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RESUMO

Embora muitos eventos que participam do processo de desenvolvimen-
to sexual normal ndo estejam elucidados, estd estabelecido que a
determinacdo do sexo gonadal é a responsdvel pela diferenciacdo se-
xual durante a vida fetal. Deste processo participam varios genes que
inferagem enftre si, como SRY e DAXI, localizados nos cromossomos se-
xuais e os autossdmicos WT-1, SF-1 e SOX9. Sua acdo na determinacdo
gonadal ainda ndo estd esclarecida, mas mutacdes identificadas
nestes genes resultaram na auséncia da formacdo gonadal ou na pre-
senca de gbébnadas disgenéticas. A diferenciacdo da genitdlia interna
masculina incluindo a descida testicular, requer secrecdo e acdo local
normal da testosterona nos ductos de Wolf e do horménio anti mulleri-
ano (HAM) nos ductos de Mller, impedindo sua diferenciacdo. Os ge-
nes Insl3 e HOX participam da descida intra-albdominal dos testiculos na
espécie humana, e a descida inguino-escrotal € controlada pelos
andrégenos, sendo os principais genes envolvidos nessa fase da embrio-
génese o do receptor de andrégenos, o do HAM e o do seu receptor.
Mutacdes em um desses genes resulfam em ambiguidade e/ou subde-
senvolvimento da genitdlia inferna masculina. No sexo feminino, os
genes da familia Wnt (Wnt-7a e Wnt-4) parecem ter um papel no desen-
volvimento dos ductos MUllerianos e na supressdo da diferenciacdo das
células de Leydig no ovario. A ambiguidade genital pode resultar da
deficiéncia da producdo de testosterona pelas células de Leydig, de
distdrbios no receptor androgénico ou de defeito na metabolizacdo da
testosterona pela Sa-redutase 2. Estdo envolvidos nesta fase da diferen-
ciacdo os seguintes genes: do receptor do LH/hCG, do CYP11A1, do
P450scc, do CYP17, do HSD3B2 e do HSD17B3 que codificam as respec-
tivas enzimas envolvidas na sintese de testosterona, além do gene do
receptor androgénico e do gene SRD5A2. Avancos na compreensdo
dos mecanismos envolvidos nos processos da determinacdo e diferen-
ciacdo sexual foram possiveis com os novos conhecimentos de biologia
molecular. Diversas etapas deste processo serdo ainda esclarecidas
com a identificacdo de novos genes, que também particioam deste
complexo mecanismo de interacdes génicas. (Arq Bras Endocrinol
Metab 2002;46/4:433-443)

Descritores: Determinacdo gonadal; Diferenciacdo sexual

ABSTRACT

Molecular Aspects of Sexual Determination and Differentiation.

Many of the events that influence the process of normal sexual devel-
opment have not been completely clarified, however it is well estab-
lished that gonadal sex determination is responsible for sexual differenti-
ation during fetal life. Several interacting genes participate in this
process, and the most important are: SRY and DAX-1 genes located in
the sexual chromosomes and the autosomic genes WTI, SF-1, and SOX9.
The precise action of these genes on gonadal determination is yet to be
clarified, but their participation is fundamental since mutations identified
in these genes result in the absence of gonadal development or the
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presence of dysgenetic gonads. The differentiation
of male infernal genitalia including tfesticular des-
cent, require both normal secretion and local action
of testosterone on Wolffian ducts and anti-mullerian
hormone gene (AMH) on Mdullerian ducts, preventing
their differentiation into uterus, vagina and tubes. The
genes Insi3 and HOX participate of the fransabdomi-
nal descent of testes, and inguinal-scrotal descent is
controlled by androgens. Nonetheless, the main
genes involved in this early embryogenic phase are:
the androgen receptor gene, AMH gene and the
AMH receptor gene. Mutations in one of these genes
result in genital ambiguity and/or partial develop-
ment of male infernal genitalia. In the female sex
there has been recent evidence that genes from the
Wnt family (Wnt-7a and Wnt-4) have a role in the
development of Mullerian ducts and the suppression
of Leydig cell differentiation in the ovaries. The
ambiguous external genitalia result in festosterone
production deficiency by Leydig cells, androgen
receptor impairment, or a defect in peripheral testos-
terone metabolism by 5-alpha-reductase type 2. The
genes involved in this phase of male sex differentia-
fion are: LH /hCG receptor gene, CYP11AT gene,
P450scc gene, CYP17 gene, HSD3B2 gene and
HSD17B3 gene that codify the respective enzymes
involved in testosterone synthesis, along with the
androgen receptor gene and SRDS5A2. The new
achievements of molecular biology determined a
better comprehension of the process of sexual deter-
mination and differentiation. Several steps of this
process will be clarified, with the identification of new
genes that also participate of this complex mechao-
nism of gene interactions. (Arq Bras Endocrinol Metab
2002;46/4:433-443)

Keywords: Gonadal determination; Sexual differen-
tiation

DETERMINACAO SEXUAL

PROCESSO DE DESENVOLVIMENTO SEXUAL nOs ma-

miferos se inicia no momento da fertiliza¢io com
o estabelecimento do sexo cromossdmico do zigoto e
¢ determinado pela intera¢io de genes, fatores trans-
cricionais, horménios e receptores hormonais.

Neste processo a determina¢io sexual e a dife-
renciagdo sexual ocorrem como etapas distintas e se-
qtienciais. O evento primario consiste na determinag¢io
do sexo gonadal que define o desenvolvimento da
gbnada embriondria indiferenciada no sentido masculi-
no ou feminino.

A organizagio da crista urogenital primitiva ¢
controlada por proteinas do grupo homeodomain
(LIM1) e por fatores transcricionais como os da
familia dos receptores nucleares (SF-1 ¢ WT1). O pa-
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drio temporal e topogrifico da expressio de genes
como SF-1 e WT1 sugerem que eles participam da
preparagio do tecido gonadal bipotencial para a etapa
de determinagio do sexo gonadal. O gene LIMI1 pa-
rece desempenhar um papel semelhante.

A identificagao da regido determinante do sexo no
cromossomo Y (gene SRY) constituiu uma etapa crucial
na compreensio da determina¢io do sexo gonadal mas-
culino. Além do SR7Y, o gene SOX9 tem também um
papel importante na indugao da formagao testicular. Ou-
tros genes localizados nos cromossomos sexuais (DAXI,
ATRX) e em autossomos (DMRT, WNT4) também par-
ticipam de etapas criticas do processo de determinagio
gonadal. As interagdes dos virios genes envolvidos no
complexo mecanismo da cascata da determinagio sexual
estio sendo gradualmente esclarecidas. Mais recente-
mente, tem sido observado que a dose génica também
desempenha um papel muito importante no processo
normal de formagao e desenvolvimento gonadal.

O processo de diferenciagio sexual que se segue
a defini¢io do sexo gonadal compreende todos os
eventos subseqiientes a organogénese gonadal ¢ serd
abordado com detalhes em seqiiéncia (Parte II).

CLASSIFICACAO DAS ANOMALIAS DA
DETERMINACAO SEXUAL

Sao classificados como portadores de sexo reverso os
pacientes nos quais o sexo genético, determinado pela
presenga ou auséncia do cromossomo Y, nio corres-
ponde ao sexo gonadal. Neste grupo de pacientes estio
incluidos aqueles com cari6tipo 46,XX e desenvolvi-
mento de gonada masculina (homens XX ¢ hermafrodi-
tas verdadeiros 46,XX) e os pacientes com caridtipo
46,XY ¢ presenga de génadas disgenéticas ou auséncia
de desenvolvimento gonadal (disgenesia gonadal com-
pleta (DGC), disgenesia gonadal parcial (DGP) e sin-
drome da regressao testicular embrionaria).

INTERAGAO DOS GENES ENVOLVIDOS NA
DETERMINACAO SEXUAL

Virios genes localizados nos cromossomos sexuais e
autossomos participam dos processos de determinagio
sexual. Uma complexa cascata génica ¢ formada por
uma série de genes que interagem em fases restritas ou
em diferentes momentos do desenvolvimento do teci-
do gonadal.

Alteragdes nos mecanismos de a¢do e nas inte-
ragoes génicas dio origem a diferentes graus de anor-
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malidades no desenvolvimento gonadal, que resultam
na forma¢io de goénadas disgenéticas ou em agenesia
gonadal. Anormalidades na dosagem dos genes envolvi-
dos na determinagdo sexual, seja por insuficiéncia ou por
excesso de expressio génica, sio também identificadas
nos portadores de sexo reverso 46,XX e 46,XY.

GENES ENVOLVIDOS NA DETERMINAGAO
GONADAL

Genes Localizados nos Cromossomos Sexuais:
SRY, Locus DSS (DAX1/ NROB1) e ATR-X

1. Gene SRY (Gene da regido determinante do sexo do cro-
maossomo Y) - OMIM 480000. O gene SRY humano estd
localizado préximo a regiao pseudoautossomal do brago
curto do cromossomo Y (Yp 11.3). E constituido por um
exon Unico e codifica uma proteina de 204 aminoacidos.
A protefna SRY possui um dominio central de ligagio ao
DNA denominado HMG box homoélogo ao nucleo de
ligagao das proteinas nucleares da alta mobilidade.

A presenga do cromossomo Y ¢ reconhecida co-
mo o fator determinante do desenvolvimento gonadal
masculino em humanos desde a década de 50, quando
as técnicas de citogenética para o estudo das altera¢oes
cromossdmicas comecaram a ser utilizadas. A identifi-
cagdo do gene SR7, no brago curto do cromossomo Y,
no inicio da década de 90, permitiu o esclarecimento de
uma importante etapa no processo de determina¢io da
gbénada embriondria masculina (2,3).

O gene SRY age como um indutor na determi-
nag¢do sexual masculina. A sua expressao nas células so-
maticas da crista genital precede os primeiros sinais do
desenvolvimento testicular. O desenvolvimento do testi-
culo inicia-se com a transformagio dos precursores das
células de suporte em células de Sertoli, as quais vao dire-
cionar o desenvolvimento das demais células da gonada.
Assim, na vizinhanga das células de Sertoli os precursores
das células esterdidicas desenvolvem-se em células de
Leydig ¢ as células germinativas em espermatogodnias.

A confirmagio do gene SRY como fator deter-
minante testicular foi realizada através do experimento
de Koopman, no qual a inser¢ao de um fragmento de
14kb de DNA contendo o gene Sry murino em ovos
XX fertilizados determinou o desenvolvimento da go-
nada masculina (4). A natureza transitéria da expressio
do gene Sry na gonada masculina sugere que ecle aja
como um regulador de outro(s) gene(s), provavel-
mente um gene repressor da inibi¢io do desenvol-
vimento testicular. A interagdo do SRT com os genes
da familia SOX, especialmente o SOXY9, parece ser
fundamental no desenvolvimento gonadal masculino.
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A ocorréncia de troca de material entre os cro-
mossomos paternos X e Y durante a meiose, com a
transferéncia de fragmentos do cromossomo Y para o
X foi sugerida na década de 60 como a causa de sexo
reverso 46,XX. Esta hipotese foi confirmada pela
demonstra¢do da presenga de seqiiéncias especificas de
Y no cromossomo X de alguns pacientes (5). A deter-
minagiao gonadal masculina em individuos 46,XX foi
creditada a transferéncia de um fator determinante tes-
ticular do Y para o X. A forma classica de homem XX,
que apresenta genitdlia masculina normal, foi relacio-
nada a presenga de SRY no genoma, enquanto os
homens XX com ambigtiidade genital usualmente nio
apresentam material de Y detectavel (6). Nos raros
casos de homem XX com genitdlia ambigua, nos quais
identificou-se a presen¢a de SR7Y, demonstrou-se que
este gene estd localizado no cromossomo X inativo
(7). Embora seqiiéncias do cromossomo Y possam ser
detectadas em alguns hermafroditas verdadeiros 46,XX
¢ homens XX com ambigiiidade genital, a maioria
destes pacientes ndo apresentam seqiiéncias do cro-
mossomo Y, incluindo-se o gene SR7Y, o que sugere a
participagio de outros genes neste processo. A des-
crigdo numa mesma familia de pacientes com diagnos-
tico de hermafroditismo verdadeiro e homens XX su-
gere uma etiologia comum para estas doengas.

Na grande maioria dos pacientes com disgene-
sia gonadal 46,XY demonstrou-se a presenga de um
gene SRY normal. A freqiiéncia de mutagdes des-
critas no gene SRY nos casos de disgenesia gonadal
46,XY se aproxima de 15% (8). As mutag¢oes identifi-
cadas no SR7Y foram localizadas principalmente na
regidao do HMG box, regido esta responsavel pela li-
gacdo da proteina SRY ao DNA e pela indugio das
modificagdes da configuragio espacial dos sitios-alvo
de ligac¢io.

Raras muta¢oes foram identificadas fora do
HMG box em pacientes com diagnoéstico de DGC e
DGP. A auséncia de mutagoes no gene SRY em mate-
rial gonadal de pacientes com DG 46,XY afastou a
possibilidade de mutagdes restritas ao tecido gonadal
serem a causa da doenca. A maioria das mutagdes
descritas no gene SR7Y sao mutagoes de novo. Entre-
tanto, sao descritos casos de pais férteis com filhos
portadores de sexo reverso 46,XY que apresentam as
mesmas seqiiéncias alteradas do gene SRY. A presenga
de mosaicismo no pai para a variante foi demonstrada
em um caso (9). Uma penetrancia incompleta da mu-
tagio do gene SR7Y tem sido também proposta para
explicar os achados de casos familiares de homens
normais ¢ afetados portadores das mesmas seqiiéncias
mutadas do gene (10,11).
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A anilise das propriedades bioquimicas dos
dominios de ligagaio ao DNA das proteinas SRY mu-
tantes demonstraram anormalidades tanto no processo
de afinidade de ligagio como modificagdes espaciais
geradas nas angulagdes da fita de DNA impedindo a for-
magao do complexo DNA-proteina SRY (11).

2. Locus DSS (Dosage Sensitive Sex reversal)
Gene DAXI (gene 1 da regido critica DSS - Hipoplasia
adrenal congénita do cromossomo X) / NROBI - OMIM
300200. O locus DSS esta localizado na regiio Xp21
adjacente ao locus da hipoplasia adrenal congénita
(HAC). O gene DAXI1 foi isolado em associagao a
uma ilha CpG do segmento de sobreposi¢io da regiao
critica DSS ¢ HAC (Xp21.3). Este gene codifica um
novo membro da superfamilia de receptores nucleares
com um unico dominio de ligagio ao DNA. Difere
dos outros membros desta familia pois perdeu um
dominio tipico zinc-finger que participa da ligago ao
DNA. E um gene constituido por 2 exons e codifica
uma proteina de 470 aminoécidos.

A identificagio de pacientes com sexo reverso
46,XY portadores de duplicagdes de por¢oes do brago
curto do cromossomo X (regido Xp21.2-22.1) permitiu
relacionar estes Joci ao desenvolvimento gonadal. Bar-
doni denominou a regido de 160kb do cromossomo X
(Xp21) adjacente ao Jocus da hipoplasia adrenal con-
génita de locus Dosage Sensitive Sex reversal (DSS) (12).

Delegoes da regido critica DSS estio associadas
a manifesta¢des da sindrome dos genes contiguos que
incluem hipoplasia adrenal congénita, hipogonadismo
hipogonadotréfico, deficiéncia de glicerol quinase,
doenga de Aland Isiand eyes, perda auditiva, retardo
mental e distrofia muscular de Duchenne. Embora
estes pacientes possam apresentar hipogonadismo
hipogonadotrofico e criptorquidismo, apresentam ge-
nitdlia interna e externa masculina normal. Mutag¢oes
no gene DAXI foram descritas em pacientes com
diagnostico de hipoplasia adrenal congénita ligada ao
cromossomo X (13).

A expressio do gene DAXI foi demonstrada
primariamente nos tecidos esteroidogénicos incluindo
o cortex adrenal, testiculo (células de Leydig), ovario
(células da teca e granulosa, além da hipdfise, do
hipotilamo e da crista urogenital.

O processo normal de inativagdo do cromosso-
mo X ocorre precocemente na gestagio, antes da 82 a
122 semanas, periodo correspondente ao inicio da
diferencia¢io gonadal. A presen¢a de genes do cro-
mossomo X, que normalmente estio submetidos a ina-
tiva¢do, se ativados em dose dupla poderiam estar rela-
cionados a distarbios do desenvolvimento gonadal em
pacientes com sexo reverso.
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Em individuos masculinos normais o desenvol-
vimento ovariano ¢ a fungao DSS sio reprimidos du-
rante a formagio testicular pela presenga do gene SR7Y.
A dupla dosagem ativa do gene situado no Jocus DSS,
em individuos com duplica¢des Xp, mesmo na pre-
sen¢a de um gene SR7Y funcionalmente normal pode-
ria determinar a perda da atividade repressora do SRT
sobre um segundo gene repressor situado no Jlocus
DSS. Assim, a fungdo deste gene do Jocus DSS de inibir
outros genes responsaveis pelo desenvolvimento
gonadal masculino nao estaria mais adequadamente
reprimida pelo SRY. Neste contexto, poderia ocorrer o
desenvolvimento de uma goénada disgenética ¢ um
fenotipo de sexo reverso.

Em estudos com camundongos transgénicos a
expressao aumentada do gene Daxl induziu o desen-
volvimento de animais com sexo reverso. Este achado,
sugere um possivel papel do gene DAXI no desenvolvi-
mento de gbnadas disgenéticas em pacientes portadores
de duplica¢io de Xp (14). No entanto, até 0 momento
nenhum paciente portador de DG 46,XY e excesso de
expressao (duplicagiao) do gene DAX]I foi descrito.

3. Gene ATR-X (a-talassemin ¢ vetardo mental
ligada no X) — OMIM 300032. O gene ATRX (ou
gene da helicase 2 ligado ao X - H2X) estd localizado
no brago longo do cromossomo X (Xql3). Este gene
¢ constituido por 35 exons e codifica uma proteina
nuclear NTP de ligagio homologa a diversos membros
da superfamilia helicase II. A proteina ATRX pode
estar envolvida na regulagdo da transcri¢io génica via
modulag¢io da estrutura da cromatina.

A sindrome ATR-X é caracterizada por retardo
mental severo, a-talassemia e multiplas anomalias con-
génitas incluindo anormalidades genitais. A descri¢do
de pacientes portadores da sindrome e disgenesia
gonadal 46,XY relacionam o gene ATR X ao desen-
volvimento testicular humano (15,16).

Genes Localizados nos Autossomos: SF-1
(NR5AT), WTI1, SOX9, WNT4, DMRT1 e DMRT2

1. Gene SF-1 (Gene do Fator Esteroidogénico 1) /
NR5AI OMIM — 184757. O gene SF-1 humano estd
localizado no brago longo do cromossomo 9 (9q34).
Este gene é constituido por 7 exons, incluindo o
primeiro exon nao traduzido, e codifica uma proteina
constituida por 461 aminoacidos. Este gene é um
membro da familia dos receptores nucleares.

O gene SF-1 foi primeiramente identificado
como um ativador de genes envolvidos na biossintese
dos esterdides. Ele age como um regulador da fung¢io
endécrina no eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal e no
cortex adrenal, sendo um fator essencial na determi-
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nagao e diferenciagao sexual (17). A expressio do SF-
1 é necessiria em trés momentos durante o desen-
volvimento testicular: na gonada bipotencial antes da
determinagdo testicular, nas células de Sertoli regulan-
do a expressio do gene do horménio anti-miilleriano
(HAM) e nas células de Leydig regulando a produgao
dos hormonios esterodides.

Estudos de expressio génica em camundongos
mostraram que o Sf7 estd expresso na crista urogenital
de embrides de camundongos nos estagios mais pre-
coces da organogénese das gonadas. Camundongos fe-
mininos ou masculinos com bloqueio da atividade do
gene Sf1 apresentam genitdlia interna e externa femi-
nina ¢ morrem no periodo neonatal por insuficiéncia
adrenal. Estes animais apresentam auséncia do desen-
volvimento gonadal e adrenal e alteragdes na atividade
dos gonadotréfos (17).

Quatro mutagdes no gene SF-I1, que determi-
nam insuficiéncia de sua expressio, foram descritas em
humanos. Todos os pacientes 46,XY eram portadores
de disgenesia gonadal. Apenas um paciente 46,XY
apresenta comprometimento gonadal isolado sem in-
suficiéncia da glandula supra-renal (18,19).

2. Gene WT1 (Gene supressor do tumor de Wilm’s)
- OMIM 194070. O gene WT'1 em humanos estd loca-
lizado no brago curto do cromossomo 11 (11pl3) e é
constituido por 10 exons incluindo dois sitios de splic-
inyg alternativos nos exons 5 ¢ 7. A presenga de sitios
alternativos de splicing e de inicio de tradug¢io gera
diversas isoformas da proteina WT1. Um balan¢o pre-
ciso entre as diversas isoformas do WT1 parece ser
necessario para uma fun¢ao normal da proteina.

O gene WTI é expresso muito precocemente
durante o desenvolvimento da crista urogenital e tem
sido implicado no desenvolvimento renal e gonadal
precoce. Em camundongos, a perda em homozigose
do gene Wrl determina a auséncia de desenvolvimen-
to renal e gonadal. Como resultado da degeneragio
gonadal precoce a genitilia interna e externa destes
animais desenvolve-se no sentido feminino.

As mutagoes identificadas no gene W71 em
humanos sao usualmente em heterozigose. Muta¢oes
neste gene, que determinam insuficiéncia de expressio
(haploinsuficiéncia) estdo envolvidas em trés diferentes
sindromes relacionadas entre si. Dele¢des em hete-
rozigose do gene sio associadas com malformag¢oes
genitourindrias leves, predisposi¢ao para o desenvolvi-
mento de tumores renais na infincia além de aniridia e
retardo mental na sindrome de WAGR (20). Na sin-
drome de Denys-Drash mutagdes em heterozigose no
dominio de ligagao ao DNA do gene WT1 levam a se-
veras e freqiientes malformag¢odes urogenitais. Tumor
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de Wilm's na primeira década de vida ¢ insuficiéncia
renal (esclerose mesangial difusa) de inicio precoce sdo
manifestagdes da sindrome associadas a pseudoher-
mafroditismo masculino. Individuos 46,XY com a sin-
drome de Denys-Drash mostram genitilia ambigua ou
feminina confirmando o envolvimento deste gene no
desenvolvimento gonadal masculino (21). Na sin-
drome de Frasier os pacientes 46,XY apresentam ge-
nitdlia externa feminina normal, génadas em fita ¢ de-
senvolvem uma glomerulopatia progressiva. Estes
pacientes apresentam alto risco de desenvolverem
gonadoblastoma nas godnadas disgenéticas. Nestes
pacientes foram descritas mutagdes em heterozigose,
quase todas localizadas no intron 9, que determinam
mudanga no sitio doador de splice do WT1 resultando
em inversio na razdo das isoformas da proteina WT1
com predominio da isoforma longa sobre a isoforma
curta. Esta alteragio na razdo das isoformas interfere
no funcionamento normal da proteina WT1 e leva ao
desenvolvimento da sindrome (22,23).

3. Gene SOX9 (SRY-related HMG-box gene
9) OMIM - 114290. O gene SOX9 é um fator
transcricional, membro da familia dos genes SOX que
contém um nacleo HMG box semelhante ao do gene
SRY. Em humanos o gene SOX9 estd localizado no
brag¢o longo do cromossomo 17 (17q24) e é consti-
tuido por trés exons codificando uma proteina com
509 aminodcidos.

Este gene ¢ expresso nos testiculos em desen-
volvimento e em condensagdes mesenquimais pre-
cursoras de cartilagens e ossos. Estudos da expres-
sio do gene Sox9 em camundongos demonstraram
que o gene estd expresso em baixos niveis nos
primérdios gonadais femininos e masculinos e sua
expressdo persiste nas células de Sertoli, desapare-
cendo no tecido ovariano. Dados experimentais
sugerem que o gene SOXY é um gene determinante
testicular e que estd sujeito a regulagio de diferentes
genes entre os quais o gene SRY e o gene DAXI
(locus DSS) (24).

Mutagoes em heterozigose no gene SOX9, que
determinam haploinsuficiéncia do gene, estio rela-
cionadas ao desenvolvimento da sindrome da displasia
campomélica. Nesta sindrome constituida por malfor-
magoes esqueléticas maltiplas observa-se um aumento
na prevaléncia de disgenesia gonadal em pacientes
46,XY ¢ sexo reverso. Recentemente, um caso de sexo
reverso 46, XX associado a duplicagio da regido
gendmica contendo o gene SOX9 foi descrito suge-
rindo que a expressio aumentada do gene poderia
determinar o desenvolvimento da gbdnada masculina na
auséncia do gene SRY (25).

437



Determinacio e Difevenciagio Sexual
Domenice et al

4. Gene WNT4 (Wingless-type mouse mamma-
ry tumor virus integration site member 4) OMIM -
603490. O gene WNT4 é membro da grande familia
de WNT genes que codificam glicoproteinas sina-
lizadoras extracelulares. O gene WNT4 humano estd
localizado no brago curto do cromossomo 1 (1p31-
p35) ¢ ¢é constituido por 5 exons que codificam uma
proteina de 193 aminoacidos.

O gene Wnt4 é expresso precocemente no
mesonefron em desenvolvimento e também estd
envolvido no desenvolvimento gonadal. Sua ex-
pressao é diminuida no testiculo porém permanece
no ovario. Modelos de animais mutantes knockout
para o gene Wnt4 demonstram o seu papel no de-
senvolvimento feminino, indicando que este gene ¢
necessdrio para o desenvolvimento do ovirio e dos
ductos de Miiller. A inativagdo deste gene em fémeas
de camundongos determinou a diferencia¢io de
células intersticiais do ovirio em células Leydig-
simile. Estas células apresentavam a capacidade de
produzir andrégenos que induziram o desenvolvi-
mento dos ductos de Wolff e regressio dos ductos
de Miiller nestes animais (26).

Num paciente portador de disgenesia gonadal
46,XY com multiplas malformagoes, foi identificada a
duplicagio da regido 1p31-1p35, localizagio do gene
WNT4(27). Este relato sugere a participagao do gene
na cascata da determina¢ao gonadal em humanos (28).
O excesso de expressio do gene WNT4 poderia deter-
minar um efeito anti-testicular semelhante ao descrito
para o Jocus DSS. O mecanismo proposto para a
indu¢io de sexo reverso neste caso foi um provavel
excesso de expressio do gene DAXI (locus DSS)
secunddrio ao excesso de dose do WNT4

5. Genes DMRTI1 ¢ DMRT2 (Doublesex and
Mab-3 Related Transcription Factor 1 and 2) OMIM
—602424. Os genes DMRTI ¢ DMRT2 mapeados na
regido do brag¢o curto do cromossomo 9 (9p24.3)
codificam proteinas que contém o nucleo de ligagao
ao DNA denominado DM (relativo aos genes dsx e
muab-3 relacionados ao controle do desenvolvimento
sexual respectivamente em C. elegans ¢ em D.
melanogaster).

A presenga de sexo reverso em individuos
46,XY ¢ descrita em associagdo com dele¢des 9p. Esta
sindrome dos genes contiguos do 9p ¢ caracterizada
por graus variados de sexo reverso 46,XY, retardo
mental e¢ anormalidades craniofaciais. Entretanto,
pequenas dele¢des poderiam estar associadas com
anormalidades gonadais isoladas. Genes evolutiva-
mente conservados com um dominio DM e rela-
cionados ao desenvolvimento gonadal foram identifi-
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cados nesta regiao, ¢ denominados DMRT. O estudo
da regiao codificadora do gene DMRTI e no dominio
DM do gene DMRT2 em pacientes com SeXO Ieverso
46,XY porém, nio identificou muta¢des nestes
pacientes. O mecanismo de haploinsuficiéncia para a
regido 9p é sugerido como causa desta sindrome (29).

DIFERENCIAGCAO SEXUAL

A diferencia¢io sexual em mamiferos envolve uma cas-
cata de genes que atuam desde a diferencia¢io da go-
nada bipotencial em testiculo ou ovério (determina¢io
sexual) até a diferencia¢io dos genitais internos e ex-
ternos também bipotenciais em masculinos ou femini-
nos nas primeiras semanas de vida intrauterina. A dife-
renciagdo das genitalias externa e interna no sexo mas-
culino é um processo dependente da produgao de hor-
monios sexuais pelo testiculo, enquanto que no sexo
feminino esse processo independe dos hormonios
ovarianos. Portanto a diferencia¢io sexual é gonada-
dependente apenas nos homens.

O desenvolvimento do fenétipo masculino
(incluindo descida testicular até a bolsa escrotal) re-
quer a produc¢do normal de trés hormoénios testicu-
lares: HAM (horménio anti-miilleriano), andrégenos
e Insl3. Por outro lado, no sexo feminino, a auséncia
da produgio desses hormonios determina a diferenci-
acdo sexual feminina.

Neste complexo processo de diferenciagao se-
xual estdo envolvidas numerosas enzimas, hormoénios e
seus receptores e fatores de transcrigio. Defeitos nos
genes que codificam a sintese de quaisquer destas
substancias determinam o aparecimento das anomalias
da diferenciac¢do sexual.

Genes Envolvidos no Desenvolvimento

dos Genitais Internos

Os ductos mesonéfricos ou ductos de Wolff estio pre-
sentes no feto a partir da terceira semana de gestacdo e
os ductos paramesonéfricos ou ductos de Miiller apa-
recem a partir da sexta semana de gestagio.

No feto feminino, os ductos de Miiller se dife-
renciam em trompas ¢ Utero. A por¢io superior da
vagina é formada pelos ductos de Miiller e também de
Wolft, pois na auséncia dos ductos de Wolft ocorre
atresia ou agenesia de vagina. Embora nao haja ne-
nhum gene especifico responsavel pela diferencia¢io
dos genitais internos femininos, atualmente hi evidén-
cias de que genes da familia Wnt tenham um papel no
desenvolvimento dos ductos Miillerianos. O Wnt-4 ¢é
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responsavel pela supressio da diferenciagiao das células
de Leydig no ovario e o Want-7a é necessdrio para o
completo desenvolvimento dos derivados miillerianos
em ratas fémeas (30). No entanto, em humanos, o
papel preciso desses genes na diferenciagio sexual
feminina ainda nio esta estabelecido.

No feto masculino, através da a¢io local da
testosterona secretada pelas células de Leydig a partir
da oitava semana de gestagdo, os ductos de Wolff se
diferenciam em epididimo, ducto deferente e vesicula
seminal e os ductos de Miiller sofrem atrofia sob a¢do
do hormoénio anti-miilleriano (HAM), secretado pelas
células de Sertoli.

Sintese e a¢io do HAM: HAM ¢ um horménio
glicoprotéico que pertence a superfamilia do TGE (fa-
tor transformador de crescimento-f) e é expresso nas
células de Sertoli fetais e pré-puberais (31). O gene que
codifica a sua produgio contém 5 exons e estd localiza-
do no cromossomo 19 na posi¢io 19p13.3-13.2 (32).
A regiio promotora do gene do HAM apresenta sitios
de liga¢do para SF-1 e Sox9 além de um sitio GATA
(31), portanto o Sox9 pode ligar-se a regido promoto-
ra desse gene e interagir com o SF-1 que ativa a trans-
cri¢io do gene do HAM. Embora o WT-1 nio seja
capaz de ligar-se a regido promotora do gene do HAM,
ele interage fisicamente com o SF-1 ativando a tran-
scri¢do desse gene (33). Portanto, a transcrigao do gene
do HAM, na vida intrauterina, é regulada por outros
fatores implicados na diferenciagio sexual incluindo o
SE-1, Sox9, GATA-4 e WT-1.

O HAM ¢ produzido pelas células de Sertoli
ndo s6 na fase embriogénica (entre a 92 ¢ a 112 sema-
nas de gesta¢do), mas também no final da gestagio,
ap6s o nascimento e ainda no adulto, porém em
niveis bem mais baixos, sugerindo que esse hor-
monio tem uma a¢do funcional no testiculo maduro,
além da sua a¢io na regressio dos ductos de Miiller
¢ na descida testicular no final da gesta¢do. Recente-
mente, Teixeira e col. mostraram dados que indicam
que o HAM regula a sintese de andrégenos supri-
mindo diretamente a transcri¢gio do gene P450cl7
que codifica a produ¢do das enzimas 17a hidroxilase
e 17,20 desmolase envolvidas na sintese da testos-
terona (34). A a¢do desse horménio ¢ mediada por
seus receptores de membrana treonina/serina
quinase tipo I e tipo II, apenas o receptor tipo II é
expresso nas células mesenquimais que circundam os
ductos de Miiller durante o periodo de regressio,
mas para ocorrer a sinalizagio poés-receptor é
necessdria a fosforilagio do receptor tipo I. O gene
que codifica o receptor tipo II do HAM contém 11
exons e estd localizado no cromossomo 12 na
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posi¢ao 12ql3. A regulag¢io de sua expressio ainda
nio esta esclarecida.

Mutagoes inativadoras do gene do HAM ou do
gene do receptor do HAM tipo II determinam a per-
sisténcia dos ductos de Miiller em individuos 46,XY
com genitilia externa masculina normal associada ou
nio a criptorquidia.

Para que ocorra a diferenciagio dos ductos de
Wolff em epididimo, ducto deferente e vesicula semi-
nal, é necessaria produ¢io normal de testosterona, a
qual requer o envolvimento dos virios genes que co-
dificam a sua sintese e agdo nos tecidos periféricos.
Essa cascata de genes serd descrita a seguir.

Genes envolvidos no desenvolvimento

dos genitais externos

Os genitais externos, assim como as gébnadas também
se desenvolvem de precursores comuns: o tubérculo
genital, as pregas urogenitais, pregas labio-escrotais e o
seio urogenital.

No homem, a testosterona secretada pelos
testiculos é transformada perifericamente em dihidro-
testosterona (DHT) através da enzima 5a-redutase. A
dihidrotestosterona age sobre os genitais externos in-
diferenciados, promovendo sua diferenciagio em geni-
tais externos masculinos.

Sob a ag¢io da dihidrotestosterona, o tubérculo
genital se diferencia em glande do pénis, as pregas uro-
genitais em corpo do pénis, as pregas libio-escrotais
em bolsa escrotal e o seio urogenital em prostata.

Na mulher, aparentemente sem a¢do hormon-
al conhecida, ¢ mesmo na auséncia de ovarios, o
tubérculo genital se diferencia em clitéris, as pregas
genitais em pequenos labios, as pregas labio-escrotais
em grandes labios e o seio urogenital na porgio infe-
rior da vagina.

Controle da esteroidogénese testicular fetal: é
mediada inicialmente pelo hCG e posteriormente pelo
LH, que agem através de um receptor comum, o recep-
tor do LH/CG, pertencente a familia dos receptores
acoplados a proteina G. O gene do receptor do LH/
CG esta localizado no cromossomo 2 na posi¢io 2p21.
Mutagoes inativadoras nesse gene causam resisténcia
testicular ao LH que resulta em pseudohermafroditismo
masculino com genitdlia completamente feminina ou
ambigua ou ainda em micropénis isolado ou associado a
hipospidia em individuos 46,XY ¢ resisténcia ovariana
ao LH que resulta em infertilidade e irregularidade
menstrual em pacientes 46,XX (35,36).

Biossintese da testosterona: a primeira etapa
da esteroidogénese adrenal e gonadal caracteriza-se
pela transferéncia do colesterol de fora para dentro
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da membrana mitocondrial e é mediada pela protei-
na, StAR (steroidogenic acute regulatory protein) que
¢ codificada pelo gene CYP11Al ou gene STAR
localizado no cromossomo 8 no locus 8pll.2. A
regido promotora desse gene contém sitios de li-
gacao para o SE-1 e para o receptor de estrégeno,
mostrando que esses produtos sio importantes
fatores de transcri¢ao na regula¢do da expressio do
gene StAR; estd expresso nos ovarios, testiculos, cor-
tex adrenal e rins (37). Mutag¢oes inativadoras desse
gene causam hiperplasia adrenal lipoidica, que é a
mais rara e mais severa forma de hiperplasia adrenal,
pois nem as gonadas nem as adrenais sio capazes de
realizar a esteroidogénese (38).

Dentro da mitocdndria, a metabolizacio do
colesterol em pregnenolona envolve trés reagoes dis-
tintas: 20a-hidroxila¢ao, 22-hidroxila¢iao e quebra da
cadeia lateral do colesterol que sio mediadas pela
enzima citocromo P450scc (side chain cleavage),
localizada dentro da membrana mitocondrial. Essa
enzima é codificada pelo gene CYP11A localizado na
regidio q23-24 do cromossomo 15. O gene CYP11A
¢ expresso no cortex adrenal, células da granulosa,
células de Leydig e placenta. Até o momento foi
encontrada uma tnica mutagdo em heterozigose no
gene CYP11A, determinando um quadro clinico
severo de hiperplasia adrenal lipoidica, porém com
manifestagio tardia (39).

A pregnenolona formada deixa a mitocondria
e é desidrogenada na posi¢ao 3-f pela enzima 3p-
hidroxiester6ide dehidrogenase. Além da pregne-
nolona, essa enzima regula a conversio de todos os
outros A5-3f-hidroxiesteréides (17-OH pregne-
nolona, dehidroepiandrosterona e androstenediol)
nos correspondentes A%-3f3-cetoesterdides (proges-
terona, 17-OH progesterona, androstenediona e
testosterona). O gene 3B-HSD codifica a sintese de
duas isoenzimas 3p-hidroxiesteréide dehidrogenase
(tipo 1 e tipo 2). Esse gene estd localizado no cro-
mossomo 1 no locus pl1-13 e é constituido por 4
exons. Mutag¢des inativadoras na isoenzima tipo 2
causam, nos pacientes afetados, hiperplasia adrenal
congénita sob as formas perdedora (muta¢des do
tipo nonsense) ou nio perdedora de sal (muta¢des do
tipo missense).

A pregnenolona e a progesterona sio hidroxi-
ladas na posigio 17-alfa por outra enzima P450
especifica (P450c17) localizada no reticulo endoplas-
matico, formando a 17-hidroxipregnenolona e a 17-
hidroxiprogesterona, respectivamente. Esta mesma
enzima tem como atividade adicional clivar a ponte
de carbono 17,20, convertendo a 17-hidroxipreg-
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nenolona em dehidroepiandrosterona e a 17-hidro-
xiprogesterona em androstenediona (40). O gene
CYP17 é constituido por 8 exons, estd localizado no
cromossomo 10 na posi¢io 10q24.3 e é expresso em
adrenais, testiculos e células da teca. Teoricamente
diferentes mutagoes no gene CYP17 podem resultar
em deficiéncia da 17a-hidroxilase ou deficiéncia da
17,20-liase, ou ambas. Porém, estudos in vitro da
expressao da proteina de genes mutantes de indivi-
duos com diagnostico clinico de deficiéncia isolada
da 17a-hidroxilase revelaram que ocorreu a deficién-
cia combinada das duas enzimas em todos os casos
estudados (40). A analise iz vitro das enzimas mu-
tantes P45017a revela que a manutengdo de 20% da
atividade normal da 17,20-liase é suficiente para
algum grau de masculinizagao.

A 17-ceto-redutase, uma enzima do reticulo
endosplasmitico que ndo ¢ um citocromo P450, reduz
a dehidroepiandrosterona em androstenediol e a
androstenediona em testosterona, que pode ser con-
vertida em estrogeno pela agio do P450 aromatase,
outra enzima encontrada no reticulo endoplasmatico.
Existem 5 isoformas dessa enzima sendo que cada uma
¢ codificada por um gene especifico, todavia apenas a
isoforma tipo 3 estd envolvida na diferenciagio da
genitilia em humanos. A isoenzima 17HSD3 é codi-
ficada pelo gene HSD17B3 localizado no cromosso-
mo 9 na posi¢ao 9q22 que é expresso primariamente
nos testiculos onde faz a redugio de androstenediona
para testosterona. Muta¢oes no gene HSD17B3 deter-
minam deficiente produ¢io de testosterona e, conse-
qlientemente, incompleta viriliza¢io da genitalia exter-
na. Virias mutag¢oes ji foram identificadas nesse gene
em aproximadamente 20 individuos com essa deficién-
cia e quando expressas em cultura de células iz vitro,
as enzimas mutantes mostram auséncia de atividade.
Ainda n3o foram relatadas mutagdes nos genes que
codificam as outras isoformas.

Metaboliza¢io e ag¢io da testosterona: a con-
versio de testosterona em dihidrotestosterona ¢ rea-
lizada pela 5a-redutase nos tecidos periféricos como a
pele e foliculos pilosos. Existem duas isoenzimas da
S5a-redutase (tipo 1 ¢ tipo 2) codificadas por genes
diferentes, no entanto apenas a isoforma tipo 2 estd
relacionada com a diferencia¢io da genitdlia externa. A
S5a-redutase tipo 2, ¢ codificada pelo gene SRD5A2
localizado no cromossomo 2 na posi¢ao 2p23 e cons-
tituido por 5 exons. A isoenzima tipo 2 ¢ expressa no
figado e tecidos-alvo dos andrégenos, incluindo a
genitalia externa e prostata, porém ndo é expressa nos
ductos de Wolff na época da sua diferenciagiao, o que
suporta a idéia de que a testosterona é mais importante
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que o DHT nesse processo. Sua expressio ¢ regulada
pelos andrégenos, pois os niveis de mRNA estdo ele-
vados na proéstata de animais castrados, ap6s adminis-
tragdo de testosterona.

Uma grande variedade de mutagdes ja foi
descrita no gene que codifica a 5a-redutase tipo 2 em
diferentes grupos étnicos, de completa dele¢io do
gene SRD5A2 até mutagoes de ponto. Virios
pacientes afetados eram heterozigotos compostos para
diferentes mutagdes. A expressio iz vitro demonstra
que dele¢des, termina¢io prematura de codons e
defeitos no splicing determinam enzimas com dimi-
nui¢do da fungdo; por outro lado, substitui¢oes de
aminodcidos impedem a ligagao com a testosterona ou
produzem uma enzima instavel. A isoenzima tipo 1 é
normal em individuos com PHM por deficiéncia da
Sa-redutase, fato que pode explicar parcialmente a
intensa viriliza¢io na puberdade (41).

A agdo androgénica da testosterona ¢ da dihi-
drotestosterona se faz através de um unico receptor
citoplasmitico, o receptor androgénico (RA) que con-
tém trés dominios funcionais, comuns a outros recep-
tores nucleares: o dominio N-terminal que é o menos
conservado e estd envolvido na transativagio do gene,
contém uma regido polimérfica de glutamina devido a
um numero variavel de repeticoes CAG que afetam a
eficiéncia transcricional do receptor (42). O dominio
central de ligagdio com o DNA ¢ a regiao mais conser-
vada e o dominio C-terminal contém uma segunda
regido com fungdo de ativagio e é mediadora da inte-
rag¢io das proteinas co-reguladoras, dimeriza¢io, sina-
lizagao de localizag¢io nuclear e sitio de ligag¢io do gene.

O gene do receptor androgénico estd localiza-
do no cromossomo X na regidio Xql1-ql2. A presenga
de mutag¢des nesse gene determina a sindrome de
insensibilidade aos andrégenos em individuos XY com
determinagdo testicular e biossintese de testosterona
normais. Numerosas mutagoes foram descritas nesse
gene ¢ estio detalhadas no size http//www.mcgill.ca
/androgendb/. O fenétipo desses pacientes é muito
varidvel; vai desde o totalmente feminino (CAIS),
passa por varios graus de genitalia ambigua até geni-
tilia externa masculina normal (PAIS).

A ndo identificagio de mutagdes no gene do
receptor androgénico em pacientes com quadro clini-
co ¢ hormonal de CAIS ou PAIS evidencia que
defeitos nas proteinas co-reguladoras podem estar rela-
cionados com o quadro de insensibilidade androgéni-
ca nesses pacientes, porém raros estudos foram publi-
cados até o momento (43,44). Outra causa possivel é
a varia¢do no numero de repeti¢des CAG no gene do
RA. Repeti¢oes longas dentro da variagio normal s3o
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associadas com varios graus de masculinizagao incom-
pleta de causa desconhecida (45).

Virios genes envolvidos na biossintese e agio
androgénica sio polimorficos, porém a relagio dessas
variantes génicas com a sintese ¢ agdo dos andrégenos
durante as fases precoces da diferenciagao sexual ainda
ndo esta esclarecida.

Genes envolvidos na migrag¢do testicular

A migragio testicular do pdlo inferior do rim até a
bolsa escrotal ocorre em duas fases distintas: a mi-
gragao transabdominal e a descida inguino-escrotal. A
fixagdo do testiculo na parede abdominal se faz cra-
nialmente pelo ligamento suspensoério e caudalmente
pelo guberndculo. No sexo masculino o fator promo-
tor da descida abdominal do testiculo é a contragido ¢
o crescimento do guberniculo associados a regressao
do ligamento suspensorio. Os fatores genéticos ¢ hor-
monais envolvidos no processo de descida transab-
dominal ainda nao estio esclarecidos em seres hu-
manos, contudo, estudos em ratos indicam que a pre-
senga do testiculo é necessaria para o crescimento do
guberniculo, jd outros fatores de crescimento como
HAM, inibina e andrégenos nio siao indispensiveis
para a migragdo testicular nesses animais.

O gene Insl3 (insulin-like factor 3 ou relaxin-
like factor) é um membro da super familia dos hor-
monios nulin-like ¢ ¢ especificamente expresso na
célula de Leydig fetal e adulta e nas células da teca no
ovario poés-natal. Esta localizado no cromossomo 19 e
¢ constituido por 2 exons. O envolvimento desse gene
na migrag¢ao transabdominal dos testiculos foi sugeri-
do por alguns autores apds a identificagio de crip-
torquidia bilateral em ratos machos homozigotos para
dele¢io pontual do gene, o guberniculo mantém-se
afilado como nas fémeas; quando a mutagdo ocorre em
heterozigose o grau de criptorquidia é varidvel ou uni-
lateral ao nascimento e a posi¢io testicular normaliza-
se na vida adulta (46,47). A relagio desse gene na
migra¢io transabdominal dos testiculos em humanos
nio é tao evidente, pois recentes estudos em meninos
com criptorquidia bilateral mostram que muta¢des no
gene Insl3 sdo raras nesses casos (48).

Outra familia de genes que podem estar
envolvidos na etiopatogenia da criptorquidia é a dos
genes Hox, cujas mutagdes determinariam a perda da
capacidade do gubernaculo em traduzir ou implantar a
sinalizagdo do Insl3 talvez pela perda da indu¢io do
receptor, levando a um subdesenvolvimento do
gubernaculo (49).

A fase final de descida testicular, a descida
inguino-escrotal, é controlada pelos andrégenos. O
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guberniculo ¢ rico em receptores androgénicos ¢ a
auséncia dessa fase final de descida testicular nos indi-
viduos hipogonadicos e em pacientes com insensibili-
dade androgénica corrobora com essa afirmagdo (50).

Gene envolvidos na identificacdo sexual

Em humanos, a época e os fatores que influem na identi-
ficag¢ao do individuo com o seu sexo ainda sao pouco co-
nhecidos. Nas espécies inferiores, como o camundongo,
o comportamento sexual adotado na maturidade é deter-
minado pela a¢do dos hormonios sexuais na fase precoce
da vida pds-natal. Em humanos, estudando individuos
46,XY com mutagdes nos gene que codificam a 17f3-
hidroxiesterdide desidrogenase 3 e a 5Sa-redutase 2,
observou-se que esses pacientes apresentam fenétipo fem-
inino ao nascimento, sio criados como meninas ¢, na
puberdade, apresentam identifica¢io com o sexo masculi-
no ¢ mudam o seu sexo de criagio. Por outro lado
pacientes 46,XY com mutagdes no gene do receptor
androgénico que determinam a forma completa de insen-
sibilidade aos androégenos também apresentam fenétipo
feminino ao nascimento, sio criados como meninas mas
mantém o sexo social feminino ap6s a puberdade. Esses
fatos sugerem que a agdo androgénica tem uma impor-
tante influéncia na identificagdo do sexo masculino, mas a
identifica¢do de pacientes com deficiéncia da Sa-redutase
2 e da 17p-hidroxieste6ide desidrogenase 3 que nio
mudaram para o sexo masculino na puberdade indica que
fatores ambientais, sociais e psicologicos durante os
primeiros anos de vida exercem importante influéncia na
subseqtiente identidade sexual (51).
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