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Resumo

A sindrome de Cushing ¢ um distirbio metabolico que apresenta uma baixa taxa
de incidéncia. O facto de a sindrome de Cushing ter uma incidéncia baixa e de alguns dos
seus sinais serem facilmente confundiveis com sinais de doengas mais comuns como sao
os casos de obesidade, diabetes mellitus e alcoolismo fazem com que exista por parte da
comunidade cientifica o “desafio” de realizar o diagnostico. Apesar da baixa incidéncia
apresenta uma elevada mortalidade e morbilidade, isto deve-se na maioria das vezes ha
presenca de doengas cardiovasculares e complicagdes infeciosas resultantes da sindrome
de Cushing.

Os biomarcadores t€m sido alvos de varios estudos e hoje sdo elementos essenciais
para a realizag@o do diagnostico da sindrome de Cushing. Tem existido nos ultimos anos

uma evolucao no seu método de recolha e na utilizacdo de biomarcadores.

A saliva para além de proteger os dentes e de iniciar o processo digestivo, tem
sido estudada por conter biomarcadores de doengas como a carie, cancro, entre outras.
Em comparagdo com a recolha sanguinea, a recolha de saliva tem ganho o seu espago no
diagnéstico de varias doencgas por permitir uma recolha de biomarcadores de facil acesso

e ndo ser tdo invasivo para o paciente.

Neste trabalho iremos fazer uma revisdo da literatura existente acerca dos
biomarcadores que se encontram na saliva e que poderdo dar informagdes importantes no

diagndstico e no tratamento da sindrome de Cushing.

Palavras-chave: Sindrome de Cushing, biomarcador, saliva, cortisol






Abstract

Cushing’s syndrome is a metabolic disorder that has a low incidence rate. The fact
that Cushing’s syndrome has a low incidence and some of its signs are easily confused
with the signs of more common diseases such as obesity, diabetes mellitus and alcoholism
make the scientific community the “challenge” the diagnosis. Although the low incidence
has a high mortality and morbidity, this is most odten due to the presence of

cardiovascular diseases and infectious complications resulting from Cushing’s syndrome.

The biomarkers that have been the targets of studies and are now essential
elements for the diagnosis of Cushing’s syndrome. There has been aa evolution in the

collection and use of biomarkers in recente years.

Saliva in addition to protecting the teeth and starting the digestive process , has
been studied because it contains biomarkers of diseases, cancer, among others. In
comparison to blood collection the saliva has gained its space in the diagnosis of various
diseases by allowing a collection of biomarkers easily accessible and not be so invasive

to the patient.

In this study we will review the existing literature on the biomarkers found in
saliva that could provide importante information in the diagnosis and the treatment of

Cushing’s syndrome.

Keywords: Cushing syndrome, biomarker, saliva, cortisol






Indice Geral

| R 1 (016 10 Lo 10 NSRRI 13
I1. DesenvOIVIMENLO .....c.veiieiiieeeiiie ettt e e e 17
L.COTEISOL .ttt e e et e e ennes 17
1.1Glandulas SUPTarTeNalS........cceeerueeerueieriieeieeeiieeieeesieeesreesree e 17
1.2 Hormonas Esteroides suprarrenais...........ccceeeveeeveeneeeenveesneesneenns 19
1.3 Regulacao e secrecao de glucocorticoides........c.ceeeeuveeeecrieeenreennne. 22
1.3.1 Eixo hipotalamo-hipéfise-suprarrenal ............cccooevveriienirennnnnne. 22
1.3.2 Ritmo circadiano € Stress ......cceeevevveeeriieeeriieeeeeeeeieeeneeee e 23
1.3.3 Retroalimentagao Negativa...........cccueeeeveeeerreeeeieeeeerieeenveee e 24

1.4 TTanSPOTLE ..cuevvvieeeeiiiee ettt e e e e e e e s ibaeeeeeans 26
L5 FUNGOES ..vveeeeeeeeeeeecteeeee ettt e e e e e et aaaaee e 27
1.5.1 Acao anti-InflamatOria............ccoeeeeeiirreeeiieeeeeeeeeciireeeee e e e 27
1.5.2 PTOtEOLISE ...veeeuvieeiiiieiieeeeeeeete ettt e 28
1.5.3 GlICONEOZENESE.....cceevireeeiiieeeiiieeriieeeeieeeereeeeereeeeeaeeeseseee e 29
L.5.4 LAPOLISE cuveeeeiie ettt et e 30
2.Sindrome de CuShing..........cccvviveiiieeiiieece e 31
2. IDCIINICAO .. uvvvveiiieee et 31
2.2C1aSSHICACAD .. et 32
2 B 110 (0 T4 TR SRR 33
2.4 Epidemiolo@ia .....cc.ceevuiieiiiiniieniieeiie ettt 35
2.5 Manifestagdes CHNICAS .......ccvveeeieeiiiiieeeeciiiee et 37
2.5.1. Sindrome de Cushing em criangas............cceeveeevuveerveenveennnenns 41



2.5.2 Sindrome de Cushing durante a gravidez...........cccccceeuveeeennnennns 42
2.6 DIAZNOSTICO ..eevveeeiiieeiieeiieeeiie et et e et e et e e eeeestaeesaeeesbeesaseeeanee e 43
2.6.1 Medigao de cortisol livre urinario (CLU)......c.coevveevieeniiennnnns 44

2.6.2. Teste de supressao do cortisol pela dexametasona em baixas

QOSES ittt ettt e e e e e e e e e ra e e e naraeeenens 46
2.6.3 Teste de Cortisol salivar (TCS) .....ccoeeeeeviiieiiiiieeeeeee e 47
2.6.4 Teste secundario: TSD-CRH........ccccoeeviiiiiiiiiecieeciee e, 49
2.7. Diagnostico diferencial ...........c.ccoecviieeiiiiiiiiiieeiieeeee e 49
2.7.1 Sindrome de Cushing independente ACTH .............ccveeennnen, 50
2.7.2 Sindrome de Cushing dependente ACTH ...........c.cceeeuvvrennnennns 51

2.8 Tratamento da Sindrome de Cushing ..........c.cccoeevveeeiiiiiniieeeenies 53
3. SAlIVAL e 55
3.1 Glandulas Salivares ..........cccceeceeviiniinienieieeee e 55
3.2 SECTCGAO wvvvreeeeeeeeeeeiiiieeee e e e e e eeecccrtr e e e e e e e e e e etaaraeeeeeeeeeesenararereeeeens 57
3.3, COMPOSIGAO. ...uuvieerurreeeeirreeesreeeesreeeessseeeesreesassseeeasaeesssseeesssseeeenns 58
3.4 Biomarcadores SaliVares ...........ccceeveerierieniieniieenieneeeieeeeee e 58
ITL. CONCIUSAO ..ottt st 61



Indice de Figuras

Figura 1-Representagdo dos rins e glandulas suprarrenais ......................... 17
Figura 2-Cortex da glandula suprarrenal ............cccoooveeviiiiniieeiieeieeeeee, 18

Figura 3-A sintese das trés classes principais de esteroides suprarrenais...21

Figura 4-Eixo hipotdlamo-hipdfise-suprarrenal............ccoceeviinieniininnnnen. 23
Figura 5-Representagdo esquematica do eixo hipotdlamo hipéfise............ 25
Figura 6-Representagdo esquematica do cortisol total...............ceeeenneenee. 26
Figura 7-Traducdo de glucocorticoides...........ccooviiniiiniiiiniiiiniieniieeieeee, 28
Figura 8-GliCONEOZENESE. .......eevuvieriiieeiieeiieeiie ettt eaee et 29
Figura 9-Fotografia de Harvey Cushing ............cccocoevviiiieniciieeiciieeeeee, 31
Figura 10-Ilustragdo do hipotalamo e da hipofise.........cceeeevveevivieennnennee, 34
Figura 11-Proteina POMC ..........ccociiiiiiiiiicieceeeeeeee e 34
Figura 12-Paciente com sindrome de Cushing. .........cccccoociiiiiiniinnnnnne. 37

Figura 13-TC ao fémur e coluna de paciente com sindrome de Cushing...39

Figura 14-Representacdo das caracteristicas clinicas ..........cccccveevveenuneennee. 40
Figura 15-Algoritmo de sindrome de Cushing durante a gravidez............. 42
Figura 16-Algoritmo de diagnoéstico de sindrome de Cushing................... 44
Figura 17-Gréafico de relagdo do cortisol salivar /24horas.........c.ccceeueeneee. 48
Figura 18-TC da zona abdominal............cccoeeiiiiiiiniiiniiinieiieeeee 50
Figura 19-BIPSS ...t 52
Figura 20-Algoritmo de realizacdo de BPISS..........cccooiiiiiiiii 52
Figura 21-Farmacos utilizados na sindrome de Cushing............ccccccue....... 54
Figura 22-Representacdo das glandulas salivares major ...........ccccceeueeeneee. 56

Figura 23-Mecanismo entre capilar sanguineo e as glandulas salivares ....57


file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812334
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812335
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812336
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812337
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812338
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812339
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812341
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812342
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812344
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812345
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812346
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812347
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812348
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812349
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812350
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812351
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812353
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812355
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812356




Indice de Tabelas

Tabela 1-Causas de sindrome de Cushing..........c.cccceeveviirciienciieenieeieenen, 33
Tabela 2-Proporc¢ao das causas de sindrome de Cushing ........................... 36
Tabela 3-Caracteristicas clinicas da sindrome de Cushing......................... 40
Tabela 4-Sindrome de Cushing em Criangas...........cceevveeeereeecieeeneeesnneennnn. 41
Tabela 5-Relacdo de marcadores salivares com varias patologias. ........... 60


file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812302
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812304
file:///C:/Users/Diogo/Desktop/Tese-Rafael-Fidalgo%20CHAMPION.docx%23_Toc496812305

10



Lista de Siglas

ACTH- Hormona adrenocorticotropica

AIMAH-Hiperplasia suprarrenal macronodular ACTH independente
CBG-Globulina de ligacao a corticosteroides

CRH- Hormona libertadora de corticotrofina

CYP-Citrocromo P450

TSD-Teste de supressdo de Dexametasona
ECLIA-Electro-chemiluminescence imunoassay
ELISA-Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

GRE-Elemento de resposta ao glucocorticoide

GR-Recetor de glucocorticoide

HPLC-Cromatografia liquida de alta performance

HPS-Eixo hipotadlamo hipofise

HSD-Hidroxistoterodesidrogenase

MR-Recetor de mineralcorticoides

MSH-Hormona estimuladora de melanocito

OMS- Organizacao Mundial de Saude

PEP- Fosfoenolpiruvato

PEPCK-Fosfoenolpiruvato carboxiquinase
POMC-Pré-opiomelanocortina

PPNAD-Doenga primaria adrenocortical nodular pigmentada primaria
RIA-Rédio imuno ensaio

RM-Ressonancia magnética

11



SC-Sindrome de Cushing

Star-Proteina reguladora especifica esteroide
TC-Tomografia computadorizada
CLU-Cortisol livre urinario

WHO-World Health Organization

ZF-Zona fascicular

7.G-Zona glomerular

ZR-Zona reticular

12



Introducdo

I. Introducao

Passaram alguns anos desde que o neurocirurgido Harvey W. Cushing descreveu
pela primeira vez uma sindrome caracterizada pelo excesso patoldgico de
glucocorticoides. Esta sindrome que ao longos dos anos tem sido alvo de varios estudos

e publicagdes (Newell-price et al., 1998).

Um estudo recente revelou que cerca de 3 a 4% dos individuos com diabetes
mellitus ndo controlada e com a presenca de um fendtipo obeso tem grande possibilidade

de vir a sofrer de sindrome de Cushing (Newell-Price, 2009).

A sindrome de Cushing (SC) apresenta maior probabilidade de ocorrer no género
feminino (3:1) e o maior numero de pessoas afetadas encontram-se dentro de uma faixa
etaria compreendida entre os 30 e os 40 anos (Steffensen, Bak, Zaylner Rubeck, &

Jorgensen, 2010).

A sindrome de Cushing compreende os sinais e os sintomas associados a uma
exposicdo prolongada a niveis elevados de glucocorticoides, nomeadamente o cortisol
(Wagner-Bartak et al., 2017). Os glucocorticoides podem ter uma fonte exdgena ou
endogena. A causa mais comum ¢ a exdgena ou iatrogénica que se desenvolve
proveniente de corticosteroides prescritos medicamente. A sindrome de Cushing
endogena, pode ser causada por excesso da secrecdo de ACTH (hipdfise ou outro tumor
ectopico) ou pela superproducao suprarrenal (Nieman et al., 2008). A SC enddgena esta
sub-dividida em dois tipos: ACTH dependente e ACTH independente (Bista & Beck,
2014).

A hormona adrenocorticotropica ¢ normalmente produzida através da estimulagao
do eixo hipotadlamo-hipofise-suprarrenal. A existéncia de estimulos de stress e do ritmo
circadiano vao promover a secrecao de CRH (hormona transportadora de corticotropina)
do nucleo hipotaldmico paraventricular para a hipofise anterior através da veia porta
hipotaldmica. A CRH (hormona transportadora de corticotrofina) na hipo6fise anterior vai
estimular as células corticotropicas a produzirem e a libertar a hormona
adrenocorticotropica (ACTH) para a corrente sanguinea. A ACTH presente no sangue vai
estimular as glandulas suprarrenais a sintese e secrecdo de cortisol (Hatting, Tavares,

Sharabi, Rines, & Puigserver, 2017).
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Biomarcadores salivares na sindrome de Cushing

A doenca de Cushing ¢ causada pela hipersecrecio de hormona
adrenocorticotropica (ACTH) através da a¢do de um adenoma hipofisario produtor de
ACTH (Alwani et al., 2014). O excesso de ACTH que através do eixo hipotalamo-
hipofise-suprarrenal ira resultar em hipercortisolismo. Quando nao diagnosticada e
tratada de forma atempada pode levar a morte. Esta doenca ¢é responséavel por um aumento
da morbidade e mortalidade devido as suas complicagdes como por exemplo: infegdes e

distarbios psiquiatricos resultantes da mesma (Bertagna et al., 2009).

Existe ainda a sindrome de Pseudo Cushing que se caracteriza pela presenga de
uma ou de todas as caracteristicas clinicas da sindrome de Cushing. O paciente com
Pseudo Cushing pode apresentar hipercortisolismo devido ao elevado consumo de dlcool
,diabetes ndo controlada, obesidade e depressdo (Papanicolaou, Yanovski, Cutler,

Chrousos, & Nieman, 2009)

Uma vez que exista a suspeita de estarmos na presen¢a de um paciente com
sindrome de Cushing endogena e depois de confirmado o hipercortisolismo, saber qual a
causa da hipersecrecdo ¢é o proximo passo a realizar no diagndstico. Contudo o
diagnostico inicial da SC deve ser realizado de forma clara e dos seus resultados ndo deve
resultar qualquer divida para posteriormente partir para o diagnostico diferencial. Pois os
resultados dos testes nem sempre sdo conclusivos e ha sempre fatores como
caracteristicas do paciente , uso de medicagdo ¢ pouca especificidade do ensaio que
podem dificultar o diagnoéstico e atrasar qualquer necessidade ou cuidado a realizar ao

paciente com sindrome de Cushing (Newell-Price, 2009).

Nos casos que apresentam niveis ligeiramente elevados de cortisol, definido como
hipercortisolimo leve ou sindrome de Cushing subclinica, a realizacdo do diagndstico
torna-se mais dificil, no entanto tém sido utilizados varios testes baseados na
compreensdo das caracteristicas fisiologicas do eixo hipotdlamo-hipdfise-suprarrenal
para realizar o diagnostico da SC. Os trés testes mais aceites e mais utilizados sd@o : (CLU)
que consiste em medir o cortisol livre presente na urina num periodo de 24 horas, (TSD)
teste de supressdo do cortisol com dexametasona em baixas doses e ainda a medigdo e

quantificagdo de cortisol salivar através da recolha de saliva (Castro & Moreira, 2007).

Os primeiros relatos de mortalidade com sindrome de Cushing descrevem nos
anos 50, individuos com hipercortisolismo grave (niveis de cortisol elevados) e na sua

maioria a morte ocorreu por doenga vascular (enfarte do miocardio, acidente vascular

14



Introducdo

cerebral) ou complicacdes infeciosas. Como forma de contrariar essa elevada taxa de
mortalidade e morbilidade a comunidade cientifica tem direcionado os seus estudos e
investigacdes para que o diagndstico realizado apresente elevada taxa de sensibilidade,
especificidade e que seja menos invasivo e dispendioso de maneira a que possa ser

praticado a uma larga escala (Nieman et al., 2008).

Na atualidade o uso de biomarcadores em estudos clinicos tornou-se tdo comum
que sao utilizados como parametros primarios (Strimbu & Tavel, 2011). Os
biomarcadores atualmente sao considerados ferramentas vitais no estudo de doengas,
ajudam na detecdo, avaliagdo de riscos, diagnostico e monitorizagdo das mesmas

(Yoshizawa et al., 2013).

A utilizagdo da saliva na obten¢do de biomarcadores ¢ atualmente das melhores
abordagens a realizar no diagndstico de pacientes com suspeita de sindrome de Cushing
e vem sido utilizada nos laboratorios de referéncia (Raff, 2013). Os estudos que
envolveram saliva na recolha de biomarcadores apresentaram percentagens elevadas de
sensibilidade e especificidade quando comparados com a tradicional recolha de sangue,
0 que se torna util na realizagdo do diagnostico da sindrome Cushing (Sakihara et al.,

2010).

Numa primeira fase desta revisdo iremos rever a literatura sobre o cortisol e
algumas das suas func¢des. Posteriormente iremos estudar a sindrome de Cushing, onde
iremos definir e classificar as suas principais variaveis. Iremos fazer uma revisdo acerca
das manifestagdes, caracteristicas clinicas bem como os testes mais atuais para o seu
diagnostico e quais as possibilidades de tratamento. Numa terceira e ultima fase iremos
verificar o papel da saliva e a sua utilizagdo na recolha de biomarcadores para o

diagnostico da sindrome de Cushing..
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Desenvolvimento

I1. Desenvolvimento

1.Cortisol

O cortisol ou hidrocortisona ¢ uma hormona que pertence ao grupo
glucocorticoides e € sintetizada e secretada nas glandulas suprarrenais mais propriamente
no Cortéx suprarrenal. Apresenta uma atividade multidirecional onde atua em varios
processos fisiologicos e prepara a resposta do corpo a existéncia de um estimulo de stress
(Whirledge & Cidlowski, 2010). A sua atividade afeta o metabolismo de proteinas,
gorduras , controla a retengdo de agua , sodio , inibe processos inflamatdrios e ainda
transtornos mentais que estdo na origem de euforia ou depressdo (Stachowicz &

Lebiedzinska, 2016).

1.1 Glandulas suprarrenais

As glandulas suprarrenais (Figura 1) localizam-se acima dos rins e inferiormente
ao diafragma. As glandulas tém formas diferentes, a glandula direita apresenta uma forma
mais triangular, enquanto que a glandula suprarrenal esquerda tem uma forma de meia
lua e relaciona-se anatomicamente com o bago, estdmago e pancreas (Cardoso & Palma,

2009).

Corte da glandula suprarrenal

. Medula
Cartex
Gléndula Suprarrenal
Gléndula Suprarrenal esquerda

direita

Rim esquerdo

Rirm direito

Figura 1-Representagdo dos rins, glandulas suprarrenais e corte da glandula suprarrenal (adaptada de
http://veterinariorb.blogspot.pt/2012/03/transtornos-das-glandulas-adrenais.html )
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Biomarcadores salivares na sindrome de Cushing

Cada glandula apresenta um cortex ¢ uma medula que sdo duas estruturas
anatomicamente e funcionalmente distintas. O cortex € constituido por trés zonas
histologicas que sdo diferenciadas pela disposi¢do das células secretoras: zona
glomerular, zona fascicular e zona reticular (Figura 2). A zona glomerular ocupa cerca de
15 % do cortex, as suas células encontram se agrupadas, sdo pequenas e apresentam
nucleos pequenos em comparagdo com as outras zonas (fascicular e reticular). A zona
fascicular constitui cerca de 75% do cortex, as suas células sdo grandes e carregadas de
lipidos. A zona reticular localiza-se mais internamente e apresenta células irregulares e
com pouco conteudo lipidico. Estas trés zonas sdao responsaveis pela producdao das
hormonas esteroides suprarrenais. A zona glomerular (zona mais externa) ¢ responsavel
pela secrecdo de hormonas mineralocorticoides como a aldosterona e a
desoxicorticosterona. A zona fascicular que se encontra na zona intermédia do cortex ¢é
responsavel pela secrecao de hormonas glucocorticoides em especial o cortisol e também
de esteroides sexuais, estas ultimas, em menor quantidade e por ultimo na zona reticular
a camada mais interna ¢ responsavel pela secrecdo de pequenas quantidades de
androgénios e de glucocorticoides (Cardoso & Palma, 2009; Raff, Sharma, & Nieman,
2014).

Zona/ Estercides principais Zona- Caracteristicas especificas

Glomerular (ZG)

Elevado CYP11B2
Aldosterona

Muito baixo CYP1TAL
- —— —
Fascicular (ZF)
Cortisol

Elevado CYP11B1
Elevado CYP17A1
Baixo CYBSA

Elevado CYP11B1
Elevado CYP17A1
Elevado CYB5A

Reticular (ZR)
Androgenos

Figura 2- O cortex da glandula suprarrenal constituida por zonas especificas (zona glomerular, zona
fascicular e zona reticular) onde ocorrem a sintese de diferentes hormonas (Gross, 2016)
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Desenvolvimento

1.2 Hormonas Esteroides suprarrenais

Em junho de 1905, Professor Ernest Starling utilizou e definiu pela primeira vez
hormona como: “mensageiros quimicos que sdo enviados na corrente sanguinea e que
podem coordenar atividades e crescimento de diferentes partes do corpo”. Hoje em dia
sabe-se da existéncia de varias classes de hormonas como as aminas (adrenalina e
noradrenalina) péptidos e proteinas (como por ex. oxitocina e leptina) e esteroides
(testosterona e cortisol) (Tata, 2005).

As hormonas esteroides sdo derivadas do colesterol que sofrem vérias
modificagdes enzimaticas. A sua sintese ¢ normalmente realizada nas gonadas e no cortex
suprarrenal. O cortex suprarrenal produz trés tipos principais de hormonas:
glucocorticoides  (cortisol,  corticosterona), = mineralcorticoides  (aldosterona,
desoxicorticosterona) e esteroides sexuais (principalmente androgenos) (Coates, Gurnell,
& Sarnyai, 2010). As enzimas esteroidogénicas sdo responsaveis pela biossintese de
varias hormonas derivadas do colesterol. Estas enzimas sdao especificas do citocromo
P450 (CYPs), hidroxisteroides desidrogenases (HSDs) e enzimas redutases (Sanderson,

2006).

O colesterol vai ser transportado pela LDL e HDL para as células suprarrenais, no
interior da célula, o colesterol vai ser transportado pela (StAR) proteina reguladora da
sintese de esteroides do citoplasma para a membrana da mitocondria, onde vai sofrer agao
da enzima CYP11Al (citocromo P450) e ser convertido em pregnenolona. A
pregnenolona posteriormente ird dar origem a progesterona através da a¢ao da enzima 3f3-
hidroxistoterodesidrogenase tipo 2 (HSD3B2). A partir da pregnenolona e da

progesterona originam-se todas as hormonas esteroides (Raff & Carroll, 2015) .

Os mineralcorticoides sao sintetizados na zona glomerular (zona mais externa do
cortex suprarrenal) e requerem a acdo de trés enzimas. Numa primeira fase a 3f3-
hidroxiesteroides desidrogenase tipo 2 (HSD3B2) que realiza a conversao irreversivel do
grupo hidroxilo num grupo ceto no carbono 3 e simultaneamente a isomerizagdo de
ligagdo dupla da posi¢do 5 para a posi¢ao 4. Em seguida a progesterona ird ser convertida
em deoxicorticosterona (DOC) pela enzima 21-hidroxilase (CYP21A2). Através da
aldosterona sintetase (CYP11B2) vai ocorrer a catalisacdo e os trés passos finais da
sintese de aldosterona: 11b-hidroxilacdo ,18-hidroxilagdo e 18 metiloxidacao que vao dar

estrutura hemiacetal carbono 11-18, caracteristica da aldosterona. A conversao final de
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corticosterona em aldosterona ocorre com agao da 18-OH corticosterona. A angiotensina
2 e o potassio extracelular sdo principais estimuladores da sintese de aldosterona, através
do célcio intracelular. A zona glomerular (ZG) ¢ uma zona especializada para a sintese
de aldosterona pois ¢ a tinica zona que contém CYP11B2 e pouca 11a-hidroxilase/17,20-
liasa (CYP17A1) esta ultima que conduz a sintese de substratos esteroides para a sintese

de cortisol e androgénios (Adina F. Turcu, 2016; X. L. Wang et al., 2000).

A androstenediona (AD), testosterona, desidroepiandrosterona (DHAE) e sulfato
desidroepiandrosterona (DHAES) sdao as hormonas andrdgenas suprarrenais € a sua
sintese acontece principalmente na zona reticular (ZR) que és a mais interna do cortex
suprarrenal.  Por dia s3o produzidos em média cerca de 4 a 14 mg de
desidroepiandrosterona (DHAE) e 20 a 25 mg de sulfato desidroepiandrosterona
(DHEAS). A unica enzima presente na sintese de DHEA e de androstenediona (AD)
através da pregnenolona é a CYP17Al1. E possivel encontrar esta enzima na zona
fascicular e também na zona reticular, mas apenas encontra-se na zona reticular a sua
reacdo 17,20-liasa aumentada cerca de 10 vezes pelo cofator citocromo b5 (CYB5A) ,
que se encontra ausente na zona fascicular. A sulfotransferase SULT2A1 tem a
capacidade de alterar DHEA para DHEAS e que assim tem um papel fundamental na
regulacdo da sintese de hormonas androgénias suprarrenais. O cortex suprarrenal sintetiza
pequenas quantidades de testosterona pela acdo de 17B-hidroxiesteroide desidrogenase
tipo 5 (17BHSDS5) em androstenediona (AD) (Adina F. Turcu, 2016; Cardoso & Palma,
2009; Sanderson, 2006).

Dos glucocorticoides o cortisol € o principal representante e a sua sintese realiza-
se na zona fasciculada e intermédia do cortex suprarrenal. A CYP17A1 vai catalisar a
17alpha-hidroxilacdo da pregnenolona e progesterona com uma eficiéncia muito
semelhante. A enzima vai clivar a ligagdo c17-c20 da 17-hidroxiprenenolona e da 17-
hidroxiprogesterona (170HP). As duas reagdes ocorrem num tnico local ativo, mas com
uma regulacao diferente que com as atividades de HDS3B2 e de CYP21A2 tem agdes
semelhantes as da via mineralcorticoide, ou seja, converte 17 -OH-pregnenolona em 11-
desoxicortisol. No final da cadeia do cortisol hd uma acdo da 11b-hidroxilase (CYP11B1)
uma enzima que estd amplamente relacionada com CYP11B2, que vai completar a cadeia

convertendo 11-desoxicortisol em cortisol (Figura 3) (Adina F. Turcu, 2016).
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1.3 Regulacao e secrecao de glucocorticoides

1.3.1 Eixo hipotalamo-hipoéfise-suprarrenal

A hormona adrenocorticotrépica (ACTH) e a hormona libertadora de
corticotrofina (CRH) sdo responsaveis pela estimulagdo da secrecdo do cortisol através
de um controlo por retroalimentacao (Figura 4). O eixo hipotadlamo-hipofise-suprarrenal
envolve um processo de retroalimentacdo negativa que controla a sintese de CRH no
hipotalamo a ACTH na hipéfise anterior e a producdo cortisol no cortex suprarrenal
(Aguilar Cordero et al., 2014; Whitnall, Smyth, & Gainer, 1987) .

O ritmo circadiano e o stress vao induzir no nucleo supra quiasmatico do sistema
nervoso central (SNC) a realizar um input da hormona libertadora de corticotrofina
(CRH) e de vasopressina (AVP) no nuacleo paraventricular . As CRH vao ser enviadas
para os capilares transportadores e posteriormente vao ser drenadas na por¢ao anterior da
hipofise. Onde vai estimular os corticotropos (células presentes na hipofise) a sintetizar a
molécula precursora pro-opriomelanocortina (POMC). Em seguida ird ocorrer um
processo de tradu¢do da POMC que ird dar origem a ACTH, hormona lipotropica (LPH),
hormona estimuladora de melanécitos entre outros produtos. Esta hormona que vai ter
como principal funcdo unir-se aos recetores de melanocortina 2 (MC2R) presentes no
cortex suprarrenal, mais propriamente na zona fasciculada e na zona reticular, onde vai
ativar a proteina StAR. A proteina StAR depois de estimulada vai iniciar o transporte do
colesterol para o interior da mitocondria onde ird ocorrer a sintese de cortisol pela cadeia

de glucocorticoides (Aguilar Cordero et al., 2014; Raff & Carroll, 2015) .

Depois de realizada a sintese de glucocorticoides o cortisol ¢ libertado na corrente
sanguinea onde se vai ligar reversivelmente a globulina CBG (globulina de ligacao a
corticosteroides) e formar um complexo que se vai denominar de cortisol plasmatico ou
entdo mantém-se na sua forma livre denominado de cortisol livre plasmatico. Uma vez
na corrente sanguinea vai percorrer o corpo através dos capilares até chegar a um tecido
objetivo onde o cortisol se vai dissociar da CBG. (H. Y. Lin, Muller, & Hammond, 2010;
Maidana, Bruno, & Mesch, 2013)
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Figura 4 - Eixo hipotalamo-hipofise-suprarrenal. CBG-cortisol binding globulin; MR-recetor de
mineralcorticoide; GR-glucocorticoide recetor; CRH- hormona libertadora de corticotrofina (Raff &
Carroll, 2015).

1.3.2 Ritmo circadiano e Stress

Os seres vivos sdo constituidos por sistemas altamente complexos que tem como
fun¢do manter um equilibrio dindmico ou homeostase. O stress ¢ um estado que através
de varios estimulos intrinsecos ou extrinsecos tem capacidade de alterar a homeostase.
Como resposta a esses estimulos os organismos desenvolveram o “sistema de stress
altamente sofisticado” e que responde de forma adaptativa para repor a homeostase. Além
de enfrentar um amplo espectro de estimulos de stress externos/ internos os organismos
estdo sujeitos a mudangas ambientais associadas a rotagcdo da Terra em relagdo ao Sol.
Para que ocorra um ajuste da homeostase em sincronizagdo com as atividades e com os

ciclos do dia e da noite, os seres vivos tém um sistema “rel6gio” que influencia varias
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funcodes fisiologicas de uma forma circadiana que se chama ritmo circadiano (Nicolaides,
Charmandari, Kino, & Chrousos, 2017).

Num caso de resposta ao stress o eixo hipotadlamo-hipofise-suprarrenal ird
proceder a sintese de glucocorticoides (cortisol) que serdo libertados posteriormente na
corrente sanguinea (Figura 5) (Nader, Chrousos, & Kino, 2010).A sua libertagdao ocorre
de forma pulsatil e influencia o ciclo de sono bem como a percegdo de stress. O cortisol
em condi¢des normais mostra um ritmo circadiano que consiste num aumento de 50 a
75% durante os primeiros 30 minutos, apds uma noite de sono. De seguida ha uma
diminui¢do abrupta da sua concentragdo e durante o resto do dia uma diminuic¢ao gradual
até atingir um valor minimo durante a noite. O aumento da sua concentragdo tem um
caracter genético, enquanto que a sua variabilidade no declinio ao longo do dia pode ser
influenciada por condigdes ambientais. Em condicdes fisiologicas favoraveis e estaveis o
ritmo apresenta uma regularidade significativa, sem grande variabilidade a nivel de

idades, géneros, estagio de desenvolvimento ou composic¢ao corporal (Nader et al., 2010).

1.3.3 Retroalimentac¢io negativa

Os glucocorticoides controlam o eixo hipotalamo-hipofise-suprarrenal (HHS)
através de um mecanismo de retroalimentacdo negativa (Figura 5) (Keller-Wood &
Dallman, 1984). A presenga de glucocorticoides na corrente sanguinea inibe o HHS. Num
primeiro momento pensou-se que os glucocorticoides atuavam de forma a inibir a
ativagdo do eixo hipotadlamo-hipofise-suprarrenal através de um processo de
retroalimentagdo lenta e que envolvia alteracdes genomicas. No entanto ha fortes
evidéncias de que existe um processo de retroalimentacdo rapido em que ¢ modulado
rapidamente pela sensibilidade a taxa de secrecdo de glucocorticoides, mas o seu
mecanismo exato ainda nao foi caracterizado (Bamberger, Schulte, & Chrousos, 2008).
O processo de retroalimentacdo lento atua sobre as alteracdes transcricionais e € regulado
por GR (recetores de glucocorticoides) que se encontram localizados em vérias regides
do cérebro e que atuam na resposta ao estimulo de stress. Depois de ocorrer uma secre¢ao
elevada de glucocorticoides por stress, estes vao ocupar os GR presentes no nucleo
paraventricular do hipotdlamo impedindo a producdo de CRH e posterior secrecao de
ACTH numa fase inicial do eixo hipotalamo-hipo6fise-suprarrenal. O hipotalamo e a

hipofise contém grandes quantidades de recetor de glucocorticoide (GR) e de recetor de
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mineralcorticoide (MR) e quando se encontram ocupados por glucocorticoides, vao
induzir uma inibicao da sintese de glucocorticoides e da sua libertagdo induzida por stress

(Palmieri et al., 2013; Smith & Vale, 2006).

Glandulas
Suprarrenais ;

(oo}

Figura 5 - Representagdo esquematica do eixo hipotdlamo hipdfise adaptado a partir de (Bonfiglio et al.,
2011)
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1.4 Transporte

A globulina de ligacdo a corticosteroides (CBG) ¢ uma proteina que tem como
principal funcdo o transporte do cortisol. Cerca de 80%-90% do cortisol circulante esta
ligado a CBG, enquanto que 10-15% encontra se ligado a albumina e os restantes (cerca
de 5%) encontram se na forma livre e ativa (Figura 6) (Gardill, Vogl, Lin, Hammond, &

Muller, 2012; Hammond et al., 1987).

A CBG ndo se liga apenas ao cortisol, mas também 4 progesterona, corticosterona,
desoxicorticosterona e alguns corticosteroides sintéticos analogos. E uma proteina

produzida principalmente no figado e regulado pelos estrogénios (Maidana et al., 2013).

O cortisol ¢ libertado na circulagdo sanguinea onde se vai ligar a CBG numa
proporcao de 1/1 e posteriormente regular a sua entrega aos tecidos inflamatdrios. (Cizza

& Rother, 2012).

Cortisol-CBG
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b

Cortisol livre . .
Cortisol Total = s o8 @ Cortisol Ativo

=

Cortisol- Albumina

o O

& Cortiscl (L« Moumina ‘ Cortisol binding globulin {CBG)

Figura 6 - Cortisol plasmatico ligado a CBG e a albumina e cortisol livre (activo) (Guerrero, 2017)

26



Desenvolvimento

1.5 Funcgoes

O cortisol apresenta varias funcdes no organismo , fungdes essas que sdo
essenciais para a homeostase e preparacao do organismo a resposta de um estimulo de

stress fisico e mental (Sapolsky, Romero, & Munck, 2000).

No entanto se ocorrer um aumento de cortisol causado por stress cronico resulta
numa inibicao da diferenciagdo e de fungao dos osteoblastos. O excesso de cortisol vai
promover a apoptose dos osteoblastos e ostedcitos através da ativagdo da enzima caspase

3 e aumentam os osteoclastos.(Pivonello et al., 2016)

O excesso de cortisol para além de ter um efeito negativo a nivel 6sseo também
aumenta a sensibilidade dos tecidos presentes nos vasos sanguineos e do coracao através
da noradrenalina, vasopressina e angiotensina II, que resulta num aumento de pressio
arterial (Walker, 2007). Contudo o cortisol afeta ainda a regula¢do térmica do corpo. A
nivel muscular ¢ de salientar que a presenca de cortisol vai levar a ocorréncia de reagdes

catabolicas (Stachowicz & Lebiedzinska, 2016).

1.5.1 Ac¢ao anti-inflamatoria

Os glucocorticoides apresentam funcdes anti-inflamatorias e imunossupressoras.
Comecaram a ser utilizados para fins terapéuticos no séc. XX e estdo amplamente
recomendados no tratamento de varias doengas. Contudo podem originar um conjunto de

efeitos colaterais como a hipertensao, osteoporose e diabetes (Suh & Park, 2017).

Os glucocorticoides presentes na corrente sanguinea atravessam a membrana
celular e ligam-se aos recetores de glucocorticoides (GR) e formam o complexo
GR/HSP90 (Figura 7). Depois do glucocorticoide estar ligado ao complexo GR/HSP90,
a porcao HSP90 vai-se desconectar do recetor de glucocorticoide e este Ultimo vai ser
enviado para o nucleo onde se liga ao ADN e interage com os co-activadores (CoA)
ativando o complexo de iniciacdo da transcricdo. A existéncia de uma liga¢do entre o
complexo glucocorticoide/GR e o fator nuclear NFkB vai reduzir a secre¢ao de citocinas
pro-inflamatérias (Drougat, Espiard, & Bertherat, 2015; Garabedian, Harris, &

Jeanneteau, 2017).
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Figura 7- Processo de traducdo realizada pelo recetor de glucocorticoide. Elemento recetor de
glucocorticoides-(GRE), adaptado a partir de (Garabedian et al., 2017).

1.5.2 Proteolise

O bioquimico e citologista Christian de Duve descobriu o lisossoma e com essa
descoberta assumiu que as proteinas celulares eram degradadas(de Duve, Pressman,
Gianetto, Wattiaux, & Appelmans, 1955). Mais tarde foi descoberto o sistema ubiquitina-
proteossoma (UPS) , ¢ um mecanismo que realiza a degradagao de proteinas (protedlise)
e que esta envolvido na regulacdo de varios processos celulares (Ciechanover &
Ciechanover, 2006). Os glucocorticoides vao atuar na protedlise através da ativagdo do
sistema ubiquitina-proteossoma (UPS). A estimula¢do da UPS ¢ mediada por genes
envolvidos na atrofia muscular como a atrogina-1 e MuRF-1, duas ubiquitinas ligases que
preparam as proteinas para a sua lise. Os glucocorticoides vao provocar alteracdes ao
nivel de dois fatores um anabolico (IGF-I) e um catabdlico (miostatina). Alteragdes essas
que sdo um aumento da produgdo da miostatina e uma diminui¢do do factor IGF-I e que

contribuem para a atrofia muscular (Schakman, Gilson, & Thissen, 2008).
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1.5.3 Gliconeogénese

A gliconeogénese ¢ um processo metabolico em que se sintetiza glucose a partir
de compostos ndo glucidicos, como por exemplo o lactato ou a glutamina. Consiste em
varias etapas reversiveis em que sao utilizadas as mesmas enzimas que na glicolise , no
entanto existem trés etapas que sao irreversiveis, nomeadamente: Conversao de piruvato
em fosfoenolpiruvato (PEP) pela via oxaloacetato através da PEPCK (fosfoenolpiruvato
carboxiquinase) , desfosforilacdo de 1,6-bifosfato de frutose e desfosforilagao de glicose

6-fosfato que ¢ realizada pela G6Pase (Yip, Geng, Shen, & Ding, 2017).

Os glucocorticoides vao induzir a gluconeogénese, através dos recetores de
glucocorticoides que se localizam no figado e que vao produzir PEPCK
(fosfoenolpiruvato carboxiquinase) e Go6Pase (glucose-6-fosfotase) , duas enzimas
moduladoras da gluconeogénese (Figura 8) (M. Wang, 2005). Da gliconeogénese vai
resultar uma maior concentragdo de glucose na corrente sanguinea (hiperglicemia)

(Reaven, 1988).
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Figura 8- Gliconeogénese ¢ o processo metabdlico que sintetiza glucose através de piruvato, lactato e
glutamina. Adaptado a partir de (Yip et al., 2017)
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1.5.4 Lipdlise

A lipdlise € o processo bioquimico responsavel pelo catabolismo do triacilglicerol
(TAG) armazenado nos adipocitos (Lass, Zimmermann, Oberer, & Zechner, 2011). Os
glucocorticoides no tecido adiposo vao promover a diferenciagdo de pré-adipdcitos em
adipdcitos e assim diminuir a lipogénese. O cortisol aumenta a lipoproteina lipase no
tecido adiposo e promove a lipdlise que vai libertar dcidos gordos na circulagdo, esse
aumento vai resultar numa acumulacdo de lipidos hepaticos que reduz a absor¢do de
glicose no figado e posteriormente a ativacao de varias quinases que vao diminuir a

sinalizag¢do de insulina (Giorgio Arnaldi et al., 2010).
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2.Sindrome de Cushing

2.1Definicao

A sindrome de Cushing (SC) ¢ definida como um conjunto de sinais e sintomas
provocados por niveis elevados de glucocorticoides circulantes durante um longo
periodo. Esta sindrome ¢ classificada quanto a sua causa como: exdgena (iatrogénica) ou
endogena. A maior incidéncia da sindrome ocorre através de fonte exdgena e a sua a
principal causa estd nos medicamentos prescritos, como ¢ o caso da maioria dos cremes
dermatoldgicos. Quanto a sindrome de Cushing enddgena ¢ diagnosticada por um
aumento da hormona adrenocorticotropica (ACTH) seja através de um adenoma
hipofisario (doenga de Cushing) ou por fonte ectopica (tumor extra-hipofisario) (Yorke,
Atiase, Akpalu, & Sarfo-Kantanka, 2017) .

A doenca de Cushing foi descrita pela primeira vez pelo Dr. Harvey Cushing em
1912 e representa a causa mais frequente da SC endogena (figura 9). A causa da doenca
de Cushing ¢ a presenca de um adenoma na hipdfise que vai produzir em excesso a
hormona adrenocorticotropica (ACTH). E uma doenga rara com um fendtipo muito
caracteristico devido ao hipercortisolismo que tem origem na secre¢do excessiva de
hormona ACTH e com niveis altos de morbidade e mortalidade quando ndo tratada

(Kairys N, Schwell A, 2017).

Figura 9- Fotografia do neurocirurgido americano Harvey Cushing em 1938 (adaptada de
https://wellcomeimages.org/indexplus/image/V0027585.html
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2.2Classificacao

A sindrome de Cushing endogena pode ser dividida em dois grupos mediante se ¢
dependente de hormona adrenocorticotropica ACTH ou se ¢ independente de ACTH
(tabela 1). As causas da SC dependente de ACTH sao as responsaveis por 80-85% de
todos os casos da sindrome com causa enddgena. Destas cerca de 75-80% sdo derivados
de adenomas hipofisarios (doenca de Cushing), 15-20% devido a tumores ndo
hipofisarios que produzem ACTH (sindrome de ACTH-ectdpica) e com uma
percentagem quase inexistente (0-1%) a causa provém de tumores produtores da hormona
libertadora de corticotrofina (CRH) (Ilias et al., 2005).

A sindrome de Cushing ACTH-independente representa cerca de 15 a 20% da
sindrome de Cushing endogena. Na sindrome de Cushing ACTH-independente a causa
com maior percentagem ¢ a de tumores suprarrenais unilaterais (90%). Em relagdo aos
tumores suprarrenais cerca de 80% dos casos s@o adenomas e os restantes 20% sdo
carcinomas suprarrenais. (Ilias et al., 2005). Apesar de rara existe ainda sindrome de
Cushing Independente de ACTH com origem em hiperplasia suprarrenal macronodular,
doenga suprarrenal nodular pigmentada primaria (sindrome de Carney) ¢ em sindrome
McCune-Albright (caracterizada por pigmentagdo café-com-leite , displasia das fibras

osseas ¢ multiplas anormalidades endocrinas) (Bista & Beck, 2014).

A sindrome Pseudo Cushing ¢ uma condicdo médica caracterizada por
hipercortisolismo tal acontece na sindrome de Cushing. A principal diferenca entre ambas
¢ o facto do hipercortisolismo na sindrome de Pseudo Cushing resultar da estimulagao
anormal do eixo HPS por um conjunto de disturbios como alcoolismo cronico, depressao,
stress, diabetes mellitus mal controlada e obesidade. Estes disturbios que vao estimular
no hipotadlamo a produgdo e secrecdo de CRH para a hipofise, onde vai ser produzida a
ACTH. A ACTH vai posteriormente estimular de forma anormal as glandulas
suprarrenais a produgdo de cortisol que vai resultar em hipercortisolismo. Os pacientes
com sindrome Pseudo Cushing podem apresentar os mesmos sinais, sintomas € niveis

hormonais anormais presentes na sindrome de Cushing (Papanicolaou et al., 2009).
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Tabela 1 - Classificagdo das causas de sindrome de Cushing. (Adaptada a partir de WILLIAMS Tratado
de Endocrinologia 11 edition , 2010 )

Dependentes de ACTH
Sindrome de Cushing (dependente da hipdfise)
Sindrome de ACTH ectdpica
Sindrome de CRH ectopica
Hiperplasia suprarrenal macronodular
latrogénica (tratamento com ACTH)
Independentas de ACTH
Adenoma e carcinoma suprarrenal
Hiperplasia suprarrenal nodular pigmentada primaria e Sindrome de Carney
Sindrome de McCune-Albright
Expressdo abundante de recetores (polipéptido inibidor géstrico, interleucina 1 (beta)
Sindrome Pseudo Cushing

Alcoolismo
Depressdo
Obesidade

2.3 Fisiologia

A sintese de glucocorticoides (cortisol) tem origem na zona fasciculada do cortex
das glandulas suprarrenais e ¢ regulada pelo eixo hipotdlamo-hipofise-suprarrenal. Os
neurdnios da porgao parvocelular que pertencem ao nucleo paraventricular do hipotalamo
produzem CRH (Figura 10) esta hormona vai atuar sobre os corticotropos da hipofise
anterior onde vai induzir a sintese e libertacio de ACTH, através da ativagdo da
transcri¢do e traduc¢do de genes da molécula precursora proopiomelanocortina (POMC)
(Figura 11). A pro-opiomelanocortina (POMC) ¢ uma proteina de grandes dimensdes que
¢ produzida por transcri¢do e traducdo do gene POMC. A ACTH ¢ sintetizada e libertada
na circulag¢do sanguinea, onde vai exercer acao direta sobre o cortex suprarrenal onde vai
estimular a produgdo de cortisol na zona fasciculada, testosterona na zona reticular e
aldosterona na zona glomerular. O cortisol quando ¢ libertado na a corrente sanguinea vai
exercer um efeito de retroalimentacdo negativa no hipotdlamo e na hipofise. Este processo
de retroalimentacao negativa vai atuar no eixo hipotalamo-hipofise-suprarrenal e permitir

a regulacdo das concentragdes hormonais na circulacao sanguinea (Raff et al., 2014).
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Area dorsal hipotaldmica Nicleo hipotaldmico posterior
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Quiasma otico

Eminéncia média

Artéria hipofisaria superior

Veia porta hipofisaria

Lébulo anterior Lobula posinoy

Figura 10- Ilustragdo do hipotalamo e da hipofise (Adaptada a partir de Greenspan Endocrionologia
basica y clinica 9 edicion , 2012).

Proopiomelanocortina (31 k) Modificactes pas-traducdo
Péptidos | | M[ [MI ]M] |
Pro-ACTH (22 K)
| [M] il [ [w] |
Peptidos
M-POC (1-76)  ligantes  ACTH +LPH - enderfing

v [l JEE [ ] |

Figura 11-A ACTH ¢ produzida através do processo de pos transducdo da POMC, entre outros produtos
(beta e gamma-lipotrépica hormona (LPH), N-terminal POMC fragmento (N-POC) ¢ a hormona
melandcito estimuladora (Raff et al., 2014)

Na sindrome de Cushing com origem em adenomas hipodfisarios ocorre uma
producado e secrecdo em excesso de ACTH (hormona adrenocorticétropica). A ACTH em
excesso no sangue vai estimular de forma continua as glandulas suprarrenais e estas vao
sofrer alteragdes na sua conformagdo para uma forma de hiperplasia. A hiperplasia
acontece devido ao aumento da sua fung¢do, ou seja, producdo e secre¢do em excesso de

cortisol. O cortisol produzido e libertado na corrente sanguinea vai posteriormente inibir
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a libertacdo de CRH (hormona libertadora de corticotrofina) no hipotalamo e a produgao

de ACTH pelas células hipofisérias (Cardoso & Palma, 2009; Carlos, 2010).

No caso da sindrome de Cushing estar associada a um tumor ectépico (ACTH ¢
produzida num local diferente que ndo a hipofise), a neoplasia vai libertar ACTH em
grandes quantidades, que vai consequentemente estimular a sintese de cortisol e levar a
hiperplasia suprarrenal. Posteriormente a sintese e libertacdo de cortisol na corrente
sanguinea vai resultar numa diminui¢ao da produg¢ao de CRH e de ACTH por parte do
hipotalamo e hipofise, respetivamente. Existem relatos de casos raros em que existe
producdo em excesso de CRH em vez de ACTH por parte das células tumorais, o que

provoca a estimulagdo direta da hipofise (Cardoso & Palma, 2009; Carlos, 2010).

Na sindrome de Cushing ACTH-independente ha uma producdo autéonoma de
cortisol por parte das glandulas suprarrenais , tendo como resultado uma diminui¢ao

acentuada na sintese de CRH e ACTH a nivel do eixo HHS (Carlos, 2010).

2.4 Epidemiologia

A sindrome de Cushing tem uma incidéncia anual de 0.7-2.4 por milhdo/ ano. A
SC endogena divide-se em ACTH dependente (80-85%). A causa mais frequente de
sindrome Cushing endégena ACTH dependente sao tumores hipofisarios (DC) com uma
frequéncia 5 a 6 vezes superior a producdo ectopica de ACTH (Sharma, Nieman, &

Feelders, 2015).

A SC independente de ACTH (20%-25) onde cerca de 10% deve-se a adenomas
suprarrenais € 8% carcinomas suprarrenais. A SC independente de ACTH pode ocorrer
também devido ao complexo de Carneys, sindrome de McCune-Albright e hiperplasia
suprarrenal macronodular. A hiperplasia suprarrenal micronodular bilateral e a

hiperplasia suprarrenal macronodular sado raras (Lahera Vargas & da Costa, 2009).

A mulher apresenta uma incidéncia superior do que o homem (3:1) para a SC (ver
tabela 2) (Lacroix, Feelders, Stratakis, & Nieman, 2015). Nao existe uma idade exata para
a realizacdo dos testes de diagnostico da sindrome de Cushing, o seu aparecimento varia

consoante a etiologia (Lahera Vargas & da Costa, 2009).
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Em relacdo a sindrome de Cushing exogena ou iatrogénica nao existem dados
epidemioldgicos concretos, apenas que ¢ mais comum que a sindrome de Cushing

endogena (Hellhammer, Wiist, & Kudielka, 2009).

Tabela 2-Propor¢do das causas de sindrome de Cushing Adaptada a partir de (WILLIAMS Tratado de
Endocrinologia 11 edition, 2010).

Proporgao Feminino: Masculino
ACTH dependente
Doenca de Cushing 70% 3,5:1
Sindrome ACTH ectdpica 10% 1:1
Causa desconhecida de ACTH 5% 5:1
ACTH independente
Adenoma suprarrenal 10% 4:1
Carcinoma suprarrenal 5% 1:1
Macronodular hiperplasia <2% 1:1
Doenca primdria pigmentada nodular
suprarrenal <2% 1:1
Sindrome McCune-Albright <2% 1:1
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2.5 Manifestacoes Clinicas

A sindrome de Cushing apresenta caracteristicas clinicas muito varidveis que sao
influenciadas pela idade, sexo, severidade e duragdo a que o individuo esta exposto aos
glucocorticoides. Algumas das caracteristicas sdao bem conhecidas, apesar de nenhuma
ser patognomonica (caracteristica especifica) os pacientes normalmente apresentam
obesidade centripeta , cara de lua cheia ,hirsutismo ,gordura acumulada na zona dorso-
cervical e supra clavicular e pele fina com estrias purpuras (Figura 12) (Nieman, Feelders,

& Kennedy, 2015).

&

Figura 12-Paciente com sindrome de Cushing. Nas fotografias A e B é possivel verificar atrofia
muscular, na imagem C verifica se a corcunda de bufalo e na D e E a presenga de estrias
abdominais e foliculitis cutanea (Lahera Vargas & da Costa, 2009)
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A obesidade central ¢ a uma acumulagdo de gordura na zona do tronco, supra
clavicular, na regido dorso cervical onde normalmente se d4 o nome de “corcunda de
bufalo” e ainda na zona da face (cara de lua cheia). A obesidade central ¢ considerada a

caracteristica mais comum da SC (Conlin, Mciver, Alexander, Cunney, & Dluhy, 2002).

A nivel dermatologico ocorre normalmente um aumento de friabilidade da pele,
por perda de gordura subcutanea. A perda de tecido colagénio subcutaneo déa origem ao
aparecimento de multiplas estrias vermelhas-purpuras com uma largura superior a 1
centimetro. Verificam-se principalmente na zona do abdomen e existe a possibilidade de
aparecerem noutras regides do corpo, como por exemplo nos membros superiores e
inferiores, onde existe uma expansao rapida da pele (Conlin et al., 2002). Aparecem com
alguma facilidade feridas que tém muitas dificuldades no processo cicatrizacdo. No caso
de sindrome de Cushing ACTH dependente ¢ frequente o aparecimento de

hiperpigmentacao (Carlos, 2010).

Nos musculos podemos verificar a presenga de miopatias e contusdes que sao duas
das caracteristicas da sindrome de Cushing. A miopatia afeta principalmente os musculos
proximais, ocorre por causa do efeito catabdlico dos glucocorticoides no musculo
esquelético e verifica-se uma diminuicdo do volume muscular (Wagner-Bartak et al.,

2017).

A nivel 6sseo observa-se normalmente osteoporose, diminui¢do de altura devido
ao colapso vertebral osteopordtica e podem acontecer fraturas espontineas apds
traumatismos menores. Isto deve-se a uma diminui¢@o da absor¢do de célcio por parte do
intestino e dos rins que vai originar uma diminui¢cdo do processo de osteogénese. Na
presenca de sindrome de Cushing podem ocorrer fraturas por compressao das vertebras
e necrose avascular das cabecas femorais (Figura 13) (Lahera Vargas & da Costa, 2009;

Wagner-Bartak et al., 2017).
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Figura 13-Fotografia de TC em pacientes com sindrome de Cushing. (D)
depressdes da coluna vertebral numa paciente feminina com 24 anos e na
imagem (E) fratura na cabega e fémur num paciente com 54 anos.
(Wagner-Bartak et al., 2017)

A doenga cardiovascular esta associada a maior causa de morte em pacientes com
sindrome de Cushing. Os pacientes com sindrome de Cushing apresentam um risco
superior de sofrer uma doenga cardiovascular e quando o sujeito apresenta obesidade e/ou
diabetes aumentam as probabilidades de acontecer um acidente vascular cerebral ou
enfarte do miocéardio. Depois da eliminada a sindrome de Cushing persiste o risco de

doenga cardiovascular (Pivonello, De Leo, Cozzolino, & Colao, 2015).

No sistema reprodutor feminino ocorrem anomalias menstruais e presenga de
amenorreia. Ocorre diminuigdo da libido e um aumento da disfunc¢ao sexual em pacientes

do sexo masculino que pode mesmo levar a infertilidade (Wagner-Bartak et al., 2017).

A maioria dos pacientes com sindrome de Cushing apresentam alteragdes
psicologicas. As alteragdes psicoldgicas mais frequentes sdo a depressdo, instabilidade
emocional, ansiedade, insonias, falhas de memoria e ainda mudangas cognitivas. A
depressdo ¢ a principal alteragdo do foro psicolégico e afeta cerca de 2/3 dos pacientes
com sindrome de Cushing. Se o nivel de concentracao de cortisol normalizar pode levar

a uma rapida melhoria no estado psiquiatrico (Lahera Vargas & da Costa, 2009).
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Por ultimo verifica-se alteragdes no sistema imunitario que fica debilitado e que
tem como resultado infe¢des recorrentes. Em muitos casos as infe¢des sdo assintomaticas
e ocorrem devido a uma inibi¢do da resposta anti-inflamatoria normal (Wagner-Bartak et

al., 2017).

Tabela 3-Frequéncia das caracteristicas clinicas da SC. Adaptada a

partir de (Carlos, 2010).
Caracteristica clinica Frequéncia (%)
Chesidade 35
Face de “lua cheia” S0
Diminuigio de libido 50
Estrias purpuras S0
Perda de espessura da pele 35
Irregularidade menstrual 20
Hipertensdo arterial 75
Hirsutismo , acne 75
Depressdo / estabilidade emocional 70
Fragilidade cutanea 65
Corcunda de “bifalo” B3
Intolerdncia 4 glucose 60
Debilidade 60
Osteoporose ou fraturas 30
MNefrolitiases 50
Hipocaliemia 50
Infectes 50

. Alteragbes emocionais
Face de lua cheia

Acne
Osteoporose

; Hipertrofia cardiaca (hipertensao
Corcunda 0—9;—‘ P (hip )
[ 2 — Hirsutismo
Perda de espessura da pele “‘7/@- Hiperplasia ou tumor

1} +—— Ohbesidade

Estrias pUrpuras
Amenorreia
Debilidade muscular e atrofia

:,.L/ Esguimose

Ulceras de pele

Figura 14-Representacdo das caracteristicas clinicas. Adaptada a partir de (Carlos, 2010).
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2.5.1. Sindrome de Cushing em criangas

Em criancas a sindrome de Cushing é pouco frequente, o seu diagnostico e
tratamento constitui um grande desafio para os médicos pediatras dedicados a
endocrinologia. H4 uma incidéncia superior por parte do sexo masculino em periodo de
pré-adolescéncia e existe uma incidéncia semelhante entre o sexo feminino ¢ masculino
durante adolescéncia. A partir da idade adulta existe uma maior incidéncia do sexo

feminino (Storr et al., 2004).

A maior causa da sindrome de Cushing em criangas ¢ a administracdo de
glucocorticoides (SC exdgena). No entanto a causa mais comum da SC endogena ¢ a
produgdo em excesso de ACTH através de adenomas hipofisarios (75%). As fontes
ectopicas de ACTH em criangas sao tumores carcinoides nos bronquios, pancreas ou timo

e carcinoma das células pequenas dos pulmoes (Lodish, 2016).

Quando ocorre uma exposicao excessiva a glucocorticoides, os sinais clinicos que

as criangas apresentam frequentemente sdo atraso no crescimento € o aumento de peso

(Tabela 3) (Goiii Iriarte, 2009).

Tabela 4-Frequéncia de sintomas da presenca sindrome de Cushing em criancas. Adaptada a partir de (Gofii

Iriarte, 2009).

Muito frequentes [>75%)

Frequentes (25-75%)

Pouco frequentes (<25%)

Aumento de peso

Atraso no crescimento
Alteragtes menstruais
(amenorreia primaria ou
secundaria)

Hirsutismo

Chesidade (IMC=percentil 85)

Estrias
Acne
Hipertensdo arterial

Astenia ou debilidade
Desenvolvimento sexual
secundario precoce

Alteragtes mentais
Hiperpigmentagdo
Debilidade muscular

Acantosis nigricans
Idade Gssea atrasada ou
adiantada

Transtornos de sono
Hipercalcémica, alcalose
Hipopotassemia
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2.5.2 Sindrome de Cushing durante a gravidez

Durante a gravidez ndo ¢ habitual encontrar pacientes com sindrome de Cushing.
Cerca de metade dos casos estudados apresentam sindrome de Cushing independente de
ACTH (42 % adenomas e 10% carcinoma) e os restantes ocorreram devido a hiperplasia
suprarrenal bilateral. As complica¢des mais frequentes sao a hipertensao arterial ,diabetes
mellitus ¢ as menos frequentes sdo a osteoporose , fraturas e doengas do foro psicologico
(Goni Iriarte, 2009). A Figura 15 demonstra o algoritmo a usar num caso de suspeita de

sindrome de Cushing durante a gravidez (Goi Iriarte, 2009).

Sinais clinicos de sindrome de Cushing

| Teste de rastreio

o
o T

-~ o

."-'.-

a T

| 12 2 22 trimestre | Fimzl

4 2 g trimestre-3 trimestre

4
Y N —

Aumento UCL _,._| Aumente cortisol salivar | #— | CLU = 3 x a0 valor normal

|

sindrome de Cushing confirmado

.

-

el e Y

| ACTH = 10 pefml | | ACTH = 10 pg/ml

Teste de supressdo dexametasona em

alta dose < 30%

| Investigar doenga de Cushing |

Figura 15-Algoritmo de suspeita de sindrome de Cushing durante a gravidez.
Adaptada a partir de (Goiii Iriarte, 2009)
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2.6 Diagnostico

A sindrome de Cushing ¢ rara e provoca consequéncias adversas quando nao ¢
diagnosticada de forma correta e atempada. Como tal sdo necessarios testes que
apresentem elevada sensibilidade e especificidade para detetar numa fase inicial do
diagnostico, o hipercortisolismo. A sindrome de Cushing tem menos incidéncia que
outras doengas resultantes da presenga de niveis elevados de cortisol, como s3o o caso da
sindrome de ovario policistico, depressdo, alcoolismo, sindrome metabdlica e obesidade

(Friedman et al., 2010).

Numa primeira fase deve-se diagnosticar e confirmar a presenca de
hipercortisolismo e a sua etiologia antes de partir para um diagnostico diferencial.
Posteriormente deve-se verificar a sua fonte se exdgena (iatrogénica) ou enddogena. No
caso de sindrome de Cushing enddgena deve-se perceber se ¢ independente de ACTH ou
dependente de ACTH. A sindrome de Cushing ACTH dependente ¢ a mais frequente
(70% a 80%) e a principal causa deve-se a adenomas hipofisarios secretores de ACTH
(doenca de Cushing) enquanto que os restantes 10% a 20% tem origem em fontes

ectopicas (Vilar et al., 2008).

Para um bom diagndstico da sindrome de Cushing devemos ter conhecimento das
suas caracteristicas bioquimicas, regulacdo do eixo hipotalamo-hipofise-suprarrenal
(HHS), disturbios do ritmo circadiano normal e da secrecdo de cortisol (Newell-price et

al., 1998).

H4 que ter em consideragcdo que nenhum teste utilizado apresenta uma
sensibilidade e especificidade de 100% e que cada um dos testes normalmente utilizados
apresentam especificidades e sensibilidades diferentes. Previamente a realizacdo do
processo de diagnostico deve-se verificar a existéncia de alguma doenga aguda, como €
o caso da doenca cardiaca que pode facilmente resultar em falsos positivos. Sdo trés os
testes bioquimicos de primeira linha para o diagnostico de sindrome de Cushing :
Medicao de cortisol livre urindrio de 24 horas ,teste de supressdo de dexametasona de
baixa dose e avaliacdo do cortisol salivar durante a noite (Newell-Price, Bertagna,
Grossman, & Nieman, 2006). Algoritmo proposto a realizar no diagnostico de SC (Figura

16) (Castro & Moreira, 2007).
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Suspeita de sindrome de Cushing

! ' :

23.00h cortisol salivar 23.00h cortisol salivar 23.00h cortisol salivar
=150 pg/dL =150 < 350 pg/dL > 350 pg/dL
efou efou efou
24 horas UFC 24 Horas UFC 24 Horas UFC
<50 pg/ 24h >1-3 x normal =4 x normal
efou efou efou
DST 1mg D5T 1mg DST 1mg
Cortisol plasmaético <1,8 pg/dL Cortisol plasmatico Cortisol plasmatico »7,5 pg/dL
l »1,8 ugfdLe <7,5
hd l
Excluir sindrome de Cushing Nivel elevado de Confirmagio de sindrome
suspeita repetir testes de Cushing
2mg DST, DST-CRH

Figura 16-Algoritmo para estabelecer o diagnostico de sindrome de Cushing (Castro & Moreira, 2007)

2.6.1 Medicao de cortisol livre urinario (CLU)

O teste de medicao do cortisol livre urinario (CLU) é um teste ndo invasivo que é
amplamente utilizado no diagndstico da sindrome de Cushing. Cerca de 8-10% do cortisol
plasmatico encontra-se na forma livre (ndo ligado) que ¢ fisiologicamente ativo. O
cortisol na sua forma livre ¢ filtrado pelo rim e a maior parte vai ser posteriormente
reabsorvida pelos tibulos, o restante vai ser excretado na sua forma inalterada. A recolha
de cortisol livre urinario (CLU) durante 24 horas vai traduzir-se numa amostra de cortisol
plasmatico e que vai permitir avaliar as variagdes de cortisol durante o dia e a noite. Num
estudo realizado recentemente, onde foram avaliados 146 pacientes com sindrome de
Cushing, a medicao de cortisol livre urinario (CLU) mostrou uma sensibilidade de cerca
95% no diagnéstico. E um teste que nos permite conhecer a quantidade de cortisol livre
presente na circulagdo e biologicamente ativo sem que este seja afetado por fatores que
possam influenciar os niveis de globulina de ligacdo a corticosteroides (CBGQG) (Ifedayo

& Olufemi, 2013).
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Ao contrario do que acontece com os testes que medem os niveis plasmaticos de
cortisol (por¢do ativa e inativa). Devem ser realizadas trés recolhas de urina num periodo
de 24 horas. No caso de as trés medi¢des apresentarem resultados considerados normais
de cortisol pode concluir-se que ¢ altamente improvavel a presenca da sindrome de

Cushing, tendo em conta que a fung¢ao renal esta normalizada (Kola & Grossman, 2008).

A medigao de cortisol urinario através de imunoensaios (RIA) e ELISA a amostra
pode ser influenciada por varios metabolitos de cortisol e ainda alguns glucocorticéides
sintéticos, enquanto que as medicoes feitas através de HPLC (High-performance liquid
chromatography) permitem a separacdo dos varios glucocorticoides urinarios e
metabolitos. O HPLC tem alta sensibilidade e especificidade como tal ¢ utilizado quando
algumas recolhas apresentam substincias que interferem com os resultados, como a
carbamazepina, digoxina que podem ligar-se ao cortisol e produzir falsas elevacdes de
CLU. A espectrometria de massa combinada com cromatografia gasosa e HLPC
permitem superar estes problemas, mas em contrapartida sao testes muito dispendiosos o
que faz com que ndo estejam presentes em muitas clinicas ou laboratérios de investigacdo

(Nieman et al., 2008).

Os pacientes com sindrome de Cushing apresentam valores de CLU que podem
variar ao longo de 24 horas. Como tal estes valores devem ser considerados importantes
no diagndstico para esta condi¢do. No entanto a verificacdo de valores ligeiramente mais
baixos de cortisol urindrio, mas ainda assim valores elevados em comparagdo com o
normal, podem ser encontrados sem que estejamos na presenca de sindrome de Cushing,
como ¢ o caso de: ansiedade cronica, depressdo, alcoolismo (Pseudo-Cushing) e em
mulheres gravidas. O teste ao cortisol livre urinario por si s6 ndo permite
identificar/diferenciar a sindrome Cushing, de sindrome PseudoCushing ou sindrome de
Cushing-subclinica como tal deve ser complementado com outro(s) testes (G. Arnaldi et

al., 2003).
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2.6.2. Teste de supressao do cortisol pela dexametasona em

baixas doses (TSD)

O teste de supressao do cortisol pela dexametasona em baixas doses (TSD) ¢ um
dos testes de primeira linha utilizado no diagnostico da SC. O TSD em baixas doses
consiste na toma por via oral de 1mg de dexametasona entre as 23.00h e as 24.00h e
posteriormente na recolha de uma amostra do plasma sanguineo em jejum num periodo
de tempo entre as 08.00 e as 09.00h da manha seguinte. Em seguida realiza-se a respetiva
medicao de cortisol presente na amostra. Defendia-se até ha pouco tempo que o nivel
normal do TSD compreendia valores de cortisol plasmatico inferiores a 5Sug
/d1(138nmol/litro) no entanto esse valor viria a sofrer alteragcdes. Atualmente considera-
se que o nivel normal de cortisol plasmatico, ou seja, em que se pode excluir a presenca
de sindrome de Cushing na presenca de valores inferiores a 1,8 pg/dl (50nmol/litro). Com
esta alteracdo aumentou-se a sensibilidade do TSD, especialmente em pacientes que
apresentavam hipercortisolismo considerado leve, ou seja, com valores de cortisol
inferiores 1,8 pg/dl (50nmol/litro) afasta por completo a hipotese de estar na presenca de

sindrome de Cushing (G. Arnaldi et al., 2003).

Normalmente, os pacientes saudaveis ndo conseguem suprimir cortisol plasmatico
a esse nivel. Como vantagens o TSD de 1 mg apresenta facilidade no processo de
execucao e um baixo custo. Existe ainda o TSD classico que se torna mais “pesado” que
dura dois dias (48 horas) e ¢ ingerido 2mg por dia (0.5mg de 6 em 6 horas) o que acaba

por tornar o teste mais especifico mas também mais dispendioso (Yorke et al., 2017).

Existem varias situagdes que podem interferir no TSD, como por exemplo a
diminuicdo da absor¢do de dexametasona, medicamentos que alterem o metabolismo
hepatico da dexametasona, a inducdo de enzimas relacionadas com o citocromo P450
(bar-bituratos, fenitoina, carbamazepina, rifampicina, meprobamato, aminoglutetimida,
metaqualona), aumento da concentragdo de CBG (tratamento com estrogénio ou em caso

de gravidez) e estados de Pseudo-Cushing (Castro & Moreira, 2007).

O TSD apresenta uma elevada taxa de falsos positivos cerca de 30% e acontece
devido a varias condigdes de interferéncia e a variabilidade significativa do

comportamento biologico dos adenomas, como tal nenhum teste TSD(uma noite ou de 48
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horas) ¢ capaz por si sO de realizar um diagndstico mas sim complementar o diagndstico

da sindrome de Cushing (Castro & Moreira, 2007).

2.6.3 Teste de Cortisol salivar (TCS)

O teste de cortisol salivar durante a noite ¢ amplamente aceite como a melhor
abordagem a utilizar no diagndstico em pacientes com suspeita de sindrome de Cushing.
O cortisol € um esterdéide importante na regulacdo da resposta ao stress e existe sob a
forma livre (forma ativa), ligado a proteinas na corrente sanguinea. Na saliva apenas

existe na sua forma livre (Tateishi et al., 2012).

O cortisol livre (ndo ligado) que se vai difundir através das células acinares das
glandulas salivares. Como vantagens este teste ¢ considerado o mais simples, que nao
provoca stress no paciente, ndo ¢ invasivo e ¢ confidvel no que toca a avaliar o ritmo
circadiano do eixo hipotdlamo-hipdfise-suprarrenal. Como ja foi referido anteriormente
0 TCS ¢ um teste facil de realizar e que ndo demonstra qualquer impedimento de a recolha
poder ser realizada em casa ou em meio hospitalar. Na recolha de saliva pode ser utilizado
um pledget de algodao na boca, mastiga-se durante 1-2 minutos e depois coloca-se dentro
de um tubo de plastico. A amostra depois de recolhida pode ser conservada a temperatura
ambiente durante 7 dias ou num frigorifico (temperatura reduzida) durante varias
semanas, isto caso haja necessidade de se aguardar até poder ser enviada para um

laboratodrio ou centro de investigacdo de referéncia (Alexandraki & Grossman, 2010).

No dia da recolha deve se ter em atengdo a alguns cuidados: evitar lavar os dentes
30 minutos antes da recolha, evitar comer, beber, fumar ou realizar atividade fisica até 2

horas antes para nao alterar os niveis de cortisol da amostra.(Alwani et al., 2014).

Depois de realizada a recolha de saliva existem varias opgdes para medir e
quantificar o cortisol, pode ser usado radioimunoensaios (RIA) enzimoimunoanalises
(ELISA), electroquimioluminioscencia automatizada (ECQLIA) e cromatografia liquida
com espectrometria de massa (LC/TMC). Essencialmente as vantagens dos imunoensaios
sdo o custo reduzido e o pequeno volume necessario de amostra para a obtencdo de
resultados (Maidana et al., 2013). Contudo os imunoensaios apresentam também uma

desvantagem que € o potencial de reatividade cruzada com esteroides sintéticos como a
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prednisona e a cortisona que originam cortisol através da 11b-hidroxiesteroide

desidrogenase tipo 2 (Nieman, 2015).

No caso em especifico da cromatografia liquida /espectrometria de massa os

equipamentos utilizados no teste ja tem um valor mais elevado (Maidana et al., 2013).

A maioria dos autores sugerem que um valor de cortisol na saliva superior a
145ng/dl (4nmol/L;0,144 pg/ dL ) sugere um diagnostico da sindrome de Cushing com
uma sensibilidade de 90% e uma especificidade de 95% (Carlos, 2010).

Na Figura 17 ¢ possivel comparar a variacdo da concentragcdo do cortisol salivar
durante 24 horas entre individuos com sindrome de Cushing severa (linha castanha) e
ligeira (linha verde) com individuos considerados normais (linha encarnada). Distingue-
se os diferentes comportamentos relacionados com a sindrome de Cushing severa em que
apresenta valores elevados durante as 24 horas sem grandes alteragdes, temos em seguida
a sindrome de Cushing leve/subclinica em que apresenta valores superiores ao normal
com o pico maximo a acontecer por volta das 8h-9h da manha e os valores normais no

grafico presente a vermelho (Carlos, 2010).
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Figura 17-Grafico de relagdo entre cortisol salivar e tempo durante 24 horas (Carlos,
2010)

48



Desenvolvimento

2.6.4 Teste secundario: TSD-CRH

Apos arealizagdo de um dos trés primeiros testes de diagnostico devemos realizar
o TSD-CRH (teste de supressdo de dexametasona e administracao da hormona libertadora
de adrenocorticotropica). Inicia-se o teste com a administragao de uma dose de 0,5 mg de
dexametasona a cada 6 horas, ou seja, 8 vezes durante 2 dias (comecando as 12 horas do
primeiro dia). Apds a administragao da ultima dose de dexametasona € realizado um teste
de estimulacdo de CRH. Onde ¢ administrado no paciente CRH (lpg/kg) e faz-se a
medicao de cortisol plasmatico 15 minutos apds a estimulagao/administragdo de CRH.
Caso exista uma concentra¢ao plasmatica de cortisol superior a 1,4ug / dL, € definitivo

que se esteja na presenca de sindrome de Cushing (Conlin et al., 2002).

2.7. Diagnostico diferencial

Uma vez realizado e confirmado o diagndstico positivo de sindrome de Cushing
¢ importante dar inicio ao diagnostico diferencial. O objectivo principal do diagnostico
diferencial ¢ determinar se ACTH ¢ detetada no plasma/corrente sanguinea. Em caso de
uma auséncia continua de ACTH no plasma podemos determinar que estamos perante
sindrome de Cushing independente de ACTH e nesse caso o proximo passo serd a
realizagdo de um exame imagioldgico as glandulas suprarrenais (Newell-price et al.,
1998). Para realizar a medi¢do de ACTH ¢ utilizado anticorpos e através da técnica de
sandwich (técnica em que se usam dois anticorpos diferentes para identificar os epitopos

de ACTH) (Pappachan, Hariman, Edavalath, Waldron, & Hanna, 2017).

Um nivel de ACTH plasmatico inferior a 2,2 pmol/ 1 com a presenca de
hipercortisolismo indica que estamos na presenca de sindrome de Cushing independente
de ACTH. Caso a medicao indique niveis superiores a 4,4 pmol/l de ACTH no plasma
sugere a presenca de sindrome de Cushing dependente de ACTH, que na maioria das
vezes tem origem numa doenga extra-suprarrenal nomeadamente uma patologia que afete
diretamente a hipofise. Valores que se encontrem num intervalo entre 2,2 e 4,4 pmol/l
exigem uma avaliagdo adicional com um teste de estimulacao de CRH (Pappachan et al.,

2017).
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2.7.1 Sindrome de Cushing independente ACTH

Cerca de 20 a 30 % dos casos de sindrome de Cushing resultam de uma patologia
suprarrenal em que normalmente afeta apenas uma das glandulas. Os adenomas
suprarrenais unilaterais e menos frequente os carcinomas sao responsaveis pela maioria
dos casos de sindrome de Cushing com causa patologica suprarrenal (Pappachan et al.,
2017). Para a confirmacao da existéncia de uma lesdo suprarrenal € necessario recorrer a
TC (tomografia computadorizada) onde ¢ possivel observar tumores neuro enddcrinos e

as glandulas suprarrenais com hiperplasia (Figura 18) (Newell-Price, 2009).

A nd3o dete¢do de qualquer lesdo nas glandulas suprarrenais (tomografia
computorizada) deixa em aberto a possibilidade de PPNAD (hiperplasia suprarrenal
nodular pigmentada primaria) que estd na origem da sindrome de Cushing ACTH

independente e que pode ndo ser detetado através da TC (Newell-Price, 2009).

Figura 18-TC realizado na zona abdominal onde € possivel ver a vermelho 5 tumores
neuro enddcrinos e a azul as glandulas suprarrenais com hiperplasia. (Newell-Price,
2009)
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2.7.2 Sindrome de Cushing dependente ACTH

Na sindrome de Cushing dependente de ACTH estabelecer a sua origem torna-se
mais dificil do que na sindrome de Cushing independe de ACTH. Os exames de
imagiolégicos combinados com teste de CRH sao o método mais apropriado a fazer num
diagnostico diferencial. Por exemplo num caso em que se observe no exame imagiologico
um adenoma com o tamanho superior a 6mm e com uma resposta ao teste de TSD-CRH
positiva , pode-se concluir que o paciente possui uma fonte hipofisaria de excesso de

ACTH (doenga de Cushing) (Newell-Price, 2009)

No entanto os exames bioquimicos e imagioldgicos nem sempre sdo conclusivos
e o diagnostico diferencial pode tornar-se ainda mais desafiador. Em alguns casos a
utilizagdo de ressonancia magnética hipofisaria pode mostrar a presenca de um adenoma
muito pequeno, mas essa prova nao chega para concluir que estamos perante uma fonte
hipofisaria de ACTH. E necessario por vezes recorrer a avaliagdo adicional com o BIPSS
(avaliagdo da amostra de sinus petrosal bilateral inferior) que pode ser usada para
distinguir uma fonte hipofisdria e uma fonte ectdpica de hipersecrecio de ACTH. O
BIPSS ¢ um teste que requer uma técnica cuidadosa da colocacdo de cateter e venografia
que sera necessaria para a confirmacao da posicao dos seios petrosais (Figura 19). Cerca
de 40% dos pacientes com sindrome de Cushing podem apresentar um exame de
ressonancia magnética normal, portanto o BIPSS pode ser vantajoso no diagnodstico.
Nenhum dos testes ndo invasivos atingem a precisdo desejavel de 100% contudo o BIPSS
com estimulagdo de CRH ¢ o teste mais preciso e confiavel que se pode realizar no

diagnostico diferencial (L.-Y. Lin et al., 2007).
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Figura 20-Algoritmo de realizagdo de BPISS no diagndstico de sindrome de Cushing ACTH dependente.
Adaptado a partir de (Zampetti, Grossrubatscher, Dalino Ciaramella, Boccardi, & Loli, 2016)
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2.8 Tratamento da sindrome de Cushing

A primeira opgao de tratamento da sindrome de Cushing ¢ a cirurgia (Paiva,
Ribeiro, Paiva, & Ribeiro, 2005). No entanto apds a remocdo cirargica do tumor
(adenoma, carcinoma, tumor ectdpico produtor de ACTH) torna-se necessario repor o
nivel de glucocorticoides para recuperar a fungdo de eixo hipotadlamo-hipofise-
suprarrenal, através de medicacdo. A presenga de tumores ocultos ou metastaticos

também requerem terapia medicamentosa ou suprarrenalectomia (Sharma et al., 2015).

Nos casos que envolvem as glandulas suprarrenais as primeiras op¢des passam
pela laparoscopia unilateral ou suprarrenalectomia bilateral que apresentam excelente
prognostico em casos benignos. No caso da op¢do terapéutica ser suprarrenalectomia
bilateral, o paciente terd de tomar glucocorticoides e mineralcorticoides durante o resto

da sua vida (Newell-Price et al., 2006).

Quando ndo ¢ possivel fazer a excisdo completa do tumor hipofisario por estar
infiltrado no seio cavernoso , envolvido com a artéria carétida interna, perto do quiasma
Otico ou se o paciente recusar fazer a cirurgia € possivel a cura através de radioterapia
hipofisaria (Wagner-Bartak et al., 2017). A existéncia de hipercortisolismo apds a cirurgia
pode ser tratado também com radioterapia hipofisaria. Com radioterapia convencional
também ¢é possivel, no entanto demora mais tempo na obtencao de resultados (Newell-

Price et al., 2006).

Através de terapia medicamentosa € possivel apenas controlar o hipercortisolismo
(reduzir os niveis de cortisol na corrente sanguinea) e ndo eliminar a fonte de secre¢do.
Normalmente ¢ utilizada quando o paciente esta a espera de cirurgia, a cirurgia esta
contraindicada, cirurgia sem sucesso ou quando o paciente espera o efeito da radioterapia.
Existem trés tipos de farmacos que sdo utilizados na sindrome de Cushing, sdo eles:
neuromoduladores, inibidores de sintese de cortisol e antagonista dos recetores de

glucocorticoides (Paiva et al., 2005).
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Figura 21- Representagdo dos farmacos utilizados na sindrome de Cushing. Adaptada de (Pivonello et al.,

2015).

Os neuromoduladores atuam na reducdo de secrecdo de ACTH através de
agonistas de somatostatina ¢ dopamina que sdo por exemplo: Pasireotida (andlogo

dasomatostatina) e cabergolina (agonista da dopamina) (Paiva et al., 2005).

Os inibidores da sintese de cortisol vao atuar ao nivel da esteroidegénese e sdo os
farmacos mais eficazes para tratar as situacdes de hipercortisolismo. Os farmacos
utilizados sdo: Metirapona (inibe a 11B-hidroxilase e 17a- hidroxilase), Cetoconazole

(initbe a CYP11A1 e CYP11B1), Mitotano (inibe CYP11A1l e CYP11B1) e Etomidato

(inibe CYP11A1 e CYP11BI1) (Paiva et al., 2005).

Os antagonistas dos recetores de glucocorticoides vao bloquear de forma

reversivel os recetores de glucocorticoides e assim inibir a sintese de cortisol, exemplo:

Mifepristona (RU 486) (Paiva et al., 2005).
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3. Saliva

A saliva humana ¢ um fluido biologico incolor que se encontra na cavidade oral
e em condigdes normais apresenta um valor de ph entre 6,0 e 7,0. E um fluido fundamental
para a preservacao ¢ manuten¢do da saiude oral e normalmente recebe pouca atengdo até
que a sua quantidade ou qualidade seja diminuida. Nos ultimos anos a saliva tem sido
alvo de varios estudos, relacionando-a com varias doengas ou sob efeito de algum
medicamento. A sua utilizagdo permite uma amostra ndo invasiva que pode ser util no
diagndstico médico e pesquisa de doengas, contudo € importante ter algum conhecimento

da sua origem, fluxo e funcao salivar (Humphrey & Williamson, 2001).

3.1 Glandulas salivares

A sua producdo origina-se nas células acinares das glandulas salivares e
posteriormente ¢ libertada para a cavidade oral. Existem dois grupos de glandulas
salivares, sdo as glandulas major e as minor (Figura 22). Cada glandula ¢ inervada de
forma auténoma, sujeitas a estimula¢do simpatica e parassimpatica e sdo consideradas
exdcrinas em relacdo a sua funcdo. Existem trés glandulas major que sdo a glandula
parétida (acinos constituidos por células serosas), glandula submandibular (considerada
mista onde a sua maioria dos acinos sdo constituidos por células serosas) e a glandula
sublingual (quase totalidade dos 4cinos apresentam células mucosas). As glandulas minor
apresentam acinos constituidos por células mucosas e serosas e encontram se

essencialmente nos labios, lingua e no palato (Puy, 2006; Yoshizawa et al., 2013).
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Figura 22- Representacao de as 3 glandulas salivares major. Adaptada a partir de (Wong, 2010)

O facto de as glandulas serem unidades permedaveis e de se encontrarem muito
proximas de estruturas do sistema cardiovascular, nomeadamente de capilares, permite
que ocorram trocas de moléculas e que se verifique muitas vezes a presenga de moléculas
derivadas do sangue nas glandulas salivares (células acinares). Estas trocas podem ocorrer
por via intracelular através de difusdo passiva ou transporte ativo enquanto a nivel
extracelular o mecanismo mais conhecido ¢ a ultrafiltragdo que ocorre em espacos entre

células (Figura 23) (Yoshizawa et al., 2013).

A velocidade das transferéncias que ocorrem entre a corrente sanguinea e o fluido
salivar de moléculas hormonais ¢ controlada através da difusdo de camadas lipidicas dos
capilares e as células epiteliais das glandulas. As moléculas lipofilicas como as hormonas
esteroides passam estas barreiras com uma velocidade muito superior que as moléculas
hidrofilicas, como ¢ o caso dos péptidos. Estas transferéncias ocorrem principalmente por
difusdo passiva (a favor do gradiente de concentragdo) entre a parede do capilar e as

células acinares (M. Groschl, 2009).
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Figura 23-Ilustracdo do mecanismo molecular realizado entre capilar
sanguineo e as glandulas salivares. Adaptada a partir de (Yoshizawa et
al., 2013)

3.2 Secrecao

A secrecdo salivar normal didria pode variar entre 500 a 700ml e o seu volume médio em
boca ¢ cerca de 1,Iml. A sua producdo é controlada pelo sistema nervoso autonomo
(SNA) e a sua secre¢do em repouso pode oscilar entre os 0,25 ml/mm e os 0,35 ml/mm.
A secrecdo acontece maioritariamente pelas glandulas submandibular e glandulas
sublingual. Existe um aumento do volume salivar antes , durante e ap0s as refeigdes , com
0 seu pico maximo a ocorrer ao nivel das 12.00 h (meio-dia) e a diminuir de forma

consideravel durante o sono (Puy, 2006)
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3.3. Composicao

A saliva ¢ composta principalmente por 4gua com uma taxa que varia entre 95%
e 99,4% a restante percentagem (inferior a 5%) envolve varios minerais, eletrolitos,
hormonas, enzimas, imunoglobulinas, citocinas e outros componentes cuja quantidade ¢
variavel consoante a glandula secretora. Os capilares que passam nas glandulas salivares
facilitam, como ja tinha sido afirmado anteriormente, uma entrada de hormonas bem
como outras células da circulagdo sistémica para a saliva. No caso do cortisol quando
ligado a globulina de ligagao a corticosteroides (CBG) e albumina, proteina de grandes
proporgdes dificulta o processo de difusdo através das membranas celulares. Isto explica
o fato de apenas o cortisol na sua forma livre e biologicamente ativo ser encontrado na

saliva (Farnaud, Kosti, Getting, & Renshaw, 2010).

3.4 Biomarcadores salivares

Existem vérias defini¢des de biomarcadores, em 1998, o National Institutes of
Health Biomarkers Definitions Working Group definiu biomarcadores como ‘“uma
caracteristica que ¢ objetivamente medida e avaliada como um indicador de processos
biologicos, processos patogénicos ou respostas a uma intervengdo terapéutica”’. No
entanto existe ainda outra defini¢do proposta pela International Programme on Chemical
Safety, led by the World Health Organization (WHO) que em coordenagao com a United
Nations and the International Labor Organization definiram biomarcador como
“qualquer substancia, estrutura ou processo que possa ser medido no corpo ou nos seus
produtos que possa influenciar ou prever a incidéncia de resultados ou doenca” (Strimbu

& Tavel, 2011).

Uma definicdo mais recente e também mais ampla tem em consideragdo ndo sé
apenas a incidéncia e desfecho da doenca, mas também os efeitos de tratamentos,
intervengdes € mesmo a exposi¢do ambientar ou intencional, como produtos quimicos ou
nutrientes. A Organizacdo Mundial de Satide (OMS) declarou como a verdadeira
defini¢do de biomarcador “qualquer medida que reflita uma interacdo entre um sistema

bioldgico e um potencial perigo, que pode ser quimico, fisico ou biologico. A resposta
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medida pode ser funcional, fisioldgica, bioquimica a nivel celular ou uma interacao
molecular.” Exemplos de biomarcadores podem ir desde a pulsagdo, pressdo sanguinea
através de testes quimicos basicos, testes mais complexos laboratoriais de sangue e a
outros tecidos. Os sinais médicos t€ém uma longa historia de uso na pratica clinica, tdo
antiga quanto a pratica médica em si. Os biomarcadores sdo os sinais médicos mais
objetivos e quantificaveis que a ciéncia moderna de laboratorio permitem medir de uma

forma mais fidedigna e reprodutiva (Strimbu & Tavel, 2011).

A descoberta de biomarcadores microvasculares, imunoldgicos e moleculares
baseados na saliva permitem oportunidades tunicas de utilizar fluidos orais para avaliar a

condicdo de individuos saudéveis e doentes (M. Groschl, 2009).

O uso de saliva como amostra biologica tem sindo uma alternativa ndo invasiva e
ndo traumatica em comparagdo com amostras recolhidas de sangue, de onde se recolhem
o plasma/soro que vao permitir a recolha de biomarcadores endocrinos, como hormonas
esteroides, aminas e péptidos. H4 sensivelmente quarenta anos que os investigadores
usam a saliva como amostra bioldgica (M. Grdschl, 2009). A tabela 5 relaciona os
biomarcadores encontrados na saliva com vdrias patologias referenciadas em estudos

pelos devidos autores.

3.5 Saliva vs Sangue

O sangue ¢ um fluido corporal complexo que contém uma grande variedade de
componentes moleculares como enzimas, hormonas, anticorpos e fatores de crescimento.
E a fonte de biomarcadores mais utilizada comparativamente com recolha de tecidos,
fezes, saliva, etc. As recolhas salivares apesar de conterem a maioria dos constituintes
presentes no sangue, apresenta-os em menor concentragdo (Lee & Wong, 2009). No
entanto a saliva apresenta varias vantagens em relacdo a recolha de sangue, tais como: A
recolha de saliva ser pouco exigente e poder ser realizada por qualquer pessoa ou até
mesmo a propria, enquanto que a recolha sanguinea requer pessoas especializadas; A
recolha salivar ndo ¢ invasiva nem dolorosa para os pacientes; As amostras sdo mais
seguras, permitindo uma redugdo do risco de infecdo com HIV; Sdo mais faceis de
armazenar , enviar € requerem menos manipulacdo que as amostras de sangue.

(Yoshizawa et al., 2013)
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Tudo isto sdo razdes convincentes para utilizar a saliva como ferramenta de diagnostico

(Lee & Wong, 2009).

Tabela 5-Tabela que relaciona marcadores salivares com varias doengas. Adaptada a partir de (Marti-
Alamo, Mancheno-Franch, Marzal-Gamarra, & Carlos-Fabuel, 2012)

Patologia | Autor (ano) | Marcador salivar
InfegGes

-Infegdo viral por CMV Correia-Silva (2007) cmv

-Bactérias: infecdo por H.pylori Medina (2009) H.pylori

Morales- Espinosa (2009)

Doengas autoimunes

Sindrome de Sjorgen Ryu (2006) Albumina, actina, alfa-actina-1,
Baldini (2008) Ig gama-1 chain regido C, B2-
Fleissig (2009) microglobulina, Ig receptor
Hu (2011) polimérico amilase salivar,

lisoenzima C, anidrase
carbdnica VI, cistatina C, Ig
recetor polimérico, proteina
prolactina, cistatina SN,
calgranulina A e B, proteina
transportadora de 4cidos
gordos, anti-transglutaminase,
anti-histona, anti-SSA e anti-SSB
Doenga celiaca Pastore (2008) Tecido anti-transglutaminase
Bonamico (2008 ,2011) (TTG) anticorpos

Endocrinopatias

Sindrome de Cushing Chiappin(2007) Cortisol
Raff(2009)
Boscaro(2009)
Oncologia
Cancro da mama Alpha-Hossein (2009) Glicoproteina CA 15-3
Cancro do pulméao Xiao (2011) HP, AZGP1, calproteina
Cancro gastrico Xu (2009) Proteinas 6556.81 Da e 7081.17
Da
0sccC Balicki (2005) Fator de crescimento epiderme
Rhodus (2005) IL-1, IL6, IL 8, TNF-a
Mager (2005) Bactéria
Pickering (2007) ET-1
SaheblJamee (2008) TNF-a,ILl-1aellL 8
Wu (2010) -CD44, I1L18, IL 8 e proteina
calcio S100

-Anticorpos contra o gene p53
-Promotor hipermetilagao do
genep 16

-DNA polimorfismo de IL-1b, IL
6, IL8 , TNF- a, VEGF

Outros
Stress: Bosch(2003) o amilase salivar
Nater(2006,2009)
Strahler (2010)
Filaire (2010)
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III. Conclusao

A sindrome de Cushing ¢ ainda hoje vista como um desafio para a comunidade
cientifica porque apesar de uma baixa incidéncia apresenta ainda valores elevados de

morbilidade e mortalidade.

O seu diagnostico deve ser realizado o mais breve possivel, evitando que os
pacientes quando se dirijam as instituicdes médicas, a doenga nao se encontre num estado

muito avangado.

Como tal para a realizacao de um bom diagnostico € necessario ter conhecimento
da sindrome de Cushing e do funcionamento do organismo. E importante numa primeira
fase ter conhecimento das suas caracteristicas clinicas mais especificas como o caso de
obesidade centripeta (um maior volume na zona do tronco), acumulagdo de gordura na
zona supra clavicular (corcunda de bufalo), estrias de cor purpura com largura superior a

lcm e cara em forma de lua cheia.

Apesar de se saber que a sindrome de Cushing tem origem num contacto supra
fisiologico com glucocorticoides, nomeadamente o cortisol, existem fatores importantes

para a sua ocorréncia que podem ser por uma causa endégena ou por uma causa exogena.

A sindrome de Cushing de causa exdgena ¢ a maior causa de sindrome e ocorre

maioritariamente pela toma de glucocorticoides medicamente prescritos.

No entanto o facto de se encontrar cortisol em quantidades superiores ao normal
na saliva pode indicar que estejamos na presenca de sindrome de Cushing, o que faz com
que o cortisol seja considerado um biomarcador salivar da sindrome de Cushing.

,

E necessario perceber que a presenca de cortisol em quantidades superiores ao
normal na saliva ou na corrente sanguinea nao prova que se esteja com 100% de certeza
perante um paciente com sindrome de Cushing, pois existem outras doengas como por
exemplo o alcoolismo, obesidade, depressao e at¢ mesmo um aumento do stress que pode

resultar num aumento pontual de cortisol.

A saliva ¢ um fluido bioldgico que para além de ter as suas fun¢des na cavidade
oral como exemplo: protecdo da mucosa, inicio da digestdo contém biomarcadores que

se tornam importantissimos para a realizacdo do diagnoéstico de SC.
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A utilizagdo de saliva na recolha de biomarcadores resulta de varios anos de
investigacao e de evolugdo ao nivel de diagndstico. Permite um método de recolha menos
invasivo e um estudo igualmente rico quando comparada com a recolha sanguinea, nao

apenas para a sindrome de Cushing mas para outras doengcas.

Para além dos efeitos adversos de um excesso de cortisol € necessario perceber
também que o cortisol ¢ a hormona mais importante da cadeia dos glucocorticoides para
o ser humano. Tem uma funcdo muito importante na resposta ao stress que permite ao
corpo estabelecer um equilibrio durante o seu dia-a-dia € na agdo anti-inflamatéria

inibindo a sintese de algumas células pro-inflamatorias.

Com o objetivo de um enriquecimento pessoal e profissional e ainda como forma
de poder ajudar numa primeira fase de encaminhamento e de comunicagdo com o Médico
generalista ou especialista, ¢ importante que o Médico dentista, enquanto profissional de
satde se deva manter informado e atualizado em relagdo ao avanco biotecnologico nao

s6 da Medicina Dentaria, mas também de outras areas da saude.

Um Médico dentista durante a consulta de medicina dentaria ndo observa sO a

cavidade oral do paciente, observa o paciente como um todo.
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