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Este livro é dedicado à memória da Prof.ª Dr.ª Christine Hackel (1955-2013), do Departamento de Genética Médica e Medicina Genômica da FCM – Unicamp, uma das primeiras parceiras do GIEDDS na genética molecular. 


			Estivemos entre seus primeiros alunos de graduação; muitos anos depois, foi com imensa tristeza que testemunhamos sua partida. 


			Professora talentosa, amiga querida, como expressar o quanto sentimos sua falta?


			O certo é que “Aqueles que passam por nós não se vão sós, não nos deixam sós. Deixam um pouco de si, levam um pouco de nós” (Antoine de Saint-Exupéry).
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			Gil Guerra-Júnior, Christine Hackel e Andréa Trevas Maciel-Guerra em abril de 2010 durante o lançamento da 2ª edição do livro Menino ou Menina? Os Distúrbios da Diferenciação do Sexo na FCM – Unicamp.


			FONTE: Arquivo pessoal de Gil Guerra-Júnior & Andréa Trevas Maciel-Guerra. 
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PREFÁCIO


			Os distúrbios da determinação e diferenciação do sexo, em especial as ambiguidades genitais, são problemas que exigem investigação interdisciplinar complexa, ágil e eficaz. 


			No Hospital das Clínicas da Universidade Estadual de Campinas (HC-Unicamp), um dos responsáveis pelo atendimento de uma região com mais de cinco milhões de habitantes, foi criado em 1988 o Grupo Interdisciplinar de Estudos da Determinação e Diferenciação do Sexo (GIEDDS). Essa iniciativa partiu de profissionais das áreas de pediatria, genética médica e endocrinologia, interessados em centralizar as atividades de assistência e de pesquisa relacionadas a esses distúrbios. A esses primeiros profissionais aliaram-se outros das áreas de cirurgia pediátrica, psicologia, serviço social, radiologia, anatomia patológica e medicina legal e ainda pesquisadores da área de biologia molecular.


			Além da participação de todos os especialistas envolvidos com o GIEDDS, a elaboração deste livro contou também com a contribuição de profissionais de reconhecida experiência ligados a outros serviços do estado de São Paulo e de outros centros do Brasil e da Argentina.


			Esta obra, em sua terceira edição, ímpar em sua área de conhecimento, pode ser considerada um marco na história do GIEDDS, resultado da experiência acumulada nesses 31 anos de trabalho conjunto no atendimento a milhares de pacientes. Esperamos que seja útil para profissionais médicos e não médicos, seja para o ensino de graduação, residência médica, especialização ou pós-graduação, seja para a prática diária junto a esses pacientes.


			Os autores


			 


			





APRESENTAÇÃO


			HISTÓRICO DO GRUPO INTERDISCIPLINAR DE ESTUDOS DA DETERMINAÇÃO E DIFERENCIAÇÃO DO SEXO (GIEDDS) 


			Gil Guerra-Júnior


			Andréa Trevas Maciel-Guerra


			O recém-nascido com genitália ambígua representa um problema urgente que deve ser resolvido de modo rápido e preciso. Caso contrário, pode-se instalar uma tragédia social duradoura por toda a vida, tanto para o paciente quanto para a família. Não há motivo para contemporização ou para a atitude freqüentemente observada de deixar que a criança cresça para que estudos adequados sejam realizados (DONAHOE; HENDREN, 1976).


			Os distúrbios que afetam a determinação e a diferenciação do sexo trazem consigo graves implicações médicas, psicológicas e sociais. Seja perante um recém-nascido com ambiguidade da genitália externa, ou um adolescente com atraso puberal ou características puberais heterossexuais, é grande o impacto psicológico para as famílias. Esse impacto também é sentido, certamente, pelos próprios pacientes na dependência de sua faixa etária. 


			Além disso, embora nos últimos tempos a sociedade tenha se tornado mais esclarecida sobre a questão, os problemas que afetam a diferenciação sexual ainda estão cercados de preconceitos. Seu manejo exige muita sensibilidade, de modo que não exista confusão ao longo do tempo a respeito da identificação sexual da criança.


			O grande desafio frente ao paciente com distúrbio da diferenciação do sexo (DDS), principalmente criança com ambiguidade genital, é chegar a um diagnóstico etiológico preciso. Desse diagnóstico depende não só a definição do sexo, mas também todos os procedimentos terapêuticos subsequentes e ainda o aconselhamento genético da família.


			Em todos os casos, é fundamental um diagnóstico precoce, antes do estabelecimento da identidade sexual social e psicológica. A situação ideal é a de investigação ágil e rápida desses casos ainda no período neonatal, buscando a detecção de casos potencialmente letais, como a hiperplasia congênita das adrenais em sua forma perdedora de sal e minorando os problemas psicológicos e sociais da família.


			Está clara, portanto, a necessidade do envolvimento de vários profissionais da área da saúde para alcançar esse objetivo. Entre eles, pediatras, geneticistas, endocrinologistas, cirurgiões, ginecologistas, radiologistas, anatomopatologistas, médicos legistas, psicólogos ou psiquiatras, e assistentes sociais. A atuação desses profissionais de forma conjunta e integrada, unindo os conhecimentos de cada área ou disciplina, permite não só maior rapidez no diagnóstico, mas também uniformização das informações que são transmitidas à família, e, consequentemente, uma maior confiança da família na equipe médica como um todo. 


			Uma vez que os DDS, em especial as ambiguidades genitais, necessitam de investigação complexa, ágil e eficaz, devem ser abordados preferencialmente de maneira interdisciplinar.


			Com o aumento das especializações, o aprofundamento e a fragmentação dos campos disciplinares em subáreas e novas disciplinas, criam-se novos objetos, novas fronteiras que implicam a colaboração entre especialistas de diferentes disciplinas, resultando em novos campos disciplinares e novos profissionais. É para dar conta dessa complexidade dinâmica que se coloca o método interdisciplinar: sem ele, há uma duplicação de esforços, serviços e custos, com prejuízo da organização, expansão e qualidade do serviço. 


			No Hospital das Clínicas da Universidade Estadual de Campinas (HC-Unicamp), um dos responsáveis pelo atendimento de uma região com cerca de seis milhões de habitantes, foi criado em 1988 o Grupo Interdisciplinar de Estudos da Determinação e Diferenciação do Sexo (GIEDDS). Essa iniciativa partiu de profissionais médicos, nas áreas de pediatria, genética médica e endocrinologia, interessados em centralizar as atividades de assistência e de pesquisa dos distúrbios da determinação e diferenciação do sexo. 


			Seus objetivos foram agilizar o atendimento de pacientes nascidos e/ou encaminhados ao HC-Unicamp por apresentarem alterações na determinação ou diferenciação do sexo; padronizar condutas gerais e específicas para as diversas patologias da área; dar orientação médica e psicológica, bem como assessoria médico-legal, aos pacientes e respectivas famílias; oferecer treinamento profissionalizante aos residentes, estagiários e pós-graduandos; criar e manter arquivo nosológico e de atualização científica; desenvolver pesquisas na área; e aprimorar os cursos de graduação e residência médica nas diversas áreas, bem como organizar cursos de pós-graduação e extensão universitária.


			Para tanto, aos profissionais que tomaram a iniciativa de sua criação aliaram-se a outros das áreas de cirurgia pediátrica, psicologia, serviço social, radiologia, anatomia patológica, medicina legal e pesquisadores da área de biologia molecular.


			Nos primeiros três anos, o atendimento ambulatorial ocorria quinzenalmente; com o aumento da procura por marcação de consultas, passou a ser feito semanalmente, sempre na área física do Ambulatório de Pediatria do HC-Unicamp. As avaliações ambulatoriais são realizadas por residentes das áreas de endocrinologia pediátrica, endocrinologia e genética médica, e supervisionadas por docentes das mesmas áreas. Também participam ativamente do atendimento ambulatorial um psicólogo e uma assistente social. 


			Todos os casos são discutidos em reunião mensal pelo grupo, com a definição da programação diagnóstica e terapêutica; após as discussões, são ministradas aulas teóricas ou apresentados seminários de temas relacionados à área. Essas reuniões científicas ocorrem na área física do Departamento de Genética Médica, onde se encontra também o arquivo médico dos casos. Até o momento, foram atendidos cerca de 2.000 pacientes, entre casos de ambiguidade genital, hipogonadismo ou suspeita clínica de síndromes de Turner ou Klinefelter.


			O trabalho conjunto realizado em quase 31 anos resultou direta ou indiretamente em mais de 30 teses defendidas e mais de oito dezenas de trabalhos publicados, grande parte deles em revistas de circulação internacional. Podemos considerar, hoje, que os objetivos do GIEDDS vêm sendo cumpridos integralmente, aliando a assistência ao ensino e à pesquisa, e fazendo com que esses últimos revertam constantemente em benefício da primeira, num círculo virtuoso que é um reflexo da dedicação de todos.
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			* OMIM = Online Mendelian Inheritance in Man = <https://www.omim.org>.
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			Determinação e diferenciação sexual normais


			 


			1.1


			ASPECTOS EMBRIOLÓGICOS


			Suzana Guimarães Moraes


			Andréa Trevas Maciel-Guerra


			Criou Deus, pois, o homem à Sua imagem, à imagem de Deus o criou; homem e mulher os criou.


			Gênesis 1:27


			Então o Senhor Deus fez cair um sono pesado sobre Adão, e este adormeceu; e tomou uma das suas costelas, e cerrou a carne em seu lugar. E da costela que o Senhor Deus tomou do homem, formou uma mulher, e trouxe-a a Adão.


			Gênesis 2:21-22


			Introdução


			Segundo o livro do Gênesis, Deus criou Eva, a primeira mulher, a partir de uma das costelas de Adão. Tudo indica, porém, que estejamos frente a um erro de tradução. A palavra zela, do hebreu, tanto pode ser traduzida como costela quanto como lado, assim como a palavra latina costa deu origem, na língua francesa, a côte (costela) e coté (lado). De fato, de acordo com uma antiga tradição rabínica, Adão seria inicialmente um ser hermafrodita, e Eva teria surgido quando este foi dividido ao meio. Também a mitologia grega fala em seres primitivos hermafroditas, que teriam sido seccionados por Zeus em indivíduos com os dois sexos. Na verdade, ambas as histórias seriam versões modificadas de outras lendas do antigo Oriente (Índia, Pérsia e Mesopotâmia) sobre a bissecção de seres primitivos hermafroditas por uma divindade. Curiosamente, a ideia de um ser bissexual que origina homens e mulheres assemelha-se muito ao que ocorre na vida embrionária (MITTWOCH, 1986).


			Até cerca de seis semanas após a fertilização, o embrião humano é um organismo com potencial bissexual, equipado com primórdios gonadais e genitais idênticos nos dois sexos, e não é possível fazer a distinção macro ou microscópica entre embriões com predestinação masculina ou feminina. Até essa época, o que existe são rudimentos gonadais (gônadas bipotenciais ou indiferenciadas), primórdios dos dutos genitais internos masculinos e femininos (representados por dois sistemas de canais bilaterais, os dutos de Wolff ou dutos mesonéfricos e os de Müller ou dutos paramesonéfricos, respectivamente) e rudimentos genitais externos (tubérculo genital, pregas urogenitais e saliências labioescrotais (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016).


			A determinação e diferenciação sexual são processos sequenciais sinérgicos ou antagônicos que envolvem muitos eventos celulares distintos, porém interconectados, rigidamente regulados por uma complexa rede hierárquica de genes reguladores e proteínas (BASHAMBOO et al., 2017). Alguns desses processos ocorrem durante o período embrionário, outros durante o período fetal e alguns, só após o nascimento. O processo de determinação sexual inicia-se no momento da fecundação com o estabelecimento do sexo cromossômico (XX ou XY), que resultará na formação de testículos ou ovários a partir de gônadas bipotentes, ao passo que o de diferenciação sexual diz respeito aos processos subsequentes à formação das gônadas, ou seja, o surgimento dos dutos genitais e da genitália externa (LUCAS-HERALD; BASHAMBOO, 2014). 


			Os conhecimentos atuais a respeito da determinação e diferenciação sexuais normais, detalhados a seguir, devem-se, em grande parte, aos experimentos pioneiros do embriologista alemão Alfred Jost (1947) com embriões de coelhos. Ele não só demonstrou o papel ativo do testículo fetal na diferenciação de genitais internos e externos masculinos, mas também inferiu a existência de uma segunda substância não androgênica por ele produzida, necessária à regressão dos dutos de Müller. Com os avanços em biologia molecular e técnicas em imunoistoquímica, foram desvendados eventos cruciais na diferenciação sexual incluindo a identificação de marcadores de diferenciação mesenquimal, fatores de transcrição e moléculas sinalizadoras que são expressos temporal e espacialmente de forma dinâmica (CUNHA et al., 2018).


			Estado sexualmente neutro ou indiferenciado


			Do ponto de vista embriológico, o estado sexualmente neutro, indiferenciado ou bipotente inicia-se na quarta semana após a fertilização, durante o dobramento lateral do corpo do embrião, com o surgimento de duas projeções de mesênquima (ou mesoderma) no lado direito e esquerdo da aorta dorsal (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016). Tais estruturas, denominadas cristas urogenitais (Figura 1), são revestidas pelo epitélio celômico o qual reveste a parede abdominal posterior. Na quinta semana, nessas cristas, ocorre o espessamento de mesênquima originando as cristas gonadais, posicionadas ventromediais às saliências mesonéfricas. Esse processo é induzido pela migração, para a região das cristas gonadais, das células germinativas primordiais, que se originam do endoderma que reveste a parede do saco vitelino, próximo a alantoide. São células grandes, que se locomovem por meio de movimentos ameboides ao longo do mesentério do intestino posterior, dividindo-se em duas correntes para atingir o epitélio celômico de cada uma das futuras gônadas.
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			Figura 1 - Estágio indiferenciado de gônadas e dutos reprodutores. (A) Observa-se o início da migração de células germinativas primordiais da parede do saco vitelino para a gônada bipotente. (B) Corte transversal de A, estão ilustradas as estruturas que constituem a crista urogenital


			Fonte: Suzana Guimarães Moraes.


			Em torno da sexta semana, células do epitélio celômico invadem o mesênquima formando agregados celulares, os cordões sexuais primários, que cercam as células germinativas e distribuem-se em uma região cortical e outra medular (Figura 2).


			Os dutos de Wolff ou dutos mesonéfricos (Figuras 1 e 2), primórdios da genitália interna masculina, são originalmente dutos de excreção dos rins medianos (mesonefros), sendo incorporados ao sistema genital quando a função renal passa a ser realizada pelos metanefros (rins definitivos) (LUCAS-HERALD; BASHAMBOO, 2014; MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016). Desembocam inicialmente na cloaca (Figura 1A); após a divisão desta pelo septo urorretal, o local de abertura dos dutos de Wolff passa a ser denominado seio urogenital.


			Os dutos de Müller ou dutos paramesonéfricos (Figuras 1 e 2), primórdios do trato genital feminino, surgem de cada lado entre a crista gonadal e o mesonefro por meio de invaginações do epitélio celômico. Suas extremidades cranianas, em forma de funil, abrem-se na cavidade peritonial; correm então paralelamente aos dutos de Wolff no sentido caudal e cruzam-no ventralmente para fundir-se na linha média formando um canal uterovaginal em forma de Y (Figura 3) (CUNHA et al., 2018; MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016). Esse canal penetra na parede do seio urogenital formando uma saliência no interior dessa cavidade, o chamado tubérculo mülleriano.
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			Figura 2 - Determinação gonadal normal


			Fonte: Suzana Guimarães Moraes.
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			Figura 3 - Diferenciação normal dos genitais internos


			Fonte: Suzana Guimarães Moraes.


			Os rudimentos genitais externos (Figura 4) compreendem um tubérculo genital, que se desenvolve no início da quarta semana, logo seguido por saliências labioescrotais e pregas urogenitais, que ladeiam a membrana cloacal. No fim da sexta semana, essa membrana é dividida pelo septo urorretal (Figura 5), surgindo, assim, a membrana urogenital, que logo se rompe para formar a abertura do seio urogenital. O tubérculo genital alonga-se e é denominado falo, e um sulco coronário delimita sua haste do primórdio da glande do futuro pênis ou clitóris; um sulco uretral, revestido por endoderme, surge na superfície ventral do falo e é contínuo com a abertura do seio urogenital (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016).


			[image: 10425.png] 


			Figura 4 - Diferenciação normal da genitália externa


			Fonte: Andréa Trevas Maciel Guerra.
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			Figura 5 - Atuação do septo urorretal na divisão da cloaca em reto e seio urogenital


			Fonte: Suzana Guimarães Moraes.


			A diferenciação subsequente, para o sexo masculino ou feminino, depende do sexo genético do embrião. Na dependência dele, teremos o sexo gonadal (determinação da gônada primordial em testículo ou ovário) (Figura 2) e a diferenciação específica dos dutos genitais internos (Figura 3), do seio urogenital (Figura 5) e da genitália externa (Figura 4). A Figura 6 mostra esquematicamente os principais passos da diferenciação sexual masculina e feminina, que serão detalhados a seguir.
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			Figura 6 - Esquema das diferenciações sexuais masculina e feminina normais 


			fonte: Moraes; Maciel-Guerra; Guerra-Júnior (2010).


			Estabelecimento do sexo genético


			O sexo genético do zigoto é estabelecido pela fertilização de um óvulo normal por um espermatozoide contendo um cromossomo X ou um Y. Em humanos, o sexo heterogamético (XY) é masculino e o homogamético (XX) feminino.


			O papel do cromossomo Y como determinante da masculinidade já era conhecido desde o fim da década de 1950, quando teve início o estudo do cariótipo humano. Logo em seguida, a partir do estudo cromossômico de indivíduos com anomalias da diferenciação sexual (mulheres 45,X com síndrome de Turner, homens 47,XXY com síndrome de Klinefelter e portadores de diversas aberrações numéricas e estruturais dos cromossomos sexuais), as evidências apontaram para a existência de um gene no braço curto do cromossomo Y envolvido especificamente na diferenciação testicular (SINCLAIR et al., 1990).


			O estudo molecular de indivíduos com sexo reverso (homens com cariótipo 46,XX nos quais o cromossomo X paterno carregava um segmento do cromossomo Y e mulheres 46,XY com microdeleções no braço curto desse cromossomo) permitiu que se chegasse ao gene denominado SRY (região de determinação sexual do cromossomo Y, do inglês sex-determining region on the Y chromosome), localizado na região 1A1 do braço curto desse cromossomo, que tem um papel fundamental na determinação do testículo a partir da gônada bissexual (SINCLAIR et al., 1990). Sabe-se hoje, porém, que o controle não só da gonadogênese masculina, mas também da feminina é um processo muito complexo, dependente de vários genes presentes nos autossomos e no cromossomo X (LUCAS-HERALD; BASHAMBOO, 2014; BASHAMBOO; EOZENOU; ROJO, 2017).


			Diferenciação sexual masculina 


			Na presença do SRY, associado aos outros genes envolvidos na diferenciação testicular normal, o primeiro evento observável na gônada bipotente é a diferenciação, por volta da sexta semana, de células epiteliais em células de Sertoli na região medular dos cordões sexuais primários (Figura 2). As células de Sertoli agrupam-se formando cordões que englobam as células germinativas primordiais, que se tornam, assim, as espermatogônias. Esses cordões testiculares desenvolvem-se para formar os túbulos seminíferos, túbulos retos e rede testis. Sob o epitélio, surge uma espessa cápsula fibrosa, a túnica albugínea. As células intersticiais (de Leydig), derivadas do mesênquima, podem ser observadas entre os túbulos a partir da oitava semana e atingem um número máximo entre 14 e 18 semanas (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016; BASHAMBOO et al., 2017).


			Uma vez diferenciado o testículo, este é responsável por conduzir tanto a regressão dos primórdios do trato genital interno feminino quanto a diferenciação de genitais internos e externos masculinos (Figura 3). A partir da sétima semana, as células de Sertoli secretam o hormônio antimülleriano (HAM) ou substância inibidora mülleriana (MIS), glicoproteína de alto peso molecular que é membro da família de fatores de transformação de crescimento beta e cuja sinalização é essencial e suficiente para a regressão dos dutos de Müller. O HAM age sobre o mesênquima que envolve o duto de Müller, causando indiretamente uma dissolução do seu epitélio. Assim, nos indivíduos do sexo masculino, encontram-se apenas resquícios desses dutos, representados pelo utrículo prostático e apêndices testiculares (LUCAS-HERALD; BASHAMBOO, 2014; ROLY et al., 2018). 


			O gene do HAM contém cinco éxons e está localizado no braço curto do cromossomo 19, enquanto seu receptor está localizado no braço longo do cromossomo 12. Sua ação tem diversas peculiaridades: ela não se dá por via circulatória, e sim por difusão célula a célula (ação parácrina), de modo que cada testículo é responsável pela regressão do duto de Müller de seu lado. Além disso, esses dutos somente regridem se expostos ao HAM até a oitava semana; a partir de então, sua diferenciação em genitais internos femininos ocorre mesmo em presença desse hormônio. Finalmente, uma vez iniciado o processo de degeneração dos dutos de Müller pela ação do HAM, este é irreversível (LUCAS-HERALD; BASHAMBOO, 2014).


			A partir da oitava ou nona semana, as células de Leydig fetais secretam testosterona, responsável pela manutenção dos dutos de Wolff, permitindo sua diferenciação em epidídimos, canais deferentes, vesículas seminais e duto ejaculatório (Figura 3) (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016). A ação local da testosterona sobre os dutos de Wolff é muito mais importante que sua ação sistêmica, como se pode deduzir do fato de que embriões femininos expostos a andrógenos intraútero não apresentam dutos genitais internos masculinos. Estudo mostram que a testosterona é secretada diretamente para dentro dos dutos de Wolff, havendo, portanto, alta concentração local biologicamente ativa (TONG; HUTSON; WATTS, 1996). A próstata surge, por volta da décima semana, a partir de evaginações endodérmicas do seio urogenital, na altura do tubérculo mülleriano, e sua maturação é acompanhada pelo desenvolvimento do utrículo prostático (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016).


			A testosterona é convertida pela enzima 5α-redutase tipo 2 em dihidrotestosterona, que masculiniza os rudimentos genitais externos entre a nona e a décima-segunda semanas de gestação (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016). A partir da nona semana, por ação desse hormônio, observa-se um aumento na distância anogenital, seguido por fusão das saliências labioescrotais na linha média, originando a bolsa escrotal (Figura 4). O tubérculo genital dá origem à glande do pênis e alonga-se juntamente com as pregas urogenitais e o sulco uretral para formar o corpo do pênis. A fusão das pregas urogenitais, no sentido distal ao longo da superfície ventral do pênis, faz com que o sulco uretral recoberto por endoderma dê origem à uretra peniana. O orifício uretral externo desloca-se, assim, progressivamente em direção à glande, onde uma invaginação ectodérmica dá origem a um novo sulco, contínuo ao o sulco uretral do pênis. O fechamento desse sulco move o orifício uretral para a extremidade da glande, unindo, assim, as porções balânica e peniana da uretra por volta da décima-segunda semana de gestação. Nessa mesma época, inicia-se a formação do prepúcio (Figura 7) a partir de outra invaginação de ectoderma, envolvendo quase por completo a glande em torno da décima-quarta semana. 
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			Figura 7 - Formação da uretra masculina


			Fonte: Suzana Guimarães Moraes.


			A migração dos testículos da cavidade pélvica para a bolsa escrotal parece ser influenciada por cinco fatores: crescimento dos testículos; aumento do processo vaginal; aumento da pressão intra-abdominal (pelo crescimento das outras vísceras); atrofia do gubernáculo (ligamento fibroso cuja extremidade inicial fixa-se na porção inferior do testículo e a extremidade final fixa-se na bolsa escrotal em formação); e ação de andrógenos. Os testículos alcançam a região inguinal na décima-segunda semana, migrando através do canal inguinal por volta da vigésima-oitava, atingindo sua posição final na bolsa escrotal em torno da trigésima-terceira semana (Figura 8) (SADLER, 2010).
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			Figura 8 - Formação do canal inguinal, bolsa escrotal e descida testicular


			Fonte: Suzana Guimarães Moraes.


			A gonadotrofina coriônica humana (hCG), secretada pelo sinciciotrofoblasto, estimula a secreção de testosterona pelas células de Leydig durante o período crítico da diferenciação sexual masculina, ou seja, na primeira metade da gestação. Porém, a partir de então, a liberação do hormônio luteinizante pela hipófise fetal é essencial para manter o estímulo das células de Leydig e, portanto, para o crescimento peniano e a completa descida testicular (O’SHAUGHNESSY et al., 2009). A Figura 9 traz uma linha do tempo ilustrando os eventos embriológicos da diferenciação masculina.
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			Figura 9 - Linha do tempo ilustrando os eventos embriológicos da diferenciação masculina


			Fonte: Suzana Guimarães Moraes. 


			Diferenciação sexual feminina 


			Na ausência do SRY, as gônadas permanecem no estágio indiferenciado até o fim da décima semana, quando se inicia, então, a diferenciação ovariana sendo, portanto, mais tardia que a testicular. A diferenciação ovariana caracteriza-se pelo desenvolvimento dos cordões sexuais primários, que degeneram rapidamente. Em seguida formam-se os cordões sexuais secundários ou corticais e há ainda diferenciação das células mesenquimatosas em células foliculares, que envolvem as células germinativas primordiais, as quais se tornarão as ovogônias (Figura 2) (HUGHES, 2001; MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016; BASHAMBOO et al., 2017). 


			Por volta da décima-sexta semana são observados os folículos primordiais, que consistem em uma ovogônia envolta por uma camada de células epiteliais achatadas. A formação máxima de folículos primordiais ocorre entre a vigésima e a vigésima-quinta semana, coincidindo com o pico máximo de produção de hormônio folículo-estimulante (FSH) pelo feto. A partir dessa época, a gônada apresenta características morfológicas de ovário definitivo. As ovogônias multiplicam-se exponencialmente, chegando a sete milhões em torno da vigésima semana de gestação, dando origem aos ovócitos primários. Estes, ao se encontrarem rodeados por uma camada de células foliculares cúbicas, passam a ser denominados folículos primários, envolvidos por um estroma derivado do mesênquima. A meiose inicia-se já a partir da décima-primeira semana e é interrompida no estágio de diplóteno na prófase da primeira divisão meiótica. Entre a vida fetal e a vida adulta, há um processo de degeneração acentuada dos folículos, de modo que 99% deles sofrem atresia, que se supõe seja decorrente de apoptose (BAKER, 1963; HUGHES, 2001; MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016; BASHAMBOO et al., 2017).


			Para a manutenção ovariana, é necessária a presença de dois cromossomos X íntegros; caso contrário há aceleração do processo de degeneração dos folículos ovarianos e a gônada torna-se disgenética, ou seja, constituída somente de tecido conjuntivo, sem elementos da linhagem germinativa. O cromossomo X contém várias regiões necessárias para a manutenção ovariana, dentre as quais, as mais importantes são a Xq13-q21 e Xq23-q27. Além de genes do cromossomo X, vários outros localizados nos autossomos têm papel relevante na manutenção da estrutura e função ovariana (ROSSETTI et al., 2017).


			Uma vez que não há secreção de HAM, os dutos de Müller desenvolvem-se e se fusionam na porção terminal para formar o trato genital feminino (útero, tubas uterinas e porção superior da vagina) (Figuras 3 e 10) (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016; ROLY et al., 2018). A não produção de andrógenos determina, por sua vez, a fragmentação dos dutos de Wolff, que persistem como vestígios embrionários (epoóforo, paraóforo, dutos de Gartner). Na ausência da dihidrotestosterona, o tubérculo genital dá origem à glande e à haste do clitóris, as pregas urogenitais aos pequenos lábios e as saliências labioescrotais aos grandes lábios, que se ligam, posteriormente, formando a comissura labial posterior e, anteriormente, formando o monte pubiano. O seio urogenital, por sua vez, dá origem à uretra feminina e à porção inferior da vagina (Figura 11). A Figura 12 traz uma linha do tempo ilustrando os eventos embriológicos da diferenciação masculina.
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			Figura 10 - Corte transversal do abdome mostrando a fusão dos dutos de Müller (paramesonéfricos) e formação da bolsa retouterina


			Fonte: Suzana Guimarães Moraes.
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			Figura 11 - Vista lateral e ventral do desenvolvimento da porção superior da vagina (mesoderma da fusão dos dutos de Müller) e porção inferior da vagina (endoderma do seio urogenital)


			Fonte: Suzana Guimarães Moraes.
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			Figura 12 - Linha do tempo ilustrando os eventos embriológicos da diferenciação feminina


			Fonte: Suzana Guimarães Moraes.
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			GENES ENVOLVIDOS NA DETERMINAÇÃO E DIFERENCIAÇÃO SEXUAL


			Mara Sanches Guaragna


			Helena Fabbri-Scallet


			Maricilda Palandi de Mello


			Nos seres humanos e na maioria dos mamíferos, a fase do desenvolvimento sexual é de extrema importância para garantir a continuidade da diversidade genética entre as espécies. Esse processo está intrinsecamente associado à presença ou ausência do cromossomo Y no cariótipo e pode ser dividido em duas principais etapas (ARBOLEDA; SANDBERG; VILAN, 2014): 


			

					
1.	Determinação sexual: ocorre no momento da fertilização e é estabelecida pelo sexo cromossômico, levando à formação de um indivíduo do sexo masculino (XY) ou feminino (XX). Essa etapa resultará na diferenciação das gônadas bipotentes em testículos, na presença do cromossomo Y, ou em ovários, na ausência deste cromossomo (DANON; SACHS, 1957). 



					
2.	Diferenciação sexual: refere-se às ações hormonais específicas que levam ao fenótipo sexual de cada indivíduo. Nos testículos, as células de Leydig irão secretar testosterona e dihidrotestosterona, responsáveis pela virilização da genitália externa e manutenção dos dutos de Wolff; enquanto as células de Sertoli irão produzir o hormônio antimülleriano, que fará com que os dutos de Müller regridam. Por outro lado, nos ovários não irá ocorrer a produção de nenhum desses hormônios, permitindo a regressão dos dutos de Wolff, a diferenciação dos dutos de Müller nos genitais internos femininos e o desenvolvimento da genitália externa feminina (DOMENICE et al., 2002; DE MELLO; ASSUMPÇÃO; HACKEL, 2005; WILHELM; PALMER; KOOPMAN, 2007). 



			


			Durante a fase da determinação sexual, ocorre a expressão do gene SRY (do inglês, sex-determining region on the Y chromosome), que está localizado no braço curto do cromossomo Y (Yp11.2) e é considerado o fator determinante do desenvolvimento gonadal masculino em humanos. Por muitos anos foi investigado qual seria o mecanismo que levava as gônadas indiferenciadas a seguirem o caminho testicular ou o ovariano, acreditando-se que esse fator estivesse diretamente ligado ao cromossomo Y. Na década de 90, com o avanço das pesquisas genéticas e moleculares, foi identificado o gene SRY (anteriormente chamado de TDF, do inglês testis determining fator) e seu papel foi confirmado com experimentos que introduziram um fragmento de 14 kb de DNA contendo o Sry em embriões de camundongos XX, o que induziu o desenvolvimento testicular naqueles animais (SINCLAIR et al., 1990; KOOPMAN et al., 1991). O gene SRY (OMIM *480000) contém um único éxon e codifica uma proteína formada por 204 aminoácidos. Em sua estrutura encontra-se um domínio de ligação ao DNA cuja sequência de 80 aminoácidos é bastante conservada e o caracteriza como parte da família HMG box (do inglês, high mobility group). A proteína SRY é expressa inicialmente nas células precursoras das células de Sertoli, no fim do segundo mês de gestação, quando as gônadas indiferenciadas transformam-se em testículos (SINCLAIR et al., 1990; SEKIDO et al., 2004). Em consulta no mês de outubro de 2018, existiam registradas no banco HGMD (do inglês, The Human Gene Mutation Database sediado no the Institute of Medical Genetics em Cardiff, <http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php>) cerca de 100 mutações no gene SRY, localizadas principalmente dentro do domínio HMG box; algumas, em menor número, localizam-se fora desse domínio e também na região promotora; todas foram identificadas em casos de disgenesia gonadal completa 46,XY e, mais raramente, em casos da forma parcial. No Brasil, a distribuição de mutações mostra o mesmo padrão; foram descritas uma mutação na região promotora, duas fora do HMG e três dentro deste domínio (DOMINICE et al., 1998; ASSUMPÇÃO; MACIEL-GUERRA; PALANDI DE MELLO, 1999; ASSUMPÇÃO et al., 2002; ASSUMPÇÃO et al., 2005; CUNHA et al., 2011). Cerca de 15% dos casos de disgenesia gonadal 46,XY estão relacionados com mutações no SRY, o que evidencia a importância desse gene no desenvolvimento testicular (HARLEY; CLARKSON; ARGENTARO, 2003; EID; BIASON-LAUBER, 2016). Entretanto, observando essa incidência, também é possível presumir que o controle da gonadogênese seja um processo muito mais complexo, e que deva haver um número indefinido de genes autossômicos ou ligados ao X nessa cascata de regulação que expliquem os casos de Distúrbios da Diferenciação do Sexo (DDS). 


			Uma vez que o gene SRY é expresso exclusivamente nas células pré-Sertoli, foi estudado o caminho que ele percorria durante esse processo e observou-se que, após seu curto período de expressão, a proteína SRY liga-se a uma região regulatória do gene SOX9 (do inglês, SRY-Related HMG-Box Gene 9), conhecida como TESCO, e ambos guiam a diferenciação e a proliferação das células de Sertoli (SEKIDO; LOVELL-BADGE, 2008). Diante disso, o gene SOX9 é considerado como o segundo principal gene envolvido na determinação sexual e, além de ser responsável pela produção da prostaglandina D2 necessária à transformação das células pré-Sertoli, também é um ativador do gene do colágeno tipo II, essencial à formação da matriz extracelular da cartilagem. Por essa razão, mutações no gene SOX9 (OMIM *608160 – localização 17q24.3) são responsáveis por causar uma síndrome de malformações esqueléticas conhecida como displasia campomélica; na maior parte dos casos, ocorre reversão sexual em indivíduos 46,XY, com fenótipo de genitália externa ambígua ou feminina. Além disso, já foi demostrado que a deleção do gene Sox9 em camundongos leva ao desenvolvimento de ovários em embriões XY, evidenciando a importância da correta expressão desse gene para a diferenciação testicular (FOSTER et al., 1994; BARRIONUEVO; et al., 2006; WILHELM; PALMER; KOOPMAN, 2007). Na última década, um número crescente de grandes deleções na região 5’ do gene SOX9 vem sendo registrado tanto em casos de DDS 46,XY quanto em DDS 46,XX (BAETENS et al., 2017).


			Para manter os altos níveis de expressão do gene SOX9 nas células de Sertoli, além do gene SRY, é necessária a atuação de outro fator de transcrição fundamental na diferenciação testicular, o gene NR5A1 (do inglês, Nuclear Receptor Subfamily 5, Group A, Member 1). Ambos se ligam à região TESCO do SOX9, e essa interação induz a proteína SOX9 a se ligar ao seu próprio promotor, perpetuando um feedback positivo nas células e mantendo, assim, seus altos níveis de expressão (SEKIDO; LOVELL-BADGE, 2008). 


			O gene NR5A1 (OMIM *184757), mapeado no cromossomo 9, em 9q33.3, codifica a proteína SF1 (do inglês, Steroidogenic factor-1) e exerce um papel fundamental durante a esteroidogênese e o desenvolvimento sexual, regulando diversas etapas do desenvolvimento adrenal e gonadal. Durante o desenvolvimento embrionário, SF1 aparece primeiramente na crista urogenital, representando o primeiro passo da diferenciação adrenal e gonadal, estimulando a diferenciação dos testículos a partir da gônada bipotente (OZISIK; ACHERMANN; JAMESON, 2002). Ainda na gônada indiferenciada, o SF1 interage com outro fator de transcrição, o GATA4 (do inglês, Gata-Binding Protein 4), e ambos se ligam à região promotora do SRY, estimulando sua superexpressão no início da diferenciação testicular (VIGER et al., 2008). Nos testículos já diferenciados, SF1 regula a expressão do gene AMH (do inglês, Anti-Mullerian Hormone) nas células de Sertoli, levando à regressão dos dutos de Müller; nas células de Leydig, ele regula a expressão de algumas enzimas esteroidogênicas, como STAR (do inglês, Steroidogenic Acute Regulatory Protein), e o gene DHH (do inglês, Desert Hedgehog), que são necessários para a produção de testosterona, levando à manutenção dos dutos de Wolff e à virilização da genitália externa (ZIMMERMANN et al., 1998; LIN; ACHERMANN, 2008; KARPOVA et al., 2015). 


			As primeiras duas mutações descritas em seres humanos no gene NR5A1 foram identificadas em indivíduos 46,XY com insuficiência adrenal primária e disgenesia gonadal completa (ACHERMANN et al., 1999, ACHERMANN et al., 2002). Atualmente, mais de 100 variantes estão registradas nesse gene de acordo com o banco de mutações em genes humanos HGMD, e os fenótipos encontrados em indivíduos 46,XY são extremamente variados, podendo estar associados à disgenesia gonadal com ou sem derivados de Müller, distúrbios na produção de andrógenos, hipospadia, infertilidade masculina, falência ovariana precoce, anorquia bilateral, amenorreia primária e alguns casos de tumores adrenais e endometriose (DE-MELLO et al., 2011; FABBRI et al., 2014, FABBRI et al., 2016; PEDACE et al., 2014; Robevska et al, 2017; FABBRI-SCALLET et al., 2018). Apesar de a maioria dos casos de mutações nesse gene terem sido identificadas em pacientes com cariótipo 46,XY, há relatos envolvendo indivíduos 46,XX com DDS que serão discutidos posteriormente neste capítulo (Biason-Lauber; Schoenle, 2000; LOURENÇO et al., 2009).


			Existem na literatura diversas citações de mutações isoladas em alguns dos genes com os quais o SF1 interage, que levam a diferentes fenótipos de DDS 46,XY. No gene AMH (OMIM *600957, localização 19p13.3), por exemplo, já foram descritas mais de 30 mutações de acordo com o HGMD, que estão associadas à síndrome da persistência dos dutos de Müller (NISHI et al., 2012). O gene STAR (OMIM *600617, localização 8p11.23), além de estar frequentemente associado à Hiperplasia Adrenal Congênita Lipoide, também pode estar relacionado a quadros de disgensia gonadal completa 46,XY (YÜKSEL et al., 2013). A respeito do gene DHH (OMIM *605423, localização 12q.13.12), pouco se descreveu até o momento, porém há cerca de três anos foi publicado o relato de duas irmãs com disgenesia gonadal 46,XY decorrente de uma mutação em homozigose nesse gene (WERNER et al., 2015). Já mutações no gene GATA4 (OMIM *600576, localização 8p23.1), além de estarem associadas a defeitos cardíacos congênitos, também podem levar à disgenesia gonadal em indivíduos 46,XY (VIGER et al., 2008). A proteína GATA4 também interage com o cofator FOG2, cujo gene é conhecido como ZFPM2 (do inglês, Zinc Finger Protein, Multitype 2) localizado em 8p23.1 (OMIM *603693). Tanto GATA4 quanto FOG2 atuam na determinação testicular. Mutações no gene ZFPM2 foram identificadas em casos de disgenesia gonadal 46,XY, mutações essas que diminuem a capacidade de FOG2 ligar-se ao GATA4 (WEINBERG-SHUKRON et al., 2015) prejudicando a diferenciação gonadal; foi demonstrado em modelos animais que uma vez desfeita a associação entre Gata4 e Fog2, o desenvolvimento dos testículos é anormal (TEVOSIAN et al., 2002). Essa associação entre GATA4 e FOG2 é mediada por um outro fator de transcrição, o WT1 (do inglês, Wilms tumor supressor locus, gene 1), que quando coexpresso com esses dois cofatores ativa sinergicamente o promotor do SRY (MIYAMOTO et al., 2008). Além desses, sabe-se que SF1 interage diretamente com o elemento de transcrição TESCO, que promove a transcrição de SOX9, e que mutações em NR5A1 podem causar DDS por uma ativação incorreta de SOX9 (Sekido; Lovell-Badge, 2008; Sreenivasan et al., 2018). 


			O gene WT1 (OMIM *607102), mapeado em 11p13, é essencial para o desenvolvimento gonadal e renal normal em mamíferos. Ele é expresso nas saliências das gônadas bipotentes antes de sua diferenciação, juntamente com o NR5A1, sendo seus RNA mensageiros detectáveis a partir da 6ª semana de gestação nos embriões humanos. Após a diferenciação testicular, o WT1 continua sendo transcrito nas células de Sertoli do testículo fetal, junto com o gene AMH. No ovário fetal, sua expressão é detectada nas células epiteliais e na camada granulosa. No rim fetal, ele se expressa no mesênquima, na vesícula renal e nos podócitos em desenvolvimento. Experimentos envolvendo o knockout desse gene em camundongos resultam na ausência do desenvolvimento renal e gonadal (KREIDBERG et al., 1993). Mutações no WT1 podem levar a doenças renais, como tumor de Wilms e estar associadas a algumas síndromes, como de WAGR (do inglês, Wilms tumor, Aniridia, Genitourinary anomalies, and mental Retardation syndrome), Denys-Drash e Frasier; nestas duas últimas, além de problemas renais, os pacientes 46,XY podem apresentar gônadas disgenéticas com genitália tipicamente feminina ou ambígua (ANDRADE et al., 2008; GUARAGNA et al., 2010; GUARAGNA et al., 2012; GUARAGNA et al., 2017).


			A proteína WT1 age diretamente na expressão de outros genes, como o NR0B1 (do inglês, Nuclear Receptor Subfamily 0, Group B, Member 1) e o WNT4 (do inglês, Wingless-Type MMTV Integration Site Family, Member 4). O gene WNT4 será discutido mais adiante neste capítulo.


			O gene NR0B1 (OMIM *300473), também conhecido como DAX1, localiza-se em Xp21.2, dentro da região conhecida como DSS (do inglês, dosage sensitive sex reversal). Sua expressão é detectada principalmente nas glândulas adrenais e nos testículos. Os portadores de hipoplasia adrenal congênita e hipogonadismo hipogonadotrófico, doenças de herança ligada ao cromossomo X, apresentam deleções ou mutações deste gene. No entanto indivíduos com a duplicação desse gene apresentam disgenesia gonadal 46,XY com fenótipo feminino e, por esse fato, o gene NR0B1 foi chamado por alguns autores de gene antitestículos (Goodfellow; Camerino, 1999; BARBARO et al., 2007). Isso ocorre porque normalmente os indivíduos XY apresentam apenas uma cópia desse gene, portanto uma duplicação resulta na sua superexpressão e é suficiente para causar o bloqueio da determinação testicular. O mecanismo pelo qual isso acontece está relacionado com a ativação ou inibição do gene NR5A1 mediante a transcrição do SOX9 (LUDBROOK et al., 2012). Um caso recente descrito na literatura que demostra como uma mutação no NR5A1 afeta diretamente a expressão de NR0B1 e SOX9 será discutida na parte da diferenciação ovariana (BASHAMBOO et al., 2016). 


			Ainda no cromossomo X, existem outros dois genes que, quando mutados, podem levar a fenótipos de DDS. O primeiro deles é o ATRX (do inglês, Alpha-Thalassemia/Mental Retardation Syndrome, X-Linked - OMIM *300032), que está mapeado na posição cromossômica Xq21.1 e também é conhecido pelo nome XH2 (do inglês, Helicase 2, X-Linked). Esse gene codifica a proteína ATRX, que está envolvida na regulação da transcrição gênica via modulação da estrutura da cromatina. O gene ATRX é expresso principalmente durante a diferenciação testicular, no processo de maturação das células de Leydig. Mutações nesse gene podem causar a síndrome ATRX, que é caracterizada por retardo mental grave, α-talassemia e múltiplas anomalias congênitas incluindo anormalidades genitais, como disgenesia gonadal em indivíduos 46,XY (TANG et al., 2004). O segundo gene a ser discutido no cromossomo X é o MAMLD1 (do inglês, Mastermind-Like Domain-Containing Protein 1 - OMIM *300120), mapeado na posição Xq28, também chamado de CXorf6. Ele é expresso nas células de Leydig fetais e tem um papel importante no desenvolvimento sexual, pois é expresso juntamente com o NR5A1 e ajuda a modular a produção de testosterona. Poucas mutações já foram descritas nesse gene até o momento, estando elas relacionadas com casos de hipospadia e DDS 46,XY (FUKAMI et al., 2006; KALFA et al., 2012). 


			Existem outros genes expressos ainda na fase da gônada indiferenciada que são importantes para a determinação testicular, como o DMRT1 e DMRT2 (do inglês, Doublesex- And Mab3-Related Transcription Factor 1 e 2) e o CBX2 (do inglês, Chromobox Homolog 2, Drosophila Polycomb Class). Os genes DMRT1 (OMIM *602424) e DMRT2 (OMIM *604935) estão mapeados em 9p24.3, apresentam 80% de similaridade entre si e possuem um domínio importante de ligação ao DNA e regulação gênica, conhecido como DM (RAYMOND et al., 1999). Deleções envolvendo a região onde se localizam esses genes foram identificadas em casos de disgensia gonadal XY e genitália ambígua (TANNOUR-LOUET et al., 2010). Experimentos com camundongos knockout para Dmrt1 demostraram que sua falta está associada a uma maior propensão em formar tumores nas células germinativas. DMRT1 age como um fator de transcrição bifuncional, pois pode ativar ou reprimir a expressão de genes alvo; em camundongos foi demostrado que o Dmrt1 ativa o Sox9, reprime genes da diferenciação ovariana como Wnt4 e Rspo1, além de regular outros genes subsequentes da cascata da diferenciação testicular (MURPHY et al., 2015). 


			Outro gene importante para o desenvolvimento gonadal correto é o CBX2 (OMIM *602770), localizado em 17q25.3. Sabe-se que ele atua em uma via epigenética, uma vez que está envolvido na modulação das histonas do DNA, alterando a expressão dos genes subsequentes dentro do processo de diferenciação. Até o momento apenas um caso de mutação neste gene encontra-se descrito na literatura. Trata-se de uma menina 46,XY com duas mutações em heterozigose composta no CBX2, as quais acarretaram um fenótipo feminino normal, tanto da genitália interna, com ovários e útero, quanto da genitália externa. Estudos funcionais demostraram que as mutações no CBX2 fazem com que sua proteína não se ligue ao gene NR5A1, o que provavelmente afeta a expressão do SRY e, por consequência, todo desenvolvimento masculino (BIASON-LAUBER et al., 2009).


			Existem alguns outros genes que, embora sejam poucos os relatos de identificação de mutações, desempenham um papel importante na diferenciação testicular, como é o caso do MAP3K1 (do inglês, Mitogen-Activated Kinase Kinase Kinase 1 – OMIM *600982), localizado em 5q11.2. A via de sinalização da MAP (do inglês, Mitogen Activated Protein) quinase tem a função de mediar a expressão de alguns genes e seus produtos e, durante a determinação sexual, ela pode atuar no balanço entre o desenvolvimento testicular (pela via SOX9/FGF9) e o ovariano (mediado pelas vias de sinalização WNT4 e β-catenina) (LOKE et al., 2014). As mutações em MAP3K1 foram associadas aos fenótipos de disgenesia gonadal completa e parcial em indivíduos 46,XY (PEARLMAN et al., 2010). Outro gene recentemente discutido é o WWOX (do inglês, WW Domain-Containing Oxidoreductase – OMIM *605131), mapeado em 16q23.1-q23.2, que é expresso na hipófise, testículos e ovários. Camundongos knockout para Wwox apresentaram anomalias gonadais, incluindo defeitos na função das células de Leydig. Alterações nesse gene estão relacionadas a casos de DDS 46,XY, associados a quadros de disgenesia gonadal, micropênis e hipospádia (WHITE et al., 2012; KIM et al., 2017).


			Outros genes são fundamentais na diferenciação testicular, como o INSL3 (do inglês, Insulin-Like 3), AR (do inglês, Androgen Receptor) e SRD5A2 (do inglês, Steroid 5-Alpha-Reductase 2), que serão abordados em capítulos específicos neste livro. 


			Um esquema com os principais genes cujas expressões devem ser rigorosamente reguladas para que os desenvolvimentos testicular e ovariano ocorram adequadamente é ilustrado na Figura 1.
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			Figura 1 - Esquema ilustrando os genes envolvidos no desenvolvimento gonadal. À esquerda e à direita são mostrados os genes e as interações entre eles que são importantes para o desenvolvimento masculino e feminino, respectivamente. Acima e abaixo, encontram-se os genes cujas expressões são necessárias tanto antes quanto após a determinação testicular e o desenvolvimento ovariano


			Fonte: Esquema desenvolvido por GUARAGNA; FABBRI-SCALLET; DE MELLO. 


			O desenvolvimento sexual feminino foi considerado por muito tempo como default, ocorrendo naturalmente na ausência do gene SRY. Experimentos realizados em 1947 (JOST, 1947) fortaleceram a ideia da via default, nos quais o desenvolvimento feminino de coelhos ocorria independentemente da constituição cromossômica após a retirada das gônadas embrionárias destes animais. No entanto, com o avanço das pesquisas, principalmente no que diz respeito aos estudos moleculares, essa ideia foi ficando ultrapassada e, atualmente, o que sabemos é que ambas as vias de desenvolvimento são processos que atuam ativamente para suprimir o programa de desenvolvimento oposto, seja ele testicular ou ovariano (Zenteno-Ruiz; Kofman-Alfaro; Méndez, 2001; Eggers; Ohnesorg; Sinclair, 2014). O conhecimento mais aprofundado da via ovariana veio de estudos em modelos animais, mas o estudo de pacientes apresentando disgenesia gonadal pura (46,XY ou 46,XX) ou insuficiência ovariana primária (IOP) colaborou substancialmente para esse progresso (TUCKER et al., 2016; TUCKER et al., 2018). Alguns exemplos desses estudos indicam a ocorrência de mutações de ganho de função em genes inibidores da via masculina, como NR0B1 e CTNNB1 (β-catenina) e de perda de função em genes ativadores e de manutenção da via feminina, como o WNT4, o RSPO1 e o FOXL2. Apesar de diversos supressores da via da diferenciação sexual masculina ou ativadores da diferenciação dos dutos de Müller e da manutenção do oócito estarem bem estabelecidos, como será visto ao longo deste capítulo, o conhecimento genético do desenvolvimento gonadal feminino ainda é escasso se comparado ao masculino e nenhum desses genes, com exceção talvez do WNT4, tem uma importância definida no desenvolvimento ovariano como o SRY ou SOX9 na diferenciação testicular. 


			A morfogênese ovariana é caracterizada por dois marcos principais: 1) a entrada na meiose das células germinativas XX (entre a 11ª e a 12ª semana de gestação) e, 2) a formação dos folículos, a foliculogênese. O controle genético da fase inicial da morfogênese inicia-se antes da 7ª semana de gestação, quando as gônadas bipotentes ainda não apresentam alterações morfológicas visíveis. Já se sabe que fatores produzidos pelas células somáticas que circundam as células germinativas primordiais vão determinar qual o destino sexual, masculino ou feminino, que estas seguirão dentro das gônadas (NEF, 2005). Componentes da via de sinalização WNT e outros fatores nucleares tais como o NR0B1 antagonizam e se opõem à via masculina. Dessa forma, existem dados de experimentos com camundongos mostrando que na fase anterior à 7ª semana de gestação, a expressão de altos níveis de RNA mensageiro de genes de fatores de sinalização tais como o Wnt4 (do inglês, wingless type MMTV integration site family, member 4) e Rspo1 (do inglês, R-Spondin1), atuam aumentando e estabilizando os níveis do fator de transcrição Ctnnb1 (do inglês, β-catenin), o que, por sua vez, suprime a expressão do gene Sox9 específico da via masculina, mantém a expressão gênica de Wnt4 e promove a proliferação das células germinativas (Bernard et al., 2012; ARBOLEDA; SANDBERG; VILAN, 2014; BIASON-LAUBER; CHABOISSIER, 2015; ELZAIAT et al., 2017). 


			É só na 7ª semana de gestação que a gônada bipotente apresenta sinais de diferenciação morfológica. Nas células germinativas XX, esses sinais vão ativar os processos de meiose e de início da diferenciação sexual. A primeira distinção morfológica entre as células germinativas XX e XY ocorre com a condensação dos cromossomos na prófase da meiose I, característica presente unicamente nas células fetais germinativas XX em desenvolvimento. As células germinativas testiculares não entram em meiose até bem depois do nascimento. O início da meiose nas células germinativas XX é ativado pela expressão do gene Stra8 (do inglês, stimulated by retinoic acid gene 8), que pode ser estimulada pelo acúmulo suprafisiológico de ácido retinoico, e, mais recentemente, foi demonstrada sua ativação também pelo Dmrt1 (KOUBOVA et al., 2006; KRENTZ et al., 2011). No entanto o papel do ácido retinoico na ativação do Stra8 ainda é controverso; a ação de Cyp26b1 pode estar envolvida na ativação independente do ácido retinoico (CHILDS; COWAN; KINNELL, 2011; KUMAR et al., 2011). Estudos mais recentes indicam que o ácido retinoico promove a expressão de alguns marcadores ovarianos e suprime a expressão de alguns marcadores testiculares, sendo a ação da enzima Cyp26b1 essencial para promover o equilíbrio e manter sua concentração na quantidade adequada (BOWLES et al., 2018). Com o início da meiose, começa a expressão de genes pró-ovarianos que se destacam como fatores essenciais para o desenvolvimento feminino. 


			O gene WNT4 (OMIM *603490), mapeado em humanos em 1p36.1, foi o primeiro gene descrito como regulador do desenvolvimento feminino quase 10 anos após a descoberta do SRY (VAINIO; HEIKKILÄ; KISPERT, 1999). Esse gene é essencial como sinalizador não somente para a nefrogênese no rim metanéfrico, como também se expressa no mesonefro, participando da formação da gônada e dos dutos de Müller, sendo necessário nos dois sexos para formação desses dutos. Uma das funções do Wnt4 é a ativação do FST (OMIM *136470, 5q11.2) logo no início do desenvolvimento e este, por sua vez, atua em vias antitesticulares e pró-ovarianas. As proteínas WNT4 ativam diversas cascatas de sinalização. Em uma das cascatas, conhecida como via canôninca WNT4/β-catenina (CTNNB1 – OMIM *116806 – 3p22.1), essas interações reduzem a degradação da β-catenina, estabilizando esta proteína. Um papel importante da via WNT4/β-catenina é o direcionamento da meiose nas células germinativas e a diferenciação das células da teca. Em camundongos, na gônada XX, o Wnt4 é expresso nas células somáticas (células pré-granulosa) e causa o aumento de expressão de Nr0b1. Dessa forma, Wnt4 e Nr0b1 atuam juntos no ovário em desenvolvimento e podem, se em excesso, atuar na feminilização de embriões XY (JORDAN et al., 2001). Experimentos com camundongos knockout para o gene Wnt4 mostraram que em fêmeas e machos o desenvolvimento renal e adrenal é afetado, ao passo que somente as fêmeas apresentam desenvolvimento gonadal e esteroidogênese afetados. Esses camundongos XX knockout para Wnt4 nasceram masculinizados, com ausência de dutos de Müller e presença de dutos de Wolff, além de expressarem as enzimas da esteroidogênese 3β-hidroxiesteroide desidrogenase e 17α-hidroxilase que são essenciais para a produção da testosterona e normalmente são suprimidas no ovário em desenvolvimento (EID; BIASON-LAUBER, 2016). 


			Em humanos, mutações no gene WNT4 parecem seguir um mecanismo de dose e a consequência é um amplo espectro fenotípico, dependendo do genótipo encontrado. Em uma das pontas do espectro encontra-se o excesso de cópias de WNT4 - devido à duplicação do cromossomo 1p31-p35 - em pacientes 46,XY com genitália ambígua, hipospadia, gônadas fibrosas e remanescentes de dutos de Müller e de Wolff (JORDAN et al., 2001). Na outra ponta do espectro, mutações recessivas raras, e em homozigose, levam à perda completa da função do WNT4 em fetos 46,XX, com disgenesia renal, adrenal e pulmonar, bem como DDS testicular ou DDS ovário-testicular com ambiguidade genital, constituindo uma síndrome conhecida como SERKAL (OMIM #611812) (MANDEL et al., 2008). No meio do espectro, encontram-se mulheres com ausência de dutos de Müller e sinais clínicos de hiperandrogenismo, lembrando a síndrome de Mayer–Rokitansky–Küster–Hauser (BIASON-LAUBER et al., 2004; PHILIBERT et al., 2006; BIASON-LAUBER et al., 2007; BIASON-LAUBER; KONRAD, 2008).


			Outro gene essencial no desenvolvimento gonadal feminino é o RSPO1 (OMIM *609595) mapeado em 1p34.3. A R-Spondin1, proteína que esse gene codifica, pertence à família das proteínas que contêm o domínio do tipo “furina”. Esse tipo de proteína atua no desenvolvimento tecidual e na diferenciação celular. Em camundongos, o gene Rspo1 se expressa nas células somáticas das gônadas XX antes da sétima semana de gestação, bem como na derme, nos rins, nas papilas dérmicas e na pele adulta. O knockout do gene Rspo1, em fêmeas de camundongos, levou ao desenvolvimento do fenótipo ovário-testicular (TOMASELLI et al., 2011). Em 2006 foram identificadas mutações em homozigose no gene RSPO1 em indivíduos 46,XX com ambiguidade genital e hiperqueratose palmo-plantar com carcinoma escamoso na pele (PARMA et al., 2006). Esses indivíduos apresentavam ausência de derivados de Müller e masculinização das genitálias interna e externa, presumivelmente induzidos pela presença de células de Sertoli e de Leydig, respectivamente. O mecanismo pelo qual a R-spondin1 atua ainda não é completamente compreendido, no entanto o que sabemos é que essa proteína atua juntamente com WNT4 na estabilização dos níveis de β-catenina na via canônica WNT4/β-catenina. A confirmação da interação da R-spondin1 nessa via veio da análise molecular de um paciente com DDS ovário-testicular 46,XX e mutação no RSPO1, que confirmou os dados obtidos nos estudos em modelo animal, os quais eram de diminuição tanto da expressão da β-catenina quanto dos níveis de RNA mensageiro de WNT4 (TOMASELLI et al., 2011). Após estabilização de seus níveis, a β-catenina, por sua vez, atua na inibição da expressão do gene SOX9 (GRINSPON; REY, 2016). 


			Outro gene que já foi discutido anteriormente na via de desenvolvimento testicular, e que parece atuar também na via WNT4/β-catenina, é o NR5A1. Recentemente, uma mutação recorrente nesse gene, a mutação missense p.Arg92Trp, foi descrita em pacientes com DDS ovário-testicular XX e DDS testicular XX (BASHAMBOO et al., 2016), revelando que esse gene pode estar envolvido também no desenvolvimento ovariano. Mutações com perda de função no NR5A1 em pacientes 46,XX são encontradas em pacientes com IOP (Biason-Lauber; Schoenle, 2000; LOURENÇO et al., 2009). Como o gene NR5A1 é expresso nos ovários humanos entre a 6ª e 10ª semanas de gestação, a hipótese é de que esse gene tenha atuação direta nas vias específicas ovarianas, tais como as vias WNT4/β-catenina e RSPO1, que, por sua vez, ativam o gene FOXL2, vias que se opõem ao desenvolvimento testicular e que suprimem o gene SOX9 (BASHAMBOO et al., 2016; McELREAVEY; ACHERMANN, 2016). A mutação identificada encontra-se no domínio de ligação ao DNA do NR5A1, o que poderia afetar a interação com o WNT4-RSPO1/β-catenina ocorrendo falha na repressão da via testicular. Dessa forma, esses resultados sugerem que alterações nessas vias podem influenciar no equilíbrio entre o desenvolvimento masculino ou feminino das gônadas XX, que podem alterar a programação para a via testicular, provavelmente reforçando sinais autócrinos e parácrinos (BAETENS et al., 2017).


			O gene FOXL2 (do inglês, forkhead transcription factor - OMIM *605597), mapeado em 3q22.3, codifica um fator de transcrição da família forkhead. Esse fator é crucial em diversas etapas, tais como a determinação do sexo, desenvolvimento ovariano e manutenção da gônada feminina. Os estudos em modelo animal indicam que Foxl2, em camundongos, é expresso somente em ovários e sua expressão inicia-se logo no início do desenvolvimento nas células da granulosa, em que sua expressão é obrigatória ao longo da vida reprodutiva feminina. Uhlenhaut et al. (2009), após deletarem o gene Foxl2 do ovário de camundongos adultos, reprogramaram as células da granulosa e da teca, resultando na superexpressão de Sox9 e na transdiferenciação das células femininas em células de Sertoli e de Leydig. A deleção de Foxl2 com deleção concomitante de Wnt4 causou a reversão sexual ainda mais acentuada, com transdiferenciação também das células germinativas (OTTOLENGHI et al., 2007). Esses experimentos mudaram o conceito de que os ovários e testículos sejam órgãos terminalmente diferenciados, podendo, na verdade, ser reprogramados. De fato, experimentos com camundongos mostraram que, quando ocorre a diminuição da expressão de Foxl2, os folículos primordiais não progridem para o estágio de folículo primário, resultando em esterilidade feminina, e o perfil da esteroidogênese lembra o de testículo, com superexpressão de Amh e Cyp11a1 e inibição de Cyp19a1 (UDA et al., 2004; OTTOLENGHI et al., 2007). Foxl2 também atua diminuindo a expressão de Cyp26b1 e Nr5a1, necessários para a determinação masculina (KASHIMADA et al., 2011a; TAKASAWA et al., 2014). Ainda, o Foxl2 coopera com o Bmp2 para regular a expressão de Fst, que, por sua vez, é necessário para a determinação e desenvolvimento ovariano (KASHIMADA et al., 2011b). 


			Os estudos em humanos e em modelos animais demostram que mutações no gene FOXL2 estão relacionadas a três condições distintas que fazem parte das patologias do espectro ovariano: IOP com ou sem disgenesia ovariana; bloqueio da formação de folículos com decorrente reversão sexual de ovário para testículo; e reversão sexual em embriões (VERDIN; DE BAERE, 2011). A heterozigose de mutações no gene FOXL2 representam 90% dos casos da síndrome blefarofimose-ptose-epicanto inverso (do inglês, blepharophimosis, ptosis and epicanthus inversus syndrome – BPES – OMIM #110100), uma síndrome autossômica dominante cujos portadores apresentam defeitos nas pálpebras associadas à IOP (BPES tipo I) ou não (tipo II) (CRISPONI et al., 2001). As mutações intragênicas no FOXL2 são a causa mais comum de BPES e explicam 70% dos casos. No entanto rearranjos genômicos que levam à perda total ou parcial de FOXL2 correspondem a 12% dos casos. Além do domínio forkhead, a proteína FOXL2 contém uma região rica no aminoácido alanina, chamada de trato poli-alanina, contendo aproximadamente 14 alaninas repetidas, porém a função dessa região é desconhecida. Aproximadamente 30% das duplicações in-frame intragênicas levam à expansão desta sequência, que pode variar de 14 a 24 resíduos e leva à maior agregação dessa proteína nas células (DE BAERE et al., 2003; CABURET et al., 2004). Já se sabe que a grande variabilidade fenotípica ovariana apresentada pelas mulheres com BPES tipo I, que pode variar desde amenorreia primária a menstruações irregulares, depende da variação genotípica dessa região do trato poli-alanina. 


			Somente três variantes de FOXL2 foram descritas em IOP não sindrômica ou seja, sem anormalidades das pálpebras (POF3 – OMIM #608996). A primeira variante, identificada em uma paciente com amenorreia primária, é a deleção de 30 pares de bases que leva à remoção de 10 alaninas do trato poli-alanina (HARRIS et al., 2002). A segunda variante é a substituição missense p.Tir258Asn, localizada após o domínio forkhead, em uma paciente que apresentou menopausa aos 36 anos (HARRIS et al., 2002). A p.Gli186Asp é a última variante, que foi identificada em uma paciente com amenorreia secundária aos 27 anos. Estudos funcionais dessa variante mostraram que ela causa um impacto danoso na função do FOXL2 (LAISSUE et al., 2009). 


			Além das funções mencionadas acima, a proteína FOXL2 interage com a região promotora do gene STAR, inibindo sua transcrição basal (PISARSKA et al., 2004). A enzima STAR é um marcador da diferenciação das células da granulosa nos folículos pré-ovulatórios e catalisa a translocação do colesterol para o interior das mitocôndrias dessas células, onde inicia a esteroidogênese produzindo a pregnenolona que, por sua vez, segue a via da produção dos hormônios esteroides. A função do FOXL2 na esteroidogênese ovariana ficou fortalecida após os estudos em modelo animal nos quais ficou demonstrado que o produto desse gene regula a expressão do gene Cyp19, que codifica a enzima aromatase, responsável pela transformação dos andrógenos em estrógenos nas células da granulosa (PANNETIER et al., 2006).


			Diversos genes controlam não somente o início do processo da foliculogênese durante o desenvolvimento embrionário, mas também atuam ativamente na manutenção e sobrevivência dos oócitos. Mutações em diversos destes genes já foram associados a casos de IOP em mulheres. Os fatores do tipo TGF-β (do inglês, Transforming Growth Factor-β) são importantes no processo de crescimento folicular, promovendo a proliferação e a diferenciação tanto nos oócitos como nas células da graunolosa. Os mais importantes são o AMH (citado anteriormente), o BMP15 (do inglês, Bone morphogenic protein 15 – OMIM *300247) localizado em Xp11.2 e o GDF9 (do inglês, Growth differentiation factor 9 – OMIM *601918), localizado em 5q31.1. O knockout dos genes BMP15 e GDF9 causa diminuição da fertilidade em fêmeas de camundongos (FABRE et al., 2006; SHIMASAKI et al., 2004). Em mulheres, variantes em heterozigose nesses genes já foram associadas à IOP (POF4 – OMIM #300510 e POF14 – OMIM #618014, respectivamente) (LAISSUE et al., 2006, TIOTIU, 2010). O NOBOX (do inglês, the newborn ovary homeobox-encoding gene – OMIM *610934, localização 7q35) e o FIGLA ou FIG-α (do inglês, factor in the germline alpha – OMIM *608697, localização 2p13) são fatores de transcrição específicos de oócitos. O gene FIGLA é expresso no início do desenvolvimento folicular e, quando deletado, induz à esterilidade devido à degeneração das células germinativas. Variantes nesse gene já foram descritas em mulheres com IOP (POF6 – OMIM #612310) (ZHAO et al., 2008; TOSH et al., 2015). 


			A expressão do Nobox em ovários de camundongos pode ser detectada logo no 15º dia de desenvolvimento embrionário e este continua sendo expresso até o estágio antral, atuando, portanto, em diversas fases do desenvolvimento folicular. Quando deletado, causa esterilidade nas fêmeas, com a parada do desenvolvimento folicular no estágio de folículo primordial (LECHOWSKA et al., 2011). Variantes no gene NOBOX são encontradas em aproximadamente 5% das pacientes com IOP (POF5 – OMIM #611548) (QIN et al., 2007; BOUILLY et al., 2011; BOUALI et al., 2016). O produto desse gene regula diversos outros genes específicos de oócitos e da manutenção folicular, tais como o BMP15 e o GDF9. Recentemente, foi demonstrada a regulação do gene kit-l (ligante de kit) por Nobox (BOUILLY et al., 2015). O KITL (OMIM *184745, localizado em 12q21.31) é produzido pelas células da granulosa e atua sobre o receptor c-kit por meio da via de sinalização P13K/AKT, processo importante no início do desenvolvimento da foliculogênese (PELOSI; FORABOSCO; SCHLESSINGER, 2015). Essa via de sinalização leva à fosforilação de membros dos fatores de transcrição FOXO (do inglês, forkhead box O). Em camundongos, Foxo3a é expresso em folículos primordiais e folículos primários. A deleção de Foxo3a leva à infertilidade das fêmeas devido à ativação anormal do crescimento folicular, com rápida depleção da reserva ovariana. O FOXO1A em humanos é expresso nas células da granulosa, onde regula a progressão do ciclo ovariano. Diversos estudos vêm descrevendo variantes nos genes FOXO3A (OMIM *602681, localizado em 6q21) e FOXO1A (OMIM *136533, localizado em 13q14.3) como causadores de IOP, no entanto a patogenicidade dessas variantes ainda não foi confirmada funcionalmente (WATKINS et al., 2006; VINCI et al., 2008). Outros dois fatores de transcrição que atuam no desenvolvimento gonadal no início da foliculogênese são os genes SOHLH1 (OMIM *610224, localização 9q34.3) e SOHLH2 (OMIM *616066, localização 13q13.3), que compartilham funções similares nas células germinativas. A expressão desses genes é observada desde as células germinativas primordiais até os folículos primários; entretanto não são expressos nos folículos secundários e, quando sua expressão foi experimentalmente silenciada em camundongos, o resultado foi a parada da transição entre folículos primordiais para folículos primários (PANGAS et al., 2006; CHOI; YUAN; RAJKOVIC, 2008) o que demonstra seu papel no início da foliculogênese. Variantes no gene SOHLH2 já foram associadas à IOP em humanos (QIN et al., 2014).


			O recrutamento folicular depende ainda de enzimas da esteroidogênese, receptores de gonadotrofinas e fatores regulatórios locais. O FSH e o LH agem nos receptores de membrana FSHR (OMIM *136435) das células da granulosa e LHCGR (OMIM *152790) nas células teca. Mutações no gene FSHR associadas à IOP já foram descritas em pacientes finlandeses (DOHERTY et al., 2002), mas são raras em outros países do mundo. Recentemente uma mutação nova missense foi descrita em homozigose em um casal de irmãos - a probanda, 46,XX e seu irmão, 46,XY - ambos com hipogonadismo hipergonadotrófico, filhos de pais consanguíneos, em uma família brasileira (FRANÇA et al., 2017). 


			Outro fator fundamental no processo da foliculogênese é a sinalização dos estrógenos. Deleções dos receptores de estrógeno Era (também conhecido como ESR1 – OMIM +133430, localização 6q25.1-q25.2) e Erb (ESR2 – OMIM *601663, localizção 14q23.2-q23.3) causam infertilidade e bloqueiam a foliculogênese no estágio antral. Nesses animais knockout, os oócitos degeneram, e as células somáticas adotam uma “identidade” masculina, com a superexpressão do gene Sox9 determinante de testículo (ROSSETTI; et al., 2017). Ainda, os genes HOXA1 (do inglês, homeobox A1 - OMIM *142955, localização 7p15.2) compõem uma família de moléculas regulatórias que codificam fatores de transcrição que controlam diversos aspectos da morfogênese e da diferenciação celular durante o desenvolvimento embrionário normal. Os genes HOX são essenciais para o desenvolvimento dos dutos de Müller durante o período embrionário e da função das estruturas femininas durante a vida adulta. 


			Para a manutenção ovariana é ainda necessária a presença de dois cromossomos X íntegros, caso contrário os folículos ovarianos degeneram e a gônada torna-se disgenética, ou seja, constituída somente de tecido conjuntivo, sem elementos da linhagem germinativa. Um exemplo disso é a Síndrome de Turner, que leva à disgenesia ovariana e acelerada atresia folicular. O cromossomo X contém várias regiões necessárias para a manutenção ovariana e deleções ou translocações balanceadas envolvendo o cromossomo X vêm sendo observadas em pacientes com IOP. Entre essas regiões críticas está a Xq13.3-q2 (POF2 – OMIM #300511), onde se localiza o gene XIST (OMIM *314670 – localização Xq13.2). Mutações no gene XIST já foram associadas à IOP (YOON e CHOI, 2015) e foi proposto que a região Xq13-Xq21 seja uma região na qual alterações epigenéticas atuem inibindo genes autossômicos expressos em oócitos (RIZZOLIO et al., 2006, RIZZOLIO et al., 2007, RIZZOLIO et al., 2009). Independente do mecanismo envolvido, deleções terminais dessa região causam amenorreia primária, ausência do desenvolvimento das mamas e falência ovariana (SIMPSON, 2008). Deleções mais terminais, envolvendo Xq25-Xq26, já foram associadas somente à falência ovariana. A região POF1 (OMIM #311360, Xq27.3) está envolvida com IOP (QIN et al., 2015). Um gene importante localizado nessa região é o FMR1 (do inglês, familial mental retardation 1 – OMIM * 309550). Alterações nesse gene estão envolvidas com a síndrome do X-Frágil (OMIM # 300624), mas 5% dos casos esporádicos e 10-15% dos casos familiares de IOP na população caucasiana são explicados por alterações no FMR1 (QIN et al., 2015).


			Ainda existem diversos genes das vias do mecanismo de reparo do DNA, que são importantes para a sobrevida das células germinativas, tais como: SYCE1 (10q26.3 – OMIM *611486), STAG3 (7q22.1 – OMIM *608489), HFM1 (1p22.2 – OMIM *615684), MCM8 (20p12.3 – OMIM *608187), MCM9 (6q22.31 – OMIM *610098), RCBTB1 (13q14.2 – OMIM *607867), SGOL2 (2q33.1 – OMIM *612425), PSMC31P (17q21.2 – OMIM *608665) e NUP107 (12q15 – OMIM *607617). E mais alguns envolvidos com a estabilidade cromossômica também importantes para a sobrevida das células germinativas, tais como: ATM (11q22.3 – OMIM *607585) (Ataxia-teleangiectasia), NBN (8q21.3 – OMIM *602667), BLM (15q26.1 – OMIM #210900) (síndrome de Bloom), WRN (8p12 – OMIM #277700) (síndrome de Werner), RECQL4 (8q24.3 – OMIM *603780), FANCA (16q24.3 – OMIM #227650) (Anemia de Fanconi), FANCC (9q22.32 – OMIM #227645) e FANCG (9p13.3 – OMIM #614082) (QIN et al., 2015; RICHARDS; REN; CANDELARIA, 2017).


			É notório o avanço no conhecimento molecular nestes últimos anos, tanto no desenvolvimento testicular como no ovariano. Pelo menos 70 genes são considerados candidatos como causa de IOP, seja por estudos em modelo animal ou por terem mutações identificadas em pacientes com IOP não sindrômica ou IOP sindrômica (QIN et al., 2015).


			No entanto, com certeza, os avanços nas técnicas de biologia molecular permitirão nos próximos anos a descoberta de novos genes relacionados à determinação e diferenciação sexual tanto masculina como feminina e suas interações entre si e com os genes já conhecidos. 
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			ASPECTOS ENDÓCRINOS


			Rodolfo Rey


			Romina Grinspon


			Tradução: Gil Guerra-Júnior


			Introdução


			O desenvolvimento dos órgãos genitais conta com uma etapa de diferenciação sexual, que ocorre durante a vida fetal, e uma de desenvolvimento sexual que ocorre principalmente na puberdade. Neste capítulo serão abordados principalmente os processos envolvidos na diferenciação sexual fetal, controlada fundamentalmente por fatores hormonais, que é necessária para a compreensão dos Distúrbios da Diferenciação do Sexo (DDS). Finalmente, será feita também uma breve descrição do desenvolvimento dos genitais externos após o nascimento, com ênfase no desenvolvimento puberal.


			Desenvolvimento embrionário e fetal dos genitais


			No processo de diferenciação fetal dos órgãos genitais se distinguem três etapas:


			

					
1.	Período indiferenciado, no qual se formam as estruturas de base para o desenvolvimento dos órgãos genitais, que são idênticas nos dois sexos.



					
2.	Determinação gonadal: a diferenciação das cristas gonadais no sentido testicular será determinante no desenvolvimento do restante dos órgãos genitais na vida fetal e no desenvolvimento dos caracteres sexuais masculinos na puberdade. Por outro lado, a diferenciação ovariana não é responsável pelo desenvolvimento dos genitais na vida fetal, mas é importante durante o desenvolvimento puberal.



					
3.	Diferenciação dos genitais internos e externos: depende direta e principalmente da produção (ou não) de hormônios testiculares, ainda que outros fatores não hormonais participem nessa etapa. 



			


			Período indiferenciado do desenvolvimento genital embrionário e fetal


			O sexo cromossômico é determinado no momento da fecundação. O ovócito, que sempre tem um cromossomo X, dará origem a um embrião com sexo cromossômico 46,XX quando for fecundado por um espermatozoide que tenha um cromossomo X e a um embrião com sexo cromossômico 46,XY quando for fecundado por um espermatozoide que tenha um cromossomo Y. Durante as seis primeiras semanas de vida embrionária não existem diferenças anatômicas ou histológicas entre os embriões de diferentes sexos cromossômicos; por isso, esse período é denominado indiferenciado.


			Nesse período formam-se os esboços do sistema urogenital: esboços dos rins, dos ureteres, da bexiga e da uretra, assim como das gônadas, dos genitais internos e dos genitais externos. O primeiro esboço comum dos rins, dos ureteres, das gônadas e de parte dos genitais internos são as cristas urogenitais, que aparecem na quarta semana como formações pares de cada lado da linha média da parede posterior da cavidade celômica, constituídas por mesoderma intermediário e recobertas por epitélio celômico (este último originado tanto de mesoderma intermediário como do mesoderma lateral). Cada crista urogenital divide-se posteriormente em crista gonadal, de localização medial, e crista urinária, de localização lateral. A crista gonadal é bipotencial, ou seja, pode diferenciar-se em testículo ou em ovário. 


			A cada lado da crista gonadal também se formam dois sistemas de dutos tanto nos embriões XX como nos XY: os dutos mesonéfricos de Wolff e os dutos paramesonéfricos de Müller. Os dutos de Wolff originam-se nos mesonefros (mesênquima mesodérmico) e são unipotenciais: somente podem dar origem ao epidídimo, ao duto deferente e à vesícula seminal no feto masculino, entrando em regressão no feto feminino. Os dutos de Müller formam-se a partir de uma invaginação do epitélio celômico, sendo também unipotenciais: somente podem dar origem às trompas de Falópio, ao útero e à parte superior da vagina no feto feminino, entrando em regressão no feto masculino. Anatomicamente, as porções cefálicas dos dutos de Müller localizam-se lateralmente aos dutos de Wolff, mas na altura da cloaca cruzam os dutos de Wolff sobre sua porção ventral para localizarem-se medialmente a eles. Ambos desembocam distalmente na cloaca.


			A cloaca, formada por endoderma e rodeada de mesoderma, é a porção terminal do intestino, e está delimitada pela membrana cloacal, formada por endoderma e ectoderma justapostos. A cloaca é posteriormente dividida pela prega urorretal na porção ventral, denominada seio urogenital, e uma dorsal, denominada seio retoanal. O seio urogenital é bipotencial: dá origem à bexiga em ambos os sexos e, com um dimorfismo sexual, à próstata e parte da uretra no sexo masculino e a toda a uretra e parte da vagina no sexo feminino. Os dutos de Wolff desembocam na parede dorsal do seio urogenital. Na região entre a desembocadura dos dutos de Wolff, encontra-se o tubérculo de Müller, uma protuberância que forma os extremos caudais dos dutos de Müller. O tubérculo de Müller separa a porção vesicouretral do seio urogenital – mais cranial – da porção pélvica e fálica do seio – mais caudal. 
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