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1. RESUMO

Objetivo: Os glucocorticoides (GC) desempenham um papel fundamental na fisiologia e
manutencdo da homeostasia de varios sistemas, intervindo em inimeras funcdes essenciais a
vida do ser humano. A sua acdo é mediada por recetores intracelulares especificos, que quando
mutados originam resisténcia aos glucocorticdides, generalizada ou tecido-especifica,
consoante a localizacdo da resisténcia. A sindrome de resisténcia generalizada aos

glucocorticoides (SRGGC) foi descrita pela primeira vez em 1982, por George Chrousos.

Com este trabalho pretende-se fazer uma revisao sistematica da clinica, das alteracGes
genéticas e moleculares, do diagnostico e das opcOes terapéuticas, desenvolvidas até a

atualidade.

Métodos: Foi efetuada uma revisdo da literatura publicada através da pesquisa na Medline,
com interface de pesquisa PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), tendo sido
selecionadas as referéncias desde 1993 até a atualidade.

Resultados: A sindrome de resisténcia generalizada aos GC é uma condicdo genética rara,
familiar ou esporadica, caracterizada por insensibilidade generalizada aos GC nos tecidos-alvo.
Acompanha-se de uma ativacao do eixo hipotalamo-hipofise-supra renal (HHSR) e caracteriza-
se por hipercortisolismo bioquimico, sem caracteristicas clinicas de sindrome de Cushing, e por
aumento da producdo de mineralocorticdides e androgénios adrenais. O espectro clinico é
amplo, desde auséncia se sinais e sintomas, a casos severos de hiperandrogenismo e excesso de

mineralocorticéides.

N&o existem critérios uniformizados para o diagnéstico da SRGGC, sendo o diagndstico

diferencial feito com vérias condi¢des, nomeadamente com a doenca de Cushing. As bases
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moleculares tém sido descritas como mutagdes no gene do recetor dos glucocorticoides, num
total de 16 mutacdes, até ao momento.

O tratamento passa pela administracdo de dexametasona, com 0 objetivo de suprimir o eixo
HHSR e assim suprimir a producao exagerada de mineralocorticoides e androgénios.

Discussdo/conclusédo: Novos estudos relativamente aos mecanismos de a¢do dos GC, quer
a nivel celular, quer molecular serdo de extrema importancia.

A grande variedade de fenétipos clinicos e as dificuldades no diagnostico correto podem
contribuir para a baixa prevaléncia encontrada, uma vez que muitos casos ndo séo reconhecidos

ou estardo mal classificados.

Palavras-chave: resisténcia hormonal, recetor dos glucocorticéides, gene do recetor dos
glucocorticéides, mutacGes genéticas, resisténcia generalizada aos glucocorticoides,

dexametasona.
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2. ABSTRACT

Objective: Glucocorticoids (GC) play an important role in physiology and maintenance of
several systems’ homeostasis and regulate a broad spectrum of physiological functions essential
for life. The actions of glucocorticoids are mediated by specific intracellular receptors and the
mutations lead to generalized or tissue-specific glucocorticoid resistance, according to the
location of resistance. Generalized glucocorticoid resistance syndrome was first described, in
1982 by George Chrousos and this article aims to make a systematic review of the clinical
aspects, genetic and molecular mechanisms, diagnosis and therapeutic approaches of this

condition, developed until now.

Methods: A review of the published literature through research in Medline, using PubMed
interface (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) was conducted, to select references since

1993 until now.

Results: Generalized glucocorticoid resistance syndrome is a rare, familial or sporadic
genetic condition, characterized by generalized, target-tissue insensitivity to glucocorticoids.
The latter leads to the activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis and is
characterized by hypercortisolism without characteristics of Cushing’s syndrome, and
increased production of adrenal androgens and mineralocorticoids. The clinical spectrum is
broad, ranging from asymptomatic to severe cases of hyperandrogenism and mineralocorticoid
excess.

There is no uniform set of diagnostic criteria for generalized glucocorticoid resistance
syndrome. The differential diagnosis includes several conditions, one is the Cushing’s disease.
The molecular basis have been ascribed to mutations in the glucocorticoid receptor gene. So far

a total of 16 mutations are identified.
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Treatment involves administration of dexametasone. The aim of treatment is to suppress the
HPA axis, thereby suppressing the excess secretion of mineralocorticoids and androgens.

Discussion/Conclusion: Research studies on the mechanisms of action of glucocorticoids
at the cellular and molecular level are extremely important.

The variable clinical phenotypes and the difficulties encountered in establishing the correct
diagnosis may account for the low reported prevalence of the condition, given that many cases

may be unrecognized and misclassified.

Key words: hormone resistance, glucocorticoid receptor, glucocorticoid receptor gene,

gene mutations, generalized glucocorticoid resistance, dexametasone.
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11BHSD — 11 beta-hidroxiesteroide desidrogenase
ACTH — Corticotropina/ hormona adrenocorticotropica
AF-1 — Ativador de fungéo - 1

AF-2 — Ativador de funcéo - 2

AP-1 — Ativador da proteina - 1

AVP — Arginina-vasopressina

CBG - Globulina de ligacao aos corticosteroides

CRH — Hormona de libertacdo da corticotropina

DBD — Dominio de ligagdo ao DNA

DHEA — Dihidroepiandrosterona

DHEAS - Sulfato de dihidroepiandrosterona

DMO - Densidade mineral 6ssea

DNA — Acido desoxirribonucleico

ERFT — Elementos de resposta aos fatores de transcri¢cdo
ERG — Elementos de resposta aos glucocorticoides

GC — Glucocorticoides

GRIP-1 — glucocorticoid receptor-interating protein — 1
HDL — Lipoproteina de alta densidade

HHS — Hipotalamo — hipd6fise — supra-renal

kDA — Kilo daltons

LBD — Dominio carboxi-terminal de ligacdo ao ligando
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LDL — Lipoproteina de baixa densidade
min — minutos

MRNA — RNA mensageiro

N - Normal

NF-kB — Fator nuclear kB

NL-1 — Localizagdo nuclear — 1

NL-2 — Localizagdo nuclear — 2

NTD — Dominio de transativacdo amino-terminal
pb — pares de bases

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase
RG — Recetor dos glucocorticoides

RG o — Recetor dos glucocorticoides alfa
RG B — Recetor dos glucocorticéides beta
RM — Recetor dos mineralocorticoides
RNA — Acido ribonucleico

SNC — Sistema nervoso central

SR — Supra-renal

Diana Filipa da Silva Catarino

SRGGC - Sindrome de resisténcia generalizada aos glucocorticoides

STAT- Transdutor de sinal e ativador da transcrigcdo
TRH — Hormona de libertacéo da tirotrofina
TSH — Hormona tirotréfica

UFC — Cortisol livre urinario

Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra
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4. INTRODUCAO

Os glucocorticoides (GC) desempenham um papel fundamental na regulacéo fisioldgica e
na manutencdo da homeostasia de varios sistemas - cardiovascular, metabolico, imune, nervoso
central 2 — intervindo no crescimento, reproducéo, resposta ao stresse e em intimeras funcoes

essenciais a vida do ser humano.?

A acdo destas hormonas é mediada por recetores intracelulares especificos e a base
molecular da sindrome de resisténcia aos glucocorticoides (SRGGC), relaciona-se com
mutacdes no gene que codifica o recetor especifico dos GC, alterando a sensibilidade dos

tecidos.

Esta sindrome pode ser classificada clinicamente, de acordo com a localizagdo da
resisténcia as hormonas em causa: a sensibilidade aos GC pode estar alterada em todos 0s
tecidos do organismo, apenas nos tecidos periféricos sem afetar o hipotdlamo e a hip6fise ou
ser limitada a tecidos especificos ou fungdes celulares especificas; * classificando-se a primeira
hipotese como sindrome de resisténcia generalizada aos glucocorticdides. E sobre esta
sindrome que ira sobretudo incidir o presente trabalho de revis&o.

A SRGGC acompanha-se de uma ativagio do eixo hipotalamo-hipdfise-supra renal ° e é
caracterizada por hipercortisolismo sem caracteristicas de sindrome de Cushing. O primeiro

caso, assim caracterizado foi descrito em 1976 por Vingherhoeds et al. ¢

Para além do hipercortisolismo, ha também um aumento da producdo de androgénios e de

mineralocorticoides.®

O espectro clinico € extremamente variado, desde auséncia de sintomas a casos graves

sintomaticos, mimetizando varias doengas comuns, o que pode ser explicado pelo grau de

Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra 11
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resisténcia aos GC, pela diferente sensibilidade dos tecidos-alvo aos mineralocorticoides, aos
androgénios ou a ambos e pelo defeito bioquimico do recetor.’
A SRGGC, com esta designacdo, foi descrita e elucidada pela primeira vez por George
Chrousos et al, em 1982. Em reconhecimento ao trabalho pioneiro e a extensa pesquisa neste

campo, o termo “sindrome de Chrousos” tem sido usado como sinénimo para esta sindrome.®

Trata-se de uma condicdo genética rara e tem representado um desafio para os clinicos,
tanto em termos diagnosticos como terapéuticos, sendo um alvo de investigacdo recente.* Para
além disso a elucidacdo dos mecanismos fisiopatologicos da resisténcia implicada, tem
permitido a compreensdo de um grande nimero de doengas da comunidade moderna, desde
obesidade, sindrome metabdlico, depressdo major e de outras, como artrite reumatoéide e
doencas hematolégicas, em que ha resisténcia aos glucocorticoides em tecidos ou células
especificas.

Com este trabalho pretende-se fazer uma revisdo sistematica das alteragdes genéticas e
moleculares implicadas no desenvolvimento da sindrome, bem como das formas de

apresentacdo clinica, diagndstico e opcdes terapéuticas desenvolvidas até a atualidade.

Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra 12
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5. MATERIAL E METODOS

Foi efetuada uma revisdo da literatura publicada, através da pesquisa na Medline com
interface de pesquisa PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), em 19 de Setembro de
2013. A equagéo da pesquisa inicial foi delineada usando a linguagem controlada MeSH
(Medical Subject Headings): “receptors, glucocorticoid”’[MeSH]. Seguidamente foi efetuada
uma pesquisa em texto livre com a seguinte equagdo [“chrousos syndrome” or “syndromes of
glucocorticoid resistance”]. Posteriormente foi realizado um cruzamento entre a primeira e a
segunda pesquisas da seguinte forma: “receptors, glucocorticoid”’[MeSH] and (“chrousos
syndrome” or “syndromes of glucocorticoid resistance”). Assim foi possivel obter 100
referéncias.

Foi realizada a aplicagdo do filtro “limits” para as linguas “inglés”, “espanhol” e
“portugués”, e foram selecionadas as referéncias de 1993 a atualidade. Com isso foram

recuperadas no total, 91 referéncias.

Do total de 91 artigos conseguidos, estes sofreram nova selecdo: excluiram-se artigos nos
quais ndo se avalia diretamente a associacdo determinada pela equacdo de pesquisa ou que
avaliam a associac¢ao de um dos termos com outras patologias ou termos que néo os pretendidos.
A exclusdo foi feita pelo titulo, pela leitura do abstract ou pela leitura integral do artigo.

Foram ainda incluidos 2 artigos anteriores a 1993, por leitura/analise da bibliografia das
restantes referéncias.

Assim neste processo de elegibilidade, restaram 40 artigos para revisao.

Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra 13
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6. OS GLUCOCORTICOIDESE O EIXO HHSR

Os glucocorticoides sdo hormonas esteroides produzidas e segregadas pelo cortex da SR e
exercem um papel fundamental na fisiologia humana, sendo o cortisol o glucocorticdide mais
importante no organismo humano. Praticamente todos os tecidos sdo afetados pelos GC, que
exercem a sua agdo em varios orgdos e sistemas.® S&o cruciais na integridade da funcio do
sistema nervoso central e na manutencdo da homeostasia do sistema cardiovascular e
metabolico.® Desempenham ainda uma funcéo essencial em resposta a situacdes de stresse. O
aumento da secrecdo de CG durante essas situacfes € fundamental na alteracéo das fungdes do
sistema nervoso central, na prevencdo de uma resposta inflamatdria exagerada pelo sistema
imune e no ajuste dos gastos energéticos.® Todas estas fungdes sdo essenciais na adaptacio e

sobrevivéncia do ser humano.

Devido ao facto dos GC serem essenciais em funcbes de sobrevivéncia, a resisténcia
completa a acéo destas hormonas é incompativel com a vida, dai que Chrousos et al, ® em 1993
tenham chegado a conclusdo que apenas existem sindromes parciais ou incompletos de

resisténcia.

A concentragdo de glucocorticdides circulante é regulada atraves de um eixo elaborado,
designado pela comunidade cientifica de eixo hipotalamo-hipéfise-supra-renal (HHS). Este
eixo sofre influéncia de varios fatores, nomeadamente do ritmo circadiano, do stresse e do
retrocontrolo negativo, este Ultimo exercido pelos proprios GC, nos recetores presentes a nivel

do hipotalamo e da hipofise. 1

Em condi¢des normais (Figura 1) a hormona de libertacdo de corticotropina (CRH),
juntamente com a hormona arginina-vasopressina (AVP) sdo libertadas pelo nucleo

paraventricular do hipotalamo, num sistema de vasos portais. *

Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra 14
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A CRH estimula por sua vez a adenohipofise/hipofise anterior a produzir a hormona
adrenocorticotrépica/corticotropina (ACTH), que seguidamente ird estimular a glandula supra-
renal (SR) a produzir as suas hormonas. Este eixo é meticulosamente regulado por um
mecanismo de retrocontrolo negativo exercido pelo cortisol e mediado por recetores de
glucocorticoides, localizados nos neuronios hipotalamicos e nos corticotrofos da hipofise
anterior. 3

Os recetores dos glucocorticoides envolvidos no sistema de retrocontrolo estdo também
localizados em regides externas ao hipotalamo.® Sdo exemplos disto, o tronco cerebral, onde os
GC modulam a entrada de estimulos sensoriais para 0s neurdnios hipotalamicos, e o hipocampo

onde os GC interferem com o0s aspetos cognitivos da resposta ao stresse, com consequéncias

indiretas na atividade do eixo HHSR.

Normal Resisténcia aos GC

\f Hipotilamo i\‘/‘ﬂ/ //".'
+ CRH/AVP ‘

—\_,\f'_
& Hipofise
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Figura 1- Representacéo simplificada da regulacao do eixo Hipotadlamo-hipofise-supra-renal numa situagao normal e
na sindrome de resisténcia aos glucocorticdides. Em condi¢es normais a hormona de libertacdo de corticotropina
(CRH) é libertada pelo hipotalamo, estimulando a hipofise a produzir a hormona adrenocorticotropica (ACTH),
gue por sua vez ira estimular a glandula supra-renal (SR) a produzir as suas hormonas. O cortisol, por mecanismo
de retrocontrolo, inibe a sua prépria producao a nivel do hipotalamo e da hipofise. Na SRGC a primeira alteragdo
no eixo HHS é a resisténcia a nivel do hipotalamo e da hip6fise ao retrocontrolo negativo do cortisol, na secre¢do
de CRH e de ACTH. Como resultado, ha um aumento na produ¢do de CRH e ACTH com consequente aumento
da producédo de mineralocorticéides, androgénios e cortisol. (adaptado da referéncia 38)
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7. SINDROMES COM RESISTENCIA AOS GLUCOCORTICOIDES —- GENEREALIZADA
E TECIDO-ESPECIFICA

Os GC, tal como supracitado, apresentam um largo espetro de fun¢Ges imprescindiveis para
a sobrevivéncia e desempenham ainda um papel fundamental em intervencdes terapéuticas, o
que sugere que alteracdes na sensibilidade a estas hormonas estejam associadas e influenciem

varios estados patolégicos.

O presente conhecimento acerca dos mecanismos de acdo dos GC a nivel celular e
molecular, tal como o conhecimento dos diversos efeitos, nos varios tecidos a varios niveis do
organismo, tem fornecido uma visdo mais alargada acerca dos estados fisiopatologicos

relacionados com a sensibilidade e resisténcia aos GC, como se vera de seguida.

Existe uma grande complexidade associada aos mecanismos relacionados com os efeitos
dos GC nos seus recetores. Para além disso, o impacto que é esperado por diferentes mutacdes
nesses recetores, ou pelos proprios fatores celulares que interagem com eles, é muito variavel.’
Isto faz prever que existam varios tipos de resisténcia aos GC, ndo sé a resisténcia generalizada
em todos o0s recetores — sindrome de resisténcia generalizada aos GC - mas também estados de

resisténcia limitada a diversos tecidos ou funcdes celulares.’

Estes tipos de resisténcias sdo teoricamente possiveis quando ocorrem duas situagdes: se as
mutacdes ndo afetam o eixo HHSR, mas afetam outros sistemas dependentes de GC, entdo 0s
doentes ndo podem ser classificados como tendo resisténcia generalizada; se as mutacdes
afetam apenas uma parte dos efeitos dos GC, como por exemplo os efeitos
imunossupressores/anti-inflamatdrios, entdo o resultado sera somente um sistema imune nédo
reprimido.’

Sdo exemplos do primeiro caso, o sistema mesolimbico/mesocortical dopaminérgico,

responsavel pela sensacao de prazer e recompensa ou o locus ceruleus/sitema noradrenérgico,
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responsavel pelo despertar adequado e fisiologia do sono. Estes sdo sistemas repletos de
recetores de GC, 7 que podem ser resistentes a niveis “normais” de GC circulantes. Em ambos,
a subestimulacdo exercida pelos GC pode conduzir a distdrbios emocionais, alteractes
comportamentais, comportamentos aditivos e/ou fadiga cronica. A tendéncia para depressao

major parece estar associada a estas alteragdes.>’

Os exemplos representativos da resisténcia aos GC em determinadas funcdes celulares,
nomeadamente no sistema imunitario/anti-inflamatorio, sdo as doencas inflamatorias,
autoimunes e alérgicas. A asma resistente aos GC, é uma doenca que tem vindo a ser associada
a alteracbes na afinidade ou no numero de recetores de GC, em leucocitos e/ou células T
circulantes.'! Outros exemplos sdo a artrite reumatdide e a doenga inflamatdria intestinal,
(também por alteracGes a nivel dos mediadores inflamatdrios), as hepatites autoimunes, a
osteoartrite e o l0pus eritematoso sistémico. A resisténcia aos GC nestes processos
inflamatorios explicam a necessidade de tratamentos com GC sintéticos potentes.® O choque
séptico tem sido também apontado como um estado transitorio de resisténcia aos GC. Sabe-se
também, que os tumores da hipofise secretores de ACTH (corticotropinomas) séo resistentes
aos GC, o mesmo acontecendo na sindrome de ACTH ectdpica e na sindrome de Nelson.®

Hé& ainda evidéncia de que a resisténcia aos GC pode ser induzida iatrogenicamente, atraves
da administracdo de antagonistas do RG, como é o caso do RU486, ou através de tratamentos
com quimioterapia utilizada nas leucemias, que provocam dele¢des no gene do RG.®

Jiang et al *? por exemplo, examinaram a resposta aos GC em 39 doentes com nefrite I(pica
e analisaram a estrutura e fungéo do recetor dos GC nas células mononucleares periféricas.
Verificaram que ndo havia diferenca no nivel de ACTH e de GC, tal como néo existia diferenca
na afinidade do RG entre os doentes e os controlos. No entanto, o numero de RG nas células

dos doentes com lupus era menor. A analise posterior do gene do RG mostrou um polimorfismo
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no exdo 9, em oito dos doentes. Os autores concluiram que a resisténcia aos GC poderia ser
explicada pelo nimero reduzido de recetores e pelas suas variaces moleculares, tendo a

resisténcia aos GC um papel fundamental na fisiopatologia e consequentemente no

Diana Filipa da Silva Catarino

planeamento da terapéutica, da nefrite lupica.

Desta forma, e tendo em conta os varios estados de resisténcia aos GC que conduzem a

diferentes manifestacGes clinicas, classificam-se as doencas com resisténcia aos GC em:

doencas com resisténcia generalizada e doencas com resisténcia tecidular localizada ou

especifica. Na tabela 1 encontra-se a classificacdo dos tipos de resisténcias.

Tabela 1 Doengas com resisténcia aos glucocorticéides. Classificacdo das resisténcias. (adaptado das

referéncias 1 e 7)

Resisténcia

Manifestacbes

Generalizada

(familiar)

Sindrome de resisténcia generalizada aos glucocorticoides

Excesso de mineralocorticoides

Excesso de androgénios

Especifica de
Tecido

(adquirida)

SNC

Astenia/irritabilidade/sonoléncia
Suscetibilidade a depressao

Comportamentos de adi¢do

Sistema imune

Suscetibilidade a doencas:

-autoimunes (ex. lUpus eritematoso sistémico, artrite

reumatéide)
-inflamatérias (ex. doenca de Crohn, colite ulcerosa)

-alérgicas (ex. asma brénquica)

Sistema cardiovascular

Hipotensdo

Tecido Adiposo

Reducdo do tecido adiposo visceral

Perda de peso

Figado

Hipoglicémia
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Enquanto a SRGGC ¢é uma doenca genética, hereditaria/familiar e muito rara, como sera
abordado posteriormente, as restantes formas de resisténcia aos GC, isto é, as formas

localizadas, s&0 muito mais comuns e sdo formas adquiridas.>*®

Van Rossum et al ° afirmam que, teoricamente, uma resisténcia sistémica ligeira aos GC
enddgenos, poderia predispor a qualquer doenca, que responde clinicamente bem ao tratamento
com GC. Segundo o mesmo autor, as varias formas de resisténcia adquirida mencionadas sdo
oportunidades para estudar esta hipdtese e tém sido também excelentes oportunidades para

elucidar a SRGGC.
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8. MECANISMOS MOLECULARES

A. O GENE E O RECETOR DOS GLUCOCORTICOIDES. AS ISOFORMAS PROTEICAS

Por volta do ano 1980 foi sugerido que a resisténcia aos GC representasse um defeito na
cascata intracelular de eventos, desde a entrada dos glucocorticoides nas células até aos seus
efeitos finais, a nivel da funcdo celular. Hoje, sabe-se ainda que os glucocorticides exercem
os seus efeitos através de recetores — recetores dos glucocorticéides — que funcionam como

fatores de transcrigdo de outros genes, uma vez ligados ao seu ligando, os GC.

O gene que codifica o recetor dos GC foi isolado em 1985, através da técnica de clonagem
do DNA complementar (cDNA).® A partir dessa altura tem-se vindo a definir a sua estrutura
primaria e os seus dominios funcionais, o que tem permitido novos estudos acerca dos

mecanismos moleculares de resisténcia aos glucocorticdides.

O recetor dos GC, designado também por alguns autores, por NR3C1, ! faz parte de uma
superfamilia de recetores nucleares, a familia dos recetores das hormonas esterdides/ tiroideias
J4cido retindico.! E expresso praticamente em todos os tecidos e 6rgdos do organismo.?

O recetor dos GC ¢é uma proteina multifuncional, com 94 kDa de tamanho e funciona como
um fator de transcricdo dependente do seu ligando, regulando a expressé@o de genes de resposta
aos glucocorticoides. Esta regulacio pode ser positiva ou negativa.l'?

O gene do recetor encontra-se localizado no braco longo do cromossoma 5 (q31.3) e é
constituido por 9 exdes. 12

O splicing alternativo no exdo 9 é responsavel pela formagéo de duas isoformas proteicas

do recetor, a isoforma a (recetor dos GC a - RG a) e a isoforma B (recetor dos GC B - RG B).

Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra 20



Sindrome de resisténcia aos Glucocorticéides: do diagnostico a terapéutica
Diana Filipa da Silva Catarino

Estas duas isoformas proteicas sdo idénticas até ao aminoacido 727, divergindo a partir dai,
sendo que o RG a tem 50 aminoacidos adicionais € 0 RG 3 tem 15 aminoacidos adicionais, na
extremidade carboxi-terminal.:

O recetor é constituido por trés dominios funcionais major: o dominio de transativacdo na
extremidade amino-terminal (N-terminal transactivation domain — NTD); o dominio central de
ligacio ao DNA (DNA-binding domain — DBD), que compreende também o sitio de
dimerizacdo; e o dominio de ligacdo ao ligando na extremidade carboxi-terminal (C-terminal
ligand-binding domain — LBD). Os dominios DBD e LBD estdo unidos por uma regido

charneira (hinge region — HR).>%!! (Figura 2)

A"Ilﬂ(; ] | ] 1 II“:I‘I-}A"“’ TGA,”
NTD DBD LBD

cDNA hRGo,
cDNA
hRGo

1 420 488 527 727 777
wep e — SR

1 420 488 527 727 742

Figura 2 Representacao esquematica da estrutura do gene do recetor dos GC e das isoformas proteicas. RGa
(777 amino&cidos) e RG (742 aminoécidos) resultam do splicing alternativo no 9° exdo. Estdo representados os
trés dominios funcionais major do recetor. O dominio de transativacdo na extremidade amino-terminal (NTD); o
dominio central de ligacdo ao DNA (DBD); e o dominio de ligacdo ao ligando na extremidade carboxi-terminal
(LBD). Os dominios DBD e LBD estdo unidos por uma regido charneira (HR). (adaptado das referéncias 1,10 e
15)
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A regido NTD do recetor é constituida pelos primeiros 420 aminoacidos e tem a funcao de
ativacdo transcricional ou seja, funciona como fator de transcrigéo e interage com outros fatores

de transcricao.

A ligacdo aos fatores de transcricdo ou as moléculas co-ativadoras € mediada por dois
dominios: os ativadores de funcao - AF-1 e AF-2. O AF-1 localiza-se na regido amino-terminal

(NTD), enquanto o AF-2 localiza-se na regido carboxiterminal (LBD).

O NTD tem uma estrutura tridimensional, que se desconhece existir em outros membros da
familia dos recetores nucleares. E altamente imunogénico e contém os locais major de
fosforilacdo do recetor dos GC. Séo sete sitios de fosforilacdo, que correspondem a seis residuos
de serina e um residuo de treonina. A fosforilacdo do RG é uma das formas de modulacao da

sua atividade, uma vez que o recetor é uma fosfoproteina.?

A regido DBD constitui a parte mais conservada dos recetores nucleares. Encontra-se
localizada na parte central da sequéncia de aminoacidos, entre o aminoacido 420 e 488 e ¢
responsavel pelo reconhecimento das sequéncias de ligacdo no gene-alvo, denominados
elementos de resposta aos GC (ERG). O dominio central de ligacdo ao DNA apresenta um
elevado grau de homologia entre todos os recetores nucleares, sendo semelhante em todos os
elementos da superfamilia destes recetores. Esta regido inclui dois subdominios denominados
zinc fingers, que constituem dois grupos de residuos de cisteina, cada um deles mantido por um
atomo de zinco.? A estrutura terciaria é altamente conservada pelos residuos de cisteina,
permitindo a interagdo com o DNA alvo.?1°

A regido LBD tem uma estrutura globular terciéria que consiste em doze hélices a e quatro
folhas B.1* A funcdo desta regido é complexa. Desempenha uma acéo central na ligagdo ao
ligando, sendo responsavel por reconhecer e se ligar aos GC. Para além disso tem sequéncias

importantes para a translocagéo nuclear, para a dimerizacdo, para a transativacao do gene alvo
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e para o silenciamento do recetor na auséncia de ligagio hormonal.'®!* O LBD contém ainda o
ja referido subdominio de ativacao funcional (AF-2), localizado junto a extremidade carboxi-

terminal.

Como referido anteriormente, o gene do recetor é constituido por nove exdes. O exdo 1 ndo
contém sequéncias codificadoras, que comecam apenas no exao 2. Este exao codifica o dominio
AF-1 na extremidade amino-terminal (NTD). Os exdes 3 e 4 codificam as regides designadas
zinc fingers do dominio central (DBD). Os exdes 5, 6, 7 e 8 codificam o dominio
carboxiterminal (LBD) e o dominio AF-2. O exdo 9 codifica as duas extremidades alternativas

aef.lO

B. A FUNGCAO DO RECETOR DOS GC E 0OS MECANISMOS DE ACAO HORMONAL

Em termos funcionais existem diferengas entre os dois recetores. A isoforma a representa
o0 recetor classico dos GC e é a forma biologicamente ativa, funcionando como fator de
transcrigdo dependente do ligando. Por outro lado, o recetor B € incapaz de se ligar aos GC e de
ativar a transcricdo génica. As modificacdes dos aminoacidos no LBD sdo responsaveis pela
reducdo ou perda completa da capacidade de ligagdo hormonal desta isoforma.*® Em 1995 foi
ainda descoberto que o RG B exerce um efeito dominante negativo sobre a atividade do RGa.2
Apesar de tudo, ainda ndo é conhecido o papel fisiologico e patologico do RGp.

Os recetores nucleares, como sdo os recetores dos GC, sdo sintetizados nos ribossomas
citoplasmaticos e a migracao destas proteinas para o nucleo requer a existéncia de sinalizagdo
nuclear, o que faz com que a maioria deste tipo de recetores ja se encontre no nucleo. O recetor
dos GC é uma excecao, uma vez que na auséncia do ligando, ou seja na auséncia de ligagdo aos
GC, se encontra inativo no citoplasma, estabilizado por um complexo proteico: as proteinas

chaperonas (chaperon proteins), tais como proteinas de choque térmico (heat shock proteins —
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HSP) HSP90 e HSP 70; e outras como co-chaperonas - P23, CYP40 e imunofilina

FKBP51.2’10’13’15’16

Estas proteinas, principalmente a HSP90, permitem que o recetor adquira uma conformacéo
tridimensional adequada a ligacdo hormonal, tal como permitem a retencdo do recetor a nivel
citoplasmatico, expondo a regido de ligacdo ao ligando (LBD) e mascarando os locais de
sinalizacio nuclear.'%® Estes locais de sinalizagdo nuclear designam-se por NL-1 e NL-2 (NL
- nuclear localization). O NL-1 encontra-se localizado entre o DBD e o LBD e € responsavel
pelo transporte rapido do recetor, por poros nucleares através da via classica das importinas. O
NL-2 encontra-se localizado no LBD e contribui para o transporte lento do recetor para o nlcleo

através de uma via ainda desconhecida.®

O recetor dos GC B também forma um complexo proteico com as proteinas de choque
térmico, mas localiza-se primariamente no nucleo da célula, mesmo na auséncia do ligando.

A cascata de eventos que leva a ativacdo ou repressdo da transcricdo génica pelos GC
(Figura 3), inicia-se entdo com a transposi¢do da membrana citoplasmatica da célula-alvo pela
hormona, isto é pelos GC.2° A partir do momento em que ha ligago do recetor aos GC, no
dominio com essa funcdo — LBD — ocorre alteracdo da conformacgédo do recetor, havendo
dissociacgdo de varias proteinas do complexo proteico. Desta forma, 0os dominios responsaveis
pela dimerizacdo, pela translocacdo nuclear, pela ligacdo ao DNA e pela transativacdo séo
expostos. O complexo recetor-ligando sofre translocacdo para o nicleo com o auxilio das
regides de localizagdo nuclear (NL-1 e NL-2). Uma vez no nucleo, o recetor liga-se através do
DBD aos elementos de resposta aos GC que se encontram na regido promotora de genes alvo,
regulando a sua expressdo positiva ou negativamente.>*® As duas regides designadas por zinc

fingers do DBD, estabilizam o complexo RNA polimerase 11 facilitando a transcri¢do génica.

Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra 24



Sindrome de resisténcia aos Glucocorticéides: do diagnostico a terapéutica

Diana Filipa da Silva Catarino

Esta regulagio, também designada por regulagio primaria,® depende do contexto do promotor

e da participacio de proteinas co-ativadoras ou co- repressoras dos ERG.%

(I)Ligando ® . Membrana celular

[ ]
o (2) ligacio do ligando
[]

RGo NE d
\( ) Entrada Nicleo
HSPs /

(4) Transativacio/
Transrepressio

k. (5)Com le:cE53 g@i %
\_ \@ e o )

(6) Saida

Figura 3 Representacdo esquematica dos mecanismos moleculares do recetor dos GC. Apos ligacao ao
ligando (2), o recetor dos GC o ativado, dissocia-se das HSPs e ocorre a translocacéo para o nucleo (3), onde
o recetor se liga aos elementos de resposta aos GC (ERG) na regido promotora do gene alvo. (4) No ndcleo,
independentemente da ligagcdo ao DNA, o recetor dos GC liga-se a fatores de transcricdo (FT). (4) Depois de
libertar o ligando, o recetor volta a formar o complexo com as HSP (5), abandonando o nucleo (6). ERFT -
Elementos de resposta a fatores de transcricdo. (Adaptado das referéncias 15 e 40)

O recetor dos GC também atua indiretamente na transcri¢do génica, modulando a acdao dos
fatores de transcricdo, independentemente da ligacéo direta ao DNA dos genes alvo; isto &, 0
recetor classico o tem a capacidade de interagir com outros fatores de transcricdo, que
funcionam como co-fatores nuclerares do recetor, regulando a transcricdo de sequéncias
codificadoras. A interacdo entre o recetor e os fatores de transcri¢do é importante, no sentido
em que explica os efeitos dos GC em genes que ndo apresentam ERG nas regiGes promotoras
e explica alguns dos efeitos anti-inflamatérios dos GC. Entre os fatores de transcricdo

encontram-se 0 NF- kB (fator nuclear kB), a AP-1 (proteina ativadora-1), 1?1915 g familia P160
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de co-ativadores nucleares, (da qual faz parte o co-ativador GRIP1 - glucocorticoid receptor
interacting protein 1),'° o0 P53 e 0 STAT (transdutor de sinal e ativador da transcri¢éo).!1%°
Apobs ativacdo ou inibicdo da transcri¢do de genes de resposta aos GC, 0 RGa, dissocia-se
do ligando e perde a afinidade pelos ERG, permanecendo algum tempo no nucleo e é depois
exportado para o citoplasma. Tanto no interior do nicleo como no citoplasma o recetor pode a

qualquer momento ser reciclado e/ou degradado nos proteossomas.!

C. FATORES QUE INFLUENCIAM A SENSIBILIDADE A0S GC

A resposta de uma célula exposta a um GC resulta de diversos fatores, tais como a
concentracdo de hormona livre, a capacidade da célula receber o sinal, e a capacidade de o
traduzir numa resposta adequada.'®

A concentracdo de GC é regulada pelo eixo HHSR e influenciada pela concentracdo da
proteina de ligacdo aos GC — CBG.

A biodisponibilidade intracelular dos GC € modulada por duas isoformas da enzima 11 beta-
hidroxiesterdide desidrogenase (11BHSD), que séo responsaveis pela interconversdo da forma
ativa da hormona (cortisol) para a forma inativa (cortisona). A isoforma 11BHSD-1 converte a
cortisona em cortisol, encontrando-se amplamente distribuida pelos tecidos, mas
principalmente no figado e no tecido adiposo. A isoforma 11PHSD-2 encontra-se
principalmente nos tecidos-alvo dos mineralocorticdides, como rins, célon e glandulas
salivares, onde atua convertendo cortisol em cortisona, protegendo assim 0s recetores dos
mineralocorticoides (RM) da acdo dos GC. Os RM apresentam a mesma afinidade para o
cortisol e para a aldosterona; assim, a inativagdo do cortisol por esta isoforma, favorece a

ligacdo da aldosterona ao seu recetor. A biodisponibilidade dos GC é assim influenciada por
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estas enzimas, cuja atividade pode estar alterada pela presenca de mutacdes nos genes que as

codificam.1®

A densidade do RG é um dos fatores determinantes da capacidade de resposta aos GC;
assim, os fatores que regulam a sua expressdo podem interferir quer na resposta celular quer na
sensibilidade aos GC. E influenciada pela fase do ciclo celular, pelo envelhecimento, por

alteracdes primarias do recetor e por alteracdes enddcrinas, como a sindrome de Cushing.

A resposta celular aos GC esté relacionada positivamente com a expressdo de recetores, que
é tecido-especifica, sendo méxima no timo. Os principais reguladores da expressao de recetores
sdo os proprios GC, que por um mecanismo de down regulation homélogo reduzem a
concentragéo de RG, conferindo protecdo para os seus efeitos deletérios.*®

A afinidade do RG para os GC também regula o efeito final de resposta as hormonas. As
mutacBes no gene do recetor, como sera abordado posteriormente, alteram a afinidade do
recetor para 0s GC ou até mesmo a estabilidade do complexo hormona-recetor, estando

associadas a sindromes clinicas de resisténcia aos GC.

Huizenga et al'’ no entanto, descreveram cinco pacientes, com histdria clinica de resisténcia
aos GC, com altera¢fes no numero de recetores e na afinidade de ligagdo hormonal, mas nos
quais ndo foram encontradas mutagcdes no gene do RG. Os autores concluiram que a anomalia
poderia estar em qualquer local da cascata de sinalizacdo dos GC, desde a ligagdo hormonal até

aos mecanismos pés-recetor.

Uma das consequéncias da ligacdo dos GC ao recetor € a inducdo da alteragédo
tridimensional do recetor que promove a translocacdo nuclear. Se a alteragédo conformacional
for distinta do normal, ndo exibe o efeito adequado, 0 que acontece com a introdugéo de um
antagonista do RG, o RU 486, cuja ligagdo ao recetor ndo promove uma conformacao

tridimensional adequada. Isto foi demonstrado por Bamberger et al.*®
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Depois do gene do RG ser traduzido, o recetor serve de substrato a varias cinases e
fosfatases, sendo fosforilado nos seus residuos de serina e treonina presentes na extremidade
amino-terminal. Quando o RG é ativado pelos GC véarios aminoacidos na extremidade amino-
terminal séo fosforilados num padrédo especifico. A importancia deste padrdo de fosforilagdo
ainda é pouco conhecido, no entanto sabe-se que as mutacfes nos sitios de fosforilagcdo
apresentam um impacto na estabilidade do recetor, no tempo de semivida e na sinalizagéo

nuclear.1®

O RG ¢ degradado pelo sistema ubiquitina-proteossoma, sendo a degradacao facilitada pela
fosforilacdo do RG, que por sua vez facilita a acdo de enzimas (E2 e E3) que promovem a
conjugacdo e ligacdo a ubiquitina. Quando a degradacéo se encontra reduzida pela inibicdo do
complexo proteossémico, a atividade do RG estd aumentada. Tanto a fosforilacdo como a

degradacdo do RG modulam a sua atividade.

A translocacgdo nuclear acelera também a resposta hormonal. A utilizagdo de farmacos que
se ligam as proteinas HSP separam-nas do recetor, facilitando a translocacdo nuclear com
consequente aumento da transcricdo mediada pelos GC.2°

A capacidade do RG ativado promover a transativacdo dos ERG depende ainda da presenca
de co-ativadores, que possuem capacidade enzimatica de remodelar a cromatina, libertar o DNA
dos nucleossomas e permitir a interacdo da RNA polimerase 11. Também esta etapa da cascata

de transativacdo dos GC pode estar alterada, influenciando a sensibilidade dos tecidos aos GC.
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9. ASINDROME DE RESISTENCIA GENERALIZADA AOS GC

A sindrome de resisténcia generalizada aos GC (SRGGC) € uma condicao genética rara,
familiar ou esporadica caracterizada por insensibilidade generalizada aos GC nos tecidos-alvo.!
A SRGGC acompanha-se de uma ativagio do eixo hipotalamo-hip6fise-supra renal +>%° e é
caracterizada por hipercortisolismo sem caracteristicas de sindrome de Cushing. O primeiro

caso caracterizado desta forma foi descrito em 1976, por Vingherhoeds et al.581°

A sindrome caracteriza-se, para além do hipercortisolismo, que compensa a acéo reduzida
dos GC nos tecidos alvo, por uma elevacdo da concentracdo de CRH e ACTH, que resulta por
sua vez no aumento da producdo de hormonas esterdides adrenais com atividade androgénica
— androstenediona, DHEA e sulfato de DHEA — e com atividade mineralocorticoide —

aldosterona, corticosterona, desoxicorticosterona.>1519

A SRGGC propriamente dita, com esta designacéo, foi descrita e elucidada pela primeira
vez em 1982 por George Chrousos et al. Os mecanismos fisiopatologicos que levam ao
desenvolvimento desta sindrome, a primeira terapéutica usada e a maioria das mutacdes
identificadas foram elucidadas pelo Professor George Chrousos e a sua equipa. Em
reconhecimento ao trabalho pioneiro e a extensa pesquisa neste campo, o termo “sindrome de

Chrousos” tem sido usado como sinénimo para esta condigio.®

Varios estudos tém sido realizados no sentido de esclarecer os mecanismo moleculares
pelos quais o recetor mutado afeta a transducéo de sinal dos GC. Esses mecanismos incluem: a
atividade transcricional do recetor mutado; a capacidade de uma mutacao heterozigoética exercer
um efeito dominante negativo no recetor normal; a concentracdo do recetor e a afinidade do
recetor mutado para o ligando; a localizacao celular do recetor e a sua translocacgéo nuclear apos
exposicdo ao ligando; a capacidade do recetor mutado se ligar aos ERG; a interacdo do recetor
com co-ativadores, como 0 GRIP1, que pertence a familia p160 de co-ativadores do recetor
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nuclear e que desempenha um papel importante na transativacao de genes de resposta aos GC;

e a mobilidade do recetor no ntcleo.?

Desde a sua primeira descricdo ja ha algumas décadas, uma grande variedade de fendtipos
tém sido identificados.? A sindrome tem sido descrita num pequeno nimero de familias e pode

ter uma transmissdo autossomica dominante ou recessiva.’

Em 2006, Orbak et al 2 afirmam que nos casos descritos até entdo, a resisténcia era parcial
ou incompleta e que nenhum dos doentes afetados mostrou auséncia completa de atividade do

recetor dos GC, que seria incompativel com a vida.

Embora varios estudos tenham sugerido que a perda completa da funcdo do RG seja
incompativel com a vida extrauterina, MacMahon et al 2° descreveram uma mutag&o em que ha

inativacdo completa da funcéo do RG, num recém-nascido.

A. AS ALTERACOES NO EIXO HHSR

Em condic¢Bes normais, foi analisado anteriormente (Figura 1) o funcionamento do eixo
HHSR. Na SRGGC, devido aos defeitos existentes no RG, existe uma diminui¢do da resposta
deste para os GC. Como consequéncia, uma das primeiras alteracbes que surge € a resisténcia
ao retrocontrolo negativo dos GC a nivel hipotalamico e hipofisario, com secre¢cdo aumentada
de CRH e ACTH, libertadas no sistema porta hipofisario e na circulagcdo sistémica,
respetivamente. Ha portanto uma ativagéo do eixo HHSR.

Como resultado, existe uma estimulacdo exagerada da SR, com aumento da producdo de
hormonas adrenais, nomeadamente cortisol, androgénios e mineralocorticéides.®° O organismo
tenta encontrar um balango entre a secrecdo e a utilizacdo de GC. Os niveis elevados de GC

surgem na tentativa de compensar a reducdo da sensibilidade que existe.?
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10. ACLINICA

A apresentacdo clinica da SRGGC reflete as alteracbes fisiopatoldgicas descritas
previamente.

A sensibilidade aos GC encontra-se diminuida ndo so a nivel hipotalamico e hipofisario,
mas também a nivel periférico. Desta forma, 0s sinais e sintomas encontrados nos doentes com
SRGGC ndo sdo secundarios ao excesso de GC, mas sim a producdo em excesso de hormonas

com atividade mineralocorticoide e androgénica.?

O espetro clinico descrito nos varios doentes identificados, € muito variavel, desde formas
completamente assintomaticas, apenas com alteracGes bioguimicas, até a uma clinica severa,

potencialmente letal de hiperandrogenismo e/ou excesso de mineralocorticéides.?8151°

A grande variedade de espectros clinicos pode ser explicada por varios fatores: os diferentes
defeitos nas vias de transducdo de sinal dos glucocorticoides, mas também dos
mineralocorticéides e dos androgénios; a varia¢do no grau de sensibilidade dos tecidos aos GC,
aos mineralocorticéides e aos androgénios; as variacdes na atividade de enzimas ativadoras e
inativadoras dos GC, como a 11-BHSD ou a 5a redutase; outros fatores epigenéticos ou
genéticos, como a resisténcia a insulina ou a obesidade visceral;®*° e ainda o tipo de transmisséo
—autossomica recessiva ou dominante. Para além disso os fenotipos podem variar, mesmo entre
pacientes com a mesma mutacéo identificada.

As duas delecdes identificadas no ex&o 9a, descritas por McMahon et al 2° e por Donner et
al 1 por exemplo, uma homozigdtica e outra heterozigdtica, respetivamente, e as mutacoes
pontuais 571 (V—A) %! e 714 (R—Q)* estio associados a formas particularmente severas de
resisténcia aos GC.!° Estes doentes foram diagnosticados antes dos 10 anos de idade e tém
varios problemas enddcrinos e metabolicos, incluindo defice de hormona de crescimento,

hipoglicémias profundas, convulsdes severas, puberdade precoce e pseudohermafroditismo.
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As manifestacdes clinicas associadas ao défice relativo de GC podem existir, mas sao raras,
a excecdo da fadiga cronica e da hipoglicémia.r A fadiga foi encontrada em varios adultos e
parece estar relacionada com a compensacao de alguns tecidos-alvo, resistentes a concentracéo
elevada de cortisol, como é o caso do sistema nervoso central e do sistema musculo-
esquelético.>® Relativamente a hipoglicémia, foi descrito um caso de hipoglicémia associado
a convulsdes tonico-clonicas, na sequéncia de uma doenca febril, numa crianca jovem!* e de
um recém-nascido com hipoglicémia severa, astenia excessiva, susceptibilidade a infecdes e
défice de hormona de crescimento.?

Devido ao excesso de producdo de mineralocorticdides, os doentes apresentam-se com

hipocaliémia, hipertenséo arterial e alcalose metabdlica.t

No sexo feminino, em particular, pelo excesso de produgdo de androgénios existe
adicionalmente infertilidade, padrdo masculino de calvicie, acne, hirsutismo e irregularidades
menstruais, como amenorreia e anovulagdo.?®® Mendonca et al 2* em 2002, descreveram um
novo fendtipo, o pseudohermafroditismo/ambiguidade sexual ao nascimento associado a
hipocaliémia severa, causada por uma mutacdo homozigotica no gene do RG. A virilizagdo pré
e pds natal pode ocorrer no cariétipo 46, XX quando existe SRGGC. No sexo feminino também
ocorre puberdade precoce independente da hormona gonadotropina.®

No sexo masculino, a producdo gonadal de androgénios é muito maior que a adrenal,
superando o excesso de producdo ao nivel da SR. No entanto, clinicamente pode apresentar-se
com puberdade precoce.?® Segundo Charmandari et al, **® no sexo masculino a SRGGC pode

ainda apresentar-se com acne, hirsutismo, oligospermia e infertilidade.

A alteracédo da fertilidade de ambos 0s sexos é devida sobretudo a inibicdo da secrecao da
hormona gonadotropina, por retrocontrolo negativo devido a concentragdo excessiva de

androgénios.
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A ansiedade profunda também é observada em alguns doentes e pensa-se estar relacionada

com 0 aumento da concentracdo de CRH, de AVP e de ACTH. 81519

Segundo Charmandari et al, *® as concentragbes elevadas destas hormonas podem ainda
predispor os doentes afetados a desenvolver adenomas hipofisarios secretores de ACTH. Existe
um caso referenciado na literatura, por Karl et al,?> em 1996, de um paciente de 33 anos de
idade, com resisténcia generalizada esporadica aos glucocorticoides, que apresentava
infertilidade, oligospermia e hipertensdo arterial. Durante a investigacdo, foi encontrada uma
mutacdo de novo, pontual e heterozigdtica, no exdo 5 do gene do RG (I559N). O recetor mutado
exercia um efeito dominante negativo sob 0 RGa, na capacidade de transcri¢dao genética in vitro
e existia também uma diminuicdo de 50% dos locais de ligacdo ao RG. A mutacdo foi
demonstrada atraves da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e estava presente em todos 0s
linfoblastos e fibroblastos do doente, assim como em 50 % das células do esperma. Os pais e
0s sete irmdos do doente ndo apresentavam a mutacdo. Aos 38 anos, o doente desenvolveu
doenca de Cushing, provavelmente, devido a uma hiperestimulacéo corticotrofica crénica e a
uma diminuicdo do mecanismo de retrocontrolo negativo pelos glucocorticoides, associado a

um defeito somatico subsequente, no controlo do ciclo celular.

Finalmente, as concentracgdes elevadas de ACTH circulantes podem ainda ser responsaveis

pela hiperplasia de restos adrenais intratesticulares, uma das causas de tumores testiculares.?

A maioria dos casos de SRGGC descritos sdo de doentes em idade adulta que se apresentam

com sintomas e sinais associados a excesso de mineralocorticoides e/ou androgénios adrenais.

Na Tabela 2 encontram-se resumidas, as alteracfes clinicas na SRGGC, que estdo

relacionadas com as respetivas alterac@es fisiopatologicas.
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Tabela 2 A clinica da SRGGC (adaptado das referéncias 5,8 e15)

Alteracdes enddcrinas Apresentacéo clinica
Excesso/ défice relativo de glucocorticdides Assintomaticos

Fadiga crdnica (défice relativo de

glucocorticoides)

Hipoglicémia

Excesso de mineralocorticoides Hipertensdo arterial
Hipocaliémia

Alcalose metabolica

Excesso de androgénios Sexo feminino Ambiguidade sexual (pseudohermafroditismo)
Puberdade/adrenarca precoce
Hirsutismo
Acne
Irregularidades menstruais - anovulag¢do

Infertilidade

Sexo masculino Acne
Hirsutismo
Puberdade precoce
Oligospermia

Infertilidade

Geral Fadiga (défice relativo de GC)
Ansiedade (excesso de CRH e AVP)
Adenoma hipofisario secretor de ACTH

Hiperplasia dos restos adrenais intratesticulares

Recentemente, tem havido um interesse crescente em perceber o papel dos GC enddgenos,
no desenvolvimento da sindrome metabdlica. Orbak Z. et al 2 afirmam que varios estudos tém
demonstrado uma associagdo positiva entre mutacdes no RG e obesidade, hipertenséo arterial,
e resisténcia a insulina. O mesmo é afirmado relativamente a relagdo com a progressao de

diabetes mellitus tipo 2 e doencas cardiovasculares, no entanto os resultados contraditorios dos
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varios estudos tornam dificil determinar com exatidao, o efeito das mutacdes no gene do RG

na incidéncia e progressao da sindrome metabdlica.

A. CASOS-EXEMPLO

Apesar da maioria dos casos ocorrer em adultos, existem casos descritos em criancas. Nader
et al ¥ por exemplo, em 2010, descreveram um caso de uma crianga com diagnostico de
SRGGC aos dois anos de idade. Tratou-se de uma crianga do sexo feminino que nasceu de uma
gestacdo de 35 semanas, com restricdo do crescimento intrauterino, que desenvolveu
convulsdes tonico-clonicas seguidas de perda de consciéncia, apds varios dias de vomitos e
diarreia, aos 2 anos e 10 meses de idade. Na admissdo hospitalar apresentava hipoglicémia
(glicéemia: 18 mg/dL), hipocaliémia (potassio sérico: 2,6 mmol/L) e hipertensdo arterial (138/90
mmHg). No estudo endocrinolégico, apresentava niveis plasmaticos de cortisol, ACTH e UFC
(cortisol livre urinario) na urina das 24 h, elevados (81,2 ng/dL, N: 3-21; 431 pg/mL, N: 1-21 e
646 ug/dia, N: 1,4-20, respetivamente). Quanto aos valores de aldosterona e renina plasmatica
encontravam-se normais, mas apresentava niveis elevados de DHEA (730 ng/dL, N: 50-540) e
androstenediona (7,6 ng/mL, N: 0,1-0,3).

Clinicamente apresentava clitoromegalia e a idade 0ssea, aos 3 anos e 11 meses de idade

cronoldgica era de 8 anos.

Os autores defendem que as crises convulsivas teriam sido devidas a hipoglicémia,
exacerbada pelos sintomas gastrointestinais prévios e que a hipocaliémia teria sido muito
provavelmente provocada pelo excesso de producdo de mineralocorticéides, tal como pelo
cortisol. A acao reduzida dos glucocorticéides a nivel hepatico, por resisténcia dos recetores,
ndo teria estimulado a producéo suficiente de glucose, que foi agravada durante a doenca aguda.

Segundo os autores, e até a atualidade, ndo foi registado nenhum caso de hipoglicémia com
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convulsdes subsequentes em adultos, o que podera indicar que esta manifestacéo clinica esteja

associada apenas a criangas.'*

Da revisdo efetuada foi ainda encontrado um caso particular de SRGGC na presenca de um
adenoma da SR. Foi descrito por Zhu et al,>*em 2011 e tratou-se de um homem de 56 anos de
idade, completamente assintomatico, ao qual foi detetado um incidentaloma da SR. Né&o
apresentava os sintomas normalmente associados a presenca de adenomas funcionais da SR,
incluindo hipertenséo arterial, hipocaliémia, palpitacoes, cefaleias e sindrome de Cushing. Em
termos biogquimicos e endocrinoldgicos, apresentava niveis de ACTH ligeiramente elevados as
8h00 (53,7 pg/mL, N: <46) e aumento do UFC na urina das 24 horas (514,9 ug, N: 12,3-103,5).
Depois da cirurgia os niveis de cortisol plasmatico mantiveram-se elevados significativamente
e ndo foram suprimidos por baixas doses de dexametasona. Pensou-se em SRGGC, que foi
confirmada geneticamente. Os autores referem que a presenca do adenoma poderia estar
relacionada com acdo prolongada de niveis elevados de ACTH, que estimularia a hiperplasia

da SR, nomeadamente do adenoma.

B. AVALIAGAO CLINICA

O primeiro passo na avaliagcdo de um doente com suspeita de SRGGC passa por obter uma
historia pessoal e familiar completa, com particular atencdo a evidéncias que sugiram
hiperatividade do eixo HHSR e hipersecrecido de ACTH e cortisol.»® No sexo feminino, a
regularidade dos ciclos menstruais deve ser pesquisada. Em criangas e adolescentes, o
crescimento e o desenvolvimento sexual devem ser avaliados cuidadosamente, dado que o
hiperandrogenismo esta invariavelmente associado a aceleracao da velocidade de crescimento,

idade 6ssea avangada e alteragBes no desenvolvimento pubertario.®
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O exame fisico deve incluir a avaliacdo de sinais de hipercortisolismo e de
hiperandrogenismo ou virilizacdo, como acne, hirsutismo, desenvolvimento dos pelos pubicos
e axilares, alopécia e clitoromegalia, de acordo com escalas adequadas. A escala de Ferriman-
Gallwey ou a escala de Tanner sdo utilizadas para avaliagdo do hirsutismo e da pubarca,
respetivamente.®

A tensdo arterial deve ser avaliada e preferencialmente monitorizada em 24 horas.*®

A todos os doentes devem ainda ser despistados sinais sugestivos de sindrome de Cushing
e deve ser realizado um exame neuroldgico completo,® avaliando a existéncia de cefaleias,

alteragdes visuais ou convulsdes.t
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11. O DESAFIO DIAGNOSTICO — ESTUDO ENDOCRINOLOGICO E MOLECULAR

Até ao momento, tem-se verificado a inexisténcia de critérios uniformizados para o
diagndstico da SRGGC. O diagnostico é sugerido pelo aumento da concentragdo de cortisol
sérico e de UFC na urina das 24 horas, juntamente com a auséncia de caracteristicas clinicas de

hipercortisolismo.?*

Muitas vezes 0s sinais e sintomas que surgem, secundarios aos niveis elevados de
mineralocorticoides e androgénios, auxiliam no diagnostico, no entanto os doentes podem ser

assintomaticos.

A maioria dos doentes com SRGGC apresenta-se com concentracOes elevadas de ACTH,
(embora as concentragdes possam ser normais) e de cortisol plasmatico, que apesar disso,

mantém ambos o ritmo circadiano e a resposta a situag@es de stresse, preservadas.>*®

Para além disso, o teste da supressdo com 1 mg de dexametasona (um GC sintético,
administrado oralmente, a meia-noite com determinacao da concentracao de cortisol plasmético
as 8h00 do dia seguinte), ndo suprime adequadamente o eixo HHSR, nem o cortisol plasmatico.
Para alguns autores® o teste de supressdo deveria ser realizado com doses crescentes de
dexametasona (0,3mg, 0,6mg, 1,0mg, 1,5mg, 2,0mg, 2,5mg e 3 mg), em dias alternados, com
determinacédo da concentracdo de cortisol plasmatico as 8n00. A resisténcia a supressao varia
de acordo com a severidade da condigdo. Altas doses de dexametasona sdo, no entanto, capazes
de suprimir os niveis de cortisol destes casos. A dose de dexametasona necessaria para suprimir
50% da concentragdo de cortisol plasmatico, pode ser 7,5 vezes superior a dose necessaria em
individuos normais. Charmandari et al' sugerem que a concentracio da dexametasona
plasmatica seja determinada também de manha, em simultdneo com o doseamento do cortisol
plasmatico, no sentido de excluir a possibilidade de ter havido absor¢éo diminuida do farmaco

ou depuracio aumentada, evitando falsos negativos.®
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A concentracdo considerada como cut-off para o cortisol plasmatico também ndo esta
definida, o que dificulta o diagndstico. Ndo obstante Van Rossum et al ° consideram o0s

70nmol/L (2,75ug/dL), como o valor acima do qual € sugestivo existir resisténcia aos GC.

Nos casos mais severos, a concentracdo de cortisol plasmatico pode encontrar-se 7 vezes
mais elevada do que o limite superior do valor normal e a concentracdo de UFC na urina das
24 horas pode encontrar-se 50 vezes mais elevada.t

As concentragdes plasmaticas de esterdides da SR com agdo androgénica — DHEA,
DHEAS, e androstenediona — e acdo mineralocorticoide — aldosterona, desoxicorticosterona e

corticosterona — também se encontram elevadas.

As gléndulas SR estdo normais ou aumentadas de tamanho, embora este seja um achado

pouco especifico.’

Segundo Charmandari et al, * a avaliagdo endocrinolégica deve ser realizada aos doentes
suspeitos de SRGGC, determinando a concentracdo plasmatica de ACTH, de renina e
aldosterona e ainda de cortisol, testosterona, androstenediona, DHEA, DHEAS, colesterol total,
colesterol HDL e LDL, triglicerideos, glucose em jejum e niveis de insulina. Para além disso
defendem que deve ser doseado o UFC, na urina das 24 horas durante dois ou trés dias
consecutivos.

Existem varios testes experimentais que podem ser realizados adicionalmente para
confirmar a SRGGC. S&o testes laboratoriais intensivos e muitas vezes dificeis de reproduzir.

As caracteristicas do recetor dos GC podem ser analisadas, pela quantificagdo do nimero
de RG, isto é pela concentracdo de RG existente por célula ou através da avaliagéo da afinidade
do recetor usando uma constante de dissociacdo. Testar a ligacdo do recetor a dexametasona

em células mononucleares do sangue periférico € uma forma de diagnosticar a SRRGC, que
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mostra uma diminuicdo da afinidade do RG para o ligando, em comparagdo com 0 grupo

controlo.®1®

A sequenciacdo genética do gene do recetor, a expressdo do RG e as variantes de mRNA
(RGo, RGp) podem ser realizadas por PCR. A sequenciacao de regides codificadoras do gene,
incluindo jun¢es intrdo/exao, mostram mutacdes ou dele¢bes na maioria, mas nao na totalidade

dos casos de SRGGC. 8

A avaliacdo ex vivo da sensibilidade aos GC também é possivel, através da quantificagdo
da resposta de genes alvo (como o gene da interleucina 2 ou 0 GLIZ - GC-induced leucine
zipper), que sdo sensiveis a GC enddgenos; ° ou quantificando a inibicdo pela dexametasona na
proliferacdo  mitogénica-estimulada  (incorporagdo de timidina estimulada pela
fitohemaglutinina).>® Em doentes com resisténcia aos GC, este ltimo teste mostra resisténcia
a supressao induzida pela dexametasona, na incorporagdo da timidina estimulada pela
fitohemaglutinina.®%°

E possivel ainda obter uma linha celular, pela transformacéo de linfocitos B com o virus
Epstein-Barr e com esta linha celular avaliar a sensibilidade aos GC, uma vez que a regulacéo

positiva do nimero de recetores durante a cultura esta relacionada com a sensibilidade aos GC.°

Ainda no sentido de diagnosticar a SRGGC, importa frisar que, quando é encontrado um
defeito estrutural no recetor, o efeito deste na fungédo do RG deve ser confirmado in vitro,
usando testes laboratoriais estandardizados que determinem a capacidade do RG ativar a
expressdo dos genes alvo.®™ No entanto, mesmo que todas as caracteristicas funcionais do
recetor estejam normais, isso ndo exclui que esteja presente um defeito “pds-recetor”
relacionado com a transativacéo deste. De facto, segundo Charmandari et al, *° a sequenciacio
de regides codificadoras do gene do RGa nédo revelou mutagcbes em alguns doentes com

SRGGC. Isto pode ser explicado pelo fato de certas regides do gene nao serem estudadas, como

Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra 40



Sindrome de resisténcia aos Glucocorticéides: do diagnostico a terapéutica
Diana Filipa da Silva Catarino
o0s intrdes, ou por estarem afetados outros fatores implicados na transducéo de sinal dos GC —
HSP, co-ativadores, corepressores ou outros fatores de transcricdo, como abordado
anteriormente.
Na Tabela 3 encontra-se, resumidamente, a avaliacao diagndstica dos doentes com suspeita

de SRGGC.

Tabela 3 Avaliacéo diagnoéstica (adaptado da referéncia 8)

Auséncia de caracteristicas clinicas de hipercortisolismo

Concentracdo de ACTH normal ou elevada

Concentragdo plasmatica de cortisol elevada

Excrecéo de UFC na urina das 24 horas elevada

Ritmo circadiano de secre¢do de cortisol e ACTH normal

Secrecéo de cortisol e ACTH em resposta ao stresse normal

Resisténcia do eixo HHSR a supressao pela dexametasona

Estudos de ligagdo a dexametasona: diminuigdo da afinidade do RG pelo ligando em comparagéo com grupo
controlo

Sequéncia génica do gene do recetor: mutagdes/delecdes no RG; expressdo do RG, variantes de mRNA (RGa e
RGB).

Testes de incorporagéo de timidina: resisténcia a supressao induzida pela dexametasona na incorporagédo da

timidina estimulada pela fitohemaglutinina

A. O DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

O diagnéstico diferencial inclui a doenca de Cushing, a sindrome de Cushing, os estados de
pseudo-Cushing, - como o alcoolismo, a obesidade, a sindrome de ansiedade generalizada, 0s

estados de depressdo -, e ainda outros casos de excesso de producdo de mineralocorticdides -
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hipertensdo essencial, hiperaldosteronismo — e de androgénios - hirsutismo idiopatico,

sindrome do ovario poliquistico, hiperplasia congénita da suprarrenal .2*

Na maioria dos casos, a SRGGC pode ser facilmente distinguida de outras condi¢des, pelas
diferencas bioquimicas que existem. O diagnostico diferencial torna-se dificil entre formas
ligeiras desta sindrome e outras formas ligeiras de hipercortisolismo, tais como sindrome de
Cushing precoce ou ligeiro, depressao melancolica hipercortisolémica, anorexia nervosa,

alcoolismo cronico ativo e exercicio intensivo.®

Relativamente a doenca de Cushing alguns resultados laboratoriais sdo em tudo idénticos a
SRGGC, nomeadamente a presenca de hipercortisolismo acompanhado de niveis de ACTH
normais ou elevados, no entanto, os doentes ndo apresentam os sinais e sintomas caracteristicos
da primeira condigdo, tais como a face em lua-cheia, obesidade abdominal, estrias violaceas,
hiperglicémia, miopatia, entre outros, associados ao excesso de GC.°

Em termos laboratoriais, apesar de semelhantes, as duas situacdes clinicas podem ser
distinguidas pelo ritmo circadiano do cortisol, que se encontra mantido na SRGGC.2° (Tabela
4)

Uma das formas de distinguir clinicamente a SRGGC e a doenga de Cushing é a medicdo
da densidade mineral 6ssea (DMO). Esta encontra-se diminuida na doenca de Cushing, ao
contrario do que acontece na SRGGC, onde a DMO esta preservada, pela auséncia dos efeitos
deletérios dos GC ou até elevada no sexo feminino, pelo excesso de androgénios.?®

Apesar de tudo, existem variacdes clinicas e bioquimicas na apresentacdo da SRGGC que
podem suscitar ddvidas no diagndstico diferencial. Segundo Van Rossum et al, °® neste caso, a
SRGGC pode ser demonstrada de forma indireta pela resposta normal da TSH sérica a
administracdo de TRH e/ou pela demonstragéo da resposta normal da hormona de crescimento

a hipoglicémia induzida por insulina. Ambas as situagdes estdo alteradas na doenca de Cushing.
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Testes diagnosticos adicionais, citados anteriormente, relacionados com o recetor e com 0

seu gene podem confirmar o diagnostico de SRGGC.

Tabela 4 Diagnostico diferencial entre SRGGC e doenga de Cushing (adaptado da referéncia 5)

Doenca de Cushing SRGGC
Né&o Cortisol das 00h 1 1
distincdo  Cortisol com altas doses de dexametasona | !
Doseamento de ACTH Normal/ t Normal/ 1
UFC urina das 24h 1 1
Distincdo Ritmo circadiano Ausente Presente e 1
DMO ! Normal/ 1
Teste de TRH Resposta ausente Resposta normal

Teste de tolerancia a insulina

Cortisol, ACTH e HC:

néo 1

Cortisol, ACTH e HC:

resposta normal
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12. AS MUTAGOES E POLIMORFISMOS QUE CAUSAM SRGGC

A. AS MUTACOES

As bases moleculares da SRGGC tém sido descritas como mutac¢6es no gene do recetor dos
GC — RGa - que acarretam alteracdes nos mecanismos moleculares do recetor,}? desde
diminuicdo da ligacdo ao ligando, alteracdo da translocacao nuclear, interacdo anormal com co-
-ativadores, ou até combinacdo de vérias alteracdes, que diminuem a sensibilidade dos tecidos
para os GC.>

Ao longo da presente revisdo bibliogréfica, foram identificadas, desde 1982 até a
atualidade, um total de 16 mutagdes no gene do RGa que alteram ou eliminam a sua atividade
intrinseca e que causam a SRGGC.1416:19-22.24-36

Essas mutacdes estdo resumidas nas tabelas em anexo, por ordem de datas em que foram

descritas.

De todas as mutagdes contabilizam-se 12 mutag¢Ges pontuais, no exdes 3, 4, 5, 7, 8 e 9a.com
substituicdo de aminoéacidos ao nivel dominios DBD ou LBD do recetor. As restantes 4
mutacdes, todas localizadas em regides do gene que codificam o LBD do RGa, incluem a
delecéo de 4 nucledtidos no exdo 6 28 e trés mutagdes frameshift — uma delecdo de um nucleétido
no ex&o 6 ¢ e duas delecdes de dois nucledtidos no exdo 9a, uma ° atingindo os nucleétidos
2317-2318 e outra 2° atingindo os 2318-2319. Na Figura 4, encontra-se a representacio

esquematica das mutacoes.

De todas as mutagBes encontradas, 4 delas sdo homozigoticas 20212621.29 ¢ as restantes s3o

14,16,19,22,24,25,

heterozigoticas. 28303 A heterozigotia, neste caso significa uma reducdo da

atividade bioldgica do recetor para metade.
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1430G>A  1667C>T 1676T>A 1712T>C del  delA 1922A>T 2035G>A 2141G=A 2185G=A 2209T>G 224IT>G 2318T>C 2pb del 2bp del
V4234 R477TH TS561 550N V571A  4pb 512 D641V G679S R714Q V7291 F737L [747M L773P  2317,2318 2318, 2319
| ] L
1 |
ATG TGA, 0 TGA, p
| IS N S L 1
NTD NDRD LLBD

Figura 4 Localizagédo das mutacdes conhecidas no gene do RG que causam SRGGC (adaptado da referéncia 1)

Os recetores com as muta¢des RGal559N,?2% RGal747M, * RGalL773P, % RGaF737L,%
RGaR714Q,* RGoR477H,6:31:3 ¢ RGaG6795:31:32 exercem um efeito dominante negativo
no recetor ndo mutado, o que parece contribuir para a manifestacdo da doenca em estados

heterozigdticos presentes nestes casos, refere Charmandari,’em 2011.

No entanto, segundo Donner et al, ** em 2013, o mecanismo pelo qual uma mutac&o
heterozigotica, causa resisténcia generalizada aos GC € desconhecido, uma vez que no seu
estudo foi descrita uma nova mutagdo heterozigética - uma delegéo de dois nucleotidos no exdo
9a - e ndo se verificou efeito dominante negativo na atividade do RGa, pelo recetor mutado. Os
autores justificam com a possibilidade de o efeito poder ocorrer in vivo, apesar de ndo se

verificar in vitro.

Todas tém demonstrado uma reducao, embora variavel, na capacidade de transativacdo dos
ERG do DNA-alvo apds exposicao a dexametasona, sendo as situagdes mais severas observadas

nas mutagdes R477H, 1559N, V571A, e D641V, segundo Charmandari et al.®

Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra 45



Sindrome de resisténcia aos Glucocorticéides: do diagnostico a terapéutica

Diana Filipa da Silva Catarino

Embora varios estudos tenham sugerido que a perda completa da funcdo do RG seja
incompativel com a vida extrauterina, MacMahon et al ?° descreveram uma mutagio

homozigoética em que ha inativacdo completa funcdo do RG, num recém-nascido.

Todos os recetores mutados nos quais as mutacgdes estdo localizadas no LBD do recetor tém
mostrado uma afinidade diminuida na ligacéo ao ligando. Isto acontece em todas as mutagdes
identificadas com excecdo de duas, que estando localizadas no DBD tém maostrado afinidade

mantida para o ligando. Tratam-se das mutagdes RGaV423A% e RGaR477H 63132,

Quanto a translocacédo nuclear, isto é, a passagem do recetor do citoplasma para o nucleo, o
tempo de translocacido completa normal para 0 RGa é de 12 minutos.! A exposicdo a
dexametasona nos varios estudos mostrou uma translocacdo mais lenta do recetor. O intervalo
de tempo variou entre 20 minutos, na mutacdo RGaR477H 3132 e 180 minutos na mutag&o
RGal559N 2230, Estes achados sugerem que todas as mutacdes afetam a translocagdo nuclear
do recetor, provavelmente por alterarem a funcdo dos locais de localizagdo nuclear — NL1 e

NL2.8

Relativamente as mutacfes que afetam o gene a nivel do LBD, o0s recetores preservam a
capacidade de ligacdo ao DNA alvo, aos ERG mas mostram uma interacdo anormal com o co-
-ativador do recetor dos GC — GRIP-1, glucocorticoid receptor-interating protein-1.

As mutagdes que atingem o recetor no DBD — RGaV423A% ¢ RGaR477H63132 - alteram
a ligacdo ao DNA, atingindo um os dos seus subdominios (zin fingers) cuja funcéo principal é
contribuir para a homodimerizagdo, um pré-requisito para a forte ligacéo entre 0 RG e 0s ERG
e para a eficiéncia da transativacdo. Estas muta¢Ges no entanto, e ao contrario das anteriores
mostram uma interagdo normal com o coativador GRIP-1. 816:25:31.32

Uma situacdo a sublinhar, ainda no que diz respeito as mutac¢6es no LBD, é a ocorréncia de

3 mutagOes exatamente no mesmo coddo (773),1%2034 considerando a natureza rara desta
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patologia e o numero reduzido de mutacgdes descritas. Segundo Donner et al, em cujo artigo foi
descrita uma dessas mutacdes, este achado suporta a ideia de que esta regido do DNA representa
provavelmente, um local importante de mutagdes para a ocorréncia desta sindrome, por razfes

ainda desconhecidas.®®

B. CASOS-EXEMPLO

Para exemplificar, uma das primeiras mutaces identificadas é referida ao ano 1993 e foi
descrita por Karl et al. 2 Tratou-se de uma mulher de 26 anos de idade, que se apresentou com
hirsutismo, alopécia e irregularidades menstruais, sem hipertensdo arterial e concentracdo
plasmaética de potéssio normal. Apesar de se apresentar com niveis muito elevados de cortisol
plasmatico (1110nmol/L e 1290nmol/L as 8h00 e as 9h00, N: 150 a 650), ndo foram
suficientemente suprimidos no teste de supressdo com 1mg de dexametasona, administrada a
noite, com um valor de cortisol atingido de 580 nmol/L. Esta doente, apesar dos niveis elevados
de cortisol, ndo apresentava sinais ou sintomas de exposic¢éo prolongada a excesso de GC, isto
é, ndo apresentava sindrome de Cushing. Estudos subsequentes mostraram um eixo HHSR
intacto mas ativado, com niveis elevados de cortisol, mantendo-se no entanto o ritmo circadiano
normal e ainda niveis elevados de ACTH plasmatico. Os niveis de androstenediona e
testosterona também se encontravam elevados (10,4 nmol/L, N: 3-4,5; e 5,5nmol/L, N < 3,
respetivamente). Estudos moleculares posteriores mostraram uma delecéo de 4pb na fronteira
entre 0 exdo e o intrdo 6, isto €, uma delecéo que afeta as duas ultimas bases do exao e as duas
primeiras bases do intrdo responsavel pela SRGGC. Esta mutagéo foi identificada em outros

dois membros da familia.

Uma das ultimas mutag@es identificadas, ja em 2013 por Donner et al *° foi num doente de

27 anos de idade, ndo fumador, atleta olimpico, ao qual foi diagnosticada hipertenséao arterial:
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medicdes repetidas de tensao arterial sistolica entre 160 e 195 mmHg e tenséo arterial diastdlica
entre 105 e 125 mmHg. Estudos subsequentes, no mesmo doente revelaram niveis de renina
plasmatica ndo mensuraveis (< 0,2 ug/L/h — N: 2-5), aldosterona plasmatica normal-baixa (203
pmol/L, N: 183-940) e potéssio plasmatico também normal-baixo (3,6 mmol/L, N: 3,3-4,9).
Uma suspeita de SRGGC, ao fim de seis anos de estudo, fez com que se doseassem 0s niveis
de cortisol plasmatico (991 nmol/L as 8h00, N: entre 150 e 650) e ACTH plasmatico (48 ng/L,
N < 46), que se encontravam elevados. Foi medicado com baixas doses de dexametasona (1 mg
as 11h) com falha na supressdo do cortisol das 8h00 (239 e 385 nmol/L em duas medicoes).
Uma dose mais elevada, de 2mg, resultou numa melhor supressao do cortisol plasmatico, sem
no entanto conseguir valores normais. Estes achados foram compativeis com uma SRGGC,
posteriormente confirmada pela presenca de uma nova mutacéo frameshift no LBD do RGa,
em situacdo de heterozigotia.

Os mesmos autores®® afirmam que mutacdes no DBD e LBD n&o parecem constituir uma
causa comum para a hipertensdo arterial com niveis baixos de renina plasmatica e de
aldosterona, uma vez que foram avaliados 51 pacientes com este fendtipo, sem terem no
entanto, a mutacdo no gene do recetor. Este fen6tipo na SRGGC tem sido descrito como sendo
causado pelos elevados niveis de cortisol, que saturam a enzima 11-BHSD, que em condicGes
normais converte o cortisol em cortisona, prevenindo a ligagdo do cortisol aos recetores dos
mineralocorticoides (RM). Dessa forma na SRGGC, a ligacdo inapropriada do cortisol aos RM
causa um aumento da reabsorcao de sddio com consequente expansdo do volume extracelular,
0 que contribui para os niveis baixos de renina e de aldosterona e para a hipertensao arterial

encontrada.
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C. OS POLIMORFISMOS

Para além das mutacdes no gene do recetor dos GC, tém sido descritas na popula¢éo normal,
variages interindividuais na sensibilidade dos tecidos para os GC, atribuidas a polimorfismos
no gene do RG.! Na Figura 5 encontra-se uma representacéo esquematica dos polimorfismos ja

identificados.

ER22/23EK 3669 A>G

Tthilll

/ .

1

ER22/23EK

Resisténcia aos GC

Figura 5 - Representacao esquematica dos polimorfismos no gene do RG (adaptado da referéncia 1)

Um dos polimorfismos identificados, 0 ER22/23EK, no exdo 2 do gene é acompanhado por
uma elevacéo da relagio entre a isoformas RGoA (94kDa) e a isoformas RGaB (91kDa) 13 e
esta relacionado com resisténcia aos GC com consequente diminuigdo dos efeitos dos GC em
varios tecidos.® Resulta numa reducéo significativa da transcricio dos ERG comparando com
o recetor normal; reduz a capacidade de transativacdo génica, sem alteracdo da capacidade de
transrrepressdo;® reduz a sensibilidade aos GC evidenciada pela concentragdo elevada de

cortisol plasmatico e pela resisténcia a diminuicdo da concentracdo de cortisol pelo teste de

Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra 49



Sindrome de resisténcia aos Glucocorticéides: do diagnostico a terapéutica

Diana Filipa da Silva Catarino

supressdo pela dexametasona; e resulta num fendtipo caracterizado por um perfil metabdlico
mais favoravel aumentando a longevidade dos individuos. A presenca deste polimorfismo
parece conferir aos portadores um melhor perfil cardiovascular e metabdlico, com maior
sensibilidade a insulina, menor concentracdo de colesterol total e LDL e proteina C-reativa.l®
Este polimorfismo estd presente num namero significativamente maior na populacdo mais
idosa, na qual os portadores apresentam menor risco de deméncia, menor nimero de lesdes da
substancia branca cerebral e maior longevidade, comparando com 0s ndo portadores.
Inexplicadamente apresentam niveis mais elevados de HbA1C. Na populagdo mais jovem esta
associado a um padréo sexual dimoérfico. Os portadores do sexo masculino sdo mais altos, tém
mais massa muscular, enquanto as portadoras do sexo feminino sao mais pequenas, ttm menor
perimetro abdominal e menor peso corporal .}

Segundo Charmandari et al * e Yang N. et al ** os mecanismos moleculares através dos
quais este polimorfismo se traduz nos efeitos acima descritos resultam da expressdo aumentada
da isoformas RGoA em detrimento da isoformas RGaB. Dado que a primeira isoforma tem
menor atividade transcripcional, a mudanca na expressao das isoformas resulta na diminuicéao

geral da atividade transcripcional.

Na extremidade carboxiterminal do exdo 9B, que constitui o exdo terminal do mRNA do
1soforma B do RG, existe outro polimorfismo que consiste na substituicdo de nucledtidos, mas
que ndo altera a sequéncia de aminoacidos. Este polimorfismo aumenta a estabilidade do
mRNA do RGp, tal como a sua expressdo proteica com consequente inibicdo da atividade
transcripcional do RGa, pelo efeito dominante negativo ja conhecido do RGf, promovendo
assim resisténcia aos GC.1°> A presenca deste alelo esta relacionado com uma reducdo da

obesidade central e um perfil lipidico mais favoravel nos portadores. Para além disso este
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polimorfismo aumenta a suscetibilidade a artrite reumatoide® por promover um estado pro

inflamatorio, e de doenca cardiovascular.t

Um outro polimorfismo, identificado por Rosmond et al ¥, a variante Tthllll, encontra-se
na regido promotora do gene do RG. Estd relacionado com o aumento da concentracéo
plasmatica diurna de cortisol. Este polimorfismo parece ndo alterar a sensibilidade aos GC por
si proprio, mas o papel modificador da sensibilidade aos GC em combinacdo com outros
polimorfismos néo pode ser excluido, como afirma Van Rossum et al.> Na verdade, tanto o
polimorfismo ER22/23EK como o polimorfismo no exdo 9B sdo encontrados praticamente
sempre associados a este polimorfismo, o que faz com que haja associacdo entre resisténcia aos

GC e um perfil metabdlico favoravel nos individuos portadores do polimorfismo TthllIl1.
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13. OTRATAMENTO

O objetivo do tratamento da SRGGC passa por suprimir o excesso de secrecao de ACTH,
suprimindo assim a producdo exagerada de hormonas adrenais com funcdo mineralocorticoide
e androgénica.® A terapéutica da SRGGC deve ainda ser individualmente direcionada para o

tipo de sinais e sintomas do doente.

Charmanadari et al ** defendem que o tratamento envolve a administracéo de doses elevadas
de um glucocorticoide sintético, sem atividade mineralocorticoide, tal como a dexametasona
(1-3 mg/dia), que ativa 0 RGa mutado e/ou ndo mutado e suprime a secre¢do endogena de
ACTH nos individuos afetados. O tratamento com uma dose de dexametasona adequada para
suprimir a ACTH resulta na diminuicdo dos niveis de androgénios adrenais e muitas vezes
normaliza os niveis de potassio plasmaticos e a tensdo arterial, por normalizacdo dos

mineralocorticéides.?

Segundo 0s mesmos autores,'® a supressdo adequada do eixo HHSR tem particular
importancia, em doentes cuja funcdo do RGa se encontra alterada significativamente, dado que
a hiperestimulacdo corticotréfica a longo prazo, juntamente com a diminuicdo do mecanismo
de retrocontrolo negativo exercido pelos GC, a nivel hipotalamico e hipofisario, podem
contribuir para o desenvolvimento de um adenoma secretor de ACTH. Os autores defendem
ainda que o tratamento prolongado com dexametasona deve ser titulado e adequado a cada

doente, de acordo com as manifestagGes clinicas e o perfil bioquimico.

Segundo outros autores, nomeadamente Van Rossum et al ° uma baixa dose de
dexametasona, administrada a meia-noite é capaz de suprimir os niveis de ACTH matinais,
mesmo que haja resisténcia aos GC, diminuindo a producdo de androgenios e
mineralocorticoides pela SR. Os autores afirmam que é aconselhavel titular a dose de
dexametasona administrada aos doentes, para uma concentracdo minima que seja capaz de
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normalizar os niveis de androgénios, a tensdo arterial e a concentracéo plasmatica de potassio.
Uma vez normalizadas as concentracdes de mineralocorticdides e de androgénios, a dose de
dexametasona que mantém esta supressdo deve ser titulada para valores minimos. O objetivo,
segundo estes autores é tratar os doentes com a menor dose possivel de dexametasona,
comecando com 1mg & noite e diminuindo para 0,5mg ou até 0,25mg, evitando os efeitos
aditivos do farmaco e mantendo a producdo enddgena de cortisol. Para avaliar o efeito aditivo

da dexametasona, os autores defendem que se meca a DMO precocemente.

Os mesmos autores afirmam ainda que, no tratamento da hipertensao arterial, 0s diuréticos
tiazidicos e os diuréticos de ansa devem ser evitados, devido aos seus efeitos na perda de
potassio. Em contrapartida os antagonistas da aldosterona podem ser usados para controlar a
tensdo arterial, com beneficio associado a poupanca de potassio e aos efeitos anti-

androgénicos.’

Na prética clinica os efeitos do tratamento com GC podem variar consideravelmente entre
os doentes, o que pode ser parcialmente atribuido as mutagdes ou polimorfismos presentes no
gene do RG. Desta forma, quando estéa presente uma variante conhecida do gene do RG, a dose
de GC deve ser ajustada com o objetivo de obter um tratamento seguro e com 0 minimo de

efeitos adversos.

A. CASOS-EXEMPLO

Numa das primeiras mutaces identificadas, em 1993, por Karl et al % a diminuico da
concentracdo do recetor dos GC era totalmente compensada pela elevacdo dos niveis
plasméticos de cortisol, aparentemente capazes de conseguir uma ativacdo adequada dos
recetores, uma adequada interacdo com os ERG no ndcleo e uma apropriada transdugédo de

sinal. O tratamento, no doente com a mutagdo identificada, realizado com niveis farmacol6gicos
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de dexametasona, foi capaz de suprimir a producdo de ACTH e de androgénios, curando o
doente completamente, tal como foi descrito na primeira familia identificada com esta

sindrome.

No caso da crianca diagnosticada com SRGGC por Nader et al, ** e referida anteriormente,
0 tratamento com dexametasona utilizado para suprimir os niveis de ACTH controlou
efetivamente os sintomas clinicos. O tratamento permitiu a normalizagéo do eixo HHSR e assim
conseguiu normalizar a tensao arterial, os niveis de potassio sérico, os niveis de DHEA e o UFC
na urina das 24 horas. Para além disso, conseguiu atrasar o crescimento, por suprimir com
eficacia o excesso de producdo de androgénios (que aceleram o crescimento 0sseo). A idade
Ossea da crianca era de 12 anos, aos 9 anos e 11 meses de idade cronologica com o tratamento
efetuado. Os autores sugerem entdo que o glucocorticoide sintético é util para o tratamento da

SRGGC, tal como acontece nos adultos.

14. DISCUSSAO E CONCLUSAO
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Como conclusao, existe uma enorme complexidade associada as vias de sinalizacdo dos
glucocorticoides (GC) e uma grande variedade de efeitos na transducdo de sinal dos GC,
associada as diferentes mutacdes no gene do RG e aos varios fatores que influenciam a

sensibilidade aos GC.

Novos estudos relativamente aos mecanismos de acdo dos GC a nivel celular e molecular

sdo de extrema importancia.

A resisténcia dos tecidos aos GC pode ser generalizada ou especifica de tecido e pode ter
implicacdes importantes em processos biolégicos criticos, como 0 comportamento, a resposta
fisiologica ao stresse, a reacdo inflamatdria e imune, o processo do sono e outras funcdes
béasicas, como o crescimento e a reproducao.

Relativamente a resisténcia generalizada aos GC — SRGGC - trata-se uma condicao
genética rara, familiar ou esporadica, caracterizada por uma resisténcia ou insensibilidade aos
GC nos tecidos-alvo.

O espectro clinico e a severidade desta sindrome sdo muito amplos e variados, desde
situacbes completamente assintomaticas, a casos severos de hiperandroginismo e/ou excesso

de mineralocorticéides.

As bases moleculares tém sido descritas como mutagdes do gene que codifica o recetor dos
GC (que alteram a sua atividade intrinseca) e dos mecanismos moleculares, alterando a

sensibilidade dos tecidos as hormonas em causa.

Em alguns doentes, diagnosticados com SRGGC, as mutagdes no gene foram identificadas,
mas ainda permanece desconhecida a causa de SRGGC identificada em varios outros.
Provavelmente relaciona-se com defeitos em co-ativadores, co-repressores, proteinas
chaperonas, estabilidade do mRNA, modificacdo pés translacional ou outros fatores envolvidos

nas vias de sinalizacdo do RG.
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O diagnostico permanece dificil, sendo necessarios testes laboratoriais e/ou genéticos,
assim como estudos familiares adicionais, para a identificacdo desta patologia.

Para reverter a hiperatividade do eixo HHSR o tratamento deve ser iniciado com
dexametasona e individualizado as necessidades de cada doente.

A prevaléncia exata desta condicdo ndo é conhecida, uma vez que a determinacdo de UFC
na urina das 24 horas ou o teste de supressdo pela dexametasona por exemplo, ndo sdo
normalmente realizados em doentes sem manifestacdes clinicas de hipercortisolismo.

Para além disso, a grande variedade de fenotipos clinicos da SRGGC, juntamente com as
dificuldades encontradas em estabelecer um diagnostico correto, podem estar relacionadas com
a baixa prevaléncia da doenca, uma vez que provavelmente muitos casos nao sao reconhecidos

ou sdo mal classificados na literatura médica.
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