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RESUMO 

 

FONSECA, V.U. Sequenciamento de transcritos completos e variantes de splicing da 
adrenal de cães. 137f. Tese (Doutorado em Ciências)- Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia, Universidade de São Paulo, 2022.  
 

Na nova era da genética, o mundo das “ômicas” revela novas informações para compreensão 

desde o código genético até a função de proteínas no organismo. O transcriptoma é definido 

como um conjunto de todas as moléculas de RNA expressas em uma determinada célula ou 

tecido. Entre as diferentes plataformas moleculares, ganham destaque o sequenciamento de 

RNA por short reads, o chamado RNA-seq, e por long reads, denominado Iso-Seq. A 

complexidade dos organismos está relacionada com mecanismos que expandem a capacidade 

codificadora do genoma, neste contexto, o splicing alternativo é um dos mecanismos 

moleculares capazes de aumentar significativamente o repertório proteico de um organismo. 

No splicing alternativo, contrário do que ocorre no splicing constitutivo em que a sequência 

de RNAm é fiel ao gene, os íntrons do pré-RNAm podem sofrer processamento, dando 

origem a uma ou mais isoformas. Hipotetizamos que os genes HSD3B e CYP11B 

sintetizassem diferentes isoformas, cujas proteínas resultantes fossem a explicação para 

diferença na síntese de aldosterona e cortisol, bem como a diferente ação do trilostano nas 

zonas glomerulosa e fasciculada. Este projeto teve como objetivo principal caracterizar as 

isoformas das enzimas esteroidogênicas e de genes tumorigênicos no córtex adrenal de cães 

sem endocrinopatias e com endocrinopatia adrenal, diagnosticada como Síndrome de Cushing 

ACTH-independente. Esta tese apresenta dados da análise de sequenciamento de transcritos 

completos pelo Iso-Seq, baseado na tecnologia de Sequenciamento de Molécula Única em 

Tempo Real (SMRT) e dados complementares de RNA-seq do sequenciamento de córtex das 

glândulas adrenais de cães depositados em repositório público denominado Sequence Read 

Archive (SRA). Neste projeto foram sequenciados 4 córtex de glândulas adrenais não 

tumorais e 3 carcinomas adrenocorticais de cães. Foi demonstrado que há apenas um locus 

para o gene HSD3B e um locus para o gene CYP11B. Foi encontrado um grande número de 

isoformas para cada gene que codifica enzimas da cascata esteroidogênica. Os resultados 

foram filtrados pelo controle de qualidade nonsense-mediated RNA decay (NMD) e infere-se 

alta probabilidade de serem verdadeiras 96 isoformas dentre as 178 descritas do gene STAR, 

11 isoformas verdadeiras de 33 descritas do gene CYP11A1, 1 isoforma verdadeira de 22 

descritas do gene HSD3B, 14 isoformas verdadeiras de 74 descritas do gene CYP17A1, 14 



 

 

isoformas verdadeiras de 48 descritas do gene CYP21A2, e 2 isoformas verdadeiras de 7 

isoformas da CYP11B. Não há diferença significativa quanto a produção de isoformas dos 

genes SF-1, GNAS, PRKACA, PRKACB, PRKAR1A, PRKAR1B, TP53, MC2R, SOAT1 e 

CTNNB1 no tecido tumoral e não tumoral em cães. Conclui-se que o sequenciamento de 

transcritos completos pela técnica Iso-Seq pelo sistema PacBio forneceram informações novas 

para melhorar a anotação do genoma do cão e compreender o mecanismo de expansão da 

capacidade dos genes da cascata esteroidogênica gerarem diferentes enzimas. 

 

Palavras-chaves: CYP11B. HSD3B. Glândulas adrenais. Cães. Isoformas.  

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

FONSECA, V.U. Full-length transcripts sequencing and splicing variants of canine 
adrenal glands. 137f. Tese (Doutorado em Ciências)- Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia, Universidade de São Paulo, 2022.  
 

In the new era of genetics, the world of “omics” reveals new information for understanding 

from the genetic code to the function of proteins in the organism. The transcriptome is defined 

as a set of all RNA molecules expressed in a specific cell or tissue. Among the different 

molecular platforms, RNA sequencing by short reads, called RNA-seq, and by long reads, 

called Iso-Seq, are highlighted. The complexity of organisms is related to mechanisms that 

expand the coding capacity of the genome, in this context, alternative splicing is one of the 

molecular mechanisms capable of significantly increasing the protein repertoire of an 

organism. In alternative splicing, contrary to what occurs in constitutive splicing in which the 

mRNA sequence is faithful to the gene, the pre-mRNA introns can undergo processing, 

giving rise to one or more isoforms. We hypothesized that the HSD3B and CYP11B genes 

synthesized different isoforms, whose resulting proteins could explain the difference in 

aldosterone and cortisol synthesis, as well as the different action of trilostane on the zona 

glomerulosa and fasciculata. The main objective of this project was to characterize the 

isoforms of steroidogenic enzymes and tumorigenic genes in the adrenal cortex of dogs 

without endocrinopathies and with adrenal endocrinopathy diagnosed as ACTH-independent 

Cushing's Syndrome. This thesis brings together data from the sequencing analysis of full 

transcripts by Iso-Seq, based on the Single Molecule Real-Time Sequencing (SMRT) and 

complementary RNA-seq data from sequencing the cortex of the adrenal glands of dogs, 

deposited in a public repository called Sequence Read Archive (SRA). In this project, 4 non-

tumor adrenal cortex and 3 adrenocortical carcinomas of dogs were sequenced. It has been 

shown that there is only one locus for the HSD3B gene and one locus for the CYP11B gene. 

A large number of isoforms were found for each gene encoding enzymes of the steroidogenic 

cascade. The results were filtered by nonsense-mediated RNA decay (NMD) quality control 

and then it was infered with a high probability of being true 96 isoforms of the 178 described 

of the STAR gene, 11 true isoforms of 33 described of the gene CYP11A1, 1 true isoform of 

22 described of the gene HSD3B, 14 true isoforms of 74 described isoforms of the CYP17A1 

gene, 14 true isoforms of 48 described of the CYP21A2 gene, and 2 true isoforms of 7 

isoforms of CYP11B. There is no significant difference in the production of isoforms of the 

SF-1, GNAS, PRKACA, PRKACB, PRKAR1A, PRKAR1B, TP53, MC2R, SOAT1 and 



 

 

CTNNB1 genes in tumor and non-tumor tissue in dogs. It is concluded that the sequencing of 

complete transcripts by the technique Iso-Seq by the PacBio system provided new 

information to improve the annotation of the dog genome and to understand the mechanism of 

expansion of the capacity of the genes of the steroidogenic cascade to generate different 

enzymes. 

 

Keywords: CYP11B. HSD3B. Adrenal glands. Dogs. Isoforms.  
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1 INTRODUÇÃO 

As glândulas adrenais assumem posição craniomedial aos rins nos animais 

domésticos. Em 1563, quando foram descritas anatomicamente em humanos por 

Bartholomeo Eustachius, estas foram descritas como glândulas suprarrenais, uma 

descrição anatômica de glândulas localizadas acima dos rins, posição esta que passou a 

nomeá-las. Entretanto, nos animais domésticos há diferenças quanto à sua localização, o 

prefixo ad-, significa próximo aos rins, portanto, glândulas adrenais é uma terminologia 

mais adequada, por exemplo, no caso dos cães.   

As glândulas adrenais em cães são amplamente estudadas, visto que há diversas 

enfermidades que podem acometê-las, como por exemplo, a doença de Addison, 

síndrome de Cushing, feocromocitoma, hiperaldosteronismo e o incidentaloma.  A 

síndrome de Cushing (SC) ou hiperadrenocorticismo (HAC) são termos que se referem 

às diversas anormalidades clínicas e laboratoriais decorrentes do excesso de 

glicocorticoides, endógenos ou exógenos. Esta endocrinopatia é a mais estudada dentre 

todas as demais que acometem as glândulas adrenais. Na área da endocrinologia 

veterinária há 897 publicações sobre síndrome de Cushing entre os anos de 1953 e 

2022. Dentre todas as endocrinopatias que acometem os cães, a síndrome de Cushing é 

a terceira mais estudada, estando atrás apenas do Diabetes mellitus e a obesidade 

canina.  

Embora haja um amplo conhecimento sobre a morfofisiologia das glândulas 

adrenais de cães, uma parte deste conhecimento nunca foi investigado na espécie, tendo 

sido adotado até o momento como equivalente ao encontrado em humanos, visto que há 

uma semelhança histológica e de produção hormonal entre as espécies. Entretanto, com 

o avanço da biologia molecular nos últimos anos e o surgimento da nova era da 

genética, o mundo das “ômicas”, que revela novas informações para compreensão desde 

o código genético até a função de proteínas no organismo, vem sendo possível 

caracterizar diferenças entre as espécies quanto à cascata esteroidogênica e na base 

molecular de surgimento dos tumores que acometem essas glândulas. 

O presente estudo baseou-se na transcriptômica, especificamente na técnica 

denominada Iso-Seq, para mapear as isoformas e investigar as enzimas da cascata 

esteroidogênica e genes relacionados à tumorigênese adrenal.  A compreensão do 
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código genético e expressão gênica de adrenais saudáveis e tumorais é fundamental para 

o avanço no conhecimento desta glândula na espécie canina, possibilitando desta forma, 

o desenvolvimento de novas técnicas diagnósticas e terapêuticas no futuro da 

endocrinologia veterinária.  

As ideias centrais que nortearam as investigações neste estudo vieram da 

intenção de confirmar a existência de apenas um gene HSD3B e CYP11B em cães, 

como descrito por Kowalewski (2006) e Sanders (2016); criando na sequência a 

hipótese de que para que houvesse diferença de ação do trilostano nas zonas 

glomerulosa e fasciculada, diferentes isoformas da HSD3B gerariam diferentes enzimas 

3b-HSD atuantes nestas zonas, o que confeririam diferentes respostas ao fármaco, 

explicando desta forma, a diferença no bloqueio na síntese de aldosterona e cortisol 

durante o tratamento da Síndrome de Cushing. De forma semelhante, diferentes 

isoformas do mesmo gene CYP11B presente nas duas zonas, gerariam diferentes 

enzimas, o que explicaria a especificidade da zona glomerulosa em sintetizar 

aldosterona e da zona fasciculada o cortisol. Com este conceito de que um mesmo gene 

pode expressar diferentes isoformas, consequentemente sintetizar diferentes proteínas, 

pensou-se na hipótese de que alguns genes frequentemente envolvidos na tumorigênese 

adrenal expressassem isoformas com potencial para síntese de proteínas aberrantes, e 

que isso poderia participar do processo patológico da doença e seria um potencial para 

estabelecimento de diagnósticos futuros. 
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2  REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 MORFOLOGIA E FISIOLOGIA DAS GLÂNDULAS ADRENAIS DE CÃES 

As glândulas adrenais em cães, assim como em humanos, são órgãos pares, 

localizadas próximas à junção toracolombar e em posição retroperitoneal. Nos cães as 

adrenais assumem posição craniomedial aos rins, sendo a glândula esquerda próxima à 

aorta abdominal e a direita próxima à veia cava caudal. A glândula adrenal direita 

localiza-se ventralmente ao processo transverso da última vértebra torácica, sendo os 

dois terços craniais cobertos pelo processo caudado do fígado. Já a adrenal esquerda 

está posicionada ventral ao processo transverso da segunda vértebra lombar. Na 

superfície dorsal das adrenais elas tocam as artérias mesentérica cranial e artéria 

frenicoabdominal, enquanto na face ventral o contato com as veias frenicoabdominais 

frequentemente formam uma depressão conferindo um aspecto bilobado às glândulas. 

As adrenais são supridas difusamente por ramos oriundos da aorta abdominal, artéria 

renal, frenicoabdominal, lombar e mesentérica cranial. Enquanto a drenagem venosa da 

adrenal direita é feita diretamente para a veia cava, e da esquerda se dirige à veia renal 

esquerda.  Em geral as adrenais tem o formato alongado, achatado, bilobado e 

assimétrico (DYCE; SACK; WENSING, 2010). O tamanho da adrenal varia 

principalmente de acordo com a idade, raça e peso, sendo em geral de 2 a 3 cm de 

comprimento, e a largura de 0,5 a 1 cm (DYCE; SACK; WENSING, 2010; DE 

CHALUS et al., 2013; SOULSBY et al., 2015). 

A glândula adrenal é histológica- e funcionalmente dividida em duas camadas: 

córtex (corticis, do latim significa casca) e medula (medulla, do latim significa interno). 

A embriogênese e o desenvolvimento pós-natal precoce fornecem uma estrutura 

contextual para a compreensão dos mecanismos envolvidos na zonação e homeostase 

adrenocorticais. Embora estrutura e funcionalmente distintos, o córtex adrenal, o ovário 

e os testículos surgem de um progenitor em comum, o primórdio adrenogonadal (AGP). 

O AGP é derivado de uma região especializada do epitélio celíaco conhecida como 

crista urogenital (figura 1). Células no AGP expressam os fatores de transcrição Wilms 

tumor suppressor-1 (WT1), GATA-binding protein 4 (GATA4) e steroidogenic factor-1 
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(SF-1, também chamado de AdBP4 ou NR5A1) (LAUFER et al., 2012; BANDIERA et 

al., 2013; PIHLAJOKI et al., 2015). Com o progresso do desenvolvimento, as células 

progenitoras do córtex adrenal e das gônadas se separam e ativam diferentes programas 

transcricionais. As células progenitoras adrenais que compõem o AGP migram dorso 

medialmente no mesênquima subjacente, elevam a expressão de SF-1 e reduzem a 

expressão de WT1 e GATA4 (VAL; MARTINEZ-BARBERA; SWAIN, 2007; 

BANDIERA et al., 2013). Em contraste, as células progenitoras gonadais no AGP 

migram dorso lateralmente no mesênquima subjacente e mantêm a expressão de SF-1, 

WT1 e GATA4. O primórdio adrenal é invadido por simpatoblastos que dão origem às 

células cromafins da medula. Posteriormente, as glândulas adrenais primordiais são 

envolvidas por células da cápsula, que são derivadas do mesênquima circundante e das 

células adrenais fetais que anteriormente expressavam SF-1 (WOOD et al., 2013; 

YATES et al., 2013).  

O primórdio das glândulas adrenais em cães aparece como uma estrutura 

delgada no dia 27 ainda na fase embrionária, e possui uma estrutura cortical definitiva 

no dia 35 na fase fetal (SASAKI; NISHIOKA, 1998). Assim como em humanos, foi 

observado que a maturação final do córtex ocorre após o nascimento. Desta forma, o 

padrão histológico do córtex fetal de cães difere da estrutura clássica pós-natal; em cães 

foram descritas a zona definitiva, a zona de transição e a zona fetal, que se estendem da 

parte externa cortical para a interna, nesta ordem. A zona definitiva foi descrita como 

uma estreita faixa composta por células redondas e pequenas, enquanto a zona de 

transição e fetal tem citoplasma amplo ao redor do núcleo (THURÓCZY, 2020).  
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Figura 1 - Desenvolvimento da glândula adrenal e das gônadas  

 

 Fonte: Adaptado de: Pihlajoki et al. (2015). 

 

Na fase adulta a organização definitiva é dividida em zona glomerulosa (mais 

externa), fasciculada (intermediária) e reticular (mais interna, em contato com a medula 

adrenal). As três zonas do córtex adrenal secretam diferentes hormônios esteroidais e 

sofrem influência de diferentes ajustes hormonais e enzimáticos. A zona glomerulosa 

(ZG) constitui cerca de 25% do córtex, sendo responsável fundamentalmente pela 

síntese de mineralocorticoides, por exemplo a aldosterona. A zona fasciculada (ZF) 

abrange cerca de 60% do córtex, sintetiza glicocorticoides, seu principal produto é o 

cortisol, e a reticular (ZR) apenas 15% do córtex, produz os glicocorticoides e baixa 

concentração de  hormônios sexuais em cães (BEHREND, 2015). 

A síntese de aldosterona é regulada por diversos fatores: o principal é a ação do 

sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e a concentração de potássio. Já o 

controle da síntese de glicocorticoides é feito pela ação do eixo hipotálamo-hipófise-

adrenal. No hipotálamo há neurônios que compõem o núcleo paraventricular, que 

sintetizam o hormônio liberador da corticotrofina (CRH) e a arginina vasopressina 
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(AVP), estes hormônios através do sistema porta hipofisário chegam à adenohipófise, 

estimulando a síntese do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH). O ACTH é 

sintetizado na adenohipófise a partir da clivagem da pró-opiomelanocortina (POMC); 

que além do ACTH, dá origem a outros peptídeos como os hormônios melanócito-

estimulantes (MSH a, b e g) e b-endorfina. Os glicocorticoides por retroalimentação 

negativa inibem a transcrição do gene da POMC na adenohipófise, e  do CRH e AVP no 

hipotálamo (ELIAS et al., 2018).  

A principal função do ACTH é a estimulação da esteroidogênese adrenal por sua 

via canônica de estímulo MC2R-AMPc-PKA-CREBp. O ACTH se liga ao receptor da 

melanocortina 2 (MC2R), membro da superfamília de receptores acoplados à proteína 

G, que ativa adenilatociclase e aumenta a produção de monofosfato cíclico de adenosina 

(AMPc), que por sua vez ativa a proteinoquinase A (PKA) e leva à fosforilação de 

diversas proteínas, incluindo a proteína ligadora ao elemento responsivo ao AMPc 

(CREB) (ELIAS et al., 2018). O ACTH por meio da atuação em seu receptor tem dois 

padrões de ações: uma ação imediata e outra lenta na esteroidogênese adrenal e 

proliferação celular. O efeito imediato do ACTH é o aumento da expressão da proteína 

reguladora da esteroidogênese aguda (STAR), que desempenha um papel fundamental 

no início da cascata, facilitando o transporte da molécula de colesterol para a membrana 

interna da mitocôndria, onde estão localizadas CYP11A1, adrenodoxina e adrenodoxina 

redutase, que realizam a clivagem inicial do colesterol. O efeito lento dado após 

algumas horas faz com que o ACTH aumente a síntese de todas as enzimas CYP 

(CYP11A1, CYP17A1, CYP21A2, CYP11B1) e da adrenodoxina (STEWART; 

KRONE, 2011). O ACTH também regula a transcrição do gene do seu próprio receptor 

MC2R, bem como dos receptores de colesterol high density lipoprotein (HDL) e low 

density lipoprotein (LDL). É fundamental a expressão de receptores específicos de LDL 

na membrana das células adrenocorticais para que haja captação de colesterol 

transportado pelas lipoproteínas de baixa densidade (LDL), que é a principal fonte de 

colesterol para a esteroidogênese (ELIAS et al., 2018).  

Os hormônios esteroides tem em comum a origem da estrutura denominada 

ciclopentanoperhidrofenantreno, composta por três anéis de ciclohexano e um único 

anel de ciclopentano. Os camundongos, furões, cães e humanos diferem de outras 

espécies em relação à variedade de enzimas esteroidogênicas e cofatores expressos no 
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córtex adrenal, e essas diferenças têm implicações funcionais. Em humanos, furões e 

cães após a conversão de colesterol em pregnenolona pelo sistema mitocondrial da P450 

side chain cleavage, também chamada de enzima de clivagem da cadeia lateral do 

colesterol (P450scc, gene CYP11A1), o córtex adrenal pode direcionar a pregnenolona 

para uma das três diferentes vias, duas delas sob ação da 17a-hidroxilase/17-20 liase 

(P45017a,liase , gene CYP17A1) (figura 2). A primeira possibilidade é a pregnenolona 

ser mantida como um C21,17-desoxicorticosteroide e seguir na via de produção de 

mineralocorticoides como a aldosterona. A segunda possibilidade é sofrer uma 17a-

hidroxilação e seguir a via C21-17-hidroxi que culmina na produção de glicocorticoides, 

tais como o cortisol. Outra possibilidade é seguir uma terceira via que após a 17a-

hidroxilação, sofre uma clivagem da ligação C17-20 para se tornar um C19-17-

cetoesteroide, levando à formação de andrógenos e estrógenos (BEUSCHLEIN; 

GALAC; WILSON, 2011; PIHLAJOKI et al., 2015). Duas proteínas chaves que são 

diferencialmente expressas entre as espécies são o CYP17A1 e seu regulador alostérico, 

o citocromo b5 (citb5 ou CYB5). A atividade da 17,20-liase do CYP17A1 é 

seletivamente aumentada pelo citb5 (AUCHUS, 2004; WAGNER et al., 2008). 
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Figura 2 - Cascata esteroidogênica adrenal em humanos 

Fonte: Adaptado de Pihlajoki et al. (2015). 

 

Células na ZF e ZR de furões, cães e humanos, possuem a atividade da 17a-

hidroxilase, consequentemente, o cortisol é o principal glicocorticoide secretado pela 

glândula adrenal nessas espécies (BIELINSKA et al., 2006; BEUSCHLEIN; GALAC; 

WILSON, 2011). Nos humanos, o córtex adrenal começa a produzir 

dehidroepiandrosterona (DHEA) e sulfato de DHEA (DHEA-S) na adrenarca (6–8 anos 

de idade), e esse aumento na produção de andrógenos adrenal coincide com aumento da 

expressão do citb5 na ZR (NAKAMURA et al., 2009). Em condições fisiológicas as 

glândulas adrenais de furões e cães produzem apenas limitada quantidade de 

andrógenos. No caso dos furões esta escassez de produção de andrógenos na adrenal foi 

atribuída a baixa expressão de citb5 no córtex adrenal (WAGNER et al., 2008). A base 

molecular para a produção limitada de andrógenos pela adrenal do cão não foi 

caracterizada até o momento. Os ratos e camundongos não expressam em suas células 

adrenocorticais o CYP17A1, como resultado, a corticosterona é o principal 
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glicocorticoide secretado pelo córtex adrenal, e sob condições fisiológicas andrógenos 

não são produzidos neste tecido (KEENEY; JENKINS; WATERMAN, 1995). 

Na rota de síntese de glicocorticoides, a pregnenolona passa por desidrogenação 

pela ação da enzima 3b-hidroxiesteroide desidrogenase (3b-HSD, gene HSD3B), 

levando à formação de progesterona. Tanto a pregnenolona quanto a progesterona 

podem ser hidroxiladas na posição C17a pela enzima CYP17A1, formando 17a-

hidroxipregnenolona e 17a-hidroxiprogesterona, respectivamente. Na sequência ocorre 

uma 21-hidroxilação no retículo endoplasmático por ação da 21-hidroxilase (21-OH, 

gene CYP21A2), que promove a conversão de 17a-hidroxiprogesterona em 11-

desoxicortisol. O 11-desoxicortisol é levado do retículo endoplasmático de volta para a 

membrana interna da mitocôndria, onde sofre uma 11-hidroxilação por meio da enzima 

11b-hidroxilase (gene CYP11B1), dando origem ao principal glicocorticoide do córtex 

adrenal, o cortisol (STEWART; KRONE, 2011; BEHREND, 2015; ELIAS et al., 2018). 

 

2.2 DIFERENÇAS ENZIMÁTICAS NA CASCATA ESTEROIDOGÊNICA DE CÃES 

Foram descritas 2 isoenzimas da 3b-HSD em humanos, 6 em camundongos, 4 

em ratos e 1 em suínos (SIMARD et al., 2005). Luu-the e colaboradores em 1989 

descreveram a sequência da 3b-HSD do tipo I (gene HSD3B1) em humanos (SIMARD 

et al., 2005). A segunda isoenzima foi denominada tipo II, pois cronologicamente foi 

isolada em humanos em 1991 (MORISSETTE et al., 1995). Em um estudo com corpo 

lúteo de cadelas apenas uma sequência gênica da HSD3B foi descrita, denominada 3b-

HSD tipo II (gene HSD3B2), devido à similaridade da sequência gênica com a HSD3B2 

de humanos (KOWALEWSKI et al., 2006). Além das adrenais já foram descritos outros 

locais de produção da 3b-HSD; a HSD3B1 de humanos é encontrada na glândula 

mamária, tumores de mama, placenta e pele; e a HSD3B2 em ovários e testículos 

(RHEAUME et al., 1991; SIMARD et al., 2005; THOMAS; BUCHOLTZ; KACSOH, 

2012).  

Em humanos as duas isoenzimas derivam de dois genes diferentes compostos 

por 4 exons cada, sendo cada exon similar em 77,4; 91,8; 94,5 e 91%. A 3b-HSD tipo I 

possui 372 aminoácidos, enquanto a do tipo II tem 371 aminoácidos, a sequência possui 
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93,5% de similaridade (SIMARD et al., 2005). Até o momento apenas uma enzima 3b-

HSD foi identificada em cães (KOWALEWSKI et al., 2006). 

Para a síntese de aldosterona duas etapas são conhecidas como limitantes, a 

primeira é a regulação pela proteína STAR, envolvida com o transporte do colesterol, e 

a segunda relacionada com a etapa final da síntese da aldosterona, a conversão regulada 

pela CYP11B2 (BASSETT; WHITE; RAINEY, 2004). Em estudos com adenomas 

produtores de aldosterona foi sugerido que haja mais uma etapa limitante na síntese 

deste hormônio, sendo esta terceira etapa regulada pela enzima 3b-HSD (DOI et al., 

2010). Em humanos há evidências que a 3b-HSD do tipo 2 seja responsável pela 

esteroidogênese em todo o córtex da adrenal, enquanto que a 3b-HSD tipo 1 esteja 

presente apenas na zona glomerulosa (DUPONT et al., 1991; DOI et al., 2010; 

KONOSU-FUKAYA et al., 2015). Em estudos com adenomas produtores de 

aldosterona em humanos foi observado correlação positiva entre o nível de expressão 

gênica de HSD3B1 e P450 aldosterona sintase (P450aldo, gene CYP11B2), e entre 

HSD3B1 e a concentração de aldosterona plasmática (KONOSU-FUKAYA et al., 

2015).  

Até o momento imagina-se que assim como em humanos a diferença na 

produção de hormônios entre as zonas glomerulosa e fasciculada, esteja relacionada à 

diferença em duas enzimas da família citocromo P450, uma encontrada apenas na zona 

glomerulosa e outra apenas na fasciculada e reticular. A CYP11B2 converte 

desoxicorticosterona (DOC) via corticosterona a aldosterona, e só é encontrada na zona 

glomerulosa.  Já a enzima característica nas outras duas zonas é 17a-hidroxilase/17-20 

liase (P45017a,liase, gene CYP17A1), que catalisa a 17 a -hidroxilação da pregnenolona e 

progesterona, bem como a clivagem da cadeia lateral em C17 de 17- a -hidroxi C21 

esteroides. As outras enzimas esteroidogênicas, como HSD3B e CYP21A2, ocorrem em 

todas as três zonas (ELIAS et al., 2008; BEHREND, 2015). Sendo assim, a 

especificidade da síntese de mineralocorticoides na zona glomerulosa de humanos está 

relacionada diretamente a expressão específica de P450aldo (gene CYP11B2), enquanto 

que a síntese de glicocorticoides está diretamente relacionada à presença de 17a-

hidroxilase e a enzima 11b-hidroxilase (gene CYP11B1) (LISUREK; BERNHARDT, 

2004; PAYNE; HALES, 2004; MILLER; AUCHUS, 2011). Em contraste, bovinos, 

suínos e ovelhas tem apenas uma CYP11B para síntese de cortisol e aldosterona 
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(OGISHIMA; MITANI; ISHIMURA, 1989; BOON; COGHLAN; MCDOUGALL, 

1998; ROBIC; FARAUT; PRUNIER, 2014). Um estudo utilizou a técnica de Southern 

blot e sugeriu que cães também tem apenas uma CYP11B para as etapas finais de 

produção de mineralo- e glicocorticoides, como demonstrado na figura 3 (SANDERS et 

al., 2016). 

 

Figura 3 - Cascata esteroidogênica adrenal em humanos (azul) e sugestão em cães 
(vermelho)

 

Fonte: Adaptado de: Sanders et al. (2016).  

 

2.3 SÍNDROME DE CUSHING EM CÃES  

A Síndrome de Cushing (SC) ou hiperadrenocorticismo (HAC) são termos que 

se referem às diversas anormalidades clínicas e laboratoriais decorrentes do excesso de 

glicocorticoides, endógenos ou exógenos. Esse epônimo foi uma homenagem ao médico 

Harvey Williams Cushing que em 1932 descreveu pela primeira vez oito casos de 

excesso de cortisol, dentre estes casos identificou que seis deles eram secundários a 

adenomas hipofisários (STEWART; KRONE, 2011; BEHREND, 2015). A primeira 

descrição em cães foi em 1939 quando Verstraete & Thoonen mencionaram um 

adenoma de células basofílicas na adenohipófise de um cão Boxer de 9 anos de idade, 
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cujas principais manifestações clínicas eram alopecia, letargia e hipogonadismo 

(BABA; CÂTOI, 2007). A classificação da SC é dada em duas categorias, de acordo 

com os níveis circulantes da corticotrofina, também chamada de hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH): ACTH-dependente e ACTH-independente. A SC ACTH-

dependente ocorre quando o hipercortisolismo se origina da secreção excessiva de 

ACTH. Em cerca de 80 a 85% dos cães, o fator etiológico é um adenoma oriundo das 

células corticotróficas da adenohipófise (também denominado corticotropinoma). Em 

especial, o termo Doença de Cushing refere-se à secreção excessiva do hormônio 

ACTH oriundo de um corticotropinoma e é a forma prevalente tanto em humanos 

quanto em cães (STEWART; KRONE, 2011; BEHREND, 2015; VILAR et al., 2021). 

Na maioria dos casos, a Doença de Cushing ocorre devido a um microadenoma 

(diâmetro < 10 mm) hipofisário secretor de ACTH (BEHREND, 2015). A minoria é 

associada a um macroadenoma, cuja definição é de um tumor acima de 10mm de 

diâmetro e que se estende dorsal à sela túrcica (CASTILLO et al., 2006; LOTTATI; 

BRUYETTE, 2018). Recentemente foi relatado um caso de ganglioma hipofisário como 

causa da SC ACTH-dependente (ISHINO et al., 2019). As bases genéticas da Doença de 

Cushing ainda são pouco conhecidas em cães (HANSON et al., 2008; HANSON; MOL; 

MEIJ, 2010; ISHINO et al., 2011). Recentemente, tem sido demonstrado que mutações 

no gene da protease 8 ubiquitina-específica (USP8) são frequentes nos 

corticotropinomas humanos, entretanto, o mesmo não foi identificado em cães (PEREZ-

RIVAS et al., 2015; SBIERA et al., 2016; KAGEYAMA et al., 2020). 

Casos de secreção ectópica de ACTH podem corresponder a 10% dos casos de 

SC ACTH-dependente em humanos, sendo a causa mais comum os carcinomas 

pulmonares de células pequenas (VILAR et al., 2021). Em cães, 5 casos de secreção 

ectópica de ACTH levando a SC ACTH-dependente já foram relatados, com provável 

origem em tumores neuroendócrinos no fígado, pâncreas, mesentério do intestino 

delgado (região mesoepigástrica) e um caso de  feocromocitoma (CHURCHER, 1999; 

GALAC et al., 2005; BURGENER et al., 2007; CASTILLO et al., 2014; LEE et al., 

2020). 

Os distúrbios adrenais primários representam até 20% dos casos da SC. Em 

geral, são causados por uma neoplasia adrenocortical primária, adenoma ou um 

carcinoma que produzem de forma autônoma o cortisol. O excesso de cortisol circulante 
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suprime o hormônio hipotalâmico CRH e o ACTH hipofisário, fazendo com que os 

níveis circulantes de ACTH estejam reduzidos ou indetectáveis. Consequentemente, 

esse feedback negativo crônico e supressão dos níveis de ACTH plasmático levam a 

uma atrofia da glândula contralateral, nos casos de tumor unilateral (BEHREND, 2015). 

A SC é uma doença de evolução lenta e progressiva, porém é uma doença de alta 

morbidade e mortalidade dependendo da cronicidade do quadro. Trata-se de uma 

doença cujo efeito hormonal é multissistêmico e pode acarretar principalmente 

obesidade central, resistência insulínica, Diabetes mellitus, dislipidemia, esteatose 

hepática, imunossupressão, alterações dermatológicas e hipertensão arterial sistêmica 

(HERRTAGE & RAMSEY, 2015). Em humanos a SC apresenta incidência estimada 

em 2 a 3 casos por 1.000.000 habitantes/ano e prevalência em torno de 40 casos por 

1.000.000 habitantes (STEFFENSEN et al., 2010; LACROIX et al., 2015). Em cães, a 

incidência é estimada em 1 a 2 casos por 1000 cães/ano, com aproximadamente 100 mil 

cães afetados anualmente (DE BRUIN et al., 2009; MAMELAK; OWEN; BRUYETTE, 

2014). Em um estudo de prevalência realizado com cães inscritos em um plano de saúde 

sueco, foi notificado a SC aproximadamente em 1 cão a cada 236 cães entre 5 e 12 anos 

(BELLUMORI et al., 2013). Desta forma, comparativamente, enquanto a SC é 

considerada pouco frequente em humanos, na medicina veterinária é uma das 

endocrinopatias mais frequentes. 

A SC acomete animais de meia idade a idosos, sendo a média de idade ao 

diagnóstico em torno de 10 anos. Em um levantamento brasileiro foi apontado que a 

maioria dos cães era de pequeno porte e tinha até 10 kg (73,9%). As raças mais 

frequentes neste estudo foram Poodle (27%), Dachshund (17,4%) e Yorkshire (10,4%) 

(MARTINS et al., 2019). 

A SC vem sendo amplamente estudada e divulgada na medicina veterinária, com 

isso, a maior conscientização sobre as manifestações clínicas e impacto metabólico da 

doença, tem feito com que o diagnóstico seja muito mais precoce do que visto no 

passado (BEHREND et al., 2013). Consequentemente, as manifestações clínicas podem 

apresentar-se de maneira mais sutis. Os sinais clínicos da SC são causados 

principalmente pelos efeitos catabólicos, lipolítico, glicogênicos e imunossupressores 

do cortisol. Em 2012 o consenso sobre a abordagem diagnóstica do paciente com SC 

categorizou as manifestações clínicas de acordo com a frequência de ocorrência. Desta 
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forma, as manifestações mais comuns na doença são polidipsia, poliúria, polifagia, 

taquipneia, distensão abdominal, alopecia endócrina, hepatomegalia à palpação, 

fraqueza muscular e hipertensão arterial. Foram classificadas como menos comuns a 

letargia, hiperpigmentação, presença de comedos, atrofia cutânea, rarefação pilosa a 

alopecia, incontinência urinária, manifestações clínicas do Diabetes mellitus; e como 

incomuns, consequências do tromboembolismo, ruptura de ligamento cruzado cranial, 

paralisia facial, pseudomiotonia, atrofia testicular e anestro persistente (BEHREND et 

al., 2013).  

O histórico e exame físico do paciente frequentemente dão subsídio para a 

solicitação de exames de rotina que dão suporte à suspeita da SC. O hemograma e 

contagem de plaquetas pode apresentar um quadro de eritrocitose, trombocitose, 

neutrofilia sem desvio à esquerda, linfo e eosinopenia. Nos bioquímicos, 

frequentemente há aumento significativo na atividade da fosfatase alcalina, devido 

aumento da isoforma esteroide induzida, aumento da alanina aminotransferase, 

hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia e hiperglicemia. Nos exames de urina 

anormalidades como baixa densidade urinária, proteinúria e infecção no trato urinário 

inferior são achados frequentes nesta endocrinopatia (GILOR; GRAVES, 2011; 

BEHREND et al., 2013; BEHREND, 2015). 

Na Doença de Cushing há elevada síntese e liberação do ACTH e reduzida 

capacidade de resposta à retroalimentação negativa do cortisol. O efeito cumulativo do 

ACTH no córtex adrenal ao longo do tempo determina o tamanho das glândulas 

adrenais e a capacidade de síntese do cortisol. Notavelmente, na Doença de Cushing é 

frequente a ocorrência de hiperplasia adrenocortical simétrica, embora alguns casos a  

assimetria possa ocorrer (BEHREND, 2015). Nas neoplasias adrenais secretoras de 

cortisol, a liberação hormonal independe do ACTH, embora alguma responsividade 

residual ao ACTH persista em grau variável. Nesses casos as concentrações aumentadas 

de cortisol suprimem a secreção do ACTH e, na evolução da doença, desta forma, 

espera-se atrofia das células não neoplásicas do córtex adrenal, por isso nos casos de 

neoplasia unilateral, no momento do diagnóstico é frequente algum grau de atrofia da 

glândula contralateral (BENCHEKROUN et al., 2010; BEHREND, 2015). Já foram 

descritos casos de ocorrência simultânea de neoplasia adrenal bilateral, ou neoplasia 

hipofisária e neoplasia adrenal unilateral concomitantes (GRECO et al., 1999; 
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MORANDI et al., 2007; BEHREND, 2015; BEATRICE et al., 2018; VAN 

BOKHORST et al., 2019). 

A ultrassonografia adrenal em cães com SC é comumente utilizada como 

ferramenta diagnóstica para distinguir a SC ACTH-dependente da SC ACTH-

independente. Alguns estudos demonstraram que o aumento na espessura da glândula 

adrenal é mais fidedigna para inferir adrenomegalia (SOULSBY et al., 2015; BENTO et 

al., 2016). Um estudo recente mostrou que a determinação da espessura da adrenal, 

considerando 4 faixas de peso, tem sensibilidade de cerca de 95,6% e as medidas variam 

entre as glândulas adrenais direita e esquerda. Desta forma, o aumento na glândula 

adrenal esquerda em cães entre 2,5 a 5 kg, 5 a 10 kg, 10 a 20 kg e 20 a 40 kg, é 

considerado quando a medida é superior a 0,51 cm, 0,55 cm, 0,64 cm e 0,73 cm, 

respectivamente. Foi observado que os valores de corte de normalidade, da espessura da 

adrenal direita, são maiores quando comparados com a esquerda nas 4 categorias, sendo  

0,53 cm, 0,68 cm, 0,75 cm e 0,87 cm, respectivamente (MELIÁN et al., 2021). Na 

maioria dos cães com SC (56,0%) os achados ultrassonográficos são consistentes com a 

determinação da origem, sendo evidente quais casos são Doença de Cushing e quais são 

SC ACTH-independente secundário à neoplasia adrenal; porém em 39,6% dos casos 

ocorre assimetria adrenal equívoca (MELIÁN et al., 2021). Nos casos de assimetria 

adrenal equívoca, um valor de corte de ≤ 0,5 cm para a espessura da glândula 

contralateral é apropriado para o diagnóstico ultrassonográfico de neoplasia adrenal 

unilateral (BENCHEKROUN et al., 2010).  

Embora a ultrassonografia seja uma ferramenta eficaz para avaliação das 

dimensões e presença de lesões adrenais, estudos que padronizem características para 

distinguir lesões benignas de malignas são necessários. Um estudo amplo envolvendo 

119 cães com lesões em adrenal foi conduzido pareando as informações 

ultrassonográficas com resultados histológicos. Foi demonstrado que a análise 

ultrassonográfica tem 100% de especificidade e 63,7% de sensibilidade para identificar 

lesões adrenais. Os carcinomas de córtex adrenal em geral têm ecotextura heterogênea, 

com diversas áreas de calcificação, com áreas de hipo e hiperecogenicidade quando 

comparado com o córtex renal, podem fazer invasão vascular, embora estas 

características não sejam patognomônicas, são frequentes achados de malignidade. A 

dimensão da formação em glândula adrenal maior que 2 cm e identificações de massas 
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irregulares obtiveram alto valor preditivo para carcinoma adrenal. Já os adenomas de 

córtex adrenal em geral apresentam-se como nódulos e dimensões menores que 2 cm 

(PAGANI et al., 2016).  

A distinção entre lesões benignas e malignas na medicina humana é realizada 

com frequência pela tomografia computadorizada (TC) com alta sensibilidade e 

especificidade (HAMRAHIAN et al., 2005). Em 2016 um estudo, utilizando 

microbolhas como contraste para realce ultrassonográfico, foi realizado em 24 cães com 

lesões adrenais na tentativa de promover a distinção de lesões benignas de malignas, e 

os resultados foram comparados aos achados citológicos e/ou histológicos 

(BARGELLINI et al., 2016). Neste estudo, e mais recentemente também em outro 

estudo em que a técnica foi novamente reavaliada, o realce de contraste e sua 

distribuição em cada lesão foi avaliada qualitativamente nas fases de realce (wash in) e 

clareamento (wash out) do contraste intravenoso. Combinando o grau de realce com a 

distribuição, que fornece informações sobre vascularização, a técnica mostrou-se 

promissora por permitir a distinção de lesões malignas versus benignas com uma 

sensibilidade de 69 a 100% e especificidade de 80 na 94% (BARGELLINI et al., 2016; 

NAGUMO et al., 2020). 

As diretrizes de diagnóstico de SC publicadas no consenso de 2012 orientam que 

o teste de supressão com baixa dose de dexametasona seja o teste diagnóstico de eleição 

para a doença (BEHREND et al., 2013). O teste de estimulação com ACTH é realizado 

após a aplicação de ACTH sintético e estímulo máximo da atividade cortical no período 

de uma hora. Em cães com doença de Cushing, a capacidade do córtex adrenal de 

secretar cortisol é maior do que em cães saudáveis, sendo o córtex responsivo ao 

ACTH. No entanto, na SC ACTH-independente devido neoplasia adrenal, as células 

neoplásicas nem sempre são responsivas ao ACTH e podem secretar cortisol de forma 

irregular (GALAC et al., 2010a). A sensibilidade exata do teste de estimulação com 

ACTH para diagnóstico de SC é discutível e varia substancialmente entre os estudos, 

com resultados de 60% a 95% (BEHREND et al., 2013; BEHREND, 2015).  

A diferenciação de um caso ACTH-dependente do ACTH-independente é 

fundamental, pois as escolhas terapêuticas irão impactar a longo prazo a qualidade de 

vida e sobrevida do paciente. O hipercortisolismo pode ser controlado clinicamente com 

medicações como o trilostano ou o mitotano (BEHREND, 2015). A hipofisectomia é o 
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tratamento de eleição para o adenoma hipofisário (VAN RIJN et al., 2016). Entretanto, 

a hipofisectomia não está amplamente disponível na rotina brasileira, não tendo relato 

na literatura nacional de dados até o presente momento. Já nos casos de neoplasia 

adrenal, devido a potencial malignidade da formação, a adrenalectomia é o tratamento 

de escolha após estabilização clínica do paciente (BEHREND, 2015).  

 

2.4 TRATAMENTO DA SÍNDROME DE CUSHING COM O BLOQUEADOR DA 

ENZIMA 3B-HSD 

O trilostano é um medicamento amplamente utilizado no tratamento de SC em 

cães, como um inibidor competitivo da enzima 3b- hidroxiesteroide desidrogenase. A 

3b-HSD é uma oxidoredutase, localizada na crista da mitocôndria e no retículo 

endoplasmático liso, onde catalisa a desidrogenação e a ∆5-∆4 isomerização dos 

precursores ∆5 (pregnenolona, 17a-hidroxipregnenolona, dehidroandrosterona e o ∆5- 

diol) nos respectivos ∆4 –cetoesteroides (progesterona, 17a-hidroxiprogesterona, ∆4 – 

diona e testosterona) (DUPONT et al., 1991). O cortisol, aldosterona e androstenediona 

são produtos da progesterona através de diversas vias (figura 2), quando o trilostano 

bloqueia a 3b-HSD espera-se redução dos produtos finais (SIEBER-RUCKSTUHL et 

al., 2006, 2008; REUSCH, 2010). Embora o tratamento com o trilostano cause redução 

tanto do cortisol quanto da aldosterona, foi relatado uma redução sérica de aldosterona 

menor quando comparada a proporção de redução do cortisol, mostrando que 

possivelmente há um bloqueio adicional entre a conversão de cortisona e cortisol e/ou 

atuação distinta do medicamento entre as zonas do córtex da adrenal. Foi sugerido um 

bloqueio adicional nas enzimas 11b-hidroxilase e 11b-HSD (WENGER et al., 2004; 

SIEBER-RUCKSTUHL et al., 2006; REUSCH, 2010). Embora esperada alta casuística 

de hipercalemia com o uso do trilostano, diante da presença da 3b-HSD na zona 

glomerulosa , foi demonstrado que não há hipercalemia significativa na maioria dos 

casos tratados, corroborando com o achado de que não há significativo bloqueio da 

aldosterona pelo trilostano na zona glomerulosa (WENGER et al., 2004; FONSECA; 

YAMATO, 2011).  
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2.5 SÍNDROME DE CUSHING ACTH-INDEPENDENTE EM CÃES E OS 

PRINCIPAIS DIFERENCIAIS DAS NEOPLASIAS ADRENAIS 

O achado de uma neoformação em adrenal leva a duas questões importantes a 

serem abordadas nas investigações diagnósticas. A primeira questão é se a neoplasia é 

produtora de hormônios, o que requer a exclusão da síndrome de Cushing, 

feocromocitoma e hiperaldosteronismo primário, ou se é uma neoplasia não produtora 

de hormônios, que em geral é um achado em exames e não apresenta manifestações 

clínicas. A segunda importante questão é se a neoformação encontrada tem 

características malignas, o que impacta na urgência de decisão cirúrgica e prognóstico 

do paciente (BEHREND, 2015).  

As manifestações clínicas do paciente frequentemente dão subsídio para a 

solicitação de exames de rotina e exames hormonais específicos direcionados à 

principal suspeita clínica. A SC tem manifestações clínicas que frequentemente são 

notadas pelo tutor ou pelo médico veterinário que acompanha o cão. Os principais sinais 

que levam o médico veterinário a suspeitar da doença são polifagia, polidipsia, poliúria, 

taquipneia, distensão abdominal associada à hepatomegalia e acúmulo de gordura, 

alterações dermatológicas e fraqueza muscular (BEHREND, 2015). O feocromocitoma 

é um tumor produtor de catecolaminas, adrenalina e noradrenalina, originado das 

células cromafins da medula adrenal. O feocromocitoma não pode ser distinto 

ultrassonograficamente dos tumores do córtex adrenal, e existem vários sinais clínicos 

de feocromocitoma e SC que se sobrepõem, como poliúria, polidipsia, taquipneia e 

fraqueza muscular; o que torna ambas as doenças importantes diagnósticos diferenciais 

de neoplasias adrenais (SALESOV et al., 2015). O hiperaldosteronismo primário ocorre 

devido a um adenoma ou carcinoma uni ou bilateral oriundo da zona glomerulosa do 

córtex adrenal. O excesso de aldosterona leva a retenção de sódio e água, e excreção do 

potássio. A hipocalemia causa fraqueza muscular, que é a manifestação clínica mais 

frequente no hiperaldosteronismo primário. Já a hipernatremia e reabsorção de água, 

pode gerar hipertensão arterial, cujo principal resultado são anormalidades 

oftalmológicas. Embora rara em cães, e mais comum em gatos, o hiperaldosteronismo 

primário já foi relatado em cães e deve ser considerado no diagnóstico diferencial de 

neoplasias adrenais (JOHNSON et al., 2006).  
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De acordo com a Rede Europeia de Estudos de Tumores Adrenais (ENSAT, do 

inglês European Network for the Study of Adrenal Tumours) e a Sociedade Europeia de 

Endocrinologia da medicina humana, os incidentalomas adrenais constituem massas 

adrenais de 1 cm ou mais de diâmetro observadas ao acaso, ou seja, de forma incidental, 

durante exames de imagem para investigação de manifestações clínicas não 

relacionadas com doenças adrenais ou em exames de rotina (FASSNACHT et al., 

2016). Em dois levantamentos foi observado que a incidência do achado incidental de 

uma massa em adrenal de cães foi estimada em 4 a 9%, sendo maior a incidência em 

cães com mais de 9 anos. Em um dos estudos a avaliação histopatológica das adrenais 

foi realizada após adrenalectomia ou necropsia, e revelou que 30% dos incidentalomas 

são neoplasias malignas, cujas dimensões variavam entre 2 e 4,6 cm. Enquanto as lesões 

benignas tinham dimensões menores que 2 cm, valores de corte confirmado também por 

outro estudo (COOK; SPAULDING; EDWARDS, 2014; BAUM; BOSTON; CASE, 

2016; PAGANI et al., 2016). Um trabalho brasileiro recente mostrou que no Brasil 59% 

dos incidentalomas são carcinomas e 41% adenomas, e as dimensões dos tumores 

variaram entre 1,1 a 5,6 cm de espessura do polo adrenal (DE MARCO et al., 2019). 

Na etapa de diagnóstico diferencial da causa de uma massa em adrenal de 

achado incidental, os testes hormonais devem ser realizados, ainda que os pacientes 

sejam assintomáticos (BEHREND et al., 2013). Além dos já mencionados adenoma, 

carcinoma e feocromocitoma, outras possíveis causas de incidentalomas já identificadas 

em cães foram o mielolipoma, neuroblastoma, linfoma primário adrenal, cistos, 

metástases e granulomas (MORANDI et al., 2007; KOOK et al., 2010; BEHREND, 

2015; MESTRINHO et al., 2019). Não há consenso sobre a indicação imediata de 

cirurgia para massas em adrenal, por isso, recomenda-se repetir a ultrassonografia 

abdominal mensalmente nos casos de alteração de tamanho e aparência do nódulo 

adrenal. A suspeita de malignidade ocorre quando há perda do formato típico das 

glândulas adrenais, independentemente do tamanho, nos casos de assimetria de forma e 

tamanho entre as glândulas, ou nos casos em que a massa se infiltrou na veia 

frenicoabdominal, veia cava caudal, tecidos moles circundantes ou fez metástase à 

distância (BEHREND, 2015). Formações de menos de 2 cm devem ser acompanhadas 

mensalmente para determinar a taxa de crescimento, e se não houver mudança após 3 

meses, o intervalo de avaliação ultrassonográfica pode ser aumentado. No entanto, nos 
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casos em que na formação adrenal seja observada evolução no tamanho, ocorra 

mudança de características, comprima ou invada vasos e órgãos adjacentes, ou pacientes 

que passem a apresentar manifestações clínicas devido tumores produtores de 

hormônio, a adrenalectomia deve ser indicada (MASSARI et al., 2011; ARENAS; 

PÉREZ-ALENZA; MELIÁN, 2013; BEHREND, 2015). 

Os adenomas e carcinomas primários de adrenal que produzem o cortisol de 

forma autônoma são as principais causas histológicas descritas em cães com SC ACTH-

independente, porém o defeito genético envolvido no seu automatismo é pouco 

conhecido (BEHREND, 2015). Entretanto, outras causas de SC ACTH-independente 

podem ocorrer, como nos casos de expressão ectópica de receptores ou aumento na 

expressão de receptores eutópicos no córtex adrenal, amplamente estudada na 

tumorigênese adrenal em humanos (STEWART; KRONE, 2011; VILAR et al., 2021). 

Já foi relatado no tumor adrenal de um cão a expressão ectópica de receptores do 

peptídeo insulinotrópico dependente de glicose, também conhecido como receptor do 

peptídeo inibidor gástrico (GIPR), que passou a controlar a esteroidogênese adrenal. 

Desta forma, a estimulação e maior secreção de cortisol se dava após ingestão de 

alimentos, levando ao aparecimento das manifestações clínicas da SC. O diagnóstico da 

SC ACTH-independente devido à expressão ectópica de GIPR, também conhecida por 

SC dependente de alimento, foi estabelecido a partir dos dados em anamnese, avaliação 

clínica, ACTH plasmático abaixo dos valores de normalidade, hipercortisolemia 

refletida na relação cortisol:creatinina urinária, aumento bilateral de adrenais sem 

presença de nodulações e prevenção da elevação do cortisol durante teste hormonal pela 

administração da octreotida, padrão ouro para estabelecer o diagnóstico definitivo  

(GALAC et al., 2008). Recentemente foi descrito que a castração pode interferir na 

esteroidogênese adrenal, levando a um aumento na expressão de receptores eutópicos, 

como o receptor do hormônio luteinizante (LHR) (GALAC et al., 2010b; 

CAROTENUTO et al., 2019). Cães com SC após a castração aumentaram a secreção de 

cortisol durante o teste de estimulação com gonadotrofina coriônica humana (hCG) 

quando comparados com o grupo controle. Desta forma, o autor sugere a ocorrência da 

SC dependente de LH em cães (ESPIÑEIRA et al., 2021). Outro estudo recente 

demonstrou por meio da imuno-histoquímica aglomerados de nódulos adrenais que 

sintetizavam ACTH, cuja ação autócrina e parácrina estimulava a esteroidogênese local 
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e elevava os níveis de cortisol circulante, e como resultado o cão apresentava 

manifestações clínicas de SC (SOLER ARIAS et al., 2022). Esta condição foi o 

primeiro relato na medicina veterinária de hiperplasia adrenal macronodular primária 

(HAMP), e em conjunto com as demais condições moleculares descritas de expressão 

de receptores ectópicos e superexpressão de receptores eutópicos, fazem com que haja 

uma readequação da chave de classificação da SC em cães (quadro 1). A HAMP é 

caracterizada por presença de macronódulos adrenais funcionais com secreção de 

cortisol, independente da estimulação hipofisária de ACTH (CHARCHAR; FRAGOSO, 

2022). Em humanos a HAMP representa cerca de 2% dos casos de SC, caracteriza-se 

por macronódulos bilaterais que podem ter desenvolvimento assimétrico e assincrônico. 

Diversos fenômenos vêm sendo estudados na caracterização da heterogeneidade da 

HAMP, em alguns casos há a síntese local de ACTH isolada, ou em conjunto com a 

expressão de receptores ectópicos e/ou eutópicos, como o GIPR, receptores a arginina 

vasopressina, receptor b1 adrenérgico, receptor da leptina, receptores da serotonina 

(HTR) e LHR; que por sua vez maximizam a estimulação esteroidogênica  (LOUISET 

et al., 2013; CHARCHAR; FRAGOSO, 2022). A maior causa genética relatada na 

HAMP em humanos é a mutação no gene Armadillo Repeat Containing 5 (ARMC5), 

considerado um gene supressor tumoral, importante regulador da apoptose celular e 

esteroidogênese (ESPIARD et al., 2015; CAVALCANTE et al., 2018). Não há relatos 

em cães de mutação no gene AMRC5 até o momento.  
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Quadro 1 - Etiologias relatadas da Síndrome de Cushing em cães até o ano de 2022 

Etiologia 

SC ACTH-dependente 

       Doença de Cushing 

       ACTH ectópico 

SC ACTH-independente 

        Adenoma adrenal 

        Carcinoma adrenal 

        Hiperplasia adrenal macronodular primária 

        SC dependente de LH 

        Expressão ectópica de receptores na adrenal 

                    SC por expressão ectópica de GIPR    

Fonte: elaborada pela autora baseada nas referências apresentadas no texto. 

 

2.6 INVESTIGAÇÕES MOLECULARES DOS ADENOMAS E CARCINOMAS 

ADRENOCORTICAIS EM CÃES COM SC ACTH-INDEPENDENTE 

A investigação genética da tumorigênese adrenal tem sido alvo de muitos 

estudos ao longo dos últimos anos. Devido à alta incidência de neoplasias adrenais em 

cães, quando comparados aos humanos, esta espécie é de importante interesse científico 

para a compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos com a tumorigênese 

adrenal, pela diferenciação dos adenomas de carcinomas, que é uma das maiores 

problemáticas na evolução clínica do paciente, e pela possibilidade de novos alvos 

terapêuticos (GALAC; WILSON, 2015). Nos primeiros estudos genéticos em cães foi 

proposto que o aumento na expressão de enzimas esteroidogênicas estivessem 
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relacionadas ao hipercortisolismo autônomo, entretanto, nenhuma diferença foi 

demonstrada na expressão do RNAm das enzimas STAR, CYP11A1, HSD3B, 

CYP21A2, CYP17A1 e CYP11B em tecidos tumorais e normais da adrenal de cães 

(GALAC et al., 2010a). Já o receptor MC2R foi significativamente menos expresso nos 

carcinomas adrenais, do que nos adenomas e tecidos normais (GALAC et al., 2010a). A 

relação da menor expressão do receptor MC2R e o desenvolvimento de malignidade 

tumoral, ainda não foi elucidada, porém, justifica o motivo pelo qual carcinomas 

adrenais podem ser menos responsivos ao teste de estimulação com ACTH no 

diagnóstico e monitoramento do tratamento (GILOR; GRAVES, 2011). As expressões 

relativas de RNAm do fator de crescimento semelhante à insulina 2 (IGF-2), proteína 2 

de ligação ao IGF (IGFBP2), e receptor do fator de crescimento semelhante à insulina 1 

(IGFR1) foram avaliadas em um estudo em cães, pois frequentemente estes genes tem 

aumento na expressão gênica em carcinomas adrenal de humanos; porém, quando 

avaliada a expressão no tecido adrenal normal e o tecido neoplásico de cães, não houve 

diferença na expressão (KOOL et al., 2015). Não foram detectadas mutações de 

alteração de aminoácidos na fosfatase homóloga à tensina (PTEN) ou na subunidade 

catalítica da PI3K (PI3KCA), mas houve uma maior expressão no receptor do fator de 

crescimento epidérmico membro da família do homólogo 2 do oncogene viral da 

leucemia eritroblástica (ERBB2) em carcinomas (KOOL et al., 2015).  

Mutações ativadoras do gene GNAS que codifica a subunidade alfa da proteína 

G estimulatória (Gs) foram relatadas em 5 a 17% dos adenomas secretores de cortisol 

em humanos. Essas mutações resultam na ativação constitutiva da proteína Gs, 

simulando um estímulo constante do ACTH na adrenal (VILAR et al., 2021). Um 

estudo mostrou que aproximadamente um terço dos cães (14/44) com SC ACTH-

independente apresentam mutação no gene GNAS, o que explica a base da secreção 

autônoma de alguns tumores (KOOL et al., 2013). Mutações somáticas no gene da 

subunidade reguladora da proteína quinase A tipo 1A (PRKAR1A) foram observadas 

em 20% dos adenomas secretores de cortisol em humanos (VILAR et al., 2021). 

Nenhuma mutação do PRKAR1A foi identificada nos tumores adrenais de cães (KOOL 

et al., 2013). 

A angiogênese é fundamental para o desenvolvimento tumoral e metástase, neste 

contexto, foi investigada a expressão do fator de crescimento endotelial vascular A 
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(VEGFA), fator de crescimento fibroblástico básico (bFGF), receptores 1 e 2 do VEGF 

(VEGFR1 e VEGFR2), angiopoetina 1 (Ang1) e angiopoetina 2 (Ang2) em carcinomas, 

adenomas e tecido adrenal normal de cães.  Angiopoetina-2 atua em conjunto com o 

VEGFA para facilitar a proliferação celular e a migração de células endoteliais, 

entretanto, tanto nos adenomas, quanto nos carcinomas, houve expressão aumentada 

apenas da Ang2 quando comparada ao tecido normal. Em especial a isoforma Ang2-443 

tinha maior expressão do RNAm em carcinomas, quando comparada aos adenomas e 

tecidos normais (KOOL et al., 2014).  

Na embriogênese o SF-1 desempenha um papel fundamental no 

desenvolvimento adrenal (VAL; MARTINEZ-BARBERA; SWAIN, 2007). Na fase pós 

nascimento, o SF-1 é importante na modulação da esteroidogênese por aumentar a 

expressão da maioria das hidroxilases e proteína STAR (SCHIMMER; WHITE, 2010).  

A análise da expressão proteica do SF-1 por imuno-histoquímica em humanos é 

importante para confirmação da origem da neoplasia no córtex adrenal e tem elevado 

valor prognóstico, visto que os carcinomas apresentam forte expressão do SF-1 e tem 

prognóstico reservado (SBIERA et al., 2010). Em cães, a expressão gênica e proteica do 

SF-1 não diferiu entre adrenais normais, adenomas e carcinomas. Entretanto, os cães 

que tiveram recorrência da neoplasia adrenal, tinham aumento na expressão de RNAm 

do SF-1 em relação ao padrão de expressão na primeira cirurgia (GALAC et al., 2014). 

Na busca por marcadores moleculares que se correlacionem com malignidade e 

prognóstico, foram selecionados 40 genes frequentemente superexpressos em neoplasias 

adrenais malignas em humanos e que tenham um potencial terapêutico (SANDERS et 

al., 2019b). Os autores relatam que 50 neoplasias adrenais de cães após adrenalectomia 

foram avaliadas por patologistas, quanto às características de 20 parâmetros histológicos 

do escore Utrecht. As neoplasias foram separadas em dois grupos, escore Utrecht com 

baixo e com alto risco de recorrência do tumor.  Entre 40 genes, três genes mostraram-

se promissores como marcadores moleculares de prognóstico, sendo o SF-1, o Pituitary 

Tumour-transforming Gene-1 (PTTG1), Topoisomerase II alfa (TOP2A) relacionados a 

menor sobrevida quando elevada expressão gênica (SANDERS et al., 2019b).  

Os tumores podem liberar para o meio extracelular material genético, como 

microRNAs, RNAm e DNA, o que pode ser detectado na circulação. Muitos estudos 

vêm sendo realizados com biomarcadores que possam ser utilizados no diagnóstico de 
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tumores (CONLEY et al., 2017). Foi demonstrado que o RNAm do gene CDC6, 

relacionado ao ciclo celular, está significativamente aumentado em cães com tumor 

adrenal em comparação com os cães saudáveis (ANDRIESSEN et al., 2021). Um estudo 

recente de pesquisa de microRNAs circulantes em cães com tumor adrenal demonstrou 

que o miR-483p, envolvido com a supressão de gene pró-apoptótico para sobrevivência 

do tumor, é mais expresso em pacientes com tumor adrenal do que em cães saudáveis, 

podendo ser um marcador em potencial no diagnóstico de tumores adrenais (SANDERS 

et al., 2021).  

 

2.7 MECANISMOS MOLECULARES DE ADENOMAS E CARCINOMAS 

ADRENOCORTICAIS EM HUMANOS 

Recentemente diversos estudos moleculares têm sido realizados para maior 

compreensão da tumorigênese adrenal em humanos. Foi descoberto que em adenoma de 

córtex adrenal de humanos são frequentes as mutações somáticas nos fatores de 

sinalização intracelular de AMPc-PKA, mutação em enzimas de degradação do AMPc, 

e no GNAS, que aumenta a função do receptor MC2R (CHARCHAR; FRAGOSO, 

2022). Os genes PRKACA e PRKACB codificam as subunidades catalíticas da PKA, e 

mutações nesses genes inibem o recrutamento de subunidades reguladoras desta enzima, 

o que aumenta sua atividade quinase, e consequentemente maior expressão de 

CYP11B1 e síntese de cortisol (THIEL et al., 2015; ESPIARD et al., 2018). Os genes 

PRKAR1A e PRKAR1B, por sua vez, codificam as subunidades regulatórias da PKA, 

mutações nesses genes promovem perda de função reguladora, com consequente ganho 

em atividade enzimática da PKA, maior expressão de CYP11B1 e síntese de cortisol 

(LIBÉ et al., 2005; DROUGAT et al., 2021). Outra mutação frequentemente descrita em 

adenomas corticais são as mutações nos genes que codificam as proteínas da família 

fosfodiesterase (PDE), envolvidas com a degradação de AMPc (HORVATH et al., 

2008). Logo, mutações nos genes da família de enzimas PDE promovem aumento da 

disponibilidade de AMPc intracelular, maior atividade PKA, o que também é um 

mecanismo que resulta em maior expressão de CYP11B1 e síntese de cortisol.  
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Os carcinomas de córtex adrenal em humanos são menos frequentes, porém de 

rápido crescimento e progressão (VILAR et al., 2021). Mutações nos genes supressores 

tumorais foram descritas em carcinomas. O gene TP53 codifica a proteína p53 e o gene 

RB1 codifica a proteína RB, estas proteínas aumentam se há dano no DNA e suprimem 

o crescimento celular (KAMILARIS; HANNAH-SHMOUNI; STRATAKIS, 2020). A 

mutação genética nesses genes parece estar envolvida com o surgimento de carcinomas 

na glândula adrenal de humanos.  

A via de sinalização Wnt-beta-catenina é importante para o desenvolvimento em 

muitos órgãos, incluindo o as glândulas adrenais. Mutações no sistema Wnt-b-catenina, 

também são importantes na carcinogênese adrenal, pois este sistema participa da 

sinalização intracelular de proliferação das células do córtex adrenal. A catenina beta 1 

é um fator de transcrição e é codificada pelo gene CTNNB1, que pode sofrer diversas 

mutações somáticas ativadoras, já reconhecidas, em cerca de 40% dos carcinomas 

adrenais (SHANG; HUA; HU, 2017).  

Os tumores sintetizam diversas proteínas aberrantes relacionadas com sua 

expansão e sobrevivência. O splicing alternativo de RNA é uma etapa fundamental na 

regulação da expressão gênica pós-transcricional e é um evento frequente nos tumores 

(CLIMENTE-GONZÁLEZ et al., 2017). Dois estudos recentes demonstraram que o 

evento de splicing alternativo gera transcritos relacionados com a ativação de via 

oncogênica em melanomas, câncer de pulmão, cabeça e pescoço (CLAPS et al., 2016; 

GOLDSTEIN et al., 2016). Em alguns estudos com carcinomas de córtex adrenal em 

humanos os transcritos oriundos de splicing alternativo tem sido utilizados como 

biomarcadores de progressão da doença e possíveis alvos terapêuticos vem sendo 

apontados (LV et al., 2020; XU et al., 2020; LIANG; SUN, 2021). As análises de 

eventos de splicing tem sugerido que o prognóstico esteja associado com genes da via 

de sinalização Wnt (LIANG; SUN, 2021). 

 

2.8 SEQUENCIADORES DE NOVA GERAÇÃO 

Desde 2005, novas tecnologias de sequenciamento em larga escala foram 

desenvolvidas, as chamadas Next Generation Sequencing ou sequenciamento de nova 
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geração (NGS). Inicialmente esta tecnologia foi desenvolvida para a determinação do 

genoma das espécies, porém, rapidamente foi utilizado para a transcriptômica. A análise 

do transcriptoma é o estudo da expressão de genes, trata-se da avaliação dos transcritos, 

o mapeamento do RNA e suas funções. Ao longo dos anos diversas metodologias foram 

desenvolvidas, tais como, o pirosequenciamento com detecção de pirofosfato (Roche), 

sequenciamento por ligação e detecção de oligonucleotídeo (SOLiD), metodologias de 

semicondutores (Ion), sequenciamento por síntese (Illumina) e sequenciamento de 

moléculas únicas (Pacific Biosciences e a Oxford Nanopore). Entre as diferentes 

plataformas moleculares, o sequenciamento convencional de RNA de leitura curta 

(short reads), o chamado RNA-seq, cuja principal plataforma utilizada é a da Illumina, 

tem sido amplamente utilizado para identificar transcrições e alterações de expressão 

gênica em diversos tecidos normais e alterados. Embora este método tenha sido eficaz 

na quantificação da expressão de transcritos, os shorts reads (geralmente 100 a 250 

pares de bases) raramente abrangem transcritos completos, que muitas vezes podem ser 

de várias quilobases de comprimento, tornando difícil inferir todas as sequências 

completas oriundas dos processos de transcrições. No protocolo do RNAseq, o material 

genético é fragmentado em milhares de pequenas sequências, que são sequenciadas e 

geram leituras, também chamadas de reads. A correta montagem dos genes é dada por 

sobreposição das sequências em sistema computacional e leituras contíguas mais longas 

são geradas, chamadas de contigs. Algumas lacunas aparecem nesta metodologia e são 

preenchidas pelo caractere ´N´. Neste processo de montagem do genoma é possível 

realizar uma abordagem comparativa, em que um genoma de referência é utilizado 

como base, e lacunas podem ser preenchidas para ampliar o conhecimento sobre o 

genoma de determinada espécie; ou a abordagem de novo, em que nenhum genoma de 

referência é utilizado, muitas vezes por ainda não ser conhecido (ZAHA; PASSAGLIA, 

2014; GIRARDI; SUBTIL; RANGEL, 2018).  

Desde 2014 o sequenciamento de terceira geração, o sequenciamento de 

isoformas de leitura longa (Iso-Seq) da Pacific Biosciences (PacBio), vem ganhando 

destaque na caracterização do transcriptoma de diversos tecidos sob diferentes 

condições. O Iso-Seq tem uma tecnologia conhecida como sequenciamento em tempo 

real de moléculas únicas (Single Molecule Real Time, SMRT), em que é capaz de 

realizar o sequenciamento de leituras longas (long reads) de até 60.000 pares de bases, 
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muito eficaz para reduzir as lacunas nos sequenciamentos de short reads, resolver 

ambiguidades e superar desafios no processo de montagem de genomas complexos 

(figura 4). O Iso-Seq oferece uma caracterização completa de transcriptomas, devido à 

capacidade desta tecnologia em sequenciar UTRs 5' e 3' e as caudas poliA de moléculas 

de cDNA. No entanto, o sequenciamento de long reads tem suas próprias limitações, 

como a incapacidade de quantificar a expressão gênica adequadamente, devido ao 

rendimento relativamente menor de plataformas de long reads quando comparadas aos 

métodos de short reads. Entretanto, grandes vantagens do uso do sequenciamento de 

long reads, além de reduzir lacunas no mapeamento, são a determinação de isoformas, 

conseguir identificar sequências repetitivas e manter uma alta cobertura de leitura 

mesmo com alto conteúdo de bases CG (OIKONOMOPOULOS et al., 2020). 

 

Figura 4 - Sequenciamento de RNA pelo método RNA-seq versus Iso-Seq. 

 

Fonte: (PACBIO, 2022)  

 

2.9 SPLICING E SPLICING ALTERNATIVO 

O processo de transcrição de um gene gera moléculas precursoras de RNA, 

denominadas de pré-RNAs. Para que cada RNA tenha sua função específica, o pré-RNA 

deve passar por uma série de processamentos. As três principais classes de RNA são o 

RNA total (RNAt), RNA ribossômico (RNAr) e RNA mensageiro (RNAm ou mRNA, 

que após processamento resultam em RNAs funcionantes). O mecanismo de 

processamento do RNAm deve acontecer para que seja possível se associar a um 

ribossomo e ocorrer a tradução de uma proteína funcional. Para que isso ocorra é 

necessário  a (I) formação do 5'-cap, que é a adição de um nucleotídeo na extremidade 5' 

do RNA; (II) a formação da cauda de poli(A) pela adição de uma cauda de adenilatos na 
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porção 3'; e (III) um processamento denominado Splicing, no qual ocorre a remoção dos 

íntrons e o transporte para o citoplasma (figura 5) (STAATS, 2014).  

 

Figura 5 - Processo de splicing do RNAm em organismos eucariotos 

 

Fonte: Staats, 2014. 

 

 Em organismos eucarióticos, as reações de excisão de íntrons são realizadas 

pelos spliceossomos, que são um grande complexo de ribonucleoproteínas. Os RNAs 

nucleares pequenos (small nuclear RNAs, snRNAs) se associam com proteínas e dão 

origem aos pequenos complexos ribonucleoproteícos nucleares (snRNPs), denominados 

U1, U2, U4, U5, U6, U11 e U12. O spliceossomo estrutura-se sobre um íntron para que 

o splicing constitutivo ocorra; reconhece os sítios de splicing 5´e 3´ (nas sequências GU 
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na extremidade 5´ e AG na extremidade 3´) e recruta as snRNPs e fatores de splicing de 

acordo com a sequência deste íntron. No splicing alternativo, contrário do que ocorre no 

splicing constitutivo em que a sequência de RNAm é fiel ao gene, os íntrons do pré-

RNAm podem sofrer processamento, dando origem a uma ou mais isoformas. O 

splicing alternativo gera diversas formas de RNAm através de vários mecanismos 

distintos (figura 6), tais como, inclusão alternativa de éxon, utilização alternativa de 

sítio de splicing 3´ou 5´, retenção de íntron, exclusão de éxon, utilização alternativa de 

promotores ou de sítios de poli(A) (BARALLE; GIUDICE, 2017; MURPHY et al., 

2022).  

 

Figura 6 - Diversos mecanismos de splicing alternativo em precursores de RNAm 

 

Fonte: Staats, 2014 e GENOME, 2022). 

 

A importância do splicing alternativo é tão grande que os estudos referem que 

em aproximadamente 95% dos genes de mamíferos possa ocorrer splicing alternativo, 

sendo fundamental na homeostase celular, juntamente com a diferenciação de tecidos e 

órgãos. Variantes de splicing podem diversificar o proteoma, e cada gene pode originar 

diversas proteínas distintas, modificando a dinâmica celular (figura 7). Entretanto, a 

desregulação no splicing alternativo vem sendo documentada no câncer com impacto 
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importante nos oncogenes e genes supressores de tumor. Uma análise abrangente de 

8705 pacientes em 32 tipos de câncer revelou que os tumores exibem até 30% mais 

eventos de splicing alternativo em comparação com tecidos normais, e 

consequentemente mais proteínas aberrantes (KAHLES et al., 2018). Atualmente 

inibidores que têm como alvo o spliceossomo ou suas proteínas auxiliares estão sendo 

investigados como novas abordagens terapêuticas para o tratamento do câncer 

(MURPHY et al., 2022).  

 

Figura 7 - Variedade proteica originada de eventos de splicing alternativo 

 

Fonte: Site Genome, 2022. 
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3  OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivos  

Este projeto teve como objetivo principal caracterizar as isoformas das enzimas 

esteroidogênicas e de genes tumorigênicos no córtex adrenal de cães sem 

endocrinopatias e com endocrinopatia adrenal diagnosticada como Síndrome de 

Cushing ACTH-independente. 

 

 Para atingir este objetivo foram estabelecidos os seguintes objetivos específicos: 

 

a) Identificar se há diferentes loci do gene HSD3B na adrenal de cães; 

 

b) Identificar se há diferentes loci dos genes CYP11B1 e CYP11B2 na adrenal de 

cães; 

 

c) Identificar as isoformas dos genes STAR, CYP11A1, HSD3B, CYP17A1, 

CYP21A2 e CYP11B, que codificam as enzimas da cascata esteroidogênica no 

córtex adrenal de cães; 

 

d) Identificar as isoformas dos genes HSD3B e CYP11B nas zonas glomerulosa e 

fasciculada separadamente, e 

 

e) Identificar e avaliar o potencial codificante das isoformas dos genes SF-1, 

GNAS, PRKACA, PRKACB, PRKAR1A, PRKAR1B, TP53, MC2R, SOAT1 e 

CTNNB1. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DAS ISOFORMAS DAS ENZIMAS DA 

CASCATA ESTEROIDOGÊNICA NA GLÂNDULA ADRENAL DE CÃES 

As técnicas descritas nos itens de 4.1.1 a 4.1.6 descreveram a coleta e 

processamento de glândulas adrenais não tumorais de cães sem endocrinopatias. 

 

4.1.1 Coleta e armazenamento das amostras 

Para o desenvolvimento desta parte do projeto foram utilizadas glândulas 

adrenais de cães que foram a óbito ou eutanasiados no hospital veterinário da 

FMVZ/USP. Nenhum cão foi eutanasiado para este estudo, sendo utilizado apenas 

material sob concessão dos tutores e/ou diretoria do HOVET/FMVZ/USP (aprovado 

pela Comissão de Ética Hospitalar). Os experimentos aconteceram de acordo com as 

normativas da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/FMVZ, nº 4521290317). 

As adrenais foram obtidas durante a necropsia desses animais, em seguida foi 

retirado o tecido adiposo circundante, realizada uma incisão transversal para obtenção 

de um fragmento que contenha todas as camadas para posterior análise histológica. 

Outro fragmento foi dissecado sob microscópico óptico digital em aumento de 50X para 

a separação do córtex e medula, em seguida o fragmento cortical foi imerso e 

armazenado em nitrogênio até processamento para preparo do sequenciamento (figura 

8). 
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Figura 8 - Glândula adrenal de cão (A) secção transversal, (B) com o córtex contendo a zona glomerulosa 

(seta), zona fasciculada e reticular (asterisco), e a camada medular (M). Separação da camada cortical e 

medular com uso de bisturi (C e D). Aumento 50x. Barra: 400 µm. 

 

 

4.1.2  Coloração com Hematoxilina-Eosina (HE)  

A coloração com HE e avaliação histológica foi realizada para validação do 

grupo controle, em que as adrenais que compuseram esse grupo não continham lesões 

tumorais. Para que fossem realizadas as análises histológicas das glândulas adrenais, os 

fragmentos obtidos da incisão transversal foram fixados em solução de formol 4% 

tamponado em PBS por 24 horas. Em seguida iniciou-se a fase de inclusão, onde os 

tecidos foram mantidos em álcool 70% durante 1 hora, seguidos de fases de 

desidratação, onde foram utilizados álcool 80%, 90%, 100% (I) e 100% (II), por 1 hora 

cada. Após desidratação as amostras foram clareadas em Xilol (I e II), por uma hora 

cada; e embebidos em parafina pura (I e II) overnight e parafina de inclusão (III). Para a 



62 

 

 

confecção de lâminas foram realizados cortes de 5 µm de espessura nos blocos de 

parafina em micrótomo (Leica Microsystems RM2235). Os cortes foram imersos em 

banho maria 37°C e em seguida colocados em lâmina de vidro. 

As lâminas contendo os cortes foram desparafinizadas em Xilol (I e II), 

reidratadas na sequência de etanol absoluto I e II, 90% e 70%. As lâminas foram 

imersas em solução de hematoxilina por 1 a 3 minutos, seguida de lavagem em água 

corrente durante 5 minutos. Em seguida, os cortes foram imersos em coloração de 

eosina durante 5 a 7 minutos, seguida pela desidratação dos cortes em ordem crescente 

de etanol e fechamento das lâminas com lamínula e solução Entellan (Merck, 

Alemanha).  

 

4.1.3 Processamento das amostras pré e pós microdissecção de captura a 

laser 

As glândulas adrenais congeladas e mantidas em nitrogênio líquido foram 

colocadas em um suporte do criostato e incluídas em solução de glicóis (Optimal 

Cutting Temperature, O.C.T, Fisher HealthCare, Houston, EUA) solúvel em água, que 

em temperatura inferior a -10°C se solidifica, tornando possível a confecção das 

secções. O criostato foi refrigerado previamente a -25°C para realização dos cortes de 

10 a 15µm (Leica CM1850). Foram colocados 3 cortes sobre cada lâmina contendo 

membranas de 2µm livres de RNAse e DNAse (Pen-membrane slides, Leica 

Microsystems #11505189), seguido da coloração com azul de toluidina para que fosse 

possível a identificação das zonas do córtex adrenal. Para a coloração, as lâminas foram 

imersas em etanol 95% diluído em água DEPC e refrigerado a -20°C por 30 segundos, e 

então 10 gotas de azul de toluidina 1% diluída em água DEPC filtrada em filtro de 

seringa 0,22 µm foram adicionadas por 30 segundos. Retirado o excesso de corante por 

inversão das lâminas, estas foram imersas repetidas vezes em etanol 75% em água 

DEPC por 20 segundos para retirar o excesso de corante. O mesmo procedimento de 

imersão foi realizado em etanol 95% em água DEPC e etanol 100%. As lâminas foram 

mantidas sem lamínula, em gelo seco, até o transporte para o laboratório de 

microdissecção de captura a laser.    
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A técnica de microdissecção foi realizada no laboratório de Patologia Molecular 

LIM 22 da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo sob coordenação do 

Professor Dr. Chin Jia Lin. No microscópio de microdissecção a laser PALM 

Microbeam (Carl Zeiss, Alemanha) um feixe de laser foi programado com foco 80 e 

energia 80 para ablação fria do tecido, sem causar dano ou prejuízo do tecido e seu 

material genético. A zona glomerulosa, e posteriormente a zona fasciculada em 

conjunto com a zona reticular, foi delimitada e cortada pelo laser (figura 9). Em seguida 

um único tiro de laser foi utilizado para retirar o fragmento de tecido dissecado e lançar 

para a tampa de tubo de 1,5 mL invertido, contendo 10 µL de solução de lise.  
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Figura 9 - Secção transversal obtida de amostra de adrenal de cão criopreservada. 

 

Nota: Demonstração da área de demarcação para microdissecção (região superior da 

imagem) da zona fasciculada em conjunto com a zona reticular (ZF/ZR) e após captura 

do material (região inferior da imagem). Na fotomicrografia a zona glomerulosa (ZG) 

permanecia intacta para aplicação da técnica na sequência.  Aumento 200x. Barra: 100 

µm. 

 

Das glândulas adrenais que foram submetidas à microdissecção a laser, 

obtivemos amostras da zona glomerulosa e amostras das zonas fasciculada e reticular. O 

micro kit de extração de RNA total Ambion® RNAqueous® (Thermofisher, AM 1931, 

EUA) foi projetado para isolar RNA de amostras em microescala e recuperar o material 

genético de amostras obtidas de tecido microdissecado. O procedimento começa lisando 

a amostra em 100 µL (adicionados 90 µL para somar aos 10 µL adicionados 

previamente na tampa, no processo de captura) de uma solução de lise contendo 
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tiocianato de guanidínio, um forte agente que rompe rapidamente as membranas e 

inativa rapidamente as ribonucleases. O material foi homogeneizado no vórtex 

brevemente e centrifugado brevemente a 10000 x g, a amostra foi incubada por 30 

minutos à 42°C. A solução contendo o lisado foi acrescida de 3 µL do aditivo 

denominado LCM e passado vigorosamente no vórtex e centrifugada brevemente a 

10000 x g. Na sequência, 129 µL foram adicionados à mistura para recuperar espécies 

de RNA grandes e pequenas, seguida de homogeneização por pipetagem suave.  O tubo 

contendo o microfiltro de sílica foi umedecido com solução de lise e centrifugado 

conforme descrito pelo fabricante, antes de colocar a mistura contendo a amostra. A 

solução contendo o lisado foi adicionada no microfiltro, fechada a tampa e centrifugada 

por 1 minuto a 10000 x g para ligar o RNA no filtro. Foi adicionado 180 µL da solução 

de lavagem 1 ao filtro e novamente submetida a amostra à centrifugação por 1 minuto a 

10000 x g. A lavagem foi repetida outras duas vezes com a solução 2/3. O tubo coletor 

destas soluções foi dispensado e o microfiltro contendo o RNA de interesse passado 

para um tubo de 1,5 mL. O material foi eluido em 14 µL da solução de eluição pré-

aquecida à 95°C aplicado no centro do microfiltro. Após 5 minutos à temperatura 

ambiente, o conjunto foi centrifugado por 1 minuto a 10000 x g. O RNA total obtido de 

cada amostra foi armazenado à -80°C. 

 

4.1.4 Extração de RNA total tecidual, quantificação e controle de 

qualidade do RNA 

O córtex adrenal dissecado e mantido em nitrogênio líquido como descrito no 

item 4.1.1 foi processado para extração de RNA total com o RNeasy Micro kit (Qiagen, 

EUA). Foram adicionados a cada tubo 350 µL do tampão de lise RLT contendo 

guanidina, em seguida com auxílio de uma tesoura fina o tecido foi cortado em 

minúsculos pedaços para facilitar a liberação do material genético de dentro das células. 

O lisado foi centrifugado durante 3 minutos a 12000 x g. Cuidadosamente o 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL. Foi adicionado 350 µL de 

etanol 70% ao lisado e homogeneizado por pipetagem. A amostra foi transferida para a 

coluna com membrana de sílica acopladas a tubos coletores de 2 ml e centrifugadas 

durante 15 segundos à 8000 x g. O RNA foi ligado à membrana da coluna e o líquido 
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no tubo coletor contendo possíveis proteínas foi dispensado. Em seguida foram 

adicionados à coluna 350 µL de tampão de lavagem da membrana RW1 que foi 

submetida a nova centrifugação durante 15 segundos à 8000 x g. Na sequência foi 

trocado o tubo coletor e adicionado 500 µL de tampão RPE acrescido de etanol para 

concentração do ácido nucleico na membrana e novamente ocorreu centrifugação 

durante15 segundos à 8000 x g.  O líquido no tubo coletor foi desprezado e 500 µL de 

etanol 100% foram adicionados à coluna, que foi novamente submetida à centrifugação 

durante 2 minutos à 8000 x g. A coluna foi sobreposta em novo tubo de 1,5 mL, 

adicionados 30 µL de água deionizada livre de RNases e submetida à centrifugação 

durante 1 minuto à 12000 x g para eluição do RNA ligado à membrana.  

Para quantificar e analisar a qualidade do RNA total extraído das amostras 

microdissecadas no item 4.1.2 e neste item a partir do córtex adrenal, foi utilizado o kit 

Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, EUA). A técnica utiliza chips para separação 

dos ácidos nucleicos e se baseia no método de eletroforese, a fluorescência emitida 

pelas bandas de RNA são registradas, os resultados são plotados em gráfico do 

software. Antes de colocar as amostras na placa, é necessário preparar o gel de leitura 

das bandas (RNA 6000 pico gel matrix), aplica-se em cada reservatório do chip, 9 µL 

do gel de poliacrilamida com o intercalador fluorescente (RNA 6000 pico dye 

concentrate). No chip foi aplicado 1 µL da amostra homogeneizada com marcador de 

corrida 5 µL nos poços correspondentes a amostras, em 1 poço 1 µL do ladder 

fornecido no kit e 1 poço 1 µL do controle negativo. O resultado desta eletroforese 

capilar em gel com detecção de fluorescência induzida a laser no aparelho de leitura 

Agilent 2100 Bioanalyzer Instrument utiliza um software (2100 Expert Software) que 

quantifica e calcula a concentração em pg/µL e analisa a integridade do RNA. O 

software fornece um gráfico obtido do calibrador que apresenta sete picos das bandas de 

RNA controle (gráfico 1A). E gráficos de resultados das quantificações das amostras 

com dois picos referentes às bandas 18S e 28S do RNA, sendo fundamental para 

determinação da integridade do RNA e cálculo do RIN (RNA integrity number) como 

demonstrado no gráfico 1B. O RIN é um valor de qualidade do RNA que varia de 1 

(completamente degradado) a 10 (RNA altamente intacto).  
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Nas amostras de extração de RNA total a partir do córtex adrenal a qualidade 

também foi checada pela corrida em gel de agarose 2% corado com SyberSafe Gold 

(S11494, ThermoFischer, EUA).  

 

Gráfico 1 - Resultado de análise do software 2100 Expert do Agilent 2100 Bioanalyzer, demonstração do 
ladder utilizado como calibrador (A), e gráfico representativo evidenciando alta qualidade do RNA total, 
com identificação dos picos referentes às bandas 18S e 28S. 
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4.1.5 Preparo de biblioteca e sequenciamento em sistema PacBio 

O preparo das bibliotecas Iso-Seq SMRTbell foram realizadas conforme 

recomendado pelo fabricante (Pacific Biosciences, EUA). A recomendação do 

fabricante é utilizar RNA total, cujo RIN seja superior a 7 e tenha concentração superior 

a 300ng/µL. A partir das amostras de RNA foi sintetizado o cDNA utilizando o módulo 

de síntese e amplificação do cDNA NEBNext Single Cell/Low Input cDNA 

(NEB#E6421L, EUA) que usa um primer oligodT modificado e tecnologia para 

produzir transcritos reversos de comprimento total poliadenilados. Para a transcrição 

reversa o protocolo iniciou-se pela adição de 200ng de RNA total e água deionizada 

livre de RNases para um volume final de 7 µL em microtubo estéril. Em seguida para 

cada amostra adicionou-se 2 µL de NEBNext Single Cell RT Primer Mix para 

anelamento dos primers ao RNA, homogeneizado por pipetagem suave dez vezes, e 

centrifugado brevemente. A mistura foi incubada por 5 minutos à 70ºC em 

termociclador com a tampa do aparelho aquecida à 105ºC.  Após a última incubação 

adicionou-se à solução 5 µL de NEBNext Single Cell RT Buffer, 1 µL NEBNext 

Template Switching Oligo, 2 µL de NEBNext Single Cell RT Enzyme Mix e 3 µL de 

água deionizada livre de RNases. A mistura foi homogeneizada por pipetagem suave e 

centrifugada brevemente. As reações foram incubadas no termociclador à 42ºC durante 

90 minutos, em seguida à 70ºC durante 10 minutos e então mantido à 4ºC. Para a 

amplificação do cDNA pelo termociclador foram adicionados 50 µL de NEBNext 

Single Cell cDNA PCR Master Mix, 2 µL de NEBNext Single Cell cDNA Primer, 0,5ul 

µL de tampão NEBNext Cell lysis e 27,5 µL de água deionizada livre de RNases. A 

mistura foi incubada no termociclador com uma programação de denaturação à 98ºC 

por 45 segundos, seguido de 10 ciclos de denaturação à 98ºC por 10 segundos, 

anelamento à 62ºC por 15 segundos, extensão à 65ºC por 3 minutos, e um ciclo de 

extensão final à 65ºC por 5 minutos, depois manutenção à 4ºC. Na sequência uma etapa 

de remoção das impurezas foi seguida de acordo com instruções do fabricante, sendo 

adicionado 60 µL das beads magnéticas em cada amostra, passado no vórtex 5 segundos 

e centrifugado brevemente, e então, incubada por 5 minutos à temperatura ambiente. 

Em seguida, os tubos foram posicionados na rack magnética e mantidos em repouso 
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para promover a captura das beads no imã da rack por 5 minutos. O líquido com as 

amostras foi removido com auxílio de pipetas.  

O sequenciamento foi realizado em colaboração com o Instituto Icahn de 

Ciência de Dados e Tecnologia Genômica da Escola de Medicina Icahn no Monte Sinai 

(NY, EUA) sob a coordenação da Dra Nancy Francoeur. Para o preparo das bibliotecas 

foi utilizado o kit SMRTbell Express Template preparation v2.0 (Pacific Biosciences, 

101-685-400), onde o cDNA de cada amostra foi tratado com uma mistura de enzimas 

para reparação de danos de DNA, seguido de uma reação de reparação final. Em 

seguida os barcodes ligados aos adaptadores SMRTbell foram ligados em cada amostra. 

Esta estratégia objetiva otimizar o uso das SMRTcells, sendo realizado um pool de 3 

amostras para cada SMRTcell, de forma que na etapa de análise bioinformática fosse 

possível identificar os diferentes animais. Na sequência, as amostras foram purificadas 

utilizando o 0,6 AMPure PB beads para remover os pequenos fragmentos e o excesso de 

reagentes. As bibliotecas SMRTbell foram tratadas com o kit SMRTbell Enzyme Clean 

UP para remover as fitas molde não ligadas. Em seguida as bibliotecas foram aneladas 

aos primers sequenciadores denominados v4 e ligados a polimerase 3.0 antes de serem 

sequenciados em duas SMRTcells 8M no sistema Sequel II com vídeo de 30 horas.  

 

4.1.6 Bioinformática dos dados de Iso-Seq dos córtex de adrenais de cães 

As montagens do transcriptoma foram realizadas pelo Laboratório Central de 

Tecnologias de Alto Desempenho (LaCTAD) da Unicamp. Os arquivos resultantes do 

sequenciamento de long reads no sistema PacBio (Iso-Seq) foram pré-processados no 

software Iso-Seq v3 disponibilizado pela empresa Pacific Biosciences 

(https://github.com/PacificBiosciences/IsoSeq). O Iso-Seq v3 contém ferramentas mais 

recentes para identificar transcritos em dados de sequenciamento de molécula única da 

PacBio, nela cada sequência circular consenso (ccs) foi processada para gerar uma 

sequência representativa linear. Com a ferramenta ‘Lima’ na etapa de remoção dos 

primers e demultiplex foram retiradas as sequências de primers e os barcodes que 

identificavam cada amostra. Nesta etapa foi possível identificar as sequências de 

transcritos completos (full-lengh) por possuírem a cauda poliA. Com a ferramenta 

‘Trimming’ e ‘Identification’ foi realizado o refinamento no qual a cauda poliA das 
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sequências é removida e são descartados os concatâmeros (repetições em tandem que 

podem ser geradas durante a preparação das bibliotecas).  

Com as ferramentas ‘Alignment’ e ‘Cluster’ as sequências resultados foram 

agrupadas para gerar um consenso por transcrito e avaliada a qualidade do consenso. 

Com auxílio do software Minimap2 (LI, 2018) os transcritos de cada amostra foram 

mapeados no genoma de referência ROS_CFam_1.0 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_014441545.1/), último genoma 

sequenciado em 2020 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_014441545.1/). 

Os arquivos de mapeamento foram ordenados no software SAMtools 

(DANECEK et al., 2021), inicialmente foram convertidos de formato “sam” para “bam” 

e ordenação das sequências mapeadas. Utilizando as sequências mapeadas e os arquivos 

agrupados de alta qualidade, foi utilizado o script ‘collapse_isoforms_by_sam.py` do 

pacote Cupcake (https://github.com/Magdoll/cDNA_Cupcake/wiki) para colapsar 

isoformas idênticas e agrupar isoformas pertencentes ao mesmo locus. A partir deste 

arquivo foi possível obter a abundância de cada isoforma, e para isso foi utilizado o 

script `get_abundance_post_collapse.py` do pacote Cupcake. Como o kit SMARTer 

cDNA utilizado para criar o cDNA full-length não faz o 5’ cap trap, é possível que a 

degradação do RNA produza transcritos com um 5’ que não é verdadeiro. Observando a 

estrutura de algumas isoformas de um mesmo locus constatou-se que foram geradas 

isoformas curtas que têm a mesma estrutura de éxons da versão completa, porém sem 

alguns éxons do 5’. Como esses casos têm mais chance de ser produto da degradação do 

que algo com significado biológico, foi realizado um filtro para retirar essas isoformas 

utilizado o script `filter_away_subset.py` do pacote Cupcake. As isoformas 

identificadas foram comparadas com a anotação do genoma de referência utilizando o 

software SQANTI3 (TARDAGUILA et al., 2018). 

O software SQANTI3 categoriza cada isoformas de acordo com a transcrição de 

referência (figura 10), classificando em 1) Full Splice Match (FSM) significa que as 

isoformas encontradas e a de referência tem o mesmo número de exons e há 

concordância em cada junção entre exons, 2) Incomplete Splice Match (ISM) são as 

isoformas que faltam exons na extremidade 5´quando comparadas ao gene de 

referência, mas  há concordância em cada junção entre exons, 3) Novel In Catalog 

(NIC) são novas isoformas com novas combinações de sítios de splice conhecidos, 4) 
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Novel Not in Catalog (NNC) quando as isoformas de consulta não tem uma 

correspondência com outros anteriores, como FSM e ISM, mas tem um sítio splice não 

anotado, 5) Antisense é a isoforma que não tem sobreposição de um gene de referência 

da mesma fita, mas é antisense para um gene anotado, 6) Genic Íntron é quando a 

isoforma está completamente contida em um íntron anotado, 7) Genic Genomic quando 

a isoforma se sobrepõe com íntrons e exons, e 8) Intergenic quando a isoforma está na 

região intergênica.  

 

Figura 10 - Disposição esquemática dos exons de um exemplo de gene de referência e a classificação de 

diferentes isoformas 

 

Fonte: SQANTI3, 2022. 

 

4.1.7 Bioinformática dos dados de RNA-seq obtidos do repositório público 

Sequence Read Archive 

Uma avaliação complementar foi realizada para a análise de possíveis variantes 

de splicing alternativo da CYP11B a partir de dados de RNAseq de córtex das 

glândulas adrenais de cães depositados em repositório público denominado Sequence 

Read Archive (SRA, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/). Foram utilizados 6 

sequenciamentos de adrenais SRR2157171, SRR2157170, SRR2157166, SRR2157167, 

SRR3727705 e SRR5889312. Os dados brutos obtidos foram submetidos à avaliação 

com o software FASTQC para análise de qualidade, com a ferramenta fastp os 
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adaptadores e reads de baixa qualidade foram removidos. O mapeador STAR foi 

utilizado para alinhar os reads com o genoma canino de referência, na sequência a 

reconstrução dos transcritos foi realizado com a ferramenta Scallop (DOBIN et al., 

2013; SHAO; KINGSFORD, 2017). Além da procura por isoenzimas e isoformas dos 

genes em estudo a partir da recuperação das sequências utilizando dados de RNA-seq 

submetidos no SRA, também buscamos por estas informações nos dados de 

sequenciamento de 26 tecidos de cães anotados (BÉGUEC et al., 2018). No final das 

reconstruções as isoformas encontradas foram analisadas pelo CPC2 quanto às suas 

Open Reading Frames (ORFs) para determinar o potencial codificante das sequências 

obtidas (KANG et al., 2017). 

 

4.2 PESQUISA DE VARIANTES DE SPLICING EM CARCINOMAS 

ADRENOCORTICAIS DE CÃES 

A técnica descrita no item 4.2.1 descreve a coleta e processamento de glândulas 

adrenais tumorais de cães com SC ACTH-independente. 

 

4.2.1 Caracterização dos pacientes e bioinformática dos dados de Iso-Seq  

Foram coletados fragmentos dos tumores adrenais de pacientes com Síndrome 

de Cushing ACTH-independente e imediatamente congelados em nitrogênio líquido até 

a extração de RNA total de acordo com o protocolo descrito no item 4.1.3 Dados de 

resenha, anamnese e diagnóstico compatíveis com Síndrome de Cushing ACTH-

independente foram apresentados nos resultados. O diagnóstico definitivo anátomo-

patológico de carcinoma adrenocortical foi dado pela avaliação histológica e 

complementada pela imuno-histoquímica. A construção de bibliotecas, sequenciamento 

e análise bioinformática seguiram os mesmos protocolos da parte 1 do projeto, descritos 

no item 4.1.4 e 4.1.5. 
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5    Resultados  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DAS ISOFORMAS DAS ENZIMAS DA 

CASCATA ESTEROIDOGÊNICA ADRENAL 

 

5.1.1 Coleta de glândulas adrenais e controle de qualidade 

Para o desenvolvimento desta fase do estudo foram coletadas glândulas adrenais 

de 8 cães. As informações relacionadas ao tempo entre o óbito e liberação para coleta 

das amostras, informações de identificação dos pacientes, bem como a causa do óbito 

foram apresentadas no quadro 2.  
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Quadro 2 - Dados de resenha dos cães, causa do óbito e tempo entre o óbito e coleta das amostras (n=8). 

Identificação Sexo Raça Idade 

(anos) 

Óbito Tempo de liberação 

para coleta 

#1 M Teckel 16 Eutanásia (doença 

de base 

desconhecida) 

3 horas 

#2 M Lhasa 

Apso 

15 Doença renal 

crônica 

4 horas 

#3 F SRD 7 Convulsões 40 minutos 

#4 F Collie 11 Eutanásia (doença 

de base 

desconhecida) 

2 horas 

#5 M Poodle 14 Doença renal 

crônica 

30 minutos 

#6 F Shih 

Tzu 

15 Neoplasia 

cerebral/Convulsões 

4 horas 

#7 M SRD 8 Atropelamento 45 minutos 

#8 M Cocker 10 Eutanásia (doença 

de base 

desconhecida) 

1 hora 

Legenda: sem raça definida (SRD).  

 

A coleta das glândulas adrenais foi realizada por incisão paracostal. As 

glândulas foram retiradas e imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e um 

fragmento colocado em formol tamponado 4% para posterior análise microscópica. A 

avaliação das amostras #1, #2, #4 e #6 evidenciaram que o tempo entre o óbito e a 
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liberação para coleta interfiram na qualidade da amostra, visto que no gel de agarose 2% 

o RNA apresentava um padrão conhecido como “arraste”, mostrando moderado grau de 

degradação, embora a determinação das relações à densidade óptica de 260/280nm 

estivessem excelentes entre 1,8 a 2,0. Portanto, estas amostras foram excluídas da 

avaliação molecular e não foram enviadas para sequenciamento. A qualidade da 

integridade do RNA (RIN) e as concentrações (pg/µL) das amostras #3, #5, #7 e #8 que 

foram enviadas para sequenciamento, foram determinadas pelo Bioanalyzer e estão 

apresentadas na tabela 1.  As amostras #5, #7 e #8 foram processadas no criostato e 

posteriormente microdissecadas, entretanto, pela concentração e qualidade do RNA 

extraído a partir desta técnica, apenas a amostra #8 microdissecada seguiu para 

sequenciamento.  A amostra #8 após microdissecção gerou 2 amostras para 

sequenciamento, uma denominada zona glomerulosa (ZG) e outra denominada zona 

fasciculada e zona reticular (ZF/R). 
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Tabela 1- Concentrações e qualidade do RNAt do córtex adrenal utilizado no sequenciamento Iso-Seq. 

Amostra Concentração (pg/µL) RIN 

ZG 421 6,5 

ZF/R 887 6,7 

#3 1501 7,7 

#5 1114 9,5 

#7 1155 8,8 

#8 1298 9,6 

Legenda: RNA Integrity Number (RIN) 

 

5.1.2 Dados de Iso-Seq das enzimas da cascata esteroidogênica  

Os transcriptomas das 6 amostras do córtex de adrenais sem endocrinopatias 

foram sequenciados e analisados na plataforma Sequel II da PacBio para capturar com 

precisão as sequências completas e variantes de splicing. Com o SMRT obteve-se um 

total de 66.733 transcritos de alta qualidade. Pela análise de bioinformática foram 

identificados 16.668 genes e 50.065 isoformas nas amostras #3, #5, #7 e #8. Dentre os 

16.668 genes, 11.881 já foram anotados no genoma canino e 4.787 são novos genes. 

Aproximadamente 51% dos genes produzem uma única isoforma, 23% 2 a 3 isoformas, 

11% de 4 a 5 isoformas e 14% fazem splicing alternativo e produzem 6 ou mais 

isoformas por gene (gráfico 2).  
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Gráfico 2 - Número de isoformas do córtex adrenal de cães por gene. 

 

 

 

As 50.065 isoformas identificadas nesta etapa do estudo foram mapeadas com 

genoma canino ROS_Cfam_1.0 de 2020. De acordo com as categorias das isoformas 

tivemos um total de 34,8% de isoformas do tipo Full Splice Match (FSM, combina 

perfeitamente com transcritos conhecidos), 16,07% Incomplete Splice Match (ISM, 

combina parcialmente com transcritos conhecidos: falta exon), 16,58% de Novel In 

Catalog (NIC, são novas isoformas com novas combinações de sítios de splice 

conhecidos), 20,14% de Novel Not in Catalog (NNC, tem um sítio splice não anotado), 

1,53 % de  Genic Genomic, 1,88 % de  Antisense, 0,96% Fusion, 8,04% de Intergenic e 

nenhuma Genic Intron. No gráfico 3 podemos observar a estrutura das isoformas, a 

distribuição das isoformas de acordo com as categorias descritas e a predição do 

potencial codificante, sendo que as isoformas da categoria FSM, ISM, NIC, NNC e 

genes de fusão tem alto potencial codificante.  
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Gráfico 3 - Ilustração da estrutura das isoformas (A). Distribuição das isoformas das adrenais de cães de 
acordo com as categorias descritas e a predição do potencial codificante (B) (cores claras representam 
isoformas não codificantes e cores escuras isoformas codificantes). 

 

 

 No gráfico 4 foram plotadas a distribuição de todas as isoformas obtidas por Iso-

Seq de acordo com seus sítios de splicing conhecidos (canonical) e não conhecidos 

(non-canonical). Desta forma, temos 1%, 0,6%, 0,8%, 24,8% de sítios de splicing não 

canônicos nas categorias, FSM, ISM, NIC e NNC, respectivamente. Nas demais 
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categorias temos 63,5%, 47,0%, 8,2% e 44,6% nas categorias Genic Genomic, 

Antisense, Fusion e Intergenic, respectivamente.  

 

Gráfico 4 - Distribuição das isoformas das glândulas adrenais de cães pelos sítios de splicing canônicos e 
não canônicos. 

 

 

 Os resultados do sequenciamento Iso-Seq das isoformas das enzimas da cascata 

esteroidogênica são apresentados nas figuras de 13 a 18. Neste estudo foi observado que 

a enzima STAR tem 178 variantes de splicing, a CYP11A1 tem 33, a HSD3B tem 22, a 

CYP17A1 tem 74 e a CYP21A2 tem 48 (quadro 3). 
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Quadro 3 - Loci dos genes que codificam enzimas da cascata esteroidogênica da adrenal de cães e número 
de isoformas de cada um.  

Gene Cromossomo Localização n° de isoformas 

STAR 16 NC_051820.1 (29225542..29230211) 178 

CYP11A1 30 NC_051834.1 (37680903..37692929) 33 

HSD3B 17 NC_051821.1 (57425539..57433679) 22 

CYP17A1 28 NC_051832.1 (15766953..15772955) 74 

CYP21A2 12 NC_051816.1 (1592467..1595553) 48 

 

Nas figuras de 11 a 16 foram apresentadas as sequências gênicas e possíveis 

isoformas das enzimas da cascata esteroidogênica de humanos, de acordo com o último 

sequenciamento GRCh38.p14 publicado em fevereiro de 2022 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000001405.40/). Em humanos há 

inúmeros genes com isoformas, entretanto, especificamente as enzimas da cascata 

esteroidogênica possuem poucas ou nenhuma isoforma. Já no genoma de cães nenhuma 

isoforma foi anotada até o momento. Há isoformas preditas automaticamente pelo 

sistema Gnomon do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/assets/genome/files 

/Gnomon-description.pdf), mas nenhuma gerada a partir de estudos de sequenciamento 

ou validadas, por este motivo, não foram apresentadas nas figuras de 11 a 18.  

 Na figura 11 foi demonstrado que no genoma humano e de cães não foi anotada 

nenhuma isoforma para o gene STAR (figura 13A e 13B). Os resultados obtidos do 

sequenciamento Iso-Seq mostraram 178 isoformas do gene STAR, sendo 8 da categoria 

FSM, 1 gênica, 22 NIC e 147 NNC (figura 11C).  
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Figura 11 - Locus do gene STAR em humanos com apenas 1 transcrito (A, seta vermelha). Locus do gene 
STAR em cães com apenas 1 transcrito (B, seta vermelha). Representação parcial das 178 variantes de 
splicing do gene STAR a partir do Iso-Seq de glândulas adrenais de cães (C).  
 

 

 

Na figura 12 está demonstrado que no genoma humano há 1 isoforma do gene 

CYP11A1 (figura 12A). Em cães não foi anotada nenhuma isoforma para o gene 

CYP11A1 (figura 12B). Os resultados obtidos do sequenciamento Iso-Seq mostraram 

33 isoformas do gene CYP11A1, sendo 1 da categoria FSM, 1 ISM, 5 NIC e 26 NNC 

(figura 12C).  
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Figura 12 - Locus do gene CYP11A1 em humanos com 2 transcritos (A, setas vermelhas). Locus do gene 
CYP11A1 em cães com apenas 1 transcrito (B, seta vermelha). Representação parcial das 33 variantes de 
splicing do gene CYP11A1 a partir do Iso-Seq de glândulas adrenais de cães (C).  
 

 

 

Na figura 13A estão representados os loci do gene HSD3B1 e do gene HSD3B2 

em humanos, evidenciando que há dois genes que produzem isoenzimas. Há 1 isoforma 

prevista para cada gene.  Já na figura 13B foi demonstrado que há apenas 1 gene que 

codifica a enzima 3b-hidroesteroide desidrogenase em cães, até então denominado de 

HSD3B2, entretanto, não há o gene HSD3B1 nesta espécie. No presente estudo foi 

possível identificar 22 isoformas do gene HSD3B, sendo 1 FSM, 1 isoforma de fusão, 3 

ISM, 4 NIC e 13 NNC (figura 13C). 
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Figura 13 - Loci dos genes HSD3B1 e HSD3B2 em humanos com 2 transcritos cada (A, setas vermelhas). 
Locus do gene HSD3B em cães com apenas 1 transcrito (B, seta vermelha). Identificação das 22 variantes 
de splicing do gene HSD3B a partir do Iso-Seq de glândulas adrenais de cães (C).  
 

 

 

Na figura 14 está demonstrado que no genoma humano há 1 isoforma do gene 

CYP17A1 (figura 14A). Em cães não foi anotada nenhuma isoforma para o gene 

CYP17A1 (figura 14B). Os resultados obtidos do sequenciamento Iso-Seq mostraram 
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74 isoformas do gene CYP17A1, sendo 4 da categoria FSM, 16 NIC e 54 NNC (figura 

14C).  

 

Figura 14 - Locus do gene CYP17A1 em humanos com 2 transcritos (A, setas vermelhas). Locus do gene 
CYP17A1 em cães com apenas 1 transcrito (B, seta vermelha). Representação parcial das 74 variantes de 
splicing do gene CYP17A1 a partir do Iso-Seq de glândulas adrenais de cães (C).  
 

 

 

Na figura 15 está demonstrado que no genoma humano há 3 isoformas do gene 

CYP21A2 (figura 15A). Em cães não foi anotada nenhuma isoforma para o gene 

CYP21A2 (figura 15B). Os resultados obtidos do sequenciamento Iso-Seq mostraram 

48 isoformas do gene CYP21A2, sendo 3 da categoria FSM, 4 ISM, 2 gênico, 1 

intergênico, 31 NIC e 8 NNC (figura 15C).  
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Figura 15 - Locus do gene CYP21A2 em humanos com 4 transcritos (A, setas vermelhas). Locus do gene 
CYP21A2 em cães com apenas 1 transcrito (B, seta vermelha). Representação parcial das 48 variantes de 
splicing do gene CYP21A2 a partir do Iso-Seq de glândulas adrenais de cães (C).  

 

 

 

Não foi possível pelo método Iso-Seq identificar isoformas representativas para 

o gene CYP11B como demonstrado na figura 16.  
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Figura 16 - Locus do gene CYP11B demonstrando falha na identificação das isoformas a partir do Iso-
Seq de glândulas adrenais de cães.  
 

 

 

Baseado no relatório gerado pela análise realizada pelo software SQANTI3 foi 

possível determinar quais eram as sequências potencialmente codificantes e não 

codificantes pela análise de suas Open Reading Frames (ORFs), ou seja, as sequências 

compreendidas entre um códon de início da tradução e um códon de terminação. Outra 

avaliação importante de qualidade é o mecanismo denominado nonsense mediated 

decay (NMD) que rapidamente retira transcritos anômalos que poderiam danificar a 

célula. Este mecanismo funciona como um controle de qualidade genética e representa 

uma importante via de regulação de transcritos. Desta forma, os resultados foram 

filtrados pelo controle de qualidade NMD e infere-se alta probabilidade de serem 

verdadeiras 96 isoformas dentre as 178 descritas do gene STAR, 11 isoformas 

verdadeiras de 33 descritas do gene CYP11A1, 1 isoforma verdadeira de 22 descritas do 

gene HSD3B, 14 isoformas verdadeiras de 74 descritas do gene CYP17A1, e 14 

isoformas verdadeiras de 48 descritas do gene CYP21A2 (quadro 4).   
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Quadro 4 - Potencial codificante e controle de qualidade NMD das isoformas da cascata esteroidogênica 
adrenal de cães.  

Gene Categoria 

da 

isoforma 

n° de 

isoformas/categoria 

Codificante/não 

codificante 

NMD (isoformas 

verdadeira/falsa) 

STAR FSM 8 8 codificantes 8 falsas 

 Gênica 1 1 codificante 1 falsa 

 NIC 22 22 codificantes 12 verdadeiras/10 

falsas 

 NNC 147 143 codificantes/4 

não codificantes 

84 verdadeiras/63 

falsas 

CYP11A1 FSM 1 1 codificante 1 falsa 

 ISM 1 1 codificante 1 falsa 

 NIC 5 5 codificantes 4 verdadeiras/ 1 

falsa 

 NNC 26 25 codificantes/1 

não codificante 

7 verdadeiras/19 

falsas 

HSD3B FSM 1 1 codificante 1 falsa 

 ISM 3 3 codificantes 3 falsas 

 Fusão 1 1 codificante 1 falsa 

 NIC 4 4 codificantes 4 falsas 

 NNC 13 13 codificantes 1 verdadeira/12 

falsas 

CYP17A1 FSM 4 4 codificantes 4 falsas 

 NIC 16 16 codificantes 4 verdadeiras/12 
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falsas 

 NNC 54 54 codificantes 10 verdadeiras/44 

falsas 

CYP21A2 FSM 3 3 codificantes 3 falsas 

 ISM 4 4 codificantes 4 falsas 

 NIC 31 31 codificantes 11 verdadeiras/20 

falsas 

 Intergênico 1 1 não codificante 1 falsa 

 NNC 8 8 codificantes 3 verdadeiras/5 

falsas 

Legenda: FSM: Full Splice Match. ISM: Incomplete Splice Match. NIC: Novel In 

Catalog. NNC: Novel Not in Catalog. NMD: nonsense mediated decay. 

 

 O resultado da microdissecção da zona glomerulosa e zona fasciculada/zona 

reticular da amostra #8 está apresentado na figura 17 e tabela 2. Na figura 17A observa-

se que a abrangência total do sequenciamento da ZG e ZF/ZR após microdissecção foi 

inferior ao sequenciamento de córtex total. Como esperado pela menor abrangência e 

resultado já demonstrado na figura 16, não houve sequenciamento da isoformas 

CYP11B por esta técnica na ZG e ZF/ZR. Na figura 17C foi demonstrado que houve 

alguma contaminação por células da ZF/ZR na microdissecção da ZG, interferindo nos 

resultados.  
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Figura 17 - Abrangência do sequenciamento de córtex total de 4 amostras de glândulas adrenais de cães 
(A). Locus do gene CYP11B demonstrando falha na identificação das isoformas a partir do Iso-Seq nas 
amostras de córtex total, ZG e ZF/ZR (B). Locus do gene CYP17A1 mostrando contaminação das células 
da ZF/ZR na microdissecção da ZG (C). 
 

 

 

5.1.3 Dados de RNA-seq da CYP11B obtidos do repositório público 

Sequence Read Archive 
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Após aplicar a pipeline de bioinformática que envolve o download das 

bibliotecas, controle de qualidade de reads, mapeamento no genoma de Canis lupus 

familiaris e reconstrução de transcritos, fomos capazes de identificar 103.448 

transcritos. A partir dos dados de RNA-seq foi possível identificar as isoformas da 

CYP11B. Não foi encontrado outro locus da CYP11B (figura 18B), previamente 

chamada de CYP11B2 em cães, além da previamente descrita no cromossomo 13 

(NC_051817.1 (37342302..37352691)). Em humanos há a CYP11B1 com 1 isoforma 

descrita e a CYP11B2 (figura 18A). A reconstrução realizada por nós identificou 14 

diferentes isoformas da CYP11B. Entretanto, apenas 7 isoformas com potencial 

codificante (figura 18C), sendo 2 potencialmente verdadeiras pela avaliação de 

qualidade NMD (quadro 5).   

 

Figura 18 - Loci dos genes CYP11B1 e CYP11B2 em humanos (A, setas vermelhas). Locus do gene 
CYP11B em cães com apenas 1 transcrito (B, seta vermelha). Identificação das 7 variantes de splicing do 
gene CYP11B a partir do RNA-se de glândulas adrenais de cães (C).  
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Quadro 5 - Potencial codificante e controle de qualidade NMD da CYP11B da adrenal de cães.  

Gene Categoria 

da 

isoforma 

n° de 

isoformas/categoria 

Codificante/não 

codificante 

NMD (isoformas 

verdadeira/falsa) 

CYP11B Fusão 5 5 codificantes 1 verdadeira/4 

falsas 

 NIC 1 1 codificante 1 verdadeira 

 NNC 1 1 codificante 1 falsa 

Legenda: NIC: Novel In Catalog. NNC: Novel Not in Catalog. NMD: nonsense 

mediated decay. 

 

5.2 VARIANTES DE SPLICING EM CARCINOMAS ADRENOCORTICAIS DE 

CÃES 

5.2.1 Caracterização dos pacientes com síndrome de Cushing ACTH-

independente 

O sequenciamento de três carcinomas adrenocorticais de paciente com 

hipercortisolismo ACTH-independente foram realizados na busca de isoformas de genes 

frequentemente estudados na tumorigênese adrenal. A paciente 1 era da espécie canina, 

fêmea, Lhasa Apso, 8 anos de idade, 11kg, não castrada, apresentava como queixas 

principais poliúria, polidipsia e polifagia com início nos 3 últimos meses. As principais 

alterações laboratoriais iniciais eram trombocitose, hipercolesterolemia discreta, 

aumento na atividade das enzimas hepáticas alanina aminotransferase e fosfatase 

alcalina. No teste de supressão com baixa dose de dexametasona não houve supressão 

dos níveis séricos de cortisol após 8 horas, em conjunto com os níveis supressos da 

concentração plasmática basal do ACTH endógeno e a imagem ultrassonográfica, 

corroboraram para o diagnóstico de Síndrome de Cushing ACTH-independente (tabela 
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2 e quadro 6). A paciente foi tratada com trilostano para controle da hipercortisolemia e 

encaminhada para adrenalectomia direita. A tomografia pré cirúrgica foi apresentada 

nas figuras 19 e 20. A paciente 2 era da espécie canina, fêmea, Shih Tzu, 8 anos, 7kg, 

castrada, foi ao atendimento veterinário devido episódios eméticos esporádicos, sem 

outras alterações relatadas em anamnese. Nos exames complementares identificado 

aumento bilateral de adrenais em ultrassonografia abdominal (figura 21) e aumento na 

atividade de enzimas hepáticas fosfatase alcalina e alanina aminotransferase. No teste de 

supressão com baixa dose de dexametasona não houve supressão dos níveis séricos de 

cortisol após 8 horas, em conjunto com os níveis supressos da concentração plasmática 

basal do ACTH endógeno e a imagem ultrassonográfica, corroboraram para que a 

principal suspeita fosse Síndrome de Cushing (tabela 2 e quadro 6). Inicialmente a 

classificação etiológica não ficou esclarecida e a indicação cirúrgica não foi realizada, 

entretanto, ao longo dos anos em tratamento com o trilostano e bom controle hormonal, 

a evolução das glândulas adrenais no acompanhamento ultrassonográfico sugeriram que 

a paciente tinha Síndrome de Cushing ACTH-independente devido a neoplasia bilateral. 

A paciente foi encaminhada para adrenalectomia bilateral em duas etapas, com 

reposição de hormônios mineralo e glicocorticoides após a segunda adrenalectomia. A 

paciente 3 era uma da espécie, poodle, 8 anos, 10kg, castrada, com queixa de polifagia, 

em dados de anamnese tutora relatava poliúria, polidipsia, letargia e ganho de peso 

progressivo. As principais alterações laboratoriais iniciais eram hipertrigliceridemia, 

aumento na atividade das enzimas hepáticas alanina aminotransferase e fosfatase 

alcalina, isostenúria, proteinúria e hipertensão arterial sistêmica. No teste de supressão 

com baixa dose de dexametasona não houve supressão dos níveis séricos de cortisol 

após 8 horas, e em conjunto com a imagem ultrassonográfica, corroboraram para o 

diagnóstico de Síndrome de Cushing ACTH-independente (tabela 2 e quadro 6). Nesta 

paciente não foi realizada a dosagem do ACTH endógeno. A paciente foi estabilizada 

com o trilostano e encaminhada para adrenalectomia. Um fragmento de cada adrenal 

tumoral foi coletado e congelado em nitrogênio líquido para posterior análise molecular. 

O restante do tecido foi enviado para avaliação histológica e posterior imuno-

histoquímica. 
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Tabela 2 - Resultados hormonais de diagnóstico da Síndrome de Cushing ACTH-independente. 

 Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 

Cortisol basal (VR: 

1,0-4,6 µg/dL) 

3,73 4,51 7,65 

Cortisol pós 8 horas 

da dexametasona 

(VR: <0,9 µg/dL) 

3,24 2,34 4,56 

ACTH plasmático 

(VR:10-45 pg/mL) 

8 6 - 

Legenda: VR: valor de referência.  

 

Quadro 6. Descrição ultrassonográfica das alterações em adrenais. 

Identificação Descrição ultrassonográfica 

Paciente 1 AD: 2,74cm (cp) x 1,3cm (cr) x 0,4cm (cd). Formação 

heterogênea em polo cranial medindo 1,58cm x 1,23cm. 

AE: 1,78cm (cp) x 0,35cm (cr) x 0,34cm (cd). Polos caudais e 

craniais com dimensões reduzidas.  

Paciente 2 AD: 3,11cm (cp) x 2,01cm (cr) x 0,50cm (cd). Formação 

heterogênea em polo cranial medindo 2,01cm x 2,76cm. 

AE: 3,44cm (cp) x 2,44cm (cr) e 0,72cm (cd). Formação 

heterogênea em polo cranial medindo 2,44cm x 2,96cm. 

Paciente 3 AD: 3,72cm (cp) x 1,8cm (cr) x 0,37cm (cd). Formação 

heterogênea em polo cranial medindo 1,77cm x 1,2cm. 

AE: 1,8cm (cp) x 0,34cm (cr) x 0,30cm (cd). Polos caudais e 

craniais com dimensões reduzidas. 

Legenda: AE: adrenal esquerda. AD: adrenal direita. CP: comprimento. CR: polo 

cranial. CD: polo caudal.  
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Figura 19 - Imagem de tomografia computadorizada segmento abdominal da paciente 1 pelo corte sagital 
evidenciando a formação em polo cranial da adrenal direita (seta branca) e polo caudal sem alterações 
(seta preta). 

 

Fonte: Hospital Cães e Gatos, 2021. 

 

Figura 20 - Imagem de tomografia computadorizada segmento abdominal da paciente 1 pelo corte coronal 
evidenciando a formação em polo cranial da adrenal direita (seta branca) e polo caudal sem alterações 
(seta preta). 

 

Fonte: Hospital Cães e Gatos, 2021. 
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Figura 21 - Imagem ultrassonográfica da adrenal direita (A) e esquerda (B) da paciente 2 portadora de 
Síndrome de Cushing ACTH-independente devido a neoplasia bilateral. 

 

Fonte: RK diagnóstico, 2021. 

 

As amostras das adrenais das 3 pacientes foram enviadas para avaliação 

histopatológica no Centro Veterinário de Anatomia Patológica (CVAP), sendo o 

resultado compatível com carcinoma adrenocortical. Na sequência os blocos foram 

enviados para imuno-histoquímica para os marcadores inibina, sinaptofisina, 

cromogranina, GATA-4 e Ki-67 no VetPat. Os resultados confirmaram que as 3 

neoplasias são de origem cortical por imunoexpressarem inibina, por não expressarem 
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cromogranina e sinaptofisina comprova-se que não há envolvimento medular, e todos 

tiveram resultado de ki-67 acima do valor de corte de 2,5% (quadro 7). 

 

Quadro 7 - Imuno-histoquímica dos carcinomas adrenocorticais de glândula adrenal de cães.  

 Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 

Inibina positivo positivo positivo 

Sinaptofisina negativo negativo negativo 

Cromogranina negativo negativo negativo 

GATA-4 negativo negativo negativo 

Ki-67 2,8% 4% 3% 

Fonte: Vet Pat, 2021. 

 

5.2.2 Dados de Iso-Seq dos carcinomas adrenocorticais de cães 

Os transcriptomas das 3 amostras de carcinomas adrenocorticais foram 

sequenciados e analisados na plataforma Sequel II da PacBio para capturar com 

precisão as sequências completas e variantes de splicing. Com o SMRT obteve-se um 

total de 70.107 transcritos de alta qualidade. Após análise de bioinformática foram 

identificados 17.130 genes e 52.977 isoformas nas amostras tumorais. Dentre os 17.130 

genes, 12.014 já foram anotados no genoma canino e 5.116 são novos genes. 

Aproximadamente 51,1% dos genes produzem uma única isoforma, 22,9% 2 a 3 

isoformas, 10,7% de 4 a 5 isoformas e 15,2% fazem splicing alternativo e produzem 6 

ou mais isoformas por gene (gráfico 5). Em comparação com as adrenais normais sem 

acometimento de endocrinopatia, não foram observadas diferenças relevantes quanto ao 

número de isoformas obtidas nos carcinomas adrenocorticais.  
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Gráfico 5 - Número de isoformas por gene oriundas de carcinomas adrenocorticais de cães.  

 

 

As 52.977 isoformas identificadas nesta segunda etapa do estudo foram 

mapeadas com genoma canino ROS_Cfam_1.0 de 2020. De acordo com as categorias 

das isoformas tivemos um total de 29,3% de isoformas do tipo Full Splice Match (FSM, 

combina perfeitamente com transcritos conhecidos), 19,5% Incomplete Splice Match 

(ISM, combina parcialmente com transcritos conhecidos, mas falta exon), 16,7% de 

Novel In Catalog (NIC, são novas isoformas com novas combinações de sítios de splice 

conhecidos), 21,7% de Novel Not in Catalog (NNC, tem um sítio splice não anotado), 

1,8 % de  Genic Genomic, 2,28 % de  Antisense, 0,87 Fusion, 7,86% de Intergenic e 

0,01% Genic Intron. No gráfico 3 a distribuição das isoformas de acordo com as 

categorias descritas e a predição do potencial codificante, sendo que as isoformas da 

categoria FSM, ISM, NIC, NNC e genes de fusão tem alto potencial codificante. Em 

comparação com as adrenais normais sem acometimento de endocrinopatia, as 

isoformas obtidas nos carcinomas adrenocorticais tem distribuição semelhante dentro 

das categorias de variação de splicing, sendo a maioria com potencial codificante como 

descrito nas adrenais normais (gráfico 6). 
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Gráfico 6 - Distribuição das isoformas de carcinomas adrenocorticais de cães de acordo com as categorias 
descritas e a predição do potencial codificante (cores claras representam isoformas não codificantes e 
cores escuras isoformas codificantes). 

 

 

 

 No gráfico 7 está plotada a distribuição de todas as isoformas obtidas por Iso-

Seq de acordo com seus sítios de splicing canônicos e não canônicos. Desta forma, 

temos 0,8%, 0,5%, 0,6%, 24,0% de sítios de splicing não canônicos nas categorias, 

FSM, ISM, NIC e NNC, respectivamente. Nas demais categorias temos 63,4%, 41,3%, 

7,8% e 34,2% nas categorias Genic Genomic, Antisense, Fusion e Intergenic, 

respectivamente.  
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Gráfico 7 - Distribuição das isoformas de carcinomas adrenocorticais de cães pelos sítios de splicing 
canônicos e não canônicos. 

 

 

Foram selecionados 10 genes frequentemente estudados na tumorigênese adrenal 

e os resultados de suas isoformas foi apresentado no quadro 8. Com o sequenciamento 

Iso-Seq foi observado que o gene steroidogenic fator 1 (SF-1) ou também conhecido 

como nuclear receptor subfamily 5 group A member 1 (NR5A1) tem 4 variantes de 

splicing, o melanocortin 2 receptor (MC2R) tem 10, o sterol O-acyltransferase 1 

(SOAT1) tem 14, o tem gene que codifica a subunidade a da proteína G estimulatória 

(Gs), denominado GNAS tem 9, a protein kinase cAMP-activated catalytic subunit 

alpha (PRKACA) tem 4,  a protein kinase cAMP-activated catalytic subunit beta 

(PRKACB) tem 7, a protein kinase cAMP-dependent type I regulatory subunit alpha  

(PRKAR1A) tem 12, na protein kinase cAMP-dependent type I regulatory subunit beta 

(PRKAR1B) não foram identificadas isoformas , o  tumor protein p53 (TP53) tem 1 e a 

catenin beta 1 (CTNNB1) tem 6 isoformas (quadro 8). 
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Quadro 8 - Loci de genes frequentemente envolvidos na tumorigênese adrenal e números de isoformas 
encontradas pelo sequenciamento Iso-Seq de carcinomas adrenocorticais de cães.  

Gene Cromossomo Localização n° de 

isoformas 

SF-1 9 NC_051813.1:59379513-59404555 4 

MC2R 1 NC_051805.1:24250353-24289508 10 

SOAT1 7 NC_051811.1:20217662-20292968 14 

GNAS 24 NC_051828.1:44469667-44524884 9 

PRKACA 20 NC_051824.1:48926811-48944065 4 

PRKACB 6 NC_051810.1:64155572-64269668 7 

PRKAR1A 9 NC_051813.1:16843167-16864963 12 

PRKAR1B 6 NC_051810.1:16264735-16377921 0 

TP53 5 NC_051809.1:32665395-32678721 1 

CTNNB1 23 NC_051827.1:10821172-10860317 6 

 

Baseado no relatório gerado pela análise realizada pelo software SQANTI3 foi 

possível determinar quais eram as sequências potencialmente codificantes e não 

codificantes pela análise de suas Open Reading Frames (ORFs), ou seja, as sequências 

compreendidas entre um códon de início da tradução e um códon de terminação. Outra 

avaliação importante de qualidade é o mecanismo denominado nonsense mediated 

decay (NMD) que rapidamente retira transcritos anômalos que poderiam danificar a 

célula. Desta forma, filtrando pelo controle de qualidade NMD as isoformas da SF-1, 

GNAS, PRKACA, PRKACB, PRKAR1A, TP53 e CTNNB1 nos carcinomas 

adrenocorticais de cães, provavelmente nenhuma codifique uma proteína funcional. 

Dentre as 10 isoformas encontradas do MC2R e as 14 do gene SOAT1 apenas uma 

isoforma de cada gene deve codificar uma proteína funcional (quadro 9).   
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Quadro 9 - Potencial codificante e controle de qualidade NMD das isoformas obtidas de carcinoma 
adrenocorticais de cães.  

. Gene Categoria 

da 

isoforma 

n° de 

isoformas/categoria 

Codificante/não 

codificante 

NMD (isoformas 

verdadeira/falsa) 

SF-1 FSM 1 1 codificante 1 falsa 

 Gênica 1 1 não codificante 1falsa 

 NNC 2 2 codificantes 2 falsas 

MC2R FSM 7 7 codificante 7 falsas 

 NNC 3 3 codificantes 1 verdadeira/2 

falsas 

SOAT1 ISM 10 7 codificantes/3 

não codificantes 

10 falsas 

 NIC 1 1 codificante 1 verdadeira 

 NNC 3 2 codificantes/1 

não codificante 

3 falsas 

GNAS FSM 3 3 codificantes 3 falsas 

 ISM 1 1 codificante 1 falsa 

 NIC 2 2 não codificantes  2 falsas 

 NNC 3 3 codificantes 3 falsas 

PRKACA NNC 4 3 codificantes/1 

não codificante 

4 falsas 

PRKACB FSM 6 6 codificantes 6 falsas 

 NIC 1 1 codificantes 1 falsa 
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PRKAR1A FSM 11 11 codificantes 11 falsas 

 NIC 1 1 não codificante 1falsa 

TP53 FSM 1 1 codificante 1 falsa 

CTNNB1 FSM 2 2 codificantes 2 falsas 

 ISM 1 1 codificante 1 falsa 

 NNC 3 3 codificante 3 falsas 

Legenda: FSM: Full Splice Match. ISM: Incomplete Splice Match. NIC: Novel In 

Catalog. NNC: Novel Not in Catalog. NMD: nonsense mediated decay. 

 

 De forma comparativa foram incluídos no quadro 10 os dados das isoformas 

obtidas dos genes frequentemente estudados na tumorigênese adrenal, porém utilizando 

as quatro amostras de adrenais normais. Das 67 isoformas em carcinomas 

adrenocorticais encontradas nos 9 genes descritos no quadro 9, tem-se 58 isoformas 

com potencial codificante, porém pelo controle de qualidade NMD, apenas 2 teriam 

potencial de serem proteínas funcionais. Enquanto na análise das isoformas obtidas do 

sequenciamento de adrenais não neoplásicas, foram observadas 81 isoformas nos 9 

genes descritos no quadro 10, com 74 com potencial codificante, porém pelo controle de 

qualidade NMD, apenas 3 teriam potencial de serem proteínas funcionais. Desta forma, 

em uma análise qualitativa não foi expressiva a diferença no número de isoformas 

obtidas nestes genes estudados, número de isoformas codificantes e com potencial de 

gerarem proteínas funcionais, quando comparado o tecido não tumoral com o tumoral.   

 A análise das 50.066 isoformas obtidas do sequenciamento de adrenais não 

tumorais obteve-se 3.503 (7%) isoformas classificadas como verdadeiras, ou sejam com 

potencial de gerarem uma proteína funcional; 9.939 (19,85%) isoformas não foram 

classificadas, e 36.624 (73,15%) foram classificadas como falsas pelo controle NMD, 

ou seja, não possuem potencial de gerarem uma proteína funcional. A análise das 

52.978 isoformas obtidas do sequenciamento de adrenais tumorais obteve-se 3.624 

(6,84%) isoformas classificadas como verdadeiras, 12.864 (24,28%) isoformas não 



104 

 

 

foram classificadas, e 36.490 (68,88%) foram classificadas como falsas pelo controle 

NMD. Desta forma, o número de isoformas com potencial codificante de gerar uma 

proteína verdadeira não diferiu qualitativamente entre o tecido não tumoral e o tumoral.  

 

Quadro 10 - Potencial codificante e controle de qualidade NMD das isoformas obtidas de adrenais não 
neoplásicas de cães.  

. Gene Categoria 

da 

isoforma 

n° de 

isoformas/categoria 

Codificante/não 

codificante 

NMD (isoformas 

verdadeira/falsa) 

SF-1 FSM 3 3 codificantes 3 falsas 

 ISM 2 2 codificantes 2 falsas 

 NNC 6 6 codificantes 1 verdadeira/5 

falsas 

MC2R FSM 9 9 codificantes 9 falsas 

SOAT1 FSM 2 2 codificantes 2 falsas 

 ISM 9 8 codificantes/1 

não codificante 

9 falsas 

 NIC 2 1 codificante 2 falsas 

 NNC 4 3 codificantes/1 

não codificante 

1 verdadeira/3 

falsas 

GNAS FSM 3 3 codificantes 3 falsas 

 ISM 1 1 codificante 1 falso 

 NIC 2 2 não codificantes  2 falsas 

 NNC 3 3 codificantes 3 falsas 

PRKACA NNC 2 2 codificantes 2 falsas 
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PRKACB FSM 7 7 codificantes 7 falsas 

 NIC 1 1 codificantes 1 falsa 

 NNC 1 1 não codificante 1 falsa 

PRKAR1A FSM 12 12 codificantes 12 falsas 

 NIC 3 1 codificante/ 2 não 

codificante 

3 falsas 

TP53 FSM 1 1 codificante 1 falsa 

 NNC 2 2 codificantes 1 verdadeira/1 

falsa 

CTNNB1 FSM 4 4 codificantes 4 falsas 

 NNC 2 2 codificante 2 falsas 

Legenda: FSM: Full Splice Match. ISM: Incomplete Splice Match. NIC: Novel In 

Catalog. NNC: Novel Not in Catalog. NMD: nonsense mediated decay. 

 

5.3  HISTOLOGIA DAS GLÂNDULAS ADRENAIS DE CÃES SEM 

ENDOCRINOPATIA 

5.3.1 Análise microscópica das glândulas adrenais 

As glândulas adrenais estavam contidas em uma cápsula de tecido conjuntivo. 

Foi possível evidenciar um estroma de suporte do parênquima, evidenciado por finas 

fibras colágenas. Duas camadas foram identificadas na glândula adrenal, o córtex mais 

externo e a medula interna, esta última de coloração amarronzada (figura 22). O córtex 

possui uma divisão em 4 zonas: a zona produtora de mineralocorticoides mais externa 

com predominância de seu formato em cordões curvados ou de arcos, poucos formatos 

de roseta foram encontrados, desta forma, mais bem descrita como zona arcada ou zona 

arciforme, ao invés de zona glomerulosa (figura 23). As células da zona arciforme têm o 

citoplasma acidófilo e com poucas inclusões lipídicas. Abaixo da zona arciforme 
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visualizou-se de forma intermitente, sem continuidade em todo o parênquima, a zona 

intermediária, com células sem inclusões lipídicas (figura 24). Na sequência, mais 

internamente e abaixo da zona intermediária, e em alguns trechos abaixo da zona 

arciforme, tem-se uma extensa zona, denominada de fasciculada, composta por cordões 

bem-organizados e compostos por células com citoplasma muito vacuolizado, por isso, 

chamadas de espongiócitos. Entre os cordões da zona fasciculada foi possível ver a 

riqueza de vênulas, em alguns trechos é possível visualizar as hemácias dentro desses 

vasos. Abaixo da zona fasciculada encontramos a zona reticular, a quarta zona do córtex 

e composta por cordões menos organizados e com menos células vacuolizadas, como 

evidenciado na zona fasciculada. Entretanto, em diversos trechos foi difícil a 

diferenciação da zona fasciculada da zona reticular (figura 22).  

 

Figura 22 - Fotomicrografia da glândula adrenal do cão identificando a cápsula (CP), a camada cortical 
com a zona arciforme (ZA), zona fasciculada (ZF), zona reticular (ZR), e a camada medular (M). HE, 
Aumento 40X. Barras: 500µm. 
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Figura 23 - Fotomicrografia do córtex adrenal do cão evidenciando a cápsula (CP) zona arciforme (ZA) e 
zona fasciculada (ZF). HE, Aumento 200X. Barra: 100µm. 

 

 

Figura 24 - Fotomicrografia do córtex adrenal do cão evidenciando a zona intermediária (seta). HE, 
Aumento 100X, barra 200 µm. (A) e 200X, barra 100 µm (B). 
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6    Discussão 
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6  DISCUSSÃO 

 

O presente estudo foi o primeiro sequenciamento de larga escala para transcritos 

completos e determinação de isoformas no córtex adrenal de cães. Após a aplicação de 

filtros de qualidade no processamento de dados pela bioinformática, para que fosse 

possível obter apenas transcritos completos de alta qualidade e confiabilidade, foi 

possível obter grande parte da sequência dos genes caninos: 16.668 genes na primeira 

parte do sequenciamento com amostras de córtex de adrenais sem endocrinopatias e 

17.130 genes no segundo sequenciamento utilizando carcinomas adrenocorticais. O 

mapeamento e classificação dos genes usando como referência o último sequenciamento 

do genoma canino de 2020 (ROS_Cfam_1.0, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_014441545.1/) evidenciou que 

aproximadamente 5.000 genes não têm ainda suas funções conhecidas, o que reflete o 

quanto ainda a compreensão da genética tem para avançar.   

Na nova era da genética, o mundo das “ômicas” revela novas informações para 

compreensão desde o código genético até a função de proteínas no organismo. As 

principais técnicas moleculares são a genômica, trascriptômica, proteômica e 

metabolômica. A genômica estuda o genoma, o conjunto de todos os genes de um 

determinado organismo. A complementação da genômica é a transcriptômica que estuda 

as moléculas de RNA. A proteômica estuda as proteínas e a metabolômica estuda os 

metabólitos, ou seja, as moléculas produzidas pelo metabolismo celular. O 

transcriptoma, resultado da transcriptômica, é definido como um conjunto de todas as 

moléculas de RNA expressas em uma determinada célula ou tecido (BLENCOWE; 

AHMAD; LEE, 2009). Durante os últimos anos, o sequenciamento de RNA, em 

particular o sistema Illumina baseado no sequenciamento de short reads (RNA-seq), 

tem surgido como uma ferramenta importante na análise dos transcriptomas para 

identificar genes que tem diferentes expressões nas mais diferentes condições, 

fisiológicas ou patológicas. Embora este método tenha sido eficaz na quantificação da 

expressão de transcritos, os shorts reads (geralmente 100 a 250 pares de bases) 
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raramente abrangem transcritos completos, que muitas vezes podem ser de várias 

quilobases de comprimento, tornando difícil inferir todas as sequências completas 

oriundas dos processos de transcrições (ZAHA; PASSAGLIA, 2014; GIRARDI; 

SUBTIL; RANGEL, 2018). Como algumas informações podem ser perdidas pelo RNA-

seq durante a montagem dos transcritos, menos isoformas e sítios de splice podem ser 

obtidas pelas short reads. Sendo assim optou-se neste projeto pela técnica de obtenção 

de transcritos completos (full-lengh), para maximizar a recuperação de isoformas e 

compreensão da atividade das enzimas da cascata esteroidogênica. O sequenciamento 

de isoformas (Iso-Seq) baseado na tecnologia de Sequenciamento de Molécula Única 

em Tempo Real (SMRT) da Pacific Biosciences (PacBio) foi a escolha no presente 

estudo, pois oferece capacidade de sequenciar grandes amplicons e transcrições inteiras. 

O Iso-Seq gera fitas de cDNA de comprimento total da UTR 5' até cauda poli-A 3', e as 

moléculas que não estejam completas são eliminadas, por isso, para melhor qualidade 

do sequenciamento o ideal são amostras com RIN > 7. Neste projeto, as 4 amostras de 

adrenais do grupo controle e os 3 carcinomas adrenocorticais tinham RIN acima de 7, o 

que pode ser comprovado pela alta qualidade das informações obtidas; porém, a 

qualidade das amostras obtidas a partir da microdissecção, não atingiram esta qualidade, 

o que se refletiu nos resultados obtidos das isoformas a partir deste material.   

Desde o início dos anos 2000 com os projetos de sequenciamento do genoma 

humano, foi descoberto que o genoma humano possui 3,2 bilhões de pares de base (Gb), 

com isso descobriu-se que apenas 3% do genoma corresponde a genes codificadores de 

proteínas, ou seja, 30 mil genes, estes interrompidos por longas sequências de íntrons, 

distribuídos em 46 cromossomos (VENTER et al., 2001). O cão foi a quarta espécie a 

ter seu genoma sequenciado, depois dos humanos, camundongos e ratos.   O 

sequenciamento do genoma canino mostrou maior similaridade com o genoma humano, 

do que os camundongos tem com humanos, embora seja conhecido que na escala 

evolutiva os cães divergiram há 95 milhões de anos e os camundongos há cerca de 87 

milhões de anos. Estes dados mostraram que os cães e humanos tiveram uma evolução 

mais lenta e maior conservação genética. O alinhamento dos genomas mostrou quase o 

dobro de equivalências das sequências codificantes entre cães e humanos quando 

comparados aos camundongos. Estima-se que o genoma canino tenha 2,4Gb, com 

aproximadamente 22 mil genes, distribuídos em 78 cromossomos (KIRKNESS et al., 
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2003). A similaridade do genoma canino com o genoma humano faz do cão um 

excelente modelo para estudo das mais diferentes patologias e em especial aquelas que 

acometem as glândulas adrenais (KIRKNESS et al., 2003; GALAC; WILSON, 2015). 

No início do sequenciamento das diferentes espécies imaginava-se que o genoma 

tivesse entre 50 e 100 mil genes, e que grande parte do genoma fosse composto por 

genes codificantes. A complexidade dos organismos está relacionada com mecanismos 

que expandem a capacidade codificadora do genoma, neste contexto, o splicing 

alternativo é um dos mecanismos moleculares capazes de aumentar significativamente o 

repertório proteico de um organismo, e sua descoberta propôs uma mudança do dogma 

central da biologia molecular, onde cada gene transcrito é capaz de gerar uma proteína 

após ser traduzido (TAVARES et al., 2015). E esta amplificação da capacidade do 

genoma do cão pôde ser comprovada neste estudo com a obtenção de 50.065 isoformas 

no primeiro sequenciamento e 52.977 isoformas no segundo sequenciamento, o que 

representa uma média de 3 isoformas por gene. 

Foi surpreendente o número de isoformas que as enzimas da cascata 

esteroidogênica da adrenal de cães produzem, sendo observado que a enzima STAR tem 

178 variantes de splicing, a CYP11A1 tem 33, a HSD3B tem 22, a CYP17A1 tem 74 e 

a CYP21A2 tem 48. Embora quase todas essas isoformas sejam codificantes, pelo 

controle de qualidade NMD tem-se uma alta probabilidade que dessas 355 isoformas 

das enzimas da cascata esteroidogênica, apenas 136 (38%) sejam traduzidas para uma 

proteína verdadeira. A via nonsense-mediated decay (NMD) degrada seletivamente 

RNAs mensageiros que possuem códons de terminação prematura, mas também regula 

a abundância de um grande número de RNAs celulares. O mecanismo NMD atua no 

citoplasma e está intimamente ligado à terminação da tradução (HUG; LONGMAN; 

CÁCERES, 2016). Inicialmente, o NMD foi descrito como um mecanismo de controle 

de qualidade pós-transcricional do RNAm responsável pela remoção de RNAm 

contendo códons de terminação prematura que, se deixados intactos, levariam à 

produção de proteínas truncadas com efeitos deletérios previstos para o organismo. Do 

ponto de vista médico, isso sugere que a via NMD tem um papel na modulação do 

resultado fenotípico de distúrbios genéticos causados pela presença de um códon de 

terminação prematura (MILLER; PEARCE, 2014). No entanto, tornou-se evidente nos 

últimos anos que esta via não é exclusivamente dedicada à destruição de transcritos 
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contendo códon de terminação prematura, mas que também tem um papel importante no 

controle da expressão de transcritos naturais (MILLER; PEARCE, 2014). Desta forma, 

é possível que mais destas isoformas encontradas no presente estudo sejam alvo da via 

NMD, e resulte em menor número de variedade de proteínas oriundas de um mesmo 

gene.  

O trilostano é um esteroide sintético, que quando metabolizado pelo fígado 

produz o 17-cetotrilostano, principal metabólito do trilostano, amplamente utilizado 

para tratamento da SC em cães por ser um inibidor competitivo, seletivo e reversível da 

3b-HSD. Embora o tratamento com o trilostano na SC cause redução tanto do cortisol 

quanto da aldosterona, foi relatado uma redução sérica de aldosterona menor quando 

comparada à proporção de redução do cortisol, mostrando que possivelmente há um 

bloqueio adicional nas enzimas 11b-hidroxilase e 11b-HSD, e/ou atuação distinta do 

medicamento entre as zonas do córtex da adrenal (WENGER et al., 2004; SIEBER-

RUCKSTUHL et al., 2006; REUSCH, 2010). Embora esperada alta casuística de 

hipercalemia, foi demonstrado que não há hipercalemia significativa na maioria dos 

casos tratados, corroborando com o achado que não há significativo bloqueio da 

aldosterona pelo trilostano na zona arciforme (também chamada de glomerulosa) 

(WENGER et al., 2004; FONSECA; YAMATO, 2011). Estes achados na prática clínica 

de redução significativa do cortisol quando comparado com a aldosterona nos cães 

tratados com o trilostano foi extremamente intrigante, visto que, o trilostano bloqueia a 

3b-HSD e esta enzima está presente nas três zonas do córtex adrenal. Neste estudo 

investigou-se primeiramente se haveria outro locus da HSD3B, no caso de haver apenas 

um locus, hipotetizou-se que este gerasse pelo menos duas isoformas codificantes, o que 

justificaria a diferença na atuação do trilostano nas zonas do córtex adrenal de cães.  

Nosso estudo confirmou que há apenas um locus do gene HSD3B, comumente chamado 

de HSD3B2 pela similaridade com a o gene humano, entretanto, cabe ressaltar com o 

presente resultado, que não há a HSD3B1 em cães, por este motivo, nos resultados e 

discussão nomeamos o gene apenas como HSD3B. Embora tenham sido encontradas 22 

isoformas do gene HSD3B canino, sendo todas elas com potencial codificante, pelo 

controle de qualidade NMD foi demonstrado que provavelmente apenas uma isoforma 

siga para tradução. Desta forma, espera-se que tenhamos a mesma enzima nas 3 zonas 

produtoras de hormônios no córtex adrenal de cães. Cabe ressaltar que esta avaliação do 
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controle NMD é realizada por meio de softwares e necessita de validação em estudos 

futuros de análise proteica, confirmando desta forma, que há apenas uma proteína 

funcional. Possivelmente a explicação para a diferença na ação do trilostano quanto à 

redução hormonal da aldosterona e do cortisol, não esteja em diferentes isoformas e 

proteínas, podendo ser algo relacionado à distribuição do fármaco nas zonas. Por ser um 

esteroide sintético, as propriedades farmacológicas do trilostano são garantidas quando 

a absorção se dá na presença de alimentos e a dissolução do fármaco em meio oleoso 

(CROSBY; BROWN, 2017; LEMETAYER; BLOIS, 2018). Foi observado em estudos 

anteriores e neste estudo que as células da zona arciforme em cães têm poucas inclusões 

lipídicas, enquanto a zona fasciculada é composta por cordões bem-organizados e com 

células com citoplasma muito vacuolizado, repleto de inclusões lipídicas. Desta forma, 

sugerimos que a diferente ação do trilostano nas zonas do córtex adrenal, deva-se pela 

diferença na distribuição deste fármaco, tendo uma maior distribuição e ação na zona 

fasciculada, com consequente maior concentração, melhor atividade e bloqueio da 

síntese do cortisol.  

É amplamente divulgado na medicina veterinária que assim como em humanos a 

diferença na produção de hormônios entre as zonas esteja relacionada à diferença em 

duas enzimas da família citocromo P450. A enzima mitocondrial citocromo P450 

aldosterona sintase (P450aldo, produto do gene CYP11B2), que converte 

desoxicorticosterona (DOC) via corticosterona a aldosterona, só é encontrada na zona 

glomerulosa.  E a enzima característica nas zonas fasciculada e reticular 17a-hidroxilase 

(P45017a, produto do gene CYP17A1) que catalisa a 17 a -hidroxilação da pregnenolona 

e progesterona, bem como a clivagem da cadeia lateral em C17 de 17- a -hidroxi C21 

esteroides (ELIAS et al., 2008; BEHREND, 2015). Em humanos, a última etapa na 

produção da aldosterona e cortisol são catalisados respectivamente, por duas diferentes 

enzimas, aldosterona sintase específica da zona glomerulosa e a 11b-hidroxilase 

(produto do gene CYP11B1) na zona fasciculada (LISUREK; BERNHARDT, 2004; 

PAYNE; HALES, 2004; MILLER; AUCHUS, 2011; STEWART; KRONE, 2011). Em 

contraste, bovinos, suínos e ovelhas tem apenas uma CYP11B para síntese de cortisol e 

aldosterona (OGISHIMA; MITANI; ISHIMURA, 1989; BOON; COGHLAN; 

MCDOUGALL, 1998; ROBIC; FARAUT; PRUNIER, 2014). Um estudo recente 

utilizou a técnica de Southern blot e sugeriu que cães também tem apenas uma CYP11B 
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para as etapas finais de produção de mineralo- e glicocorticoides (SANDERS et al., 

2016), como ilustrado na figura 3 nesta tese. Entretanto, o que intrigou nosso grupo de 

estudo e motivou a atual pesquisa, foi que se fosse o mesmo gene nas 3 zonas do córtex 

adrenal, não faria sentido que houvesse apenas 1 enzima, visto que é comprovado que o 

cão é capaz de produzir a aldosterona e cortisol de forma zona-específica. Como a 

técnica de Southern blotting pode falhar em identificar um novo gene, visto que a sonda 

construída deve ser específica para hibridizar com a região desconhecida a ser buscada 

no genoma, procuramos uma técnica mais moderna que pudesse complementar este 

achado. A expectativa do sequenciamento Iso-Seq neste projeto era obter todas as 

isoformas da CYP11B, confirmando os diferentes produtos deste gene por meio de 

splicing alternativo, e na sequência utilizar a técnica de microdissecção para extração 

específica de RNA da ZG e ZF/ZR e comprovar quais isoformas pertenceriam a cada 

zona. Entretanto, não foi possível identificar as isoformas da CYP11B nem no primeiro 

e nem no segundo sequenciamento Iso-Seq, possivelmente por não termos conseguido a 

cobertura de todos os genes. Por isso, com o intuito de ainda utilizar as técnicas de 

bioinformática mais modernas disponíveis nesta busca, e persistir no conhecimento 

sobre o gene CYP11B, utilizamos as bibliotecas de RNA-seq disponíveis em repositório 

público (SRA) a fim de comprovar a existência de apenas um locus do gene CYP11B e 

identificar novos transcritos deste gene. Este trabalho foi o primeiro a mostrar os 

diferentes transcritos da CYP11B na glândula adrenal de cães. Foi confirmado que há 

apenas um locus deste gene em cães, a reconstrução realizada por nós identificou 14 

diferentes isoformas da CYP11B. Entretanto, apenas 7 isoformas com potencial 

codificante, sendo 2 potencialmente verdadeiras pela avaliação de qualidade NMD. 

Possivelmente, uma das isoformas seja expressa na zona glomerulosa e a outra na zona 

fasciculada e reticular, conferindo a produção hormonal específica de cada zona. No 

entanto, novos experimentos devem ser conduzidos para comprovar esta hipótese. 

Na década de 90, com a descoberta de apenas uma CYP11B na adrenal de 

bovinos, uma série de experimentos foram realizados para melhor elucidar se havia um 

complexo enzimático responsável pela conversão de colesterol a aldosterona e de 

colesterol a cortisol. Neste contexto as enzimas esteroidogênicas foram purificadas e 

isoladas para que fossem reconstituídas em membranas e melhor compreendida a 

interação enzimática (TAKEMORI et al., 1995).  O P45011b purificado de mitocôndrias 
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retiradas da ZF/R da adrenal de bovinos catalisou a conversão de desoxicorticosterona a 

aldosterona em um sistema de membrana reconstituído em conjunto com um sistema de 

transferência de elétrons. Este dado foi considerado inesperado, visto que originalmente 

a mitocôndria oriunda destas zonas não são capazes de produzir aldosterona. Este dado 

instigou ainda mais os estudos relacionados com os complexos enzimáticos que se 

formam dentro da mitocôndria (HALL; YANAGIBASHI; KOBAYASHI, 1991).  

Quando aumentada a concentração de P450scc purificada em quatro vezes, houve maior 

produção de pregnenolona, progesterona, desoxicorticosterona e corticosterona em 2 a 4 

vezes, porém houve redução da síntese de aldosterona (KOMINAMI; HARADA; 

TAKEMORI, 1994; KOMINAMI; NISHIDA; TAKEMORI, 1996). Estes achados 

sugeriram que existisse interação dos complexos enzimáticos P450scc e P45011b, com 

consequente redução da conversão para a aldosterona, o que potencialmente poderia 

explicar a diferença da atividade da P45011b entre as zonas glomerulosa e fasciculada 

(KOMINAMI; NISHIDA; TAKEMORI, 1996). A transfecção com plasmídeo contendo 

um determinado transcrito prevalente da CYP11B em ovinos mostrou que há uma 

predileção da conversão de DOC para aldosterona (BOON et al., 1997). Como na época 

não era conhecida a possibilidade de splicing alternativo desse gene, após a análise dos 

resultados, os diferentes produtos eram sugeridos como potenciais transcritos de um 

CYP11B não descrito, pois acreditava-se ainda que existisse outro CYP11B, assim 

como em humanos. Com o presente estudo, acreditamos que assim como visto em cães, 

os bovinos, suínos, ovelhas e gatos, tenham apenas um gene, que ocorra splicing 

alternativo, resultando em 2 isoformas que sejam diferentemente expressas na zona 

glomerulosa e fasciculada. 

Dentre as três pacientes deste estudo com carcinoma adrenocortical, apenas a 

paciente 2 não tinha manifestações clínicas clássicas resultantes do hipercortisolismo, 

entretanto, foi testada principalmente devido às dimensões e características de suas 

glândulas adrenais. Nas neoplasias adrenais secretoras de cortisol, a liberação hormonal 

independe do ACTH. Desta forma, a hipercortisolemia suprime a secreção do ACTH, e 

ao longo do tempo espera-se atrofia das células não neoplásicas do córtex adrenal. Por 

isso, no momento do diagnóstico é frequente algum grau de atrofia da glândula 

contralateral nos casos de neoplasia unilateral (BENCHEKROUN et al., 2010; 

BEHREND, 2015). Nos casos de assimetria adrenal equívoca, um valor de corte de ≤ 
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0,5 cm para a espessura da glândula contralateral é apropriado para o diagnóstico 

ultrassonográfico de neoplasia adrenal unilateral (BENCHEKROUN et al., 2010). A 

paciente 1 e 3 tinham aumento das adrenais direitas com atrofia contralateral da 

esquerda, sendo ambas as adrenais esquerdas abaixo de 0,5 cm, não restando dúvida no 

momento do diagnóstico de que eram SC ACTH-independente. Embora a paciente 2 

tivesse ACTH suprimido, o aumento bilateral das adrenais gerou dúvida se de fato era 

uma SC ACTH-independente. Entretanto, a evolução das glândulas pelo 

acompanhamento ultrassonográfico não gerou dúvidas, tendo a indicação cirúrgica 

posteriormente.  

Um estudo amplo envolvendo 119 cães com lesões em adrenal foi conduzido 

pareando as informações ultrassonográficas com resultados histológicos. Foi 

demonstrado que a análise ultrassonográfica tem 100% de especificidade e 63,7% de 

sensibilidade para identificar lesões adrenais. Os carcinomas de córtex adrenal em geral 

têm ecotextura heterogênea, com diversas áreas de calcificação, com áreas de hipo e 

hiperecogenicidade quando comparado com o córtex renal, podem fazer invasão 

vascular, embora estas características não sejam patognomônicas, são frequentes 

achados de malignidade. A dimensão maior que 2 cm e identificações de massas 

irregulares obtiveram alto valor preditivo para carcinoma adrenal. Já os adenomas de 

córtex adrenal em geral apresentam-se como nódulos e dimensões menores que 2 cm 

(PAGANI et al., 2016). Nas ultrassonografias da paciente 1 e 3 as maiores dimensões da 

neoplasia eram respectivamente, 1,58 e 1,77 cm. Nestes casos, foram classificadas como 

carcinomas adrenais pelo estudo histopatológico, mas não seguiam o exposto na 

literatura quanto às dimensões e características de carcinomas no estudo 

ultrassonográfico, evidenciando o cuidado que devemos ter nas conversas com tutores 

quanto ao prognóstico dado a partir destes dados, podendo subestimar a o potencial de 

malignidade do tumor. 

É possível que a paciente 2 fosse uma hiperplasia macronodular primária, pois 

como já bem descrito em humanos, estes pacientes têm macronódulos bilaterais e 

ACTH circulante suprimido (CHARCHAR; FRAGOSO, 2022). Entretanto, não foi 

possível realizar uma imuno-histoquímica anti-ACTH, como relatado recentemente 

(SOLER ARIAS et al., 2022). Em humanos foram descritos benefícios da 

adrenalectomia unilateral para estes casos de neoplasia bilateral. É recomendada a 
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remoção da maior lesão, e dependendo das dimensões a adrenalectomia bilateral pode 

ser indicada (DEBILLON et al., 2015). Na medicina veterinária tem-se como diretriz 

que a adrenalectomia é o tratamento de escolha para os tumores secretores de cortisol 

(BEHREND, 2015). A adrenalectomia é um procedimento  delicado, que exige 

cirurgiões experientes, ainda assim, tumores de grande dimensões (> 5 cm), extensa 

invasão da veia cava caudal (especialmente trombos que se estendem além do hilo 

hepático), invasão renal, metástases, baixa antitrombina III e/ou paciente debilitado pela 

exposição crônica ao cortisol, tem maior chance de complicações cirúrgicas e menor 

tempo de sobrevida (SCHWARTZ et al., 2008; LANG et al., 2011; BARRERA et al., 

2013; BEHREND, 2015). Pela ultrassonografia e tomografia computadorizada do 

segmento abdominal, nenhuma das três pacientes com carcinoma adrenocortical tinham 

as condições de maior risco cirúrgico, anestésico e menor sobrevida. A paciente 2 foi 

submetida à adrenalectomia unilateral, e diante do primeiro resultado evidenciando 

carcinoma adrenocortical, foi submetida à remoção da segunda glândula, com mesmo 

resultado histopatológico de malignidade.   

Vários critérios histológicos têm sido usados para diagnosticar malignidade em 

tumores adrenocorticais, incluindo invasão vascular e capsular, índice mitótico, figuras 

mitóticas atípicas, padrão de crescimento, necrose, fibrose intratumoral, pleomorfismo, 

hemorragia, calcificação, núcleos anormais, entre outros (SANDERS et al., 2019a). Ki-

67 é uma proteína nuclear expressa em células que estão nas fases de proliferação do 

ciclo celular. Dentre pacientes humanos com carcinoma adrenocortical, o índice de 

proliferação Ki-67 mais alto foi associado a uma menor expectativa de vida 

(BABIŃSKA et al., 2017). O índice de proliferação Ki-67 foi significativamente maior 

em carcinomas em comparação com adenomas e glândulas adrenais normais de cães. 

Valores acima de 2,5% sugerem malignidade (LABELLE et al., 2004). Os três casos 

incluídos na segunda parte deste estudo tinham índice de Ki-67 > 2,5%, compatível com 

o resultado anátomo-patológico, e indicativo de seguimento oncológico para 

monitoramento.  

Foram selecionados 10 genes frequentemente estudados na tumorigênese adrenal 

de cães e humanos, o SF-1, MC2R, SOAT1, GNAS, PRKACA, PRKACB, PRKAR1A, 

PRKAR1B, TP53 e CTNNB1. A busca por variantes de splicing poderia indicar 

mecanismos complementares de funcionamento do tumor, além das mutações somáticas 
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e germinativas frequentemente estudadas.  Embora o splicing alternativo forneça às 

células um meio para diversificar o proteoma, estudos recentes revelaram várias 

maneiras pelas quais o splicing é patologicamente alterado para promover o início e/ou 

manutenção do câncer (KARNI et al., 2007; LIU; CHENG, 2013; JUNG et al., 2015). 

Consistente com isso, as análises transcriptômicas em diversos tipos de câncer 

revelaram diversas alterações no splicing alternativo, o que vem promovendo estudos 

com foco na manipulação do splicing para benefícios terapêuticos na oncologia 

(MURPHY et al., 2022). No presente estudo os genes SF-1, MC2R, SOAT1, GNAS, 

PRKACA, PRKACB, PRKAR1A, PRKAR1B, TP53 e CTNNB1 apresentaram um 

baixo número de isoformas tanto em tecidos tumorais quanto tecidos normais, sendo a 

maioria delas não codificantes e com baixo potencial de serem traduzidas para uma 

proteína funcional. Desta forma, não foram observadas isoformas para estes 10 genes no 

tecido tumoral que tenham diferenças significativas com o tecido normal, portanto, o 

splicing alternativo nestes genes não parece ser um mecanismo relacionado com o 

surgimento de proteínas aberrantes e funcionamento anormal desses tumores.  

Outro dado importante deste estudo foi que a análise das 50.066 isoformas 

obtidas do sequenciamento de adrenais não tumorais.  Dentre as 50.066 isoformas 

obtidas 3.503 (7%) foram classificadas como verdadeiras, ou seja, com potencial de 

gerarem uma proteína funcional; 9.939 (19,85%) isoformas não foram classificadas, e 

36.624 (73,15%) foram classificadas como falsas pelo controle NMD, ou seja, não 

possuem potencial de gerarem uma proteína funcional. Enquanto, a análise das 52.978 

isoformas obtidas do sequenciamento de adrenais tumorais obteve-se 3.624 (6,84%) 

isoformas classificadas como verdadeiras, 12.864 (24,28%) isoformas não foram 

classificadas, e 36.490 (68,88%) foram classificadas como falsas pelo controle NMD. 

Embora, o número de isoformas com potencial codificante de gerar uma proteína 

verdadeira não diferiu entre o tecido não tumoral e o tumoral, há uma porcentagem 

elevada de isoformas não classificadas ainda, o que pode diferir entre os tecidos 

estudados e mudar o resultado. O número de eventos de splicing alternativo em 

carcinomas adrenais e outros tumores em humanos vendo sendo descrito como superior 

aos que ocorrem em tecidos normais, e estes tipos de estudos vem surgindo também 

como ferramenta de prognóstico (XU et al., 2020; LIANG; SUN, 2021). Um fator 

limitante do nosso estudo foi o reduzido número de neoplasias incluídas nas análises 
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devido ao elevado custo do sequenciamento. Considerando a heterogeneidade dos 

tumores, sugere-se em estudos futuros a inclusão de uma amostra maior, composto não 

somente por carcinomas como também por adenomas adrenocorticais.  

Na avaliação histológica das amostras de adrenais não tumorais, que 

compuseram a primeira parte do estudo, foi possível observar que a zona produtora de 

mineralocorticoides mais externa tem predominância de seu formato em cordões 

curvados ou arcos, e poucos formatos de roseta foram encontrados como descritos em 

humanos. Desta forma, ao invés de zona glomerulosa, tão difundida no meio da 

endocrinologia veterinária, sugerimos uma descrição mais acurada em cães como zona 

arcada ou zona arciforme. A zona glomerulosa ganha este nome por estar arranjada em 

tufos ou rosetas de células epiteliais, as células têm esta disposição em humanos e 

ruminantes. Já nos equinos, suínos e carnívoros, foi descrita como zona arciforme por 

apresentar as células colunares em forma de arcos (HULLINGER; ANDRISANI, 2012). 

Logo abaixo da zona arciforme, visualizou-se neste trabalho a zona intermediária de 

forma intermitente, sem continuidade em todo o parênquima, contendo células 

pequenas, com pouco citoplasma e sem inclusões lipídicas. Logo, nos cães pode-se falar 

que o córtex é composto por 4 zonas. Esta estreita faixa, a zona intermediária, foi 

estudada em cães apenas em 1978 por um extenso trabalho que identificou esta zona 

constituída por pequenas células indiferenciadas que correspondem às células-tronco, as 

quais geram parênquima de reposição para as demais zonas (HULLINGER, 1978). 

Classicamente, os tecidos altamente regenerativos mantêm a homeostase celular 

utilizando um compartimento ativo de células-tronco/progenitoras ou pela replicação de 

células diferenciadas pré-existentes. Embora a extensão total do potencial proliferativo 

de células da ZG e ZF diferenciadas não tenha sido completamente investigada em 

humanos, foi proposto que a adrenal adulta contém células-tronco residentes em tecido 

no córtex periférico capazes de auto renovação. Neste contexto, foi demonstrado que há 

células-tronco/progenitoras na cápsula adrenal e região subcapsular que podem se 

diferenciar para repovoar ou expandir zonas de acordo com a demanda fisiológica ou 

patológica. As células senescentes também podem ser reabastecidas por meio de 

conversão de linhagem; por exemplo, as células da ZG podem se transformar em células 

da ZF (PIHLAJOKI et al., 2015). O turnover adrenocortical é acompanhado pela 

migração centrípeta de células do córtex externo para o interno. Esse remodelamento foi 
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avaliado em ratos, e foi descoberto que o tempo para uma célula atravessar todo o 

córtex é de cerca de 104 dias (ZAJICEK; ARIEL; ARBER, 1986). O córtex adrenal de 

rato contém uma camada de células menos proeminente, a zona indiferenciada (zU), 

localizada entre o ZG e a ZF. É conhecido que a zU tem células tronco que atuam no 

remodelamento adrenocortical por reposição celular centrípeta e centrífuga (MITANI, 

2014). De maneira análoga, em ferrets também foi descrita uma zona intermediária, cuja 

sugestão é ser composta de células tronco (BIELINSKA et al., 2006). Em cães, a 

caracterização dessas populações de células tronco ainda não foi descrita, nem como 

variam com a idade dos animais, nem o comportamento de diferenciação diante de 

situações fisiológicas e patológicas.  

Como exposto, o core desta tese foi identificar variantes de splicing, pois 

acreditamos que este seja um mecanismo importante de ampliação da função dos genes 

envolvidos na cascata esteroidogênica, e a chave do entendimento de lacunas no 

conhecimento da fisiologia adrenal. Para o futuro deste estudo acreditamos que a 

integração da proteômica e da transcriptômica seja mais um ganho neste conhecimento, 

pois esta nova área atualmente denominada de proteogenômica, integra os dados obtidos 

do sequenciamento de isoformas com a obtenção de proteínas pela espectrometria de 

massas, confirmando o que é produzido e desempenha funções no tecido em estudo.  
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7 CONCLUSÕES 

 

Com os resultados obtidos nesta tese foi possível concluir que: 

 

 O transcriptoma completo pela técnica Iso-Seq pelo sistema PacBio 

forneceram informações novas para melhorar a anotação do genoma do 

cão, 

 

 Pelo sequenciamento Iso-Seq foi possível identificar as isoformas das 

principais enzimas envolvidas com a esteroidogênese adrenal, mas não 

do gene CYP11B, 

 

 Pelo RNA-seq foi possível comprovar a existência de isoformas da 

CYP11B no córtex adrenal do cão, 

 

 Há apenas um locus do gene HSD3B e um do gene CYP11B no genoma 

canino, 

 

 Não foi possível obter um material de microdissecção de qualidade da 

zona arciforme e zona fasciculada para identificar as isoformas dos genes 

HSD3B e CYP11B separadamente,  

 

 Não há diferença significativa quanto a produção de isoformas dos genes 

SF-1, MC2R, SOAT1, GNAS, PRKACA, PRKACB, PRKAR1A, 

PRKAR1B, TP53 e CTNNB1 no tecido tumoral e não tumoral em cães. 
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