelo que, aunque resulte muy atractivo para el desarrollo farmacoldgico, no deja ser
demasiado simplista. Es entonces imprescindible reevaluar los resultados obtenidos con el
GRdim en funcion de las nuevas evidencias que cuestionan su caracterizacién original. La
incorporacién de un paradigma que integre la complejidad de accién del GR seguramente nos
llevara a incrementar las probabilidades de desarrollar nuevos ligandos con mejor potencial
farmacolégico.
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