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RESUMO

Os autores revisam os varios fatores envolvidos no complexo processo
de determinacdo gonadal, passando pelo j&a classico SRY (fator de
determinacdo testicular, no brago curto do cromossomo Y) e ressaltan-
do os principais genes candidatos a participarem desta verdadeira
“cascata” de determinacdo gonadal. Os genes candidatos se
avolumam e tém mostrado os vérios caminhos por que passa o proces-
so-chave da diferencia¢c&o sexual, qual seja, a diferenciacdo de um
festiculo ou de um ovdario. Genes localizados upsfream em relac&o ao
SRY (WT1, SF-1, DAX-1 e SOX9), suas inferdependéncias e a ativacdo de
promotores de outros genes, como o promotor do gene do hormdnio
anti-mUlleriano sé@o abordados neste artigo. Apesar de a lista de genes
candidatos ter crescido, dinda restam muitas interrogacdes e ainda
resta muito frabatho a ser desenvolvido para que se esclareca com
maior precis@o este passo crucial no mecanismo de diferencia¢cdo se-
xual. (Arq Bras Endocrinol Metab 2000;44/3: 248-56)

Unitermos: Determinag@o gonadal; Fator de determinagdo testicular;
Testiculo; Ovario; Intersexo; Cromossomo Y

ABSTRACT

This paper reviews the many steps involved in the complex process of
gonadal differentiation, starting with the already “classic” SRY (sex-deter-
mining region on the Y chromosome) and highlighting the main candi-
date genes to this “cascade” of sexual determination. The number of
candidate genes has grown showing the complexity involved in the path
from a bipotential gonad to reach its destiny as a testis or as an ovary.
We discuss the interdependency of the genes located upstream of SRY,
such as WT1, SF-1, DAX-1, and SOX9, and how one gene can activate the
promoter of other genes in the process (SF-1 + WT1 activate the promot-
er of AMH). Although the list of candidate genes has increased, many
questions remain unanswered and a lot of work is still needed to clarify
this complex step of sexual differentiation, namely, gonadal determina-
tion. (Arq Bras Endocrinol Metab 2000;44/3: 248-56)

Keywords: Gonadal determination; Testis determining factor; Testis;
Ovary; Intersex; Y chromosome

DESDE OS TRABALHOS DE ALFRED JOST, publicados em 1947 ¢ 1953,
abordando aspectos da endocrinologia fetal em relagio aos horménios
gonadais ¢ hipofisirios, bem como seus classicos estudos sobre o efeito da
castragio de coelhos e sua repercussio na diferenciagio sexual, muito se
tem aprendido a respeito do evento-chave da diferencia¢io sexual, qual
scja, a transformagdo da génada bipotencial em testiculo ou em ovirio.

O interesse cientifico a respeito dos mecanismos de determinacio
sexual vem dos tempos de Aristoteles (384-322 AC). Em 355 AC,
Aristoteles postulava que o dimorfismo sexual surgia de diferengas na tem-
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peratura do sémen no momento da copulagio: sémen
mais aquecido geraria individuos do sexo masculino,
enquanto que em temperatura mais baixa, sexo femi-
nino. No inicio do século, admitia-se que fatores nutri-
cionais fossem os determinantes do sexo, em analogia
a0 que ocorre com répteis, nos quais a temperatura de
incubagio do ovo determina o sexo. Nos anfibios ¢
peixes o sexo genético € facilmente revertido em qual-
quer dire¢io se a larva for exposta a esterdides. De
forma semelhante, os péssaros usam um sistema de
determinac¢io sexual onde os esterdides desempenham
um papel importante ¢ podem mesmo reverter tal
processo. Tais situagdes sio conhecidas como “deter-
minagio sexual ambiental”. Dificil, no entanto, é com-
preendermos o que ocorre com um tipo de peixe
encontrado na Califérnia (sheepshend) que vive em car-
dumes de cerca de 20 peixes com um lider, macho,
geralmente o maior do grupo. No caso desse lider
desaparecer, o segundo em tamanho sofre uma modi-
ficacio de sua gbdnada, que se transforma de ovario a
testiculo, com modifica¢io fenotipica para macho,
assumindo o comando do cardume. A dinimica do
grupo, que inclui sinais hormonais ¢/ou visuais, esta
implicada nesse processo de diferenciagdo sexual (1).

Foi somente na década de 50 que o papel do
cromossomo Y comegou a ser ressaltado. A principio,
acreditava-se que o cromossomo Y fosse necessario e
suficiente para a determinagio do testiculo, mas logo a
experiéncia clinica incumbiu-se de mostrar situagoes
em que, apesar do Y, o testiculo nio se desenvolvia
(mulher XY). Por outro lado, sua auséncia nio impe-
dia o desenvolvimento testicular (homem XX). Passa-
se, entdo, a “fase do antigeno HY” (2), um antigeno
de histocompatibilidade descoberto em transplante de
pele em ratos isogénicos e que parecia, num primeiro
momento, preencher as caracteristicas do fator de
determina¢io testicular (TDF). Com o passar do
tempo ¢ com o acamulo de experiéncia clinica, logo
vai ficando claro que também o HY nio resolvia o
enigma da determina¢io gonadal. A descoberta de
uma regido no brago curto do cromossomo Y (regido
1 A 1, com 35kb), por técnicas de biologia molecular,
vem finalmente desvendar a regido de determinagio
testicular (SRY) hd muito procurada (3-5). No entan-
to, 0 que parecia ser o final de um longo e drduo ca-
minho para desvendar os mecanismos de determinagio
gonadal, era, na verdade, o inicio de uma nova cra de
descobertas de uma verdadeira cascata de diferenciagio
sexual, implicando genes ligados ao cromossomo X ¢
genes autossomicos.

Os estudos de mapeamento génico do cromos-
somo Y defrontam-se com dificuldades Gnicas, devidas

Arq Bras Endocrinol Metab vol 44 n® 3 junho 2000

a propriedades distintas de trés tipos de material genéti-
co presentes no Y. O primeiro tipo corresponde as
regides pseudo-autossdmicas (PAR), localizadas nas
pontas dos bragos curto e longo que permitem um cor-
reto parcamento e segregacio dos cromossomos se-
xuais durante a meiose. Tal regido apresenta material de
DNA compartilhado pelos cromossomos X e Y. Um
segundo tipo de material genético consiste de DNA
satélite repetitivo, visivel sob coloracio especifica ¢ que,
no homem, responde por 70% do DNA do Y.
Aparentemente, tal regiio ndo carrega informagio
necessaria para a determinagio sexual. O terceiro tipo
de material genético é Gnico no Y e nio sofre recombi-
nag¢do com o cromossomo X. Portanto, essa regido ndo
pode ser analisada por métodos genéticos conven-
cionais que dependem da freqiiéncia de recombinagio
para a determinag¢do da distincia entre os Joci. Ao invés
disso, esta regido é estudada através de correlagio entre
a presenca de marcadores especificos de Y com alte-
ragoes citogenéticas. Mapas com base em hibridagdo de
DNA ¢ em delegoes que ocorrem naturalmente em
pacientes tém permitido ndo somente a pesquisa dos
genes envolvidos na determinagio sexual, mas também
tém auxiliado na localiza¢io de genes envolvidos na
espermatogénese ¢ facilitado a compreensio da estru-
tura e fungio desse cromossomo (6). Graves desen-
volveu uma interessante teoria segundo a qual os genes
no cromossomo Y, incluindo o SRY, sdo resultado de
um processo através do qual o cromossomo Y derivou-
s¢ do cromossomo X por um progressivo mecanismo
de adi¢io ¢ perda de material genético. Nesta linha,
acredita que os genes no Y sdo dispensaveis e estdo em
vérios estigios de degradacio ou tém sido selecionados
porque adquiriram uma fung¢do na determinag¢io sexual
masculina ou na espermatogénese (7).

O FATOR DE DETERMINAGCAO TESTICULAR (TDF)

Apbés muitas tentativas de se identificar o fator que
sinaliza para a gbnada indiferenciada seguir seu cami-
nho para testiculo, chegou-se a um segmento no brago
curto do cromossomo Y (segmento 1 A 1), localizado
entre o gene ZFEY (zimnc-finger protein, inicialmente
caracterizado como o TDF) e a regido pseudo-
autossomica. Uma sub-regido de 35kb nesse segmen-
to, contém um gene com um Unico exon, que codifi-
ca uma proteina de 223 aminoacidos, com um
dominio de liga¢io ao DNA de 80 aminoicidos com
homologia aos fatores de transcrigio nuclear humanos,
pertencente ao grupo de proteinas de alta mobilidade
(High Mobility Group - HMG). Apés ligar-se a uma
proteina nuclear chamada SIP-1 (SRY-interacting-
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protein 1), o SRY provoca um encurvamento de 82°
no DNA, o que media seus efeitos. A identificagio do
TDF foi 0 auge de uma busca intensiva que se¢ iniciou
em 1959 quando Jacobs e Strong, bem como Ford ¢
col. demonstraram que a presen¢a do cromossomo Y
era determinante do sexo masculino humano (8,9).

Virias sdo as evidéncias que confirmam ser o
SRY o TDEF:

O gene SRY ¢ especifico do cromossomo Y,
jogando um papel dominante no determinismo do
testiculo, com qualquer niimero de cromossomos X;

Localiza-se numa pequena regidio do brago
curto distal do cromossomo Y ¢ este fragmento de
DNA ¢ o minimo requerido para a reversio do sexo;

O perfil de expressio do SRY esti de acordo
com a fun¢io do TDF: os RNAm do SRY sio detecta-
dos na gonada fetal no momento preciso da diferenci-
acio testicular, quando se observa o aparecimento dos
primeiros tibulos de células de Sertoli (a partir de 10,5
dias no rato, 29 dias no carneiro ¢ na sexta semana no
homem);

Em alguns casos de mulheres XY, mutagio de
ponto no SRY ¢ tida como causadora da transformagio
da goénada indiferenciada em streak (banda fibrosa,
sem caracteristicas histolégicas de tecido ovariano ou
testicular) ¢ ndo em testiculo (10,11).

No entanto, algumas perguntas cabem neste
momento: o SRY ¢ necessirio para diferenciar o
testiculo humano? O SRY atua sozinho ou necessita de
outros genes para dirigir a determinag¢io sexual (12)?

Partido-se do pressuposto de que o SRY atue
sozinho, ndo se consegue explicar todos os casos de
anomalias de diferenciacio sexual descritos. Na sin-
drome de Swyer (mulheres XY), somente 20% apre-
sentam mutag¢do no gene SRY. Até 1996, 18 pacientes
com disgenesia gonadal 46,XY apresentavam mutagio
no quadro de leitura do SRY (13-15). Mais de 10 tipos
de mutagoes tém sido encontradas no SRY e, excero
dele¢des 5° no quadro de leitura do SRY, todas as ou-
tras caem no interior da regido que codifica a proteina
HMG. Nos homens XX, em 20% dos casos ndo se
detecta SRY. Mais curioso, no entanto, é o que tem
sido observado com hermafroditas verdadeiros (HV):
em 90% dos pacientes nio se consegue demonstrar a
presenca de SRY e, ainda assim, tecido testicular (jun-
tamente com ovariano) se¢ desenvolve (16,17).

Em 1987, De La Chapelle aventou varias
hipéteses para explicar a presenga de testiculos em
homens XX sem detecgio de fragmento de Y: ou have-
ria um pequeno fragmento de Y capaz de promover a
determinagdo testicular e esse fragmento ndo seria
detectado pelas técnicas empregadas, ou a determi-
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nagio testicular poderia ocorrer por outros mecanis-
mos, que ndo incluiriam a agdo do TDE. Neste caso,
ocorreria a presen¢a de um mosaicismo envolvendo
uma linhagem celular contendo o cromossomo Y que
dispararia a determinag¢io testicular mas ndo seria
detectdvel por ser limitado ao tecido gonadal, ou
mesmo por ser eliminado durante o desenvolvimento.
Apesar de ser uma hipoétese dificil de ser testada, ndo
tem havido evidéncias a seu favor. Uma outra possibi-
lidade seria através da mutacio de um gene autossOmi-
co ou ligado ao X que se tornaria um gene determi-
nante de testiculo (18). Varios casos familiais, em que
tanto HV 46 XX quanto homens XX aparecem na
mesma irmandade, reforcam ainda mais a possibilidade
de transmissdo autossdmica desses distirbios da dife-
renciagio sexual. Nas familias em que coexistem HV
XX e homem XX é comum a auséncia de SRY, chaman-
do a aten¢do para um espectro de apresentagdes que vai
desde a mulher normal, 46,XX, passando por graus
variados de desenvolvimento de tecido testicular (os
HYV XX) até chegar ao “extremo” em que somente teci-
do testicular se diferencia (homem XX). Nesses casos,
em geral o homem XX apresenta-se com ambigiiidade
genital. Dentre 21 individuos afetados coletados por
De La Chapelle, somente dois sio homens XX sem
ambigiiidade genital, enquanto seis sio homens XX
com ambigtiidade genital ou hipospadia ¢ 13 sio her-
mafroditas verdadeiros. Particularmente na familia
relatada por Seboun e col., ha forte sugestio de que o
tecido testicular ndo tenha sido o resultado da atua¢io
do TDF mas de uma mutagio (19).

GENES DE REVERSAO SEXUAL, SENSIVEIS A
DOSE (DSS)

A partir da detecgao de casos clinicos de reversio se-
xual em individuos 46,XY com duplicac¢do de parte do
brago curto do cromossomo X (20), chegou-se ao
mapeamento do Jocus DSS, inicialmente numa regiio
de 15Mb, descobrindo-se posteriormente que a regido
critica tem 160kb em Xp21, localizando-se distal-
mente 0,4 ¢ 1Mb ao gene da deficiéncia de glicerol
quinase (GK) e ao da distrofia muscular de Duchenne,
respectivamente. A regido DSS contém virios genes,
incluindo o gene para hipoplasia adrenal congénita
(AHC), que condiciona adrenais hipoplasicas ou
ausentes ¢ hipogonadismo  hipogonadotréfico
(HHG). Esse conjunto de genes tem sido chamado
DAX-1 (DSS-AHC no cromossomo X, gene 1). O
DAX-1 parece ser um fator critico para o desenvolvi-
mento do cértex adrenal e expressa-se também na
crista genital, durante o desenvolvimento embrionario
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(21). Deleg¢oes na regiio Xp21 em individuos 46, XY
levam a sindrome dos genes contiguos, em que AHC,
HHG, retardo mental, deficiéncia de GK, perda audi-
tiva ¢ distrofia muscular de Duchenne podem estar
presentes no mesmo individuo. Mesmo com a dele¢do
completa da regido DSS, a genitilia masculina é nor-
mal, com completa regressio dos derivados miilleri-
anos, o que evidencia que o DSS n3o joga um papel
maior no desenvolvimento testicular (22).

O fato de que a duplicagio dessa regido leva a
reversdo sexual numa grande porcentagem de individu-
0s 46,XY levanta a possibilidade de uma interagdo entre
DAX-1 e SRY, sugerindo que o nivel de expressio de
SRY encontra-se num patamar critico de equilibrio
com o DAX-1. Num estudo de ratos transgénicos,
Swain ¢ col. conseguiram uma completa reversio sexual
quando uma dose aumentada de DAX-1 coexistia com
um alelo “fraco” de Sry (Sry Poschiavinus, obtido do
Mus domesticus poschiavinus — YPOS). Embrides com o
cromossomo YPOS numa base genética C57BL/6
invariavelmente mostram reversao sexual, produzindo
fémeas com disgenesia gonadal pura XY ou her-
mafroditas verdadeiros (23). O alelo poschiavinus
parece apresentar um nivel de expressividade mais
baixo, o que provoca um retardo na formagdo dos
cordoes sexuais. Dependendo da base genética dos ani-
mais, alguns podem ter sua determina¢io gonadal a
testiculo, outros a ovario ou ovotéstis, Dentre 14 ani-
mais XYPOS transgénicos para Dax (Dax:Dax), trés
eram fenotipicamente femininos, trés eram hermafrodi-
tas verdadeiros e oito eram machos. Todos os animais
que ndo eram transgénicos desenvolveram-se como
machos (16 animais), o que mostra que © Cromossomo
YPOS ¢ eficiente na determinagio gonadal masculina,
desde que ndo haja Dax em dose clevada. Nesta linha
de raciocinio, é possivel que o SRY humano funcione
num nivel critico assim como o Sry poschiavinus.

FATOR ESTEROIDOGENICO (SF-1)

A distribuigdo tecidual do DAX-1 (cértex adrenal,
gbdnadas, hipotilamo ¢ hipdfise) ¢ a mesma de outro
receptor nuclear 6rfio, o SE-1 (fator esteroidogénico).
O fato de sitios de tixagdo de SF-1 serem encontrados
nos promotores de genes que codificam enzimas
esteroidogénicas ligadas ao citocromo P450 sugere
fortemente que tal fator regule a esteroidogénese. Em
experiéncias com ratos, onde se provoca mutagio do
SF-1, demonstra-se que os animais nascem com ausén-
cia total das gldndulas adrenais e agenesia gonadal.

O gene SF-1 atua antes do SRY, localizando-se
upstream na cascata de regulagio da determinagio
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gonadal. O gene supressor de tumor de Wilms (WT1)
e SF-1 atuam nos primeiros estadios da formagio
gonadal, mas a expressio de cada um deles ndo
depende da presen¢a do outro. Esta intera¢io WT1
(isoforma — KTS) com SF-1 seria deslocada em pre-
senga de uma relagio DAX-1 alterada, quer por dupli-
cag¢do do brago curto do X (Xp21), quer por mutagio
do WT1 ( Denys-Drash, por exemplo). Como o WT1 ¢
um gene autossémico enquanto o DAX-1 ¢ ligado ao
X, a relagdo normal seria de 2:1. No caso de duplicagio
do DSS, a relagdo passa a ser 2:2, enquanto em casos
de mutacio de WT1, a relagio passa a ser 1:1 ¢ em
ambas as situagdes, compromete-se a seqiiéncia nor-
mal de determina¢do testicular, podendo ocorrer
reversio sexual (Figura 1) (24).

Ito ¢ col. estudaram se 0 DAX-1 e o SF-1 pode-
riam interagir na regulag¢io dos genes-alvo responsivos
a SF-1. Foi mostrado que o DAX-1 interage direta-
mente com SF-1 em estudos de ligagdo protéica in
vitro. Todavia, ele ndo interfere com a ligacio do SE-
1 a0 DNA em ensaios de mudanga de mobilidade em
gel. A transativagdio do SF-1 ¢ inibida pelo DAX-1,
indicando que nem o dominio de liga¢io ao DNA do
SE-1 nem os sitios de ligagao do SE-1 sdo requeridos
para a inibi¢do pelo DAX-1. Duas mutagoes de ponto
que ocorrem naturalmente no DAX-1 exibiam inibi¢ao
alterada do SF-1. Os autores concluem que o DAX-1
pode inibir a atividade transcricional do SF-1 e su-
gerem que a perda desta propriedade inibitéria do
DAX-1 pode responder em parte pelo fenétipo da
hipoplasia adrenal congénita (25).

Embora genes especificos que dirigem o desen-
volvimento ovariano ndo tenham ainda sido identifica-
dos, especula-se que o DSS possa ser requerido para a
diferenciagdo ovariana, de modo que sua agdo deve ser
reprimida nos primeiros estidios da determinagiao
gonadal em individuos do sexo masculino (26) ou
alternativamente, o DSS pode ser um regulador nega-
tivo da determina¢io do sexo masculino, sem qualquer
papel na determinagdo ovariana (27). Estudos de
delecio do exon 2 do gene AHC murino
(AhchDelta2) sugerem que o gene Ahch nio tem
papel na determinagio ovariana, como proposto por
Swain, mas que ¢le seja essencial ao desenvolvimento
da funcio testicular (28,29). E possivel que o DSS seja
um gene de determinagio ovariana com importante
fun¢io na cascata de determinag¢io sexual (22).

O GENE SOX9 (SRY-LIKE HMG BOX)

Se por um lado a dose dupla de DSS evita a determi-
nagio testicular, a haploinsuficiéncia do gene SOX9,

251



O Enigma da Determinagio Gonadal
Damiani, Dichtchekenian & Setian

SF-1, WiT1 e DAX-1 no desenvolvimento sexual masculino

Homem XY
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Nachtigal et al, 1998

Figura 1. Relacdo entre DAX-1 e WT1 (isoforma —KTS) em um homem normal (1:2), na sindrome
de Denys-Drash (1:1) e nas duplicagdes de braco curto de X (Xp21) (2:2).

localizado no cromossomo 17, causa displasia cam-
pomélica e também reverte a determina¢io do sexo
masculino para o feminino (30,31). Os genes SOX
codificam proteinas com dominios caracteristicos de
fatores de transcrigio e expressam-se numa variedade
de tecidos em desenvolvimento. Até o momento, cerca
de 20 proteinas SOX foram identificadas, muitas delas
associadas a eventos que regulam a especializagdo celu-
lar durante o desenvolvimento. Embora a organizagio
de dominios funcionais dentro da proteina SOX varie,
a subfamilia SOX caracteriza-se por um quadro de
leitura HMG que se liga ao DNA, altamente conserva-
do. E provavel que esta subfamilia apresente a mesma
preferéncia para a seqiiéncia AACAA(A/T) encontra-
da para o SRY. O que poderia distinguir uma proteina
SOX da outra seria 0o momento de sua sintese durante
os estddios de desenvolvimento, ou o papel que outros
dominios dentro da proteina SOX desempenham para
construir um complexo regulador num promotor
especifico, ou ambos (32). Enquanto a reversio sexual
observada em pacientes com displasia campomélica
sugere fortemente um papel para o SOX9 na determi-
nagdo sexual, ndo se sabe como ele contribui na via
genética de desenvolvimento testicular e varios mode-
los tém sido propostos: 1. poderia atuar como um
fator de transcri¢io para a expressio do SRY; 2. a pro-
teina do SOX 9 poderia interagir com o SRY para for-
mar um complexo que iniciaria o desenvolvimento tes-
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ticular; 3. 0 SOX9 poderia ser direta ou indiretamente
responsivo ao SRY; 4. o SOX9 poderia atuar na dife-
rencia¢do, mais que na determinagio testicular, talvez
como um fator de transcri¢do para genes envolvidos na
sintese de hormoénios esterdides ou genes importantes
para a arquitetura testicular (33).

O esquema abaixo (Figura 2), bascado em
Swain e col. mostra, em embrido de rato, como poder-
se-ia processar a determina¢io gonadal, levando-se em
conta que o DAX-1 nio ¢ necessirio para a determi-
nagio testicular mas pode ter papel na determinagio
ovariana (23). Nesse esquema, o gene WT1, bem
como a possivel atuacio de outros fatores autoss6mi-
cos, nio esta sendo levada em consideragio.

GENE SUPRESSOR DO TUMOR DE WILMS (WT1)

Ha algum tempo conhece-se a associa¢do entre ano-
malias renais ¢ o desenvolvimento sexual. Pacientes
portadores da sindrome de Denys-Drash apresentam
um pseudohermafroditismo masculino, com cariétipo
46,XY, ao lado de uma especial suscetibilidade ao
desenvolvimento de tumor de Wilms. A sindrome de-
signada WAGR ¢ a associagio de tumor de Wilms,
aniridia, anomalias urogenitais e retardo mental. Em
ambas as situagdes, o gene supressor do tumor de
Wilms, localizado no cromossomo 11 e chamado
WT1, tem sido implicado na sua etiologia (34,35). A
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Figura 2. Alguns produtos génicos envolvidos na diferenciag&o sexual do embridio de rato (23).
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sindrome de Frasier, uma doenga rara caracterizada
por pscudohermafroditismo masculino ¢ glomerulopa-
tia progressiva apresenta-se com genitalia externa femi-
nina, gonadas em fita, cariétipo 46,XY ¢ os pacientes
desenvolvem gonadoblastoma com bastante freqiién-
cia. A alteragio génica encontrada envolve o intron 9
do gene WT1.

O gene WT1 é composto por 10 introns, codi-

fica uma proteina com quatro zimc-finger motives e

apresenta atividade transcricional e supressora tumoral.
Um splicing alternativo gera quatro isoformas: o exon
5 pode ou ndo estar presente ¢ um sitio de splicing
alternativo no intron 9 permite a adi¢io de trés
aminodcidos (KTS - lisina, treonina ¢ serina) entre o
terceiro e o quarto “dedos de zinco”. Na sindrome de
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Frasier, uma mutag¢io no sitio de splicing no intron 9
faz perder a isoforma com os trés aminodcidos entre o
terceiro e o quarto dedos de zinco (+KTS), o que
provoca uma diminui¢io da relagio das isoformas
+KTS/-KTS nesses pacientes (35).

O gene WT1 foi isolado pela primeira vez em
1990. Mutagio no WT1 impede o desenvolvimento
renal e gonadal pela falta de diferencia¢io da crista
genital (36). Uma caracteristica proeminente nessas
trés sindromes (Denys-Drash, WAGR ¢ Frasier) é a
alta incidéncia de defeitos uro-genitais. Embora
defeitos no trato genital e reprodutivo possam variar
amplamente, a maior parte das mulheres (46,XX)
parece normal, enquanto a maioria dos individuos
46,XY exibem ambigiiidade genital ou pscudo-her-
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mafroditismo masculino. Portanto, o gene WT1 atua
antes do SRY, localizando-se #pstream na cascata de
determinag¢io sexual. Em mais de 60% dos pacientes
com sindrome de Denys-Drash, mutagdes missense no
WT1 de células germinativas agrupam-se no exon 9,
que codifica o terceiro dedo de zinco (37).

OUTROS GENES CANDIDATOS A INTEGRAREM A
CASCATA DE DETERMINACAO GONADAL

Uma das anormalidades cromossdémicas mais freqiien-
temente detectadas na espécie humana tem sido as que
envolvem o cromossomo 9, na forma de alteragoes
estruturais, particularmente as inversdes pericéntricas
da regido heterocromatica. As dele¢oes parciais do cro-
mossomo 9 acompanham-se geralmente de trigonoce-
falia, fendas palpebrais concavas, pesco¢o curto, nariz
achatado, hipertelorismo ¢ epicanto. Em 70% dos
pacientes 46,XY, estdo presentes 6rgios genitais anor-
mais e seis casos extremos de reversio sexual foram
publicados (38). Rossodivita ¢ col. relatam dois casos
de altera¢es no cromossomo 9 com hipogonadismo
secundério e grave insuficiéncia testicular (39). A dis-
fungao testicular nestes casos poderia estar relacionada
as fases iniciais da determina¢do sexual, cujos fatores
controladores ainda ndo sio bem conhecidos. A razio
por que dele¢des na regido distal do cromossomo 9
(9p24) tém sido associadas a anomalias da diferenci-
agdo sexual em individuos 46,XY tem sido explicada
com a suposi¢io de um retardonoinicio da diferenci-
acdo das pregas genitais, através do “desmascaramen-
to” de um alelo recessivo ou de uma haploinsuficién-
cia. Como recomenda Rossodivita, nio devemos
subestimar os polimorfismos do cromossomo 9, ja que
podem estar envolvidos nas fases iniciais da determi-
nagio sexual.

Deleg¢bes no brago longo do cromossomo 10
(10q7) também podem levar individuos 46,XY a terem
disgenesia testicular ¢ ambigtiidade genital (40).

Em 1997, Mortlock ¢ Innis publicaram uma
mutagio nonsense do gene HOXA 13, localizado no
cromossomo 7 (7pl5-pl4,2), responsivel pela sin-
drome mao-pé-genital (HFG — hand-foot-genital) ¢
que trouxe o gene HOX para a lista de candidatos
autossdmicos a determinagio gonadal. A mutagio
HOXA 13 produz uma proteina truncada, que perde
os Gltimos 20 aminoacidos na por¢io carbéxi-termi-
nal. Esta por¢io dobra-se em pelo menos trés alfa
hélices. A hélice é critica para a ligagdo ao DNA e con-
tém um dos mais conservados aminoicidos encontra-
dos no homeodominio. O tnico aminoacido invari-
avelmente presente em todas as proteinas homeo-
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dominio conhecidas é justamente o triptofano, muta-
do nesta familia (41). Os genes HOX codificam fatores
de transcri¢io que contém um dominio de 60 aminoa-
cidos que se ligam ao DNA e sio chamados dominio
homeo (ou homeodominio). No homem, existem 4
grupamentos de genes HOX (A, B, C ¢ D) e cada gru-
pamento ¢ numerado de 1 a 13. Todavia, no ser
humano (e em ratos), existem somente 39 genes
HOX, o que significa que cada grupamento nio con-
tém os 13 HOX possiveis. Os genes Hox controlam o
padrio de muitas estruturas embriondrias, incluindo o
esqueleto, membros, prega genital, trato digestivo ¢
sistema nervoso central. Houve uma época em que se
pensava que as mutacoes dos genes HOX fossem
letais, mas duas sindromes estio atualmente associadas
a mutacoes HOXA 13 ¢ HOXD 13, a sindrome HFG
¢ a simpolidactilia, respectivamente. Pelo menos trés
mutagoes diferentes em HOXA 13 foram documen-
tadas em familias com a sindrome HFG. As anormali-
dades de membros sdo caracterizadas pela redu¢io do
primeiro metacarpeano ¢ primeiro metatarseano, bem
como fusdo carpal/tarsal (42).

O HORMONIO ANTI-MULLERIANO (AMH)

O gene do AMH foi clonado em 1986 (43). Consta
de cinco exons expressos como um mRNA de 2kb e ¢
mapeado no brago curto do cromossomo 19
(19p13.2-13.3). Seu papel “classico” ¢ a regressdo dos
ductos de Miiller, impedindo o desenvolvimento de
trompas, Gtero ¢ 1/5 proximal da vagina num processo
de apoptose. No feto humano, os sinais de regressio
ductal sdo irreversiveis no 512 dia p6és-ovulagdo. Isto
significa que fetos menores que 25mm com tecido tes-
ticular regridem os ductos de Miiller, enquanto nos
fetos maiores de 30mm tal regressio ndo mais ocorre
(44,45). No entanto, o AMH apresenta tantas outras
fun¢des que o termo descritivo “horménio anti-miille-
riano” ndo lhe faz justica. Quando um feto feminino é
inapropriadamente exposto ao AMH, o ovario sofre
altera¢des morfologicas, mudando a diferenciagio para
testiculo, um efeito possivel de ser reproduzido em
cultura de 6rgido (46). Gragas 4 inibigdo da aromatase,
o AMH induz o ovirio a produzir testosterona, ao
invés de estradiol, o que significa uma verdadeira
“reversio sexual enddcrina”. Além disso, diminui o
nfimero de receptores de LH e opoe-se a biossintese
de progesterona induzida pelo fator de crescimento
epidérmico (EGF) (47). A auséncia do AMH ¢ critica
para a esteroidogénese ovariana normal. Acredita-se
que o promotor do AMH seja ativado pela interagio
entre SF-1 ¢ WT1.
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Como se pode ver, cada vez mais 0s processos
que levam uma goénada indiferenciada a seguir seu
caminho para testiculo ou ovario vio sendo esclareci-
dos ¢ ficamos cada vez mais distantes da hipotese ini-
cial de que bastaria a presen¢a do Y para o testiculo
desenvolver-se.

Nesse complexo jogo, em que vérios genes
autossdmicos estdo envolvidos, em que genes ligados
a0s Cromossomos sexuais participam ativamente, em
que um determinado gene atua ativando o promotor de
outros genes, como ¢é o caso do SF-1 que, talvez agin-
do em consonancia com WTI, ativa o promotor de
AMH, ¢ levando-se em conta que nem todas as estru-
turas estio sensiveis a determinados horménios, a nao
ser numa estreita janela temporal, o fator TEMPO nao
pode ser desvinculado desse processo de determinagio e
diferencia¢io sexual. Um estimulo adequado num
tempo inadequado equivale a um estimulo incompleto
ou mesmo ausente. Portanto, deve haver um controle
cronolégico, possivelmente comandado por um ou mais
genes, que permite que todo o processo embriolbgico
quec se inicia na célula-ovo ¢ culmina com um individuo
normal, masculino ou feminino ocorra sem intercorrén-
cias. Em dois pacientes apresentados por Fuqua ¢ col.,
os cariotipos sio 46,XY, ocorre ambigiiidade genital
com ductos miillerianos bem desenvolvidos, sendo
testiculos as gonadas presentes, contendo calcificagdes
luminais de etiologia ¢ significado desconhecidos, que
interferem com a produgio ou com a a¢do da testos-
terona iz wutero. Os autores propdem que poderia ter
havido um retardo na diferenciagio da prega gonadal,
de modo que a determinagio testicular se atrasasse, sem
que a determinagdo ovariana tivesse ocorrido. A pro-
dugdo atrasada de testosterona ¢ de AMH ¢ incapaz de
promover uma adequada masculinizagio da genitilia
externa ¢ supressio dos ductos millerianos, respectiva-
mente (48). Defeitos associados a muta¢des do gene
WT1 ¢ os associados a anormalidades da por¢io distal
do brago curto do cromossomo 9 poderiam levar a um
retardo na diferenciagio da prega gonadal.
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