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RESUMO

O receptor sensivel ao cdlcio extracelular (CaR) € um receptor acopla-
do a proteina G (GPCR), que exerce um papel essencial na regulacdo
da homeostase do cdicio extracelular. O CaR encontra-se expresso em
todos os tecidos relacionados com o confrole desta homeostase
(paratirdides, células C firoideanas, rins, infestino e 0ssos). Logo apds a
clonagem do CaR, mutag¢des inativadoras e ativadoras do gene deste
receptor foram associadas com doencas genéticas humanas: hipercal-
cemia hipocalcidrica familiar (FHH) e hiperparatiroidismo neonatal
severo (NSHPT) sGo causados por mutacdes inativadoras do gene do
CaR, enguanto que a hipocalcemia autossdmica dominante & resul-
tante de mutacgdes ativadoras do gene do CaR. Apesar de raras, tais
doencas devem ser consideradas no diagndstico diferencial de distar-
bios hipercalcémicos e hipocalcémicos. O reconhecimento do papel
fundamental do CaR na manutencdo da homeostase do cdicio
extracelular motivou o desenvolvimento de drogas capazes de modular
a funcdo do CaR, ativando-o (drogas calcimiméticas) ou inativando-o
(drogas calciolificas). Tais drogas tém uma implicacdo terapéutica
potencial, como o controle clinico de casos especificos de hiper-
paratiroidismo primdario e urémico com o uso de drogas calcimiméticas
e um tratamento promissor para osteoporose com o uso de drogas cal-
cioliticas. (Arq Bras Endocrinol Metab 2002;46/4:411-417).

Descritores: Receptor sensivel ao cdlicio extracelular; Hipercalcemia
hipocalcidrica familiar; Hiperparatiroidismmo neonatal severo; Hipocal-
cemia autossébmica dominante

ABSTRACT

Mutations of the Extracellular Calcium-Sensing Receptor Gene and its
Associated Diseases.

The extracellular calcium-sensing receptor (CaR) is a G protein coupled
receptor (GPCR) that plays a key role in the regulation of extracellular
calcium homeostasis, being expressed in all tissues related to this control
(parathyroid glands, thyroid C-cells, kidneys, intestine and bones). The
cloning of the CaR was immediately followed by the association of
genetic human diseases with inactivating and activating mutations of
the CaR gene: familial hypocalciuric hypercalcemia (FHH) and neonao-
tal severe hyperparathyroidism (NSHPT) are caused by inactivating
mutations of the CaR gene, whereas autosomal dominant hy-
poparathyroidism is secondary to activating mutations of the CaR gene.
In spite of being rare, these diseases should be considered in the differ-
ential diagnosis of hypercalcemic and hypocalcemic disorders. Recog-
nition of the important role of the CaR for the regulation of extracellular
calcium homeostasis motivated the development of drugs that modu-
late the CaR function, by either activating (calcimimetic drugs) or
antagonizing it (calcilytic drugs). These drugs have potential therapeu-
tic implications, such as medical control of specific cases of primary and
uremic hyperparathyroidism with calcimimetic drugs and a potential
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freatment for osteoporosis with a calcilytic drug.
(Arq Bras Endocrinol Metab 2002;46/4:411-417).

Keywords: Calcium-sensing receptor; Familial hypo-
calciuric hypercalcemia; Neonatal severe hyper-
parathyroidism; Autosomal dominant hypoparathy-
roidism

Regulacdo da Homeostase do Cdicio
Extracelular

OTON cALcIo (Ca?+) ¢ fundamental para uma grande
variedade de processos intracelulares e extra-
celulares em todos os organismos. Intracelularmente, o
cilcio estd envolvido principalmente na proliferacio,
diferenciacio e motilidade celular, no controle de diver-
sas fung¢oes celulares como contragao muscular, secre¢ao
hormonal ¢ metabolismo do glicogénio, além de atuar
como mensageiro secundario e cofator enzimdtico. No
processo extracelular, participa de numerosas fungdes
essenciais, tais como coagula¢io sangiiinea, adesio celu-
lar, manuteng¢do da integridade do esqueleto e regu-
lagdo da excitabilidade extracelular (1,2).

O valor basal do cdlcio intracelular (Ca2+,), geral-
mente em torno de 100nM, ¢ aproximadamente
10.000 vezes menor do que a concentragio do cilcio
ionizado extracelular (Ca2+,), que ¢ de cerca de 1mM.
O Caz+; pode sofrer rapidas elevagdes quando ocorre ati-
vacido celular, devido a liberagio de cilcio do estoque
intracelular ¢ /ou proveniente do calcio extracelular (2).
Em contraste, o valor de Ca2+, medido no sangue varia
muito pouco, permanecendo dentro de um intervalo
estreito (1,14 — 1,30mmol/L). Neste sentido, um
mecanismo ultra-sensivel a pequenas mudancas de
Ca2+ regula ¢ mantém a homeostase desse fon (1,2).

A elucidagio de um dos principais componentes
deste mecanismo veio em 1993, quando Brown e cols.
(3) identificaram o gene do receptor sensivel ao calcio
extracelular (CaR) em células paratiroideanas bovinas,
através de clonagem de expressio em odcitos de Xeno-
pus laevis. O CaR é o mecanismo molecular pelo qual
as células paratiroideanas ¢ outras células reconhecem
e respondem a pequenas mas fisiologicamente rele-
vantes mudangas de Ca2+, tendo, portanto, um papel
fundamental no sistema homeostético responsivel pela
manutengdo da constincia do Ca2+, (1,4).

A homeostase do Ca2+, em mamiferos é manti-
da através de um complexo processo envolvendo a
interag¢io de alguns horménios [paratormoénio (PTH),
1,25-dihidroxivitamina D (1,25(OH),D;), calcitoni-
na] e sistemas orginicos, como as glindulas parati-
réides, células-C tiroideanas, rins, 0ossos ¢ intestino (1).
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Altera¢oes na concentragao de Ca2+ sio reconhecidas
pelas células sensiveis a essas mudangas por intermédio
do CaR, resultando na ativa¢io a curto prazo (minu-
tos a horas) ¢ a longo prazo (dias a semanas) da respos-
ta homeostitica, com a finalidade de normalizar o
nivel de célcio (1,2).

Na vigéncia de hipocalcemia, por exemplo, ha um
aumento ripido da secre¢io de PTH pelas células
paratiroideanas e, em questdo de horas, hd um aumento
no nivel de mRNA para a sintese de PTH. Esta resposta
de aumento de secre¢ao de PTH estd diretamente rela-
cionada a0 mecanismo de percepgio dos niveis séricos de
cilcio, mediado pelo CaR. O PTH mobiliza o célcio
6sseo, aumentando o fluxo de cilcio do osso para a cir-
culagio sangiiinea, reduz a excre¢io renal de célcio
(aumentando a reabsor¢io de cilcio pelos tabulos dis-
tais) ¢ aumenta a produ¢io de 1,25(OH),D; a nivel
renal. Por sua vez, este metabdlito ativo da vitamina D
age no intestino aumentando a absor¢io do cilcio prove-
niente da dieta. Assim, através da agio conjunta do PTH
¢ da vitamina D, a concentrag¢io de célcio sérico se eleva,
resultando na diminui¢io de PTH, completando o
mecanismo classico de feedback negativo (1,2,5).

Em contraste, na hipercalcemia ocorre a
supressio da secre¢io de PTH e conseqiiente redugio
da sintese de 1,25(OH),D;, com resultante dimi-
nui¢do da reabsor¢io renal de cilcio, da mobilizagio
do cilcio do osso e da absor¢do do cilcio pelo intesti-
no. Neste caso, o excesso de cilcio circulante é “senti-
do” pelo CaR, que, uma vez ativado, sinaliza a infor-
magio para a célula paratiroideana secretar menos
PTH. A hipercalcemia também estimula diretamente a
secre¢io de calcitonina pelas células C tiroideanas
através de um mecanismo de feedback positivo. A cal-
citonina é um hormoénio que possui uma atividade
hipocalcémica e exerce sua fun¢io reduzindo o fluxo
de cilcio do osso para o fluido extracelular ¢ aumen-
tando a excre¢io de cilcio. Entretanto, a calcitonina
possui um efeito hipocalcémico modesto em circuns-
tincias normais, quando comparado aos efeitos do
PTH e da 1,25(OH),D; (1,2,5). Assim, esses 3 hor-
monios calciotropicos agem em seus 6rgios efetores,
principalmente osso, intestino e rins, alterando o trans-
porte dos ions cilcio para o interior ou para o exterior
do fluido extracelular, modulando desta forma a
manuten¢io da homeostase desse fon (1,4).

Receptor Sensivel ao Cdicio Extracelular (CaR)
O CaR, estando expresso em todos os tecidos rela-
cionados a manutengio da homeostase do Ca2+ (6-11),
exerce importante papel na manuten¢io desta home-
ostase. Expressio do CaR também ¢ encontrada em

113



Receptor Sensivel no Cilcio Extracelular
Miyashiro & Hauache

tecidos sem fungao aparente no controle homeostatico
do Ca?+_, como por exemplo mamas, pancreas, diversas
areas do sistema nervoso central, queratinécitos, dentes
etc... A fungio especifica do CaR nestes tecidos ainda
nio estd claramente estabelecida (1).

Subseqiientemente a clonagem do ¢cDNA do
CaR em paratiréide bovina (BoPCaR1) (3), homolo-
gos do CaR bovino foram isolados em ratos (células C,
cérebro, rim) (12), humanos (paratiréide, rim)
(13,14), coclho (rim) (15) e galinha (paratiréide)
(16), todos muito similares ao BoPCaR1. Os CaRs
humano (1078 aminoacidos) e do rato (1079 aminoa-
cidos), possuem estruturas altamente conservadas,
com 93% de identidade com o BoPCaRl1 (2,6,11). As
caracteristicas estruturais do CaR humano incluem um
largo dominio extracelular (ECD) amino-terminal de
612 aminoécidos, um dominio central com cerca de
250 aminoacidos formando sete regioes transmembra-
nosas, caracteristico dos receptores acoplados a super-
familia da proteina G (GPCRs), ¢ uma cauda carboxi-
terminal com mais de 200 aminoacidos (4,17).

O CaR pertence a uma subfamilia de GPCRs
onde também estdao incluidos os seguintes receptores:
receptor metabotropico do dcido glutimico (18),
receptores de feromonios (19-21), receptores gusta-
tivos (22) e receptor do GABAp (23).

A clonagem do CaR também possibilitou a
identifica¢io de doengas hereditirias decorrentes de
mutagdes inativadoras e ativadoras do gene desse
receptor (1,4,24). Esses fatos refor¢aram a importan-
cia do CaR na homeostase do Ca?*, e levaram os
pesquisadores a uma reavaliagio do conceito tradi-
cional do papel desse fon. Neste sentido, o Ca2+, ndo
pode mais ser visto como um componente passivo do
fluido extracelular, mas sim comportando como um
hormoénio que modula a fun¢do do tecido alvo através
de seu proprio receptor (1).

Doencas associadas com mutacoes
inativadoras do gene do CaR: Hipercalcemia
Hipocalcitrica Familiar (FHH) e
Hiperparatiroidismo Neonatal Severo (NSHPT)
Na FHH e no NSHPT, mutagdes inativadoras do gene
do CaR levam a uma resisténcia generalizada ao Ca2+,.
Mais de 35 mutagoes inativadoras do gene do CaR ji
forma descritas em pacientes, com conseqiiente FHH
ou NSHPT (4,24). Muitas destas mutagdes sio pon-
tuais e se localizam no longo dominio extracelular do
CaR, local de liga¢io do agonista célcio ao receptor
com sua conseqiiente ativagao (25). Entretanto, algu-
mas mutagoes inativadoras ja foram identificadas nos
dominios transmembranosos e na cauda carboxi-ter-
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minal (4,24 ). Estudos funcionais com células HEK293
transfectadas com DNA do CaR contendo estas
mutag¢des descritas em pacientes com FHH ou
NSHPT comprovam a capacidade diminuida desta
CaR mutado em “sentir” os niveis de cdlcio extracelu-
lar circulantes (26,27), através da demonstragio de um
EC;o aumentado (por EC5, entende-se a concentragio
efetiva de calcio extracelular que proporciona metade
da resposta maxima referente a liberagio de célcio
intracelular, medida por estes estudos funcionais).

A FHH ¢ doen¢a com heran¢a autossOémica
dominante com uma penetriancia superior a 90% (28-
30). A maioria das familias com FHH apresenta um
linkage do gene afetado com o cromossomo 3 (banda
q21-24), que sabidamente alberga o gene do CaR.
Uma exce¢io diz respeito a uma familia aparente-
mente portadora de FHH e que apresenta linkage
com o brago curto do cromossomo 19 (banda 19p
13.3) (31). A FHH ¢ um distarbio raro do metabo-
lismo mineral caracterizado por hipercalcemia leve a
moderada, geralmente assintomatica. Esta hipercal-
cemia na maior parte dos casos nao ultrapassa um
valor de mais de 10% acima do limite superior da nor-
malidade. O nivel de PTH ¢ inapropriadamente nor-
mal, e estes sdo os casos que podem criar dificuldades
no diagnéstico diferencial entre FHH e os casos de
hiperparatiroidismo primario com niveis de PTH
normais. Os pacientes com FHH apresentam uma
hipocalcitria relativa, frente a hipercalcemia vigente.
Nestes casos, a razdo do clearance renal de cilcio
sobre o clearance de creatinina € inferior a 0,01. Esta
razio geralmente ¢ maior em pacientes com hiper-
paratiroidismo primario ou com outros distarbios
hipercalcémicos. Os sintomas caracteristicos ¢ com-
plicagdes que afetam pacientes com outras formas de
hipercalcemia parecem nio fazer parte da FHH.
Entretanto, mesmo algumas familias com FHH por-
tadoras de hipercalcitria e/ou nefrolitiase ja foram
descritas (29,32). Alguns individuos de familias com
FHH apresentaram pancreatite, colelitiase ou con-
drocalcinose (24).

Em resumo, o diagnoéstico de FHH pode ser
estabelecido através da combina¢io de uma razdo de
clearance de cdlcio sobre clearance de creatinina inferi-
or a 0,01, nivel de PTH normal e uma hipercalcemia
leve e assintomdtica com heran¢a autossémica domi-
nante. Baseado nisso, é muito importante o diagnoésti-
co diferencial com hiperparatiroidismo primario.
Paratiroidectomia nio estd indicada nos pacientes com
FHH e nao deve melhorar a hipercalcemia destes
casos, comprovando que o defeito nestes pacientes é
intrinseco ao gene do CaR.
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Via de regra, o valor da hipercalcemia nos pa-
cientes com NSHPT ¢ maior que nos pacientes com
FHH. Os pacientes portadores de NSHPT apresentam
hiperplasia de todas as paratirdides e esta doenga pode
ser fatal caso paratiroidectomia total nao for realizada
nas primeiras semanas de vida. O quadro clinico pode
ser dramdtico, com presenga de desmineralizagiao 6ssea
e multiplas fraturas de ossos longos e costelas. Algu-
mas criangas com NSHPT representam a forma
homozigota da FHH (33). Mais raramente, pode ser
verificada heterozigosidade composta, onde duas mu-
tagoes inativadoras distintas foram herdadas, uma do
pai e outra da mae (34). Em alguns casos, pode ser
observado o fendmeno de dominincia negativa, onde
um alelo mutado exerce um efeito inibidor sobre o
alelo normal. Nesta situagio, uma mutag¢io inativado-
ra heterozigota do gene do CaR, seja herdada ou de
70P0 €M uma crianga com pais sem mutagio no gene
do CaR, pode levar a manifestacio do fendtipo de
NSHPT (35). Entretanto, ¢ importante destacar que
alguns relatos recentes documentam uma forma de
NSHPT onde a hipercalcemia nio era tio elevada
e/ou transitoria. Estes casos ndo estavam relacionados
a familias com FHH e podem responder bem ao trata-
mento clinico medicamentoso (24). Camundongos
apresentando unicamente inativagio heterozigota ou
homozigota do gene do CaR foram estudados (36).
Estes animais compartilham as alteragoes bioquimicas
apresentadas por pacientes portadores de FHH e
NSHPT, o que refor¢a a importincia fisiolégica do
CaR no metabolismo mineral i6nico.

Doenca associada com mutacdes ativadoras
do CaR: Hipocalcemia Autossdmica
Dominante

A hipocalcemia autossomica dominante ¢ decorrente
de mutag¢oes ativadoras do gene do CaR. Até o pre-
sente, mais de 20 mutagoes ativadoras distintas ja
foram descritas em pacientes portadores de hipocal-
cemia autossdbmica dominante (4,24). Da mesma
forma que as mutagdes inativadoras, a maioria das
mutagdes ativadoras do gene do CaR localiza-se no
ECD. Mutag¢oes do gene do CaR em pacientes com
hipocalcemia autossoémica dominante via de regra
levam a uma sensibilidade aumentada ao calcio
extracelular (37,38). A exce¢do a esta regra diz res-
peito a uma mutagdo constitutivamente ativadora
(A843E) localizada no sétimo dominio transmembra-
noso do CaR (39). Estas mutagdes ativadoras, quando
expressas em células HEK293 e estudadas funcional-
mente, resultam em redugoes do ECs, o que denota
uma sensibilidade aumentada ao agonista célcio
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(26,38,40). Individuos afetados de familias com
hipocalcemia autossémica dominante apresentam
hipocalcemia de graus variados (geralmente entre 6,0
e 8,0mg/dL) na presenca de niveis de PTH inapropri-
adamente baixos. Os niveis de PTH geralmente sao
mais baixos nos pacientes portadores de hipoparati-
roidismo do que nos pacientes com hipocalcemia au-
tossbmica dominante. A presenga de uma mutagio ati-
vadora do CaR, contrariamente ao que é observado na
FHH, reduz a reabsor¢io renal de cilcio diante de
uma calcemia inapropriadamente baixa (37). Desta
forma, observamos uma hipercalcitiria relativa nestes
pacientes com hipocalcemia autossomica dominante.

Os pacientes com hipocalcemia autossdmica
dominante geralmente apresentam poucos sintomas.
Entretanto, alguns pacientes mais jovens podem apre-
sentar convulsoes. Outros sintomas de hipocalcemia,
como parestesias € tetania ndo sio comuns (24). Hi-
perfosfatemia e hipomagnesemia podem ser observadas
em alguns pacientes. A resposta ao tratamento com Vi-
tamina D é um diferencial em relagio ao hipopa-
ratiroidismo. No caso de pacientes com hipocalcemia
autossdmica dominante, a tentativa de reposi¢do de cél-
cio e principalmente de vitamina D com o intuito de
normalizar a calcemia pode piorar a hipercalcitria,
podendo chegar ao ponto de apresentarem nefrocalci-
nose. Alguns pacientes também apresentam um diabetes
insipidus nefrogénico. Isto reforga a idéia de que, nestes
pacientes com hipocalcemia autossdmica dominante, o
sistema homeostatico do cilcio esta adaptado a uma cal-
cemia inferior a calcemia normal e eventuais tentativas
de tornd-los normocalcémicos podem resultar em hiper-
calcitria ¢ diabetes insipidus nefrogénico (41). Assim,
muito cuidado deve ser tomado no sentido de evitar o
excesso de tratamento da hipocalcemia autossémica
dominante com vitamina D ou suplementos de calcio.
O risco de nefrocalcinose durante o tratamento pode ser
minimizado através da monitorizagdo periddica da
excre¢do urindria de cilcio (42).

Comentdrio final: Potencial terapéutico de
drogas que modulam a atividade do CaR
Considerando que o CaR representa um alvo terapéu-
tico em potencial, alguns compostos estio sendo tes-
tados com o objetivo de ativar o CaR (calcimiméticos)
(43,44) ou inativi-lo (calcioliticos) (45,46).

Os calcimiméticos sio compostos orais que ati-
vam o CaR e conseqiientemente aumentam a sensibili-
dade do CaR ao cilcio extracelular, resultando em uma
menor secre¢io de PTH. Diferentemente do agonista
calcio que ativa o CaR ligando-se a sitios de ligagao situ-
ados principalmente no dominio extracelular (25), o
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local de a¢io do calcimimético R-568 parece estar situ-
ado especificamente nos dominios transmembranosos
(40). Esta inibi¢io da secre¢io de PTH foi demonstra-
da in vitro e em pacientes portadores de hiperpara-
tiroidismo primario (47,48) ¢ urémico (49,50). Desta
maneira, constituem-se em excelentes candidatos para o
manejo clinico de determinados casos de hiperfun¢io
paratiroideana e de sua conseqiiente hipercalcemia, co-
mo por exemplo em pacientes sem condig¢des clinicas
para um procedimento cirdrgico.

Neer e cols. (51) recentemente comprovaram o
efeito benéfico do PTH 1-34 no tratamento de osteo-
porose na pds-menopausa. Estes autores verificaram
que o uso de PTH 1-34 por via subcutinea didria
esteve associado a um aumento significativo de massa
Ossea em fémur e coluna vertebral e a um menor risco
de fraturas vertebrais e nio vertebrais. Com isto em
mente, o desenvolvimento e a aplicabilidade clinica de
uma droga calciolitica para o tratamento da osteo-
porose parece muito promissor. Tal droga, cuja farma-
codinimica ¢ muito atraente por ser administrada via
oral, age antagonizando o CakR e conseqiientemente
estimula a secre¢do de PTH (45,46).
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