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1.1 INTRODUCAO

O sexo foi definido como a soma das diferencas morfologicas, fisiologicas e
psicologicas que distinguem o macho da fémea permitindo a reproducdo sexual e
assegurando a continuidade das espécies.

Os processos de diferenciacdo sexual sdo realizados durante o desenvolvimento
embrionario, onde ocorre a proliferagdo, diferenciacdo e maturacdo das ceélulas
germinativas e primordiais, precursoras de ovocitos e espermatozoides em fémeas e
machos, respectivamente. Assim, os embrides machos e fémeas iniciam o seu
desenvolvimento de forma semelhante, de modo que em ambos os sexos se estabelecem
em estruturas idénticas a partir das quais se formardo os orgdos reprodutores
correspondentes a cada sexo. O conhecimento da origem e do desenvolvimento do
aparelho genital é indispensavel para entender sua fungdo e as alteragdes que produzem

infertilidade ou esterilidade.
1.2 DETERMINAQE&O DO SEXO CROMOSSOMICO

Nos mamiferos, o sexo cromossomico € determinado no momento da fertilizacao,
quando um ovulo, que contém um cromossomo X, € fecundado por um espermatozoide

portador de um cromossomo X ou um cromossomo Y. No primeiro caso, o complemento
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cromossomico seria XX, o que originaria uma fémea (sexo homogameético), e no segundo

daria como resultado um macho com a formula cromossoémica XY (sexo heterogamico).
1.3 A GONADA INDIFERENCIADA

A primeira manifestacdo das gonadas se aprecia no embrido em forma de um par
de eminéncias longitudinais chamadas cristas ou dobras gonodais, situadas em ambos os
lados da linha meédia entre os mesonefros (rins em desenvolvimento) e do mesentério
dorsal.

Nos embrides dos mamiferos, as células germinativas primordiais (CGP)
manifestam-se em estagios precoces do desenvolvimento, podendo ser detectadas pela
primeira vez na metade da gastrulacdo. As CGP sdo células grandes, de citoplasma claro
e nucleo grande e redondo, localizadas na parede do saco vitelino, perto do alantoide.
Essas células possuem grande capacidade de proliferacdo e vao migrar desde o
endoderma do intestino e o epitelio do saco vitelino, através do mesentério, até as cristas
gonodais. Isso ocorre por volta do 26° dia da gestacdo no bovino. Sua migracao realiza-
se gracas aos movimentos de translocacdo passiva e deslocamento ameboide ativo.
Desconhece-se o mecanismo pelo qual estas celulas sdo dirigidas para as cristas gonodais,
porém foram estudadas algumas moléculas que se expressam durante sua migracio e que
poderiam desempenhar um papel importante na diferenciacdo deste tipo celular. A
fosfatase alcalina € uma enzima que tem sido usada como marcador de CGP para
determinar a sua origem e migracdo. Num estudo recente, foi inserido um marcador
fluorescente que se exprime unicamente nas células germinativas primordiais de embrides
transgénicos, e utilizando este marcador e a fosfatase alcalina determinou-se a origem e
o padrao de migracdo destas celulas. O primeiro sinal de diferenciacao das celulas
germinativas primordiais e a expressdo de fosfatase alcalina, e esta apareceu pela primeira
vez na parte mais posterior da linha primitiva. No sétimo dia de desenvolvimento no
embrido do camundongo, o endoderma visceral (AF+) é substituido pelo endoderma
definitivo (AF-) originado na parte anterior da linha primitiva.

O fator de transcri¢do Oct-4 & expresso nas CGP de ambos os sexos, pelo que
acredita-se estar envolvido na mantenca a totipoténcialidade das células. O receptor
tirosina quinase, cujo ligante é o fator de Steel, € outra das moleculas que expressam as
CGP. Tem sido demonstrado que este receptor possui um papel muito importante na
sobrevivéncia deste tipo celular. Existem outros fatores que promovem a sobrevivéncia
e/ou proliferacio de CGP in vitro. Em experiéncias realizadas com o fator de

transformacdo beta I (TGEB-I), observou-se que este tem um efeito negativo sobre a



proliferacao das CGP. Outra atividade que tem sido postulada a este fator € o de um agente
quimioatraente que possivelmente possa direcionar a migracdo destas células para a
gonada.

a) Um formado pelas células germinativas primordiais (precursoras dos gametas
masculinos ou femininos), rodeadas de células somaticas das quais posteriormente se
derivardo as células de Sertoli no macho e as celulas da granulosa na fémea.

b) O tecido que formara o estroma da gonada: tecido conjuntivo, vasos sanguineos
e as celulas intersticiais com atividade esteroidogénica (celulas de Leydig no testiculo e
a teca interna do ovario).

As células somaticas do primordio gonodal originam-se do mesoderma.
Inicialmente sdo de trés tipos: mesenquimaticas, mesoteliais e endoteliais. As células
mesenquimaticas e mesoteliais iniciam grande atividade proliferativa ao chegar as CGP.
Observa-se entdo uma condensacdo de células de origem mesotelial e mesenquimatoso
que forma um agregado compacto denominado "blastema gonodal". A partir deste
primdrdio embrionario, diferenciam-se dois tecidos gonodais: os corddes sexuais e 0
estroma. Os corddes sexuais sao arranjos epiteliais que se encontram delimitados por uma
folha basal, e dentro deles encontramos as CGP. Por sua vez, no estroma encontram-se
celulas do tipo mesenquimatico e vasos sanguineos.

Neste momento, as gonadas sdo indiferenciadas e bipotencialmente sexuais, sendo
impossivel diferenciar, morfologicamente, uma gonada masculina de uma feminina, mas
no caso dos machos geneéticos ja existe uma diferenciacdo da génada a nivel molecular.
Nesta fase ja se encontram presentes as estruturas das quais se desenvolvem os dutos
mesonéfricos ou de Wolff precursores do aparelho genital masculino e os dutos
paramesonéfricos ou de Miiller que dardo origem ao aparelho reprodutor feminino.

Ha uma serie de fatores envolvidos no desenvolvimento precoce da gonada, entre
os quais o fator esteroidogénico I (SFI: Steroidogenic fator 1), que € um membro da
subfamilia de receptores nucleares, receptores orfaos. Este fator de transcricdo tem um
local de ligacdo ao DNA composto por dois dedos-de-Zinc. O SFI foi identificado como
um ativador de genes envolvidos na biossintese de esteroides em diferentes células. O
SFI esta presente durante o desenvolvimento embrionario em regides associadas com
funcoes endocrinas como gonadas, adrenais, pituitarias e hipotalamos. Os animais
homozigotos para o gene SFI defeituoso, necessitam de gonadas e adrenais e tém a funcao
gonadotrofica alterada. Os ratos sem SFI carecem de gonadotrofos e tém um
desenvolvimento anormal do nucleo ventro-medial do hipotalamo; em particular as

gonadas deixam de se desenvolver entre os dias 11 a 15 e degeneram-se por apoptose. No



entanto, a crista genital forma-se e € colonizada pelas células germinativas, o que indica
que estas continuam a receber o sinal adequado para a sua migracao. Portanto, o SFI ndo
esta envolvido no desenvolvimento precoce da génada e do sistema urogenital, mas
parece estar envolvido na manutencdo do crescimento das células somaticas presentes na
gonada indiferenciada.
envolvido no desenvolvimento da gonada e do rim. Durante o desenvolvimento
embriondrio, WTT se expressa em todo o mesoderma intermediario e posteriormente na
gonada indiferenciada, bem como no rim em formacdo. WTI regula o sinal indutivo do
mesénquima para o epitélio celdmico dos mesonefros. Se este for o caso, entdo WTI &
responsavel pelo crescimento da crista genital ao dirigir a entrada do epitélio celomico.
Dado que estas celulas dardo origem as celulas de Sertoli, a caréncia de WTI pode causar
o desenvolvimento de embrides XY como fémeas simplesmente porque nio se formam
as celulas de Sertoli.

Em geral, todos os genes importantes na diferenciacio do mesoderma

intermediario e do sistema urogenital intervém no desenvolvimento da génada precoce.
1.4 DIFERENCIACAO GONODAL

O desenvolvimento das génadas e ductos genitais descritos até 0 momento, € 0
mesmo para ambos os sexos. Igualmente, os genes descritos, que estdo envolvidos no
desenvolvimento das gonadas, ductos genitais e migracdo das células germinativas,
afetam igualmente os embrides com genotipo XX ou XY.

A gonada primitiva consiste anatomicamente de uma medula (inferna) e uma
crosta (externa), e de acordo com o local onde ocorre a colonizacdo das células
germinativas, diferenciara em testiculo ou um ovario, respectivamente. Nos mamiferos,
a primeira manifestacdo estrutural de diferenciacdo sexual & detectada na gonada dos
machos, onde as células germinativas estdo localizadas na medula.

A diferenciagdo do testiculo inicia-se quando os corddes sexuais se separam do
epitelio celomico como consequéncia dos arranjos produzidos por uma invasao do
mesénquima e vasos sanguineos que provoca a compactacdo dos cordoes, agora
denominados corddes testiculares. As células que rodeiam os corddes se achatam e
formam as celulas mioides, que sdo responsaveis pela formacido das membranas basais.
As celulas do epitélio interno, ou seja, as células de Sertoli, tém duas funcdes principais:
o suporte das CGP e a sintese da hormona antimulleriana, responsavel pela regressdo dos

ductos de Miiller e secretada durante o periodo de diferenciacao sexual.



As celulas do estroma que rodeiam os corddes testiculares diferenciam-se para
formar varios tipos de celulas: células mioides, fibroblastos, endotélio e células de
Leydig, que sdo as mais importantes pela sua atividade enddcrina. Posteriormente, os
cordoes testiculares ddo origem aos tibulos seminiferos, que contém o epitélio que
produzira os espermatozoides ao chegar a puberdade. Na fémea, durante os estagios
iniciais de diferenciacdo gonodal, ndo se observam mudancas em relacdo a gonada
indiferenciada, s6 pode-se observar um certo crescimento devido a proliferacdo de células
somaticas e germinativas. As células germinativas iniciam um periodo de proliferacio,
que termina com o Inicio da meiose. Iniciada a meiose, da-se o processo de
foliculogénese; neste momento os corddes epiteliais se fragmentam, de tal maneira que
cada ovocito fica rodeado de células epiteliais cobertas por uma folha basal fina (figura
1).

Para que a gonada primitiva se desenvolva em testiculo € indispensavel a presenca
do cromossoma Y, independentemente do numero de cromossomas X que contenha o
genoma de um individuo. O gene determinante do testiculo encontra-se localizado no
cromossoma Y, denominado sry em ratos e SRY em humanos.

O gene sry se expressa durante o desenvolvimento embrionario na crista genital
de embrides de camundongos. A expressdo ¢ detectavel no dia 10,5, pouco depois do
aparecimento das cristas genitais, atinge o seu maximo durante o dia 11,5 e mantém-se
até pouco depois de ocorrerem os primeiros sinais morfologicos de diferenciacao
testicular no dia 12,5. Este padrao de expressao ¢ compativel com a teoria de que sry atua
induzindo a ativacdo dos genes (figura 2) que conduzem ao desenvolvimento testicular,
sem que exista a necessidade da expressdo continua de sry para manter a diferenciacdo
do testiculo apos o dia 12,5.

Como mencionado anteriormente, a génada primitiva € composta por varios tipos
de celulas. No entanto, as células germinativas primordiais ndo sdo o local de expressao
do sry, ja que os embrides que necessitam de células germinativas mantém a expressao
de sry e desenvolvem o sexo gonodal normalmente. As células somaticas na gébnada em
desenvolvimento incluem também as celulas de suporte. Sabe-se que € nestas celulas que
0 sry € expresso para que se diferenciem em células de Sertoli, e a expressdo transitoria
de sry indica que deve ativar a outros genes para a manutencdo das células de Sertoli.
Uma vez diferenciadas as celulas de Sertoli, elas se encarregardo da diferencia¢do do resto

das células na gonada.
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O fator sry € necessario para a diferenciacdo do testiculo. Embora ndo se
conhecam o0s genes que provavelmente regulam esse gene, estudos realizados em
camundongos demonstram que este gene parece coordenar-se com certos genes
autossomicos. Entre estes genes autossomicos, o sox9, que e produzido pelas celulas de
Sertoli uma vez que sdo estimuladas por sry, de modo que sox9 ¢ um dos genes
relacionados estruturalmente com sry. O Sox9 funciona como um fator de transcrigio,
mas ndo se sabe se a proteina tem qualquer outra funcdo estrutural; este gene exprime-se
abundantemente nos condrocitos e esta relacionado com defeitos do aparelho désseo
chamados displasia campomeélica. Curiosamente, os pacientes XY com esta condi¢do
sofrem frequentemente de reversido do sexo. O Sox9 € um dos poucos genes, além do
SRY, do qual as mutacdes demonstraram interferir com a determinacdo sexual masculina.
No entanto, apenas 75% dos pacientes com anomalias esqueleticas de tipo displasia
campomelica tém reversdo sexual e ndo foram encontrados casos de reversido sexual
devido a um defeito de Sox9 que ndo seja acompanhado de defeitos esqueléticos. Isso
indica que o0 Sox9 € apenas um membro da rede de genes que sdo ativados para determinar
a diferenciagdo sexual, enquanto a rota que rege a condrogénese € mais sensivel a
perturbacdes deste. O momento em que se detecta a expressdo do gene Sox9 (11dpc em
ratos) coincide com a maxima expressao de sry, o que poderia indicar a possibilidade de
que sry regule positivamente a Sox9. De fato, na regido do promotor de Sox9 ha um local
de unido ao que potencialmente se pode unir o sry. A expressdo de Sox9 durante a
diferenciacdo sexual sugere um papel abaixo de sry na diferenciacdo das celulas de
Sertoli.

O cromossoma X também e importante na diferenciacao gonodal. O gene DAX-I
foi 1solado do locus DSS (Dosage, sensitive sex reversal) do cromossoma X. DAX-I e
parte da cascata de determina¢do sexual, mas ndo € necessario para a formacdo do
testiculo. DAX-I € um membro dos receptores nucleares conhecidos como receptores
orfaos. Este gene demonstrou ser um poderoso repressor da transcricao de SFI e de varios
genes. Os padrdes de expressdo de DAX-I sdo complementares daqueles de SFI, ambos
expressos nas cristas genitais. Em resumo, dada a evidéncia exposta, desenvolveu-se a
hipotese de que DAX-I é um antagonista de sry; esse antagonismo ¢ dependente dos
niveis relativos de DAX-I e sry e de um limiar que varia de espéecie para espécie. A DAX-
I foi classificada como o gene antitesticulo.

Na fémea (cariotipo XX) € importante que ocorra a inativagdo de um dos
cromossomas sexuais X para que se mantenha o equilibrio genetico ao igualar o contetido

de DNA dos cromossomas. Esse cromossoma inativado constitui o chamado corpusculo



de Barr. No entanto, para que a meiose se realize, € necessario dos dois cromossomas X

ativos nos ovocitos para assegurar a diferenciagdo ovarica e a fertilidade.
1.5 DIFERENCIACAO DOS DUCTOS SEXUAIS

O embrido possui, além das gonadas indiferenciadas, dois sistemas de ductos: os
de potencialidade masculina denominam-se ductos de Wolff ou mesonéfricos, e os de
potencialidade feminina se chamam ductos de Miiller ou paramesoneéfricos (figura 1). Se
a diferenciacao gonodal levou a formacao de um testiculo. a partir do ducto mesonefrico
ou de Wolff se desenvolverdo os ductos eferentes, o epididimo, os ductos deferentes e as
vesiculas seminais.

As hormonas importantes no desenvolvimento do aparelho genital masculino sdo
a testosterona, produzida pelas células de Leydig, e sua forma So reduzida, a Sa di-
hidrotestosterona. Acredita-se que a testosterona é responsavel pela virilizagdo dos ductos
de Wolit, e a di-hidrotestosterona dos orgaos genitais externos.

No macho, os canais de Miiller atrofiam-se devido a acdo de uma hormona fetal
de origem testicular denominada hormona inibidora das estruturas de Miiller (HIM) ou
hormona antimulleriana. Este processo comeca assim que os corddes espermaticos se
formam e se diferenciam as células de Sertoli. A existéncia de HIM foi proposta baseada
em estudos realizados em bezerras freemartin, devido a existéncia de uma hormona
responsavel pela atresia dos ductos de Miiller que na fémea da origem ao utero e aos
ovidutos. Essa hormona provoca a involugao do aparelho genital do bovino nas gestagoes
gemelares nas quais os produtos de diferente sexo tém comunicacdo sanguinea por ter
ocorrido a anastomose dos vasos de ambas as placentas (figura 3).

A HIM ¢ uma glicoproteina pertencente a subfamilia de TGEP, ¢ expressa pelas
células que dardo origem as células de Sertoli e € um dos primeiros marcadores de
diferenciacdo nestas células. A HIM é secretada na vida adulta pelas celulas de Sertoli no
testiculo e por células da granulosa no ovario. No rato a HIM ¢ expressa-se no 12° dia em
um teste padrao que segue muito de perto o aumento na expressao de sry. No macho, esta
secrecao de HIM continua durante a vida fetal e adulta, contudo os niveis de HIM
declinam na puberdade devido a um aumento na secrecdo de testosterona.

Varios fatores intervéem na regulacdo do gene de HIM, incluindo os acima
descritos SFI e Sox9. O gene HIM contém segmentos de DNA que sdo conservados em
varias espécies de vertebrados. Existe um nexo de ligacdo para SFI, que ativa a transcricdo
de HIM. A mutacao no local de ligacdo de SFI resulta em reversdo do sexo em individuos

XY incluindo genitais femininos normais, presenca de um utero formado enfatizando a



importancia de SFI na determinacgao sexual e na expressao de HIM. Embora SFI seja um
bom candidato como regulador de HIM, € expresso em outras celulas, como as de Leydig

e adrenais, que nao expressam HIM. Em contrapartida, Sox9 é expresso unicamente nas

células de Sertoli que sdo as produtoras de HIM. O gene HIM também tem um nexo de

ligacdo para Sox9. Além disso, Sox9 pode atuar sinergicamente com SFI para promover

a secrecdo de HIM. Ao contrario destes dois fatores de transcricdo, DAX-I antagoniza a

acdo de Sox9 e provavelmente SFI sobre o promotor de HIM. Assim, para que as células

de Sertoli secretem HIM, a transcri¢do de DAX-I deve diminuir.
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Os ductos de Wolff tornam-se o sistema de ejaculacdo do macho. A porcio mais
proxima dos testiculos da origem ao epididimo, a parte central ao ducto deferente e a
porcao mais distal as vesiculas seminais. A prostata e a parte membranosa da uretra do
macho desenvolvem-se a partir da porcao pélvica do seio urogenital. A virilizacdo e
diferenciacao dos ductos de Wolff dependem da producéo de testosterona pelo testiculo.
Quanto aos 6rgaos genitais externos do macho, o tubérculo genital € ampliado e as dobras
uretrais se fundem para formar a uretra peniana. A fusdo das dobras uretrais aproxima os

tubérculos genitais para formar o escroto (figura 4).
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A diferenciacdo dos orgdos genitais da fémea ocorre de forma passiva, ja que a
auséncia de testiculos e por isso da hormona inibidora dos ductos de Miiller (HIM), assim
como dos androgenos virilizantes, favorece o desenvolvimento dos ductos de Miiller,
enquanto os de Wolff sofrem atrofia. A porcao cefalica dos ductos de Miiller da origem
aos ovidutos, que na sua terminacao caudal se fundem com o utero. O contato dos ductos
de Miiller com o seio urogenital induz uma intensa proliferacdo celular que resulta na
formagao da area uterovaginal localizado entre o seio urogenital e os ductos de Miiller.
As células do prato uterovaginal proliferam e aumentam a distancia entre as duas
estruturas criando o espago que formara a vagina quando o prato ¢ canalizado e forma um
limen. Em contraste com o que ocorre no macho, na fémea a maior parte do seio
urogenital se mantém exposta na superficie da abertura onde desembocam a vagina e a
uretra. O tuberculo urogenital da fémea tem um crescimento limitado e forma o clitoris.

A sequéncia de passos da diferenciacdo sexual do aparelho genital € resumida na
tabela 1.

Tabela 1: Destino em desenvolvimento dos rudimentos sexuais dos fetos macho e
féemea dos mamiferos

Rudimento sexual Macho Fémea
Gonada Testiculo Ovario
Ductos de Miiller o Utero, parte da vagina,
o Vestigios _
(Paramesonéfricos) ovidutos
Ductos eferentes
Ductos de Wolff o o
= deferentes, epididimo, Vestigios
(Mesonéfricos) , .
vesiculas seminais
) ) Parte da vagina, uretra,
_ _ Uretra, prostata, glandulas ) X
Seio urogenital _ vestibulo, glandulas
bulbouretrais )
vestibulares
Tuberculo genital Penis Clitoris
Pregas vestibulares Escroto Labios vulvares

Fonte: HAFEZ, 2004.
1.6 DIFERENCIAQAO SEXUAL DO HIPOTALAMO

Os processos de diferenciacdo sexual ndo se limitam apenas as células somaticas
do organismo do feto, mas incluem também os centros nervosos superiores do cerebro.

Assim, da mesma maneira que a gonada e os ductos sexuais se desenvolvem para o tipo



feminino ou masculino, propos-se que o cérebro pode ser "masculinizado" ou permanecer
"Feminizado".

A diferenciacdo do hipotalamo vai depender do ambiente esteroidal do neonato e
ocorre na fase perinatal. Estes eventos serdo de grande transcendéncia na vida reprodutiva
do individuo.

Tanto a fémea como o macho nascem com a capacidade de secrecido de
gonadotropinas de acordo com um padrao ciclico; contudo, no macho, a exposicao do
hipotalamo & acdo dos androgenos testiculares durante os primeiros dias da vida
extrauterina provoca a masculinizacio, com o qual o hipotalamo do macho € programado
para que a secrecdo de gonadotropinas se realize a um ritmo relativamente constante por
parte da hipofise (secrecao tonica).

Na fémea, tanto a secrecdo tonica como a ciclica se conservam. No entanto,
observou-se que a injecdo de testosterona ou o transplante de testiculo na rata fémea
durante os primeiros dias de vida, suprime a sua futura atividade estral (secre¢ao ciclica).
Por outro lado, se os ovarios forem transplantados para o rato macho normal castrado na
idade adulta, o animal nio desenvolve qualquer atividade ciclica, mas se os machos
transplantados forem castrados ao nascer, o ovario € capaz de efetuar mudancas ciclicas
e ovulacgoes. Isto foi demonstrado em roedores, mas nio em animais domesticos ou na
espécie humana.

Portanto, o padrdo de secre¢do de gonadotropinas, seja ciclico ou tonico, nao

depende da hipofise, mas do hipotalamo e sua correta diferenciacéo.
1.7 CONCLUSOES

A maioria dos conhecimentos no campo da biologia do desenvolvimento e, muito
especificamente, dos processos de diferenciacdo sexual t€m sido originados de estudos
relacionados com desordens congénitas, que na sua maioria devem-se a defeitos de genes
especificos. A analise detalhada destas desordens permitiu entender alguns mecanismos
endocrinos, moleculares e geneticos envolvidos na diferenciacdo sexual.

A 1dentificagdo do gene sry como determinante do testiculo foi uma contribui¢ao
crucial e abriu as portas a compreensdo dos mecanismos moleculares e celulares
relacionados com o desenvolvimento do testiculo. Se este gene ndo estiver presente, &
criado um programa genetico alternativo para levar a cabo a diferenciacio gonodal para

0 ovario.



Finalmente, devemos ter presente que € necessaria uma correlacdo entre mudancas

morfologicas e expressdo de genes durante o desenvolvimento para entender os

mecanismos relacionados com a diferenciacio.
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