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JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS



Justificativa e Objetivos

As ambiguidades genitais envolvem ndo somente complexas e urgentes questoes
médicas, como também problemas psicolégicos extremamente sérios. Embora a
sociedade tenha se tornado muito mais esclarecida sobre a questdo, os problemas que
afetam a diferenciagfio sexual ainda estdo cercados de preconceitos. Seu manejo exige
muita sensibilidade, de modo que ndo exista confusdo ao longo do tempo a respeito da

identificaciio sexual da crianca.

Portanto, frente a um paciente com ambigiiidade genital, os objetivos principais
sdo o diagndstico preciso de sua etiologia e a correta defini¢do do sexo de criagdo. O
diagnostico permitird o aconselhamento genético do individuo e da familia, e, quando
necessario, a estimativa do risco de malignizagio gonadal e da €poca adequada para a
realizacdo da gonadectomia. E possivel também a definigdo da época e do tipo de
correcdo cirirgica reconmstrutiva da genitalia externa, e a previsio quanto ao
desenvolvimento de caracteres sexuais secundérios espontineos, a necessidade de terapia
hormonal de reposicdo e, ainda, quanto a possibilidade de fertilidade futura (PAGON,
1987; DAMIANI, 1989).

Uma vez que a diferencia¢do sexuval masculina normal envolve um maior numerc
de eventos geneticamente determinados quando comparada com a feminna, as
ambigiiidades genitais com cariétipo 46,XY apresentam portanto uma maior
complexidade para sua definigio etiologica. Este grupo heterogéneo de doengas inclui as
anomalias da diferenciagdo gonadal (hermafroditismo verdadeiro ¢ disgenesia gonadal) e
os pseudo-hermafroditismos masculinos (em especial os defeitos na sintese, metabolismo

ou a¢do dos androgenos).

A fungio testicular tem sido tradicionalmente avaliada por meio da capacidade de
esteroidogénese das células de Leydig e pela espermatogénese. Para avaliacio da
producdo de testosterona em criangas pré-puberais fora dos primeiros meses de vida €
necessaria a realizagio de teste de estimulo com gonadotrofina coridnica, estando
descritos inimeros protocolos na literatura (GRANT et al., 1976, SMALS et al., 1979,
DAMIANTI, 1989; RODRIGUES, TARDELLI & PIEROLA, 1998).




Justificativa e Objetivos

As confirmacdes diagnésticas etiologicas de determinadas doengas, em especial
as insensibilidades androgénicas e a deficiéncia de Sc-redutase tipo 2, necessitam estudos
in vitro com cultura de fibroblastos de regidio genital ou estudos moleculares dos
respectivos genes (THIGPEN ez al., 1993; QUIGLEY et al, 1995). Estas avaliagdes
apresentam metodologia complexa, alto custo, e freqiientemente sO so realizadas em

laboratorios de pesquisa na area de diferenciagdo sexual.

Nos ultimos anos tem-se procurado um novo marcador da fungdo testicular, em
especial das células de Sertoli, sendo utilizadas mais freqiientemente para este fim as
determinacdes séricas da inibina B e do horménio anti-Miilleriano. Os estudos tém
demonstrado que o hormdnio anti-Mulleriano pode ser utilizado como um marcador das
células de Sertoli imaturas, ndo necessitando de qualquer estimulo fisiologico para sua
determinagdo, diferentemente da inibina que mantém relagfio inversa com o hormdnio
foliculo-estimulante ¢ necessita estimulo para sua dosagem. (JOSSO et al, 1990;

JOSSO, 1995; BYRD, et al., 1998, LONGUI et al., 1998).

O hormodmio anti-Miilleriano, regulado negativamente pelos andrégenos, parece
ser também um bom marcador da agdo da testosterona, pois apresenia-se elevado em
pacientes com insensibilidade androgénica durante o primeiro ano de vida e na puberdade

(REY et al., 1994).

Recentemente, ¢ horménio anti-Miilleriano tem sido utilizado ndo somente para a
determinagfio da presenca de tecido testicular em individuos do sexo masculino com
gbnadas ndo palpaveis, mas também como método auxiliar na investigagdo de
determinadas doencas que cursam com ambigiidade genital, em especial as
insensibilidades androgénicas € as disgenesias gonadais (LEE ef al., 1997; REY ef al.,

1999).
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Portanto, os objetivos deste estudo foram avaliar em criangas portadoras de

ambigiiidade genital com cariotipo 46,XY:

1. a fungfio das células de Leydig pela determinag¢fio dos niveis séricos de testosterona,

com ou sem estimulo de gonadotrofina coriénica humana,

2. a fungdio das células de Sertoli pela determinagdo dos niveis séricos basais de

hormdnio anti-Miillenano,

3. e verificar a utilidade destas determina¢des no diagnostico etiologico diferencial.




REVISAO DE LITERATURA

“ .. Eu decidi tentar outro caminho, que investigasse diretamente a atividade endicrina
- se existente - das génadas fetais, usando cirurgia do feto intra-uterina. Isto ndo tinha
sido feito antes e o primeiro sucesso so foi obtido apds muitos meses dificeis... Foi
demorado néio somente porque era dificil de se obter coelhos suficientes para os
experimentos naquele tempo’, mas também porque eu ndo tinha a minima experiéncia

em cirurgia mais refinada...”

Alfred Jost, 1988 (apud JOSSO et al., 1993a)
1Segunda Guerra Mundial
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Nos casos de criangas com ambigiiidade genital, é fundamental que o diagnostico
correto seja realizado antes que elas apresentem uma identidade sexual social e,
principalmente, psicolégica (MONEY, 1965; BAKER, 1980). Portanto, o ideal ¢ a
identificagio desses casos ainda no periodo neonatal, devendo-se nessa €poca iniciar-se

uma investigagio que deve ser a mais agil, rapida e adequada (PAGON, 1987).

Para tanto, € necessario o envolvimento de varios profissionais da drea da saude
para alcangar tal objetivo, entre eles, pediatras, geneticistas, endocrinologistas,
cirurgides, ginecologistas, radiologistas, anatomopatologistas, médico legistas,

psicologos ou psiquiatras e assistentes sociais.

Entretanto, a atuagdo de forma conjunta e integradora desses profissionais,
unindo os conhecimentos de cada 4rea ou disciplina, permite ndo somente a rapidez do
diagnostico, mas também a uniformizagio das informagles a familia, e
conseqilentemente uma maior confianga da familia na equipe médica como um tode

(GUERRA IR, 1997).

Ensinar a diferenciacio sexual normal, bem como utilizar os termos
embriolégicos na caracterizagio dos achados anatdmicos da genitalia, parecem ser a
melhor forma de comecar a informar a familia de como pode se desenvolver um distirbio
na diferenciagio sexual € que passos necessitam ser dados na investigacio diagndstica

para esclarecé-lo.

A DIFERENCIACAO SEXUAL NORMAL

Deve-se aos experimentos de ALFRED JOST (1947) grande parte do que se sabe
até hoje acerca da diferenciagio sexual normal. Ele demonstrou que fetos de animais
mamiferos castrados precocemente durante a gestagdo desenvolviam fenétipo feminino
normal. Também demonstrou que no estadio onde os ductos de Wolff e Muller
coexistem, altas doses de cristais de testosterona colocados nos locais dos testiculos

retirados, estimulam apenas o desenvolvimento do ducto de Wolff ipsilateral. Essas

6
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demonstra¢des combinadas as recentes revelacdes da importancia do cromossomo Y na
diferenciagdo sexual masculina, estabeleceram grande parte dos conhecimentos a respeito

da diferenciacdo sexual normal.

Até cerca de 7 semanas apds a fertilizagdio, o embrido humano é potencialmente
um organismo bissexual, equipado com primordios gonadais e genitais capazes de se
diferenciar em fenotipo masculino ou feminino. Nessa fase, portanto, ndo € possivel fazer
a distingdo macro ou microscdpica entre embrides com predestinagio masculina ou
feminina. O que existe até entdo sdo rudimentos gonadais (gOnadas bissexuais ou
indiferentes), os primérdios dos conductos genitais internos masculinos e femininos
(representados por dois sistemas de canais bilaterais, os ductos de Wolff e os ductos de

Miiller), e rudimentos genitais externos (MOORE, 1978).

O ESTADO SEXUALMENTE NEUTRO

Do ponto de vista embriologico, o estado sexualmente neutro caracteriza-se pelo
surgimento sobre as saliéncias mesonéfricas, na regidio ventral mediana do embrifo, em
torno da 4°. a 5% semana apds a fertilizagdo, de novas saliéncias de tecido
mesenquimatoso cobertas pelo epitélio celdmico, as chamadas saliéncias gonadais. Esse
surgimento € induzido pela migragdo para essa regiio do mesonefro das células
germinativas primordiais, originarias da parede da vesicula umbilical proximo ao
alantoide. S3o 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 celdmico de cada uma das futuras génadas (MOORE, 1978).

Em tomo da 6° semana, células do epitélio celomico invadem o mesénquima
formando agregados celulares, os corddes sexuais primitivos, que cercam as células

germinativas € distribuem-se em uma regido cortical e outra medular (MOORE, 1978).

Os ductos de Wolff, ou ductos mesonéfricos, s&o ductos de excregdo dos rins

medianos (mesonefros) ¢ desembocam inicialmente na cloaca; apos a divisdo desta pelo
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septo urorretal, o local de abertura dos ductos de Wolff passa a denominar-se seio

urogenital (MOORE, 1978).

Os ductos de Miiller, ou ductos paramesonéfricos, surgem de cada lado a partir
de invaginagdes do epitélio celdbmico. Suas extremidades cranianas, em forma de funil,
abrem-se na cavidade peritoneal; correm entdo paralelamente aos ductos de Wolff no
sentido caudal e fundem-se na linha média formando um canal uterovaginal em forma de
Y, que penetra na parede do seio urogenital formando uma saliéncia no interior dessa

cavidade, o chamado tubéreculo Miillertano (MOORE, 1978).

Os rudimentos genitais externos compreendem um tubérculo genital, que se
desenvolve no inicio da 4°. semana, logo seguido por saliéncias labioescrotais e pregas
urogenitais que ladeiam a membrana cloacal. Ao final da 6°. semana, essa membrana ¢
dividida pelo septo urorretal, surgindo assim a membrana urogenital, que logo se rompe
para formar a abertura do seio urogenital. O tubérculo genital alonga-se e € denominado
falo, e um sulco coronario delimita sua haste do primérdio da glande do futuro pénis ou
clitoris; um sulco uretral revestido por endoderme surge na superficie ventral do falo e €

continuo com a abertura do seio urogenital (MOORE, 1978).

A diferenciagdo subseqiiente, para o sexo masculino ou feminino, depende do
sexo genético do embrido. Na dependéncia dele teremos o sexo gonadal (diferenciacdo
da gonada primordial em testiculo ou ovario) ¢ o sexo fenotipico (diferenciagdo

especifica dos ductos genitais internos, seio urogenital e genitalia externa).

O ESTABELECIMENTO DO SEX0 GENETICO
(DETERMINACAQ SEXUAL)

O sexo genético do zigoto ¢ estabelecido pela fertilizagdo de um 6vulo normal
por um espermatozodide contendo um cromossomo X ou um Y. Em humanos o sexo
heterogamético (XY) é masculino e o homogameético (XX) ¢ feminino. O papel do
cromossomo Y como determinante da masculinidade j4 era conhecido desde o final dos

anos 50, quando teve inicio o estudo do candtipo humano.
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O antigeno H-Y foi precocemente responsabilizado pela diferencia¢do testicular.
Em 1955, EICHWALD & SILMSER (apud STYNE, 1996) notaram que o transplante
de pele de ratos machos eram rejeitados pelas fémeas da mesma espécie, o que néo
ocorria entre machos ou de fémea para macho. Em 1971, GOLDBERG ef a/. sugeriram
que o antigeno H-Y, presente no esperma, fosse o responsavel por tais rejeigdes.
Posteriormente, novas evidéncias sugeriram que o antigeno H-Y fosse o antigeno
determinante do sexo e estivesse associado a0 complexo maior de histocompatibilidade
(HLA = human leukocyte antigen) (WACHTEL, 1984). Os genes para o antigeno H-Y
foram localizados nos bragos curtos dos cromossomos Y e X, ¢ as descobertas mais

recentes nio o credenciam para ser o fator de determinacdo testicular.

Desde essa época, a partir do estudo citogenético de individuos portadores de
anomalias da diferencia¢do sexual (mulheres 45,X com sindrome de Turner, homens
47 XXY com sindrome de Klinefelter, e portadores de diversas aberragdes numéricas e
estruturais dos cromossomos sexuais), as evidéncias apontavam para a existéncia de um
gene no cromossomo Y envolvido especificamente na determinagao testicular,
denominado TDF (festis determining factor). O TDF foi recentemente isolade por meio
de estratégias de clonagem posicional e informagGes obtidas a partir d¢ homens com
cariotipo 46,XX (sexo reverso) nos quais o cromossomo X paterno carregava o IDF
como resultado de um crossing-over desigual dos cromossomos sexuais durante a
meiose, e a partir de mulheres 46, XY com microdele¢bes no brago curto do

cromossomo Y (PAGE et al., 1990; PEREIRA et al., 1991; PIVNIK et af., 1992).

Dentro de um intervalo genético minimo de 35 Kb, um gene foi identificado e
denominado SRY (sex-determining region on the Y chromosome), na regido 1Al do
braco curto do cromossomo Y, contendo um grupo de 80 aminoacidos encontrado em
uma classe de proteinas ligadas & cromatina, chamadas de proteinas de alta mobilidade
(HMG) (PAGE et al., 1987, GUBBAY et al., 1990; SINCLAIR ef al., 1990, HAQQ e¢
al; 1993; WHITFIELD et al.; 1993; GIESE et al., 1994). O SRY ¢ encontrado nos
cromossomos Y de praticamente todos os mamiferos e se expressa quando as gbnadas

indiferenciadas se transformam em testiculos (HAWKINS, 1993).
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A identificagdo, em individuos com disgenesia gonadal XY, de muta¢des no SRY,
bem como a produgdo de camundongos transgénicos XX carreando o gene SRY que
desenvolveram fenétipo masculino, provam que o SRY ¢ o TDF (KOOPMAN et al,
1991) e, conseqiientemente, que o SRY é um elemento critico em zigotos masculinos
para a diferenciag@o testicular e nfo ovariana, além de ser provavelmente o primeiro
passo na cascata de eventos genéticos para a diferenciagio masculina em mamiferos

(NORDQVIST; 1995; JIMENEZ ef al., 1996).

O SRY nao somente se liga ao DNA por meio do seu HAMG box, mas também o
dobra em aproximadamente 80° de uma maneira seqiéncia-cspecifica, e desse modo
aproximando de si seqiiéncias distantes de DNA que podem afetar a transcri¢@o de genes
por ele regulados (“downsiream’” genes). Portanto, o /MG box é essencial para a fungio
do SRY, e substitui¢des em seus aminoacidos podem causar disgenesia gonadal XY ao
abolir ou modificar a ligagdo, bem como afetar o angulo em que o SRY dobra o DNA

(HAWKINS, 1993).

Mutagdes no SRY humano sio responsaveis por aproximadamente 20% dos casos
de disgenesia gonadal XY, e o SRY esta ausente em cerca de 20% dos homens 46, XX
(BOUCEKKINE e/ al, 1994). Portanto, apesar do SRY ser a principal chave na
diferenciagdo testicular, um grande grupo de evidéncias indica que o controle da
gonadogénese ¢ um processo muito mais complexo, e que deve haver um nimero
indefinido de genes autossdmicos ou ligados ao X nessa cascata de transcrigdo (MOORE

& GRUMBACH, 1992; JIMENEZ et al., 1996).

De fato, a seqiiéncia conservada de 80 aminoacidos encontrada no SRY também
esta presente em uma familia de genes clonados com base na seqiiéncia homoéloga de
DNA e chamados de SOX (genes for SRY-box homologous). Alguns genes SOX sdo
conhecidos e se expressam no desenvolvimento embrionario em tecidos especificos.
Mutagdes que levam 2 perda de fun¢fo no gene SOX9, localizado no brago longo do
cromossomo 17, causam uma doen¢a de heranga recessiva denominada Displasia

Camptomélica, que pode cursar também com sexo reverso em embrides 46,XY

10
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(TOMMERUP e al., 1993, WAGNER et al., 1994). O gene SOX9 se expressa no
desenvolvimento de estruturas esqueléticas, bem como da crista genital, ¢ mutagdes

nesse gene ndo causam disgenesia gonadal na auséncia de Displasia Camptomélica.

O gene WT1-1 (Wilms tumor supressor locus, localizade em 11p13), por sua vez,
afeta o desenvolvimento tanto do rim quanto da génada primordial, ¢ age antes do gene
SRY e de genes determinantes de ovarios (COPPES ef al., 1994). Mutag3es nesse gene
ocorrem nas sindromes de Denys-Drash (pseudo-hermafroditismo masculino disgenético
e doenga degenerativa renal) (PELLETIER et al., 1991; COPPES et al., 1993) e WAGR
(tumor de Wilms, aniridia, malformagdo genitourinaria e/ou gonadoblastoma, e retardo

mental) (ROSE ef al., 1990).

Sabe-se, ainda, que a duplicagio de um gene no brago curto do cromossomo X
(Xp21) em individuos XY causa disgenesia gonadal e sexo reverso independentemente
da presenca do SRY, enquanto que a delegio desse locus ndo afeta a diferenciagdo
testicular. Especula-se que esse gene, agora chamado DSS (Dosage Sensitive Sex

reversal) esteja ainda envolvido na diferenciagio ovariana (BARDONI ef al., 1994).

Foi, ainda, descrito o gene DAX-7 (DSS - Hipoplasia Adrenal Congénita, em uma
regiio critica do cromossomo X, gene 1), expresso nas glandulas supra-renais e
testiculos (ZANARIA et al., 1994). Os portadores de hipoplasia adrenal congénita ¢
hipogonadismo hipogonadotrofico, doengas de heranga ligada ao cromossemo X,

apresentam delegBes ou mutaces deste gene (MUSCATELLI ef al., 1994).

Finalmente, também descreveu-se o SF-I (steroidogenic factor-1), um receptor
nuclear unico codificado por um gene autossdomico, como o principal regulador das
enzimas envolvidas na esteroidogénese adrenal e gonadal, e que se expressa na génada
indiferenciada. Mutagdes no gene do SF-/ em camundongos causa morte celular

programada (apoptose) nas adrenais e gonadas fetais (LUO ez al., 1994).

Ha relatos também de outros genes autossdmicos envolvidos na diferenciagido

sexual: um gene localizado em 9p24.1 (FRYNS et al., 1986, CROCKER et al., 1988;
11
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FELLOUS ef al., 1996) relacionado a sexo reverso em individeos XY, ¢ outro em
8q22.1, que determina anomalias somaticas (hipertelorismo ocular, orelhas de
implantagio baixa, malformagdes de linha média, clinodactilia) e ambigiiidade genital, em
especial hipospadia (NUNES ez al., 1996); e, ainda, a associagio de sexo reverso em
individuos XY com delecédo terminal do brago longo do cromossomo 10 (WILKIE et al.,
1993). Outros genes, especialmente autossomos, estdo sendo pesquisados, com o

objetivo de esclarecer toda a cascata de genes envolvidos na diferencia¢do testicular.

Na auséncia do SRY, as gdnadas permanecem no estadio indiferente até o final
da 10" semana de gestagio, quando entdo se inicia a diferenciagdo ovariana, sendo
portanto mais tardia que a testicular. Para a manuten¢o ovariana € necessaria a presenga
de dois cromossomos X integros, caso contrario os foliculos ovarianos degeneram e a

gbnada torna-se disgenética.

A DIFERENCIACAO SEXUAL MASCULINA NORMAL

Na presenca do SRY, associado aos outros determinanies génicos da
diferenciagdo testicular normal, o primeiro evento observavel na gbnada bissexual € a
diferenciaciio, por volta da 7¢ semana, de células epiteliais em c€lulas de Sertoli na
regido medular dos corddes sexuais primitivos, enquanto que as células da regido cortical
degeneram. As células de Sertoli agrupam-se formando corddes que englobam as células
sexuais primitivas, que se tornam, assim, as espermatogonias. Esses corddes testiculares
desenvolvem-se para formar os tibulos seminiferos, tubulos retos e rede testis. Sob o
epitélio surge uma espessa capsula fibrosa, a tinica albuginea. As células intersticiais (de
Leydig), derivadas do mesénquima, podem ser observadas entre os tubulos a partir da g
semana. Uma vez iniciada a diferenciagio do testiculo, este determinard o restante da

diferenciacio masculina por meio dos horménios por ele produzidos (MOORE, 1978).

As células de Sertoli produzem o chamado horménio anti-Miilleriano (HAM) a
partir da 7°. semana. Trata-se de uma glicoproteina de alto peso molecular (145.000
daltons) que induz a regressio dos ductos de Miller por auto-digestdo por enzimas

lisossdmicas. Assim, nos individuos do sexo masculino esses ductos sdo encontrados
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apenas como resquicios embrionarios representados pelo utriculo prostatico e apéndices

testiculares (JOSSO, 1992a.b).

A agio do HAM tem diversas peculiaridades. Ele ndo age por via circulatorta, e
sim por difusiio célula a célula ligando-se ao seu receptor especifico, de modo que cada
testiculo € responsavel pela destrui¢dio do ducto de Miiller de seu lado. Além disso, ha
uma época especifica para sua produgfio, j& que esses ductos somente sdo sensiveis ao
HAM até a 8. semana. A partir de entdo, sua diferenciagio em genitais intemos
femininos ocorre mesmo em presenga desse hormdnio. Finalmente, uma vez iniciado o
processo de degeneragdo dos ductos de Miiller pela agdo do HAM, ele segue até o final
mesmo com o desaparectmento do testiculo (JOSSO et al., 1991; JOSSO, 1992a,b).

A partir da 8°/9° semana, as células de Leydig fetais produzem a testosterona,
que estabiliza os ductos de Wolff e permite sua diferenciagdo em epididimo, canal
deferente, vesicula seminal e ducto ejaculatério. A agdo local da testosterona sobre os
ductos de Wolff é muito mais importante que sua agio sistémica, como se pode deduzir
do fato de que embrides femininos expostos a andrégenos intra-utero ndo apresentam
conductos genitais internos masculinos {(GRUMBACH & DUCHARME, 1960,
MOORE, 1978, GRUMBACH, 1996). Estudos recentes demonstraram que a
testosterona é secretada para dentro dos ductos de Wolff, havendo, portanto, uma
concentragio local biologicamente ativa (TONG e al., 1996). A prostata surge por volta

da 10 semana a partir de evagina¢des endodérmicas da uretra pélvica (MOORE, 1978).

A testosterona é convertida pela enzima Sa-redutase 2 em dehidrotestosterona,
que viriliza os rudimentos genitais externos entre a 9°. e a 12°, semanas de gestagdo. A
partir da 9°. semana, por agdo desse horménio, o tubérculo genital torna-se a glande do
pénis e inicia-se o alongamento do falo juntamente com as pregas genitais, formando,
assim, o corpo do pénis. A fusdo das pregas genitais no sentido distal ao longo da
superficie ventral do pénis faz com que o sulco uretral recoberto por endoderma dé
origem a uretra peniana. O orificio uretral externo desloca-se progressivamente em
direcdo a glande, onde uma invaginagio ectodérmica di origem a um novo sulco,

continuo com o sulco uretral do pénis. O fechamento desse sulco move o orificio uretral
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para a extremidade da glande, unindo, assim, as porgOes balanica e peniana da uretra por
volta da 12° semana de gestacio, época em que se inicia a formagfio do prepucio. Este
envolve quase por completo a glande em torno da 14", semana. A bolsa escrotal origina-
se da fusio das saliéncias labioescrotais na linha meédia. A migragio dos testiculos para a
bolsa escrotal sé se iniciara, porém, por volta da 28%. semana, completando-se, via de

regra, em torno da 32°. semana. (MOORE, 1978).

A gonadotrofina coridnica estimula as células de Leydig a produzirem
androgenos até o final da primeira metade da gestagdo; a partir de entdo, ¢ até o termo,
esse estimulo ¢ feito pelas gonadotrofinas hipofisarias do proprio feto, em especial o
horménio luteinizante (JOSSO, 1992b), que ¢ portanto, fundamental para a completa

descida testicular bem como para o crescimento peniano.

Em individuos geneticamente femininos, com a ndo produgdo de HAM, os ductos
de Miiller se desenvolvem para formar o trato genital feminino (Utero, trompas ¢ parte
superior da vagina). A ndo produgdo e agio da testosterona determinami, por sua vez, a
regressio dos ductos de Wolff em vestigios embrionarios (epoodforo, parasforo e ducto
de Gartner). Na auséncia da dehidrotestosterona, o tubérculo genital da origem ao
clitoris, as pregas genitais aos pequenos labios, as saliéncias labioescrotais aos grandes

labios, ¢ o seio urogenital a por¢ao mferior da vagina (MOORE, 1978).

AMBIGUIDADE GENITAL: DEFINICAO

A detecgdo da ambigiiidade genital sera tanto mais facil quanto mais grave for
sua apresentaciio. Portanto, quando as alteragSes so discretas, € maior a chance de que
nio seja feito um diagnéstico precoce de grande importéncia. Assim sendo, os critérios
bastante amplos de definigio de ambigiiidade genital elaborados por DANISH (1984)
tém sido internacionalmente adotados. Segundo esses critérios, uma genitalia pode ser
considerada ambigua quando houver um ou mais dos seguintes achados ao exame

clinico:
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# em uma genitalia de aparente aspecto masculino:

- gOnadas ndo palpaveis;

- gbnadas pequenas (mator didmetro inferior a 0,8 cm);

- microfalo {medida longitudinal do falo esticado menor que 2,5 desvios-
padrao da média do tamanho normal para a idade),

- presenca de hipospadia,

- presencga de massa inguinal.

# em uma genitalia de aparente aspecto feminino:
- génada(s) palpavel(is);
- clitoromegalia (didmetro clitoriano superior a 0,6 ¢m);
- algum grau de fusdo das saliéncias labioescrotais;

- presencga de massa inguinal,

CLASSIFICACAO DOS DISTURBIOS DA DIFERENCIACAO SEXUAL

A classificagdo dos disturbios da diferenciacdo sexual vem acompanhando,
logicamente, toda a evolugdo do conhecimento nessa area. Embora a nomenclatura
utilizada para definir a maior parte das anomalias seja universal, os critérios para reuni-
las em diferentes grupos é varidvel. E assim sendo, sfo varias as classificagdes
encontradas na literatura pertinente. Todas elas podem ser questtonadas em alguns de

seus aspectos, como conseqii€ncia da enorme complexidade do assunto.

A medida em que se amplia o conhecimento, ora abre-se um leque, descobrindo-
se¢ que algumas anomalias antes constderadas unicas eram, na verdade, um grupo
heterogéneo que antes estava abrigado sob uma unica denominagio, como no caso das
disgenesias gonadais, ora reune-se numa mesma entidade anomalias antigamente
consideradas distintas e que representavam, na verdade, uma expressividade variavel de

uma mesma doenca basica, como no caso das resisténcias ou insensibilidades

androgénicas.
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Portanto, a classificacdo dos distirbios da diferenciagdo sexual esta longe de ser
um assunto encerrado. Com toda certeza a biologia molecular vai determinar a
modificagio de diversas pegas desse grande quebra-cabega, ¢ deve levar poucos anos
para que consideremos nossos dogmas € nossas duvidas atuais tdo fora de propésito

quanto os que encontramos em livros escritos nas décadas de 60 e 70.

Seguem abaixo as principais causas de ambigiidade genital em individuos

portadores de cariotipo 46,XY:

1. DISTURBIOS DA DIFERENCIACAO GONADAL

1.1. Disgenesia Gonadal Incompleta ou Parcial: atualmente, utiliza-se este
termo para individuos com caridtipo 46, XY com diferenciagdo testicular parcial e
ambigiidade genital. A histologia gonadal é varigvel, porém fregiientemente observam-se
tabulos seminiferos hipoplasicos associados a areas semelhantes ao estroma ovariano. A
genitalia interna consiste de combinagio de derivados de Wolff e Miiller. Existe risco de
transformac¢io neoplasica de ambas as gdnadas para, particularmente, gonadoblastoma,
ou até seminomas e disgerminomas. A op¢fio de definigdio do sexo € a feminina, desde
que em idade precoce e com reconstrucdo da genitalia externa e remogdo das génadas e
dos derivados de Wolff. Essa doenga ¢é considerada uma variante da disgenesia gonadal
pura XY de heranga recessiva ligada ao cromossomo X ou autossdmica dominante com
expressdo limitada ao sexo masculino. Ambas as formas, completa e incompleta (ou

parcial), podem ocorrer na mesma familia (BERKOVITZ ez al., 1991).

1.2. Disgenesia Gonadal Mista: ¢ um diagnoéstico histopatologico, caracterizado
pela presenca de tecido testicutar de um lado e gbnada disgenética (ou gonada "em fita",
constituida apenas por tecido conjuntivo, sem células da linhagem germinativa) do outro.
O testiculo é, em geral, anormal do ponto de vista estrutural e funcional, apresentando,
na puberdade, aplasia germinativa com tibulos seminiferos compostos apenas por células
de Sertoli. O cari6tipo freqiientemente encontrado é o mosaicismo 45,X/46, XY, porém
em poucos casos pode-se encontrar o cariotipo 46,XY. A genitilia interna ¢ constituida

por vagina, Utero e trompa, geralmente do lado da gdnada disgenética, e, em alguns
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casos, por derivados de Wolff do lado testicular. A genitalia externa pode apresentar
desde um aspecto masculino normal até um feminino normal, porém na maior parte dos
casos ha ambigiiidade genital de diversos graus. Alguns pacientes, pela linhagem 45X,
apresentam anomalias freqiientes na sindrome de Turner, em especial baixa estatura e
anomalias renais. Existe risco de transformacio neoplésica de ambas as gdnadas para,
particularmente, gonadoblastoma, ou até seminomas e disgerminomas. A opgdo de
definicio do sexo é a feminina, desde que em idade precoce e com reconstru¢do da

genitalia externa e remogdo das gonadas ¢ dos dertvados de Wolff (CHANG et al., 1990,
BERKOVITZ et al., 1991).

1.3. Disgenesia Gonadal associada a Doenca Degenerativa Renal: uma das
formas, a sindrome de Denys-Drash, associa ambigiiidade genital a testiculos
disgenéticos em individuos 46,XY com doenga degenerativa renal (sindrome nefrotica,
nefrite intersticial ou estagios finais de uremia de etiologia desconhecida), além de
hipertensdo e freqiientemente tumor de Wilms. Tanto os testiculos quanto os rins sdo
disgenéticos com predisposigdo para transformagdo maligna (PELLETIER et al,, 1991,
COPPES et al., 1993). Na outra forma, a sindrome WAGR (tumor de Wilms, aniridia,
malformagdo genitourinaria e/ou gonadoblastoma, e retardo mental), os individuos do
sexo masculino apresentam, na maioria das vezes, algum grau de ambigiiidade genital
(ROSE ef al., 1990). Ambas as sindromes ocorrem por muta¢des de ponto (Denys-
Drash) ou delegdes (WAGR) do gene supressor do tumor de Wilms (WT1) localizado
no braco curto do cromossomo 11 (ROSE et al., 1990; PELLETIER ef al, 1991,
COPPES ¢ al., 1993). Também associada a mutagdes deste gene € a sindrome de
Fraiser, que se caracteriza por gonadas disgenéticas, freqlientemente com
gonadoblastoma, insuficiéncia renal e hipogonadismo, de heranga autossémica dominante

(BERTA er al., 1992).

1.4. Disgenesia Gonadal associada a Displasia Camptomélica: trata-se de
uma displasia Ossea de heranga autossémica recessiva que se caracteriza por retardo de
crescimento pré e pos-natal, membros curtos, arqueamento do fémur e tibia,
malformacdes do sistema nervoso central, problemas respiratorios € de alimentagdo,

além de outras malformacgdes, com evolugdo letal no periodo necnatal ou na primeira
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infincia. Cerca de 60% dos pacientes 46,XY apresentam sexo reverso com fendtipo
feminino completo, sendo a genitdlia interna e externa femininas. Alguns casos exibem
ambigiidade genital. As gonadas se assemelham macroscopicamente a ovarios, porém
histologicamente contém elementos tanto do estroma testicular como do ovariano, ndo
caracterizando, porém, um ovotestis. O gene responsavel por essa doenga € o SOX9,
localizado em 17q24.1-g25.1. Esse gene estd envolvido tanto na condrogénese quanto
no desenvolvimento testicular. Portanto, mutagdes no SOX9 ndo acarretam disgenesia

gonadal na auséncia de displasia camptomélica (TOMMERUP ef al., 1993, WAGNER ei
al., 1994).

1.5. Hermafroditismo Verdadeiro (HV): é um diagnostico histopatologico,
com a demonstraciio de tecido testicular (com pelo menos tubulos seminiferos e/ou
espermatozoides) e ovariano (com pelo menos foliculos) presentes num mesmo
individuo. E denominado lateral quando h4 ovario de um lado e testiculo do outro,
bilateral quando ha tecido ovariano e testicular (ovotestis) de ambos os lados, e unilateral
quando ha ovotestis apenas de um lado, independentemente da gOnada contra-iateral.
Cerca de 60% dos casos apresentam cariotipo 46,XX, 20% mosaicos ou quimeras, € 10
a 20% 46,XY. Nenhuma caracteristica clinica diferencia claramente o hermafrodita
verdadeiro das outras causas de ambigindade genital O espectro de apresentagdes
clinicas vai desde o homem normal e fértil até a mulher normal e fértil. No entanto, na
maioria dos casos relatados existe ambigiidade genital, sendo mais freqiiente a genitalia
predominantemente masculina. A partir da puberdade, porém, mais de 3/4 desenvolvem
aumento de mamas, e cerca de 50% menstruam. Quanto a genitalia interna, hd uma
variagio ampla de apresentagdo, a semelhanca da genitdlia externa. Quando
diagnosticados em idade precoce, a melhor opgdo de criagdo € o sexo feminino,
tentando-se quando possivel preservar a porgdo ovariana das gonadas, com possibilidade
de puberdade feminina espontinea, bem como fertilidade (NIEKERK & RETIEF, 1981;
KROB e al., 1994).
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2. PSEUDO-HERMAFRODITISMO MASCULINO: termo usado para
caracterizar individuos com caridtipo 46,XY e virilizagdo ausente ou deficiente dos
genitais externos, ¢, ecventualmente, também dos internos. Suas gdnadas sdo
representadas por testiculos;, quando estes ndo estdo presenties, como nas sindromes de
regresso testicular, sua existéncia prévia ¢ deduzida pela inibi¢do do desenvolvimento
dos ductos de Miller. O sexo de criagdo sera determinado pelo grau de virilizagdo da
genitdlia externa, possibilidade de puberdade espontinea e de fertilidade (CONTE &
GRUMBACH, 1996).

2.1. Deficiéncia de produciio de testosterona:

2.1.1.hipogonadismo hipogonadotréfico: a deficiéncia de hormodnio
luteinizante pode ser isolada (heranga autossOémica recessiva) ou associada a outras
deficiéncias hormonais hipotalamo-hipofisarias, e ainda primaria ou secundaria a doengas
do sistema nervoso central, em especial malformacdes de linha média (STYNE, 1991). O
hipogonadismo hipogonadotréfico pode se associar a hiposmia ou anosmia (por hipo ou
aplasia dos lobos olfatorios), caracterizando a sindrome de Kallmann, entidade genética
heterogénea cujo padréo de heranga mais freqiiente € o recessivo ligada ao X, com gene
localizado em Xp22.3, e de manifestacdo clinica também heterogénea, podendo-se
encontrar em uma mesma familia pacientes com apenas comprometimento da funcio
gonadal, outros com apenas disturbios do olfato, e outros com associacdo dessas duas
anomalias. Visto que a produgio de testosterona pelas células de Leydig na primeira
metade da gestagdo € estimulada pela gonadotrofina coridnica humana, ¢ na segunda
metade da gestagdo pelo horménio luteinizante produzido pela hipofise fetal, o
hipogonadismo hipogonadotrofico pode acarretar criptorquidia, micropénis e hipoplasia

escrotal (SCHWANZEL-FUKUDA ef al., 1989; HARDELIN et al., 1993).

2.1.2. hipoplasia ou agenesia das células de Leydig (insensibilidade
testicular a gonadotrofina coridnica humana e ao horménio luteinizante): resultam
em deficiente produgio de testosterona, de cuja magnitude depende a gravidade da
ambigiiidade genital. A genitalia interna ¢ masculina ou ausente, ¢ a histologia gonadal
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mostra testiculo com auséncia ou deficiéncia marcada das cclulas de Leydig.
Laboratorialmente, os niveis de testosterona sdo baixos € nio respondem ao estimulo
com gonadotrofina coridnica humana, e os niveis de hormdnio luteinizante sdo elevados.
O tratamento depende da idade de diagnéstico e do grau de vinlizagio da gemitalia
externa, porém sempre que possivel o sexo de escolha deve ser o femimno. Ja foram
descritas a heranga autossdmica dominante com expressio limitada ao sexo masculino, e
as mutagdes do gene do receptor de horménio luteinizante-gonadotrofina coridnica

humana, localizado em 2p21 (KREMER ez al., 1995, LATRONICO et al., 1996).

2.1.3. erros inatos da biossintese de testosterona: sdo cinco os niveis
enzimaticos que podem estar afetados na sintese de testosterona, a partir do colesterol. E
freqiiente a presenga de uma vagina curta que desemboca em fundo cego; os testiculos
sdo geralmente criptorquidicos, e, a partir da puberdade, havera hiperplasia de células de
Leydig devido ao excesso de horménio luteinizante. Ha diminuigdo da espermatogénese
devido a auséncia de testosterona intratesticular necessaria tanto para iniciar quanto para
manter a espermatogénese, e lesdo de tibulos seminiferos, devido ao excesso de
horménio foliculo estimulante. A genitalia externa podera se apresentar desde
tipicamente feminina até com qualquer grau de ambigiidade. Dos cinco passos
enzimaticos envolvidos até a producdo de testosterona, trés sio comuns a via de sintese
do cortisol (P450scc ou 20-22 desmolase, P450c17 ou 17-hidroxilase e 33-OH-esteroide
desidrogenase) € sdo, portanto, formas de hiperplasia congénita das supra-renais. As
outras duas enzimas (P450c17 ou 17-20 desmolase e 176-OH esterdide oxidorredutase
tipo 3) sdo exclusivas da via de sintese de testosterona. Todas sdo doengas de heranga
autossdmica recessiva. O sexo de escolha € o masculino, dependendo, logicamente, do

grau de virilizagio da genitalia externa (CONTE & GRUMBACH, 1996).

2.1.3.1. deficiéncia da 20-22 desmolase ou P450scc: essa
enzima é necessaria para conversio do colesterol em pregnenolona, o primeiro passo da
esteroidogénse supra-renal e gonadal. Portanto, sua deficiéncia acarretara
comprometimento de sintese de glicocorticoide, mineralocorticoide e androgenos. Do
ponto de vista anatomopatologico, as supra-renais apresentam-se com importante

acumulo de lipides (hiperplasia lipoidica supra-renal). Os afetados do sexo masculino
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apresentam fenotipo feminino, e as crises de perda de sal sdo graves e precoces.
Deficiéncias enzimaticas parciais causam amibigiiidade genital no sexo masculino e perda
de sal leve e tardia. Laboratoriaimente, observa-se todos os precursores adrenais e
gonadais diminuidos, quer apos estimulo com gonadotrofina coriénica humana, quer com
horménio adrenocorticotrofico, € aumento da atividade de renina plasmatica. O gene que
codifica essa enzima estd localizado no cromossomo 15, porém, surpreendentemente
nenhuma mutacio desse gene foi descrita até hoje. As mutagGes tém sido encontradas no
gene que codifica a proteina reguladora aguda da esteroidogénese (StAR =
Steroidogenic Acute Regulatory protein) localizado em 8p11.2; € essa proteina quem
facilita o transporte do colesterol para dentro da mitocdndria (LIN ez al., 1995; CONTE
& GRUMBACH, 1996).

2.1.3.2. deficiéncia da 38-OH-esteréide desidrogenase tipo 2:
essa enzima & necessaria 4 conversio da pregnenolona e 17-OH-pregnenolona em
progesterona e 17-OH-progesterona, e da dehidroepiandrosterona em delta-4-
androstenediona. Portanto, sua deficiéncia causara comprometimento da sintese de
glicocorticOides, mineralocorticoides e andrégenos. Os afetados do sexo masculino
podem apresentar varios graus de ambigtidade genital, e perda de sal nos pnmeiros
meses de vida. Tém sido descritas, também, deficiéncias parciais dessa enzima.
Laboratorialmente, caracterizam-se por altos niveis séricos de dehidroepiandrosterona e
aumento da atividade de renina plasmatica. O gene localiza-se em 1pl3.1, ¢ sdo as
mutagdes no gene da 3B-OH-esterdide desidrogenase tipo 2 que resultam no
comprometimento da esteroidogénese adrenal ¢ gonadal. As caracteristicas puberais
normais em varios destes casos sio explicadas pela presenga normal da 3B8-OH-esteroide
desidrogenase tipo 1, que age em tecidos periféricos (MENDONCA er al., 1994,
RUSSELL et al., 1994; CONTE & GRUMBACH, 1996).

2.1.3.3. deficiéncia da 17-hidroxilase/17-20 desmolase ou
P450¢17: uma Unica enzima tem tanto atividade 17-hidroxilase quanto 17-20 desmolase
em tecido adrenal e gonadal. A 17-hidroxilase é necessaria para a conversio da
pregnenolona e da progesterona em 17-OH pregnenclona e 17-OH progesterona,

respectivamente, portanto, sua deficiéncia acarreta excesso de produgdo
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mineralocorticoide e comprometimento da sintese de glicocorticoide ¢ andrégenos. Os
afetados do sexo masculino apresentam fendtipo feminino ou variados graus de
ambigitidade genital e hipertensdo arterial. Formas parciais foram também descritas.
Laboratorialmente apresentam altos niveis de corticosterona, desoxicorticosterona e
atividade de renina plasmatica baixa, e baixos niveis séricos de glicocorticOides e
androgenos, mesmo apos estimulo com gonadotrofina coridnica humana ou horménio
adrenocorticotrofico. A 17-20 desmolase ¢ necessaria para conversio da 17-OH
pregnenolona ¢ da 17-OH progesterona em dehidroepiandrosterona e delta-4-
androstenediona  respectivamente.  Portanto, sua deficiéncia acarreta  apenas
comprometimento da sintese de androgenos. Clinicamente, os pacientes séo semelhantes
aos que apresentam a deficiéncia da 17-hidroxilase, porém com hipertenséo arterial mais
leve e sem hiperplasia congénita das supra-renais. Laboratorialmente também se
assemetham a deficiéncia da 17-hidroxilase, porém com nivets mais baixos de
mineralocorticéides e niveis mais elevados de 17-OH progesterona. O gene da P450cl17
localiza-se em 10q23.4 e varias muta¢des ja foram descritas, caracterizando formas
completas ou parciais, isoladas ou com associagdo das duas deficiéncias enzimaticas. O
sexo de criagio preferencial é o masculino, porém na dependéncia do grau de virlizagdo

da genitalia externa (YANASE et al., 1991; CONTE & GRUMBACH, 1996).

2.1.3.4. deficiéncia da 178-OH-esterdide oxidorredutase tipo
3. essa enzima, expressa primariamente nos testiculos, é necessaria para a conversio da
delta-4-androstenediona em testosterona, ¢ portanto sua deficiéncia acarreta apenas
defeito de sintese de testosterona com acumulo de seus precursores, especialmente a
delta-4-androstenediona, e também a estrona. Os pacientes apresentam variados graus de
ambigiidade genital externa, com progressiva virilizagdo na puberdade e ginecomastia.
Formas parciais da doenga ji foram descritas, bem como varias mutagOes em seu gene
tocalizado em 9q22. O sexo de criagdo ¢ preferencialmente o masculino (ANDERSSON
et al., 1996; CONTE & GRUMBACH, 1996).
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2.2. Defeito do metabolismo dos androgenos nos tecidos periféricos

2.2.1. deficiéncia de Sa-redutase tipo 2: essa enzima € necessaria para a
conversdo da testosterona em dehidrotestosterona, responsavel pela diferenciagdo da
genitalia externa masculina na vida fetal, ¢, durante a puberdade, necessaria para ©
desenvolvimento de pélos sexuais e da prostata, e ainda de acne ¢ recessdo temporal do
cabelo. Portanto, a deficiéncia dessa enzima causa, em individuos 46,XY, ambigiidade
genital externa acentuada, geralmente com hipospadia grave (perineo-escrotal pseudo-
vaginal), falo pequeno, e seio urogenital com vagina em fundo cego e os testiculos
diferenciam-se normalmente, porém a prostata € rudimentar. Esses pacientes, quando
nio diagnosticados precocemente, sdo criados freqiientemente como mulheres, mas na
puberdade virilizam (sem as caracteristicas dependentes de dehidrotestosterona e sem
ginecomastia) e adquirem, na maioria das vezes, identidade masculina. E doenca de
heranca autossdmica recessiva e ocorre devido a mutagdes do gene da Sa-redutase tipo

2. localizado no cromossomo 2. O diagndstico € suspeitado pela relagdo

testosterona/dehidrotestorena aumentada apos teste de estimulo com gonadotrofina
coribnica humana, e confirmado pela diminuigéo da atividade in vilro da Sa-redutase em
pele de regifio genital, pelo decréscimo da conversdo de testosterona administrada in
vivo para dehidrotestosterona, e/ou aumento da relagio 5B/5c dos esterdides urinarios
derivados de testosterona, ou ainda por estudo molecular do gene da So-redutase tipo 2.
O sexo de criagdo deve ser o masculino com corregdo precoce da hipospadia, e uso de

testosterona ou dehidrotestosterona para induzir o crescimento do falo (ODAME et al.,

1992; WILSON, GRIFFIN, RUSSEL, 1993; RUSSEL & WILSON, 1994).

2.2.2. insensibilidade androgénica ou defeito do receptor de

androgeno:

2.2.2.1. insensibilidade (ou resisténcia) completa aos
andrégenos (ou sindrome de feminizacfo testicular ou sindrome de Morris):

doen¢a de heranga recessiva ligada ao cromossomo X. O gene do receptor de
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androgenos localiza-se em Xq11-Xq12 e suas alteragOes ja descrtas incluem delegio ou
mutacGes de ponto na regido de dominio da ligagdo esterdide ou de ativagio da
transcricdo. Nesses casos, 0s testiculos secretam normalmente testosterona na vida fetal
e na puberdade. Porém, tanto a genitalia quanto os outros orgaos-alvo nao respondem
aos androgenos nessas fases, causando diferenciag@o feminina da genitalia externa e do
selo urogenital, além de feminiza¢do na puberdade. O eixo hipotalamo-hipofisario
também ndio tem sensibilidade aos andrégenos, levando 2 um aumento do horménio
luteinizante, o que causara, na puberdade, grandes incrementos da produgdo de estradiol
pelo testiculo (daf a denominagdo fisiopatolégica correta de feminizagdo testicular). Tais
pacientes se apresentam, portanto, com auséncia de ductos genitais internos (os ductos
de Wolff regridem pela ndo agdo da testosterona, e os de Miiller pela a¢do normal do
horménio anti-Miilleriano), vagina em fundo cego e genitalia externa feminina normal,
exceto pela freqilente presenga de gonadas inguinais ou labioescrotais. Na puberdade, a
distribui¢o de pélos (geralmente escassos) e gordura € ginecoide, as mamas tém
caracteristicas femininas normais, e as pacientes apresentam amenorréia primaria. A
opedo sexual é indubitavelmente feminina, porém héa controvérsias quanto a época ideal
para orquiectomia, se precoce pelo risco de malignizagio, ou se apos a puberdade pela
possibilidade de desenvolvimento espontineo de caracteres sexuais secundarios

(GRIFFIN, 1992; GRIFFIN ¢t al., 1995; QUIGLEY et al., 1995; PINSKY et af., 1996).

2.2.2.2. insensibilidade (om resisténcia) parcial (ou
incompleta) aos andrégenos (ou sindrome de Reifenstein). doenca de heranga
recessiva ligada ao X, visto que o gene é o mesmo da forma completa, porém as
mutagdes causam um defeito parcial na fun¢3o do receptor de androgenos. Os pacientes
podem apresentar os mais variados graus de masculinizagdo da genitalia externa e
interna, e do seio urogenital. Os testiculos podem ser criptorquidicos ou de localizagdo
normal, ¢ freqiientemente ocorre ginecomastia na puberdade, além do comprometimento
da espermatogénese. Laboratorialmente, também ha aumento de horménio luteinizante,
testosterona e estradiol. A opgdo do sexo vai depender do grau de virilizagdo da genitalia
externa, e, portanto, da gravidade da resisténcia androgénica (GRIFFIN, 1992; GRIFFIN
etal., 1995; QUIGLEY et al., 1995, PINSKY ef al., 1996).
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2.2.2.3. insensibilidade (ou resisténcia) leve aos androgenos: a
apresentagio clinica pode ser de homens, geralmente criptorquidicos, com virilizagdo
normal na puberdade, algum grau de ginecomastia, mas caracteristicamente

azoospérmicos (sindrome do homem infértil) ou de homens com virilizacdo deficiente,

ginecomastia, porém com fertilidade normal (AIMAN ez al., 1979; GRIFFIN, 1992).

2.3. Persisténcia dos ductos de Miiller: ocorre ou por uma deficiéncia de
produgdo do horménio anti-Miilleriano (gene em 19p) ou por defeito do receptor do
mesmo hormdnio (gene em 12q). Clinicamente, a maioria desses pacientes se apresentam
com criptorquidia e hérnia inguinal, que contém, geralmente, trompas, titero e o testiculo
(chamada de hernia uteri inguinalis), com o restante da genitdlia externa masculina
normal. O grau de desenvolvimento dos ductos de Miiller ¢ variavel e, freqiientemente,
assimétrico. A funcio testicular € normal, porém alguns pacientes podem desenvolver
neoplasia testicular apos a puberdade. O tipo de defeito genético pode ser suspeitado
pelo nivel sérico do hormdnio anti-Milleriano: se baixo ou indetectavel, o defeito €
decorrente de mutagdo do gene que codifica o hormdnio; se elevado, mutagio no seu
receptor. Enquanto varias mutagdes do gene do hormdnio anti-Miilleriano ja foram
descritas, apenas uma mutacio, a deleciio de 27 pares de base no exon 10, corresponde a
60% das alteracdes encontradas no gene do seu receptor. S&o doengas de heranca
autossdmica recessiva (IMBEAUD ef al., 1996, JOSSO ef al, 1993b; JOSSO et al,
1997).

2.4. Sindromes de regressdo testicular bilateral: o fenétipo vai depender da
fase do desenvolvimento embriolégico em que ocorreu a regressdo testicular. A prova da
existéncia prévia de tecido testicular €, no minimo, a regressdo dos derivados de Miiller.
Esses pacientes se caracterizam, portanto, pela auséncia de gbnadas, de utero, trompas, e
da porgdo superior da vagina, e pela presenca de um retardo puberal com hipogonadismo
hipergonadotrofico (JOSSO & BRIAND, 1980). De acordo com a época em que

ocorret a regressio testicular, pode ser classificada em:

2.4.1. agonadismo: a regressdio testicular ocorre entre a 8° e a 12°.

semanas de gestacdo, € com isso na genitalia interna observam-se ductos de Wolff

25



Revisdo de Literatura

rudimentares ou hipoplasicos, ¢ a genitdlia externa ¢ geralmente feminina. O sexo de
escolha de criagio é o feminino (CLEARY ef al, 1977, MACIEL-GUERRA ef al.,
1991).

2.4.2. sindrome dos testiculos rudimentares: a regressio testicular
ocorre entre a 14*. e a 20°. semanas de gestagdo, tendo havido o tempo suficiente para
melhor desenvolvimento dos ductos de Wolff e, também, para virilizagdo parcial da
genitilia externa, que, geralmente, se apresenta com micropénis, criptorquidia e graus
leves de hipospadia. O sexo de escolha de criagdo vai depender da gravidade da

ambigiiidade genital (JOSSO & BRIAND, 1980).

2.4.3. anorquia; a regressio testicular ocorre apos a 20°. semana de
gestacio. Nessa fase, a produgdo de testosterona ¢ dehidrotestosterona € necessaria
apenas para crescimento peniano e descida testicular. Portanto, dependendo da ¢poca da
regressdo teremos variados graus de micropénis e criptorquidia. O sexo de escotha de

criagio ¢ o masculino (CONNORS & STYNE, 1985).

2.5. Interferéncia transplacentaria da biossintese de testosterona por drogas
ingeridas pela mée (iatrogénico): as drogas sdo basicamente progestagenos, e usadas
freqiientemente com o objetivo, mal sucedido, de abortamento. A hipospadia ¢ a
manifestacdo mais comum, mas a dose, a poténcia, e a época do uso sdo fatores
determinantes da gravidade da ambigiiidade genital e da defini¢do do sexo social. Sdo
duas as hipoteses fisiopatologicas principais: inibigdo da 38-OH-esteroide desidrogenase
do testiculo fetal ou acfo direta no primordio da genitdlia externa, interferindo no
processo de invaginagéo ectodérmica da giande peniana (AARSKOG, 1979, DRISCOLL
& TAYLOR, 1980).

2.6. Secundédrio a guadros sindromicos:

2.6.1. com heranca mendeliana: destacando-se, entre outros:
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2.6.1.1. sindrome ATR-X: caracteriza-se pela assoctagdo com
alfa-talassemia e retardo mental, com heran¢a ligada ao X. Sdo freqlientes os
dismorfismos faciais (como telecanto, epicanto e hipoplasia da porgdo média da face) ¢
as alteracdes geniturindrias (agenesia renal, hidronefrose e ambigiliidade genital). E
resultado de mutacdes do gene helicase-2 ligado ao cromossomo X (Xq13), membro de
um subgrupo da superfamilia de helicase, que inclui proteinas com fungdo de

recombinagdo e reparacio de DNA, além de transcricio (HOUDAYER et al., 1993).

2.6.1.2. sindrome RSH (ou Smith-Lemli-Opitz): caracteriza-se
por retardo de crescimento e mental, microcefalia, hidrocefalia, auséncia de corpo
caloso, dismorfismos faciais (como ptose palpebral, epicanto, catarata, nariz em sela,
micrognatismo ¢ palato fendido), sindactilia, alteragdes geniturinarias (doenga cistica
renal, hidronefrose, hipoplasia renal, ambigiidade genital), cardiopatia congénita
(Tetralogia de Fallot, ventriculo unico), e malformagdes gastrintestinais (distarbios da
degluticiio, refluxo gastroesofdgico e estenose de piloro). E doenga de heranga
autossdmica recessiva, e em varios casos encontra-se delecdo parcial do cromossomo 7.
Laboratorialmente, os pacientes apresentam baixo nivel sérico e fecal de colesterol ¢
acumulo de 7-dehidrocolesterol, secundarios a um defeito da sintese do colesterol,
provavelmente por deficiéncia da 7-dehidrocolesterol redutase. A sobrevida maior com
melhor prognéstico de crescimento e desenvolvimento neurologico e socializagdo esta
diretamente ligada 4 administragfio oral de altas doses de colesterol a esses pacientes

(TINT et al., 1995).

2.6.1.3. sindrome FG (ou Opitz-Kaveggia): caracteriza-se por
retardo de crescimento e mental, hipotonia, convulsdes, agenesia parcial de corpo
caloso, macrocefalia, dismorfismos faciais (como telecanto, hipertelorismo ocular e
orelhas dismorficas), surdez neurossensorial, alteragbes gastrintestinais (constipagéo,
megacolon, anus imperfurado), cardiacas, € criptorquidia. E de heranga recessiva ligada

ao X (OPITZ ef al., 1988).

2.6.1.4. sindrome G/BBB tipe I. caracteriza-se por defeitos de

linha média, tais como: palato fendido, hipospadia, agenesia de corpo caloso, anomalias
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laringeas, esofagicas e cardiacas, e retardo de desenvolvimento neurologico. E doengca de

heranca ligada ao X, com gene localizado em Xp22 (ROBIN ez al., 1995).

2.6.1.5. sindrome G/BBB tipo 1II. caracteriza-se por
hipertelorismo ocular, telecanto, fenda laringotraqueoesofagica, labial, palatina, e de
Gvula, dificuldade de deglutigdo, choro rouco, hipospadia, criptorquidia, retardo mental e
anomalias cardiacas. E de heranca autossdmica dominante com gene localizado em
22q11.2. O fenétipo dos tipos I ¢ I ¢ muito semelhante, € o diagnostico diferencial entre

elas necessita da avaliacdo molecular (ROBIN ef al., 1995).

2.6.1.6. sindrome de Aarskog: caracteriza-se por hipertelonismo
ocular, braquidactilia e escroto em cachecol, associados a baixa estatura, hipodontia,
problemas ortoddnticos, leve pectus escavatum, hémia inguinal e umbilical, e
criptorquidia. E doenga de heranga autossdmica dominante ou ligada ao X (AARSKOG,

1970).

2.6.2. sem heranca mendeliana: sdo varios os quadros com assoctagiao
de malformagdes complexas ou ndo que se acompanham de ambiglidade genital em

individuos do sexo masculino (JONES, 1988).
2.6.3. quadros com malformacdes complexas niio esclarecidos.

2.7. Idiopatico: apesar de uma ampla e adequada avaliagiio laboratorial de todos
os casos de pseudo-hermafroditisme masculino, uma propor¢do importante ndo tem sua
etiologia esclarecida, variando de 25 a 50%, o que evidencia as dificuldades de

diagnostico ¢ de conduta a serem tomadas nesses casos (BERKOVITZ er al., 1984).
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A ABORDAGEM DIAGNOSTICA DOS CASOS COM
AMBIGUIDADE GENITAL E CARIOTIPO 46,XY

Uma vez detectada a ambigiiidade genital, a obtengio de dados de anamnese, de
exame fisico, de laboratério, anatomopatolégicos e radioldgicos, bem como a avaliagio
psicolégica da crianga (se possivel, dependendo da faixa etaria) e de seus familiares
quanto 3 identidade sexual j4 presente sio fundamentais para a correta orientagdo do

caso.

Quando se trata de uma crianga ainda sem registro civil, a familia deve ser
imediatamente comunicada de que existe uma anormalidade genital, que € necessaria a
realizagdo de exames para esclarecimento diagnostico, e, portanto, o registro civil devera
ser retardo até a definigiio do caso. Deve-se utilizar somente termos embriologicos na
descri¢do da genitalia externa, interna e gonadas na conversa com os pais, evitando, com
isso, demonstrar alguma tendéncia de defini¢do do sexo naquele momento. A cada passo
da investigagdo, a familia deve ser informada do que esta ocorrendo, para entender a
necessidade dos imumeros exames a serem realizados. O objetivo é definir o sexo de
criagio e conseguir um diagnostico etiologico preciso, a partir do qual sejam
estabelecidas as possibilidades de puberdade e fertilidade esponténeas, e os riscos de
neoplasias associadas e de recorréncia familial. Sabe-se, no entanto, que um razoavel
nimero de casos ndo tera sua etiologia determinada, devendo, porém haver uma conduta

definida quanto ao sexo de criagdo.

A abordagem diagnéstica dos casos de distirbios da diferenciagiio sexual, entre
cles 0s com cariotipo 46,XY, compreende (DAMIANI, 1989, WITCHEL & LEE,
1996):

1. ANAMNESE: deve-se investigar historia materna de uso de medicamentos;
consangiinidade entre os pais; historia de casos semelhantes na familia, ou de atraso ou
avanco puberal, infertilidade, hipertensdo arterial, ou ainda mortes inexplicadas nos

primeiros meses de vida.
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2. EXAME FISICO: é necessario avaliar o estado nutricional e de hidratacdo,
pressio arterial, pilificagio corporea, acne, estadiamento puberal e dismorfismos ou
malformag@es, principalmente anorretais e de coluna terminal. Apesar das caracteristicas
da genitilia externa ndo definirem em qualquer caso o diagndstico etiologico, um
cuidado especial deve ser dado ao exame dos genitais externos, o que pode ser
importante na priorizagdo dos exames laboratoriais. E fundamental a caracterizagio dos
seguintes dados, podendo a genitdlia externa ser classificada de acordo com PRADER
(1954) (Figura 1);

2.1. tamanhe do falo em rela¢do as medidas consideradas normais;

2.2. posicionamento do meato uretral, abertura vaginal, ou do seio
urogenital;

2.3. grau de fusio, pigmentaciio, ¢ enrugamento das saliéncias
labioescrotatis;

2.4, presenca de massas inguinais,

2.5. localizacio e tamanho das géonadas.

NORMAL? 1

wmv@%w%f

~ v ~ ~ By ‘\,ﬁ«“
OEROEROERERSERS

Grau 1 = genitalia de aspecto feminino, com somente aumento do falo;

Grau 2 = maior aumento do falo, associado a fusdio posterior das saliéncias
labioescrotais, sem seio urogenital;

Grau 3 = importante aumento do falo, associado a fus&o quase completa das saliéncias
labioescrotats, e presenca de seio urogenital com abertura perineal;

Grau 4 = falo de aspecto peniano, associado a fusio completa das saliéncias
labioescrotais, e presenga de seio urogenital com abertura perineal na base do falo;

Grau 5 = falo de aspecto peniano bem desenvolvido, associado a fusdo completa das
saliéncias labioescrotais, e presenga de seio urogenital com abertura no corpo do falo ou
baldnica;

Figura 1: Classificagdo dos graus de virilizagdo da genitalia externa feminina (PRADER,

1954).




Revisdo de Literatura

3. EXAMES LABORATORIAIS: devem ser realizados segundo uma

sequiéncia de investigagio e de acordo com a faixa etaria. Compreendem:

3.1. carigtipo: sempre que possivel deve ser o primeiro exame a ser
realizado para nortear a abordagem da ambigitidade genital. No entanto, em casos de
hiperplasia congénita das supra-renais, forma perdedora de sal, nos quais o quadro

clinico pode ser evidente, este exame pode ser realizado sem prioridade.

3.2. concentracdes séricas de hermoénio luteinizante, foliculo-
estimulante: as dosagens basais somente tém significado diagnostico se realizadas até os
4 ou 6 primeiros meses de vida, quando ocorre uma estimulagdo fisiolégica do eixo
hipotalamo-hipofise-gonadal, ou em individuos durante a puberdade. Fora destas faixas
etarias, as gonadotrofinas somente devem ser valorizadas quando elevadas: a persisténcia
de niveis elevados de horménio. foliculo-estimulante pode indicar a presenga de tecido
ovariano, ou de tecido testicular ausente ou disgenético, enquanto que o horménio
luteinizante elevado pode refletir um distarbio da sintese de testosterona, insensibilidade

androgénica ou defeito no receptor LH/hCG.

3.3. concentracdes séricas de testosterona, dehidrotestosterona,
estradiol, delta-4-androstenediona, dehidroepiandrosterona, progesterona: as
dosagens basais somente tém valor nos primeiros meses de vida e na puberdade. Em
criangas fora destas faixas etarias, para a avaliagdo funcional das células de Leydig ¢
necessdria a realizagdio de estimulo com gonadotrofina coridnica humana (hCG) e
dosagem de testosterona ¢ seus precursores, ¢ dehidrotestosterona antes ¢ apds o teste
de estimulo com hCG. Existem varios protocolos descritos na literatura com diferentes
métodos de utilizagdio do hCG e interpretacio dos resultados (DAMIANI, 1989:
GRANT er al, 1976; RODRIGUES, TARDELLI & PIEROLA, 1998; SMALS ef al.,
1979). Nos casos sem clevagdio dos niveis séricos da testosterona apds o estimulo com
hCG, € necessaria a realizacdo de teste de estimulo agudo com ACTH, com dosagem
antes € apos dos precursores de testosterona, para avaliagdo de casos de defeito de

sintese de testosterona, acompanhados ou ndo de hiperplasia congénita das supra-renais.
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3.4. concentracées séricas de aldosterona, atividade de renina
plasmatica, e eletrdlitos (sédio e potassio): nos casos de hiperplasia congénita das

supra-renats com deficiéncia ou excesso mmeralocorticdide.

3.5. concentra¢do sérica de hormdnio anti-Miilleriano: especialmente
nos pacientes com quadro clinico de persisténcia dos ductos de Miiller, podendo indicar
defeito de sintese deste hormdnio, ou alteragdo no seu receptor. No entanto, tanto ©
hormdnio anti-Miilleriano quanto z inibina B podem ser utilizados como marcadores de
células de Sertoli, sendo o primeiro mais especifico para indicar a presenca de tecido
testicular, j2 que a inibina B também ¢é produzida pelo ovario (GROOME et al., 1996;
LONGUI ef al., 1998). Devido a correlagdo negativa do hormémnio anti-Miilleriano com
a testosterona, ele tem sido usado também na investigagdo de determinadas doengas que
podem cursar com ambigiiidade genitai, como as insensibilidades androgénicas e as

disgenesias gonadais (REY ef al., 1994; LEE et al., 1997, REY ef al., 1999).

3.6. avaliacio in vitro da ligacido do andrégeno ao seu receptor, bem
como da atividade da enzima Sa-redutase 2, a partir de cultura de fibroblasto de
regiio genital: auxiliares no diagnostico das insensibilidades aos androgenos e da
deficiéncia de Sat-redutase 2. A metodologia utilizada nestas avaliagSes € complexa e

nem sempre acessivel.

3.7. exames anatomopatologicos: sio realizados para a definicio dos
disturbios de diferenciagdo gonadal, e, em alguns casos, para confirmag¢iio de pseudo-
hermafroditismo masculino, e para verificar a presenca de neoplasias, principalmente
gonadais, em pacientes de risco. As biopsias gonadais em individuos com ambigiudade
genital e cardtipo 46, XY estio sempre indicadas quando o FSH encontra-se
persistentemente elevado, e nos casos de ambigiiidade genital com cariétipo 46, XY ndo
esclarecidos apds ampla investigacdo, para serem afastadas as hipoteses de distirbios da
diferenciagdo gonadal (hermafroditismo verdadeiro ou disgenesia gounadal). Sdo ainda

indicadas nos casos de aberragdo estrutural ou numérica dos cromossomos sexuats, nos
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mosaicismos, € nos quimerismos para diagnostico adequado dos distirbios da

diferencia¢do gonadal.

3.8. avaliacao molecular: em alguns casos ¢ necessaria para elucidagdo
diagnostica, e em outros ¢ fundamental para a conduta terapéutica, especialmente na
indicagiio de gonadectomia. Devido a complexidade de sua realizagdo, estas avaliagGes
estdo disponiveis somente em servigos ligados a pesquisa na area de diferenciagio

sexual.

4. EXAMES POR IMAGEM: sido especialmente necessarios, porém nem
sempre conclusivos, para definicio da genitdlia interna (Gtero, gdonadas, prostata),
presenca de seio urogenital, associagdo com méi formagdes do trato urinario, € para
oferecer ao cirurgido elementos para o planejamento cirurgico. Compreendem,
principalmente na avaliagio do abdome e da pelve: uitrassonografia, genitografia;
tomografia computadorizada, ressondncia nuclear magnética. Nio deve ser descartada a

necessidade de realizagdo de cistoscopia ou laparoscopia.

5. TESTES TERAPEUTICOS: geralmente realizados com testosterona, com o
intuito de verificar o aumento do tamanho do falo, e, portanto, avaliando de forma
grosseira a sensibilidade do receptor de androgenos (GUTHRIE, SMITH & GRAHAM,
1973).

A DEFINICAO DO SEXO DE CRIACAO

Na grande maioria dos casos, o diagnostico do sexo é realizado de forma correta
e sem qualquer dificuldade verificando-se as caracteristicas da genitalia externa, na
grande maioria dos casos. Entretanto, em situagdes patologicas esse diagnostico somente
pode ser alcangado se forem levados em conta outros dados. Na realidade, o diagndstico
correto do sexo depende da concordancia da aparéncia dos genitais externos (sexo
genital externo) com os genitais internos (sexo genital interno) e com as gdnadas (sexo
gonadal). Além disso, é importante que pacientes com testiculos, genitais internos e

externos masculinos apresentem o cariotipo 46,XY, do mesmo modo que aqueles com
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ovarios, genitais internos e externos femininos tenham o canotipo 46,XX (sexo
cromossOmico). Nio se pode deixar de levar em consideracgfio a diferenciagdo hormonal
(sexo endocrinoldgico), pois ela tem papel basico tanto durante a puberdade, quando os
individuos desenvolvem caracteres sexuais secundarios e capacidade reprodutiva, quanto
durante o desenvolvimento fetal. E certo que a concordincia entre os sexos
cromossomico, gonadal, genital interno, genital externo e endocninologico pode ficar
prejudicada se ndio houver identificagdio psicolégica dos individuos com os sexos em que
sdo classificados (sexo psicologico), além do que, deve-se levar em conta a aceitagio

social desses individuos em um ou outro sexo (sexo social) (BEIGUELMAN, 1982).

HORMONIO ANTI-MULLERIANO

Em 1947, Alfred JOST descreveu seus classicos experimentos com castragio
intra-uterina de fetos de coelho, que permitiram a compreensdo de alguns dos
mecanismos da diferenciag8o sexuval. Estes experimentos demonstraram que a castragdo
de embrides de coelhos mascuiinos causava efeitos na organogénese, na dependéncia do

tempo em que ela era realizada.

Assim, quando a castragdo ocorria em fetos de 24 dias a organogénese masculina
se seguia, ocorrendo a diferenciagdo dos ductos de Wolff em ductos eferentes,
epididimo, ductos deferentes e vesicula seminal, além da inibicdo do desenvolvimento e
regressdo dos ductos de Miiller. Na castrago em fetos de 23 dias faltavam ao embrido
os canais deferentes e as vesiculas seminais, e quando ocorria antes de 21 dias, os ductos
de Wolff regrediam totalmente, enquanto que os ductos de Miiller persistiam e se
diferenciavam em trompas, ttero e vagina, permanecendo os Orgios gemitais externos
com aspecto feminino. A prostata interrompia seu desenvolvimento ou estava
completamente ausente se a castra¢do fosse anterior a 19 dias de vida. A castragdo de
fetos femininos ndo impedia que este adquirisse uma estrutura feminina, néo ocorrendo
nenhum efeito sensivel quando realizado com 23 dias, e com 21 dias apenas se observou
diminui¢do no volume dos orgdos derivados de Miiller, fato que também ocorria

iguaimente nos embrides dos dois sexos.




Revisdo de Literatura

Demonstrou-se, também, que os efeitos da castragdo em embrides de coelhos
era devido a auséncia da secre¢do testicular, pois com a implantagdo de cristais de
andrégenos no feto masculino castrado observou-se completo desenvolvimento dos
ductos de Wolff, mas ndo ocorria inibicdo dos ductos de Miilier. Os fetos femininos
castrados, na presenga de testiculos implantados na cavidade vitelinica, se

masculinizavam e os ductos de Miiller regrediam.

Assim, demonstrou-se que a secregdo testicular ¢ a responsavel pela diferenga
dos genitais entre os dois sexos, sendo a testosterona responsavel pelo desenvolvimento
dos drgdos genitais masculinos (ductos de Wolff, seio urogenttal, genitalia externa), sem
alterar o desenvolvimento ovariano no sexo femimno ou causar regressdo dos derivados

de Miiller.

JOST (1953) propods, entdo, que outra substdncia testicular, isoladamente ou em
efeito muito mais localizado que o efeito de estabilizagdo dos ductos de Wolff pela
testosterona. Cada testiculo seria responsavel pela substancia que vai inibir o ducto de
Miiller do seu lado, ndo sendo possivel para um testiculo inibir o ducto de Miiller do

outre lado.

PICON (1969) demonstrou uma substincia que inibe os derrvados de Miiller in
vifro com cultura de trato genital de fetos de ratos Wistar incubados com testiculos fetais
de varias idades. Obteve a persisténcia dos ductos de Miuller na cultura com feto
masculino del4 dias sem testiculo e a regressio dos ductos de Miiller na cultura de feto
determinado do desenvolvimento do trato genital fetal, independentemente da idade do
testiculo associado & cultura, no entanto, apds a data em que o trato genital sofre a
influéncia gonadal, ocorre o desenvolvimento normal para o s€Xo com ou Sem a presenga

de testiculo.
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Utilizando a mesma técnica de PICON, JOSSO (1971) associou trato genital de
feto de ratos de 14,5 dias de idade com tecido testicular, adrenal e ovariano,
demonstrando que apenas o tecido testicular inibia os ductos de Miiller. Associando a
mesma cultura, tecido testicular humano de 31 fetos, 11 recém-nascidos e 10 individuos
pos-natal em cultura orgénica, obteve completa imbigo dos ductos de Miiller com
testiculos de fetos de até 28 semanas, com imbig8o variavel apos este periodo, e

nenhuma inibigdo com testiculos pds-natais (JOSSO, 1972a).

Nesta mesma cultura organica, JOSSO (1972b) utilizou membranas semu-
permeaveis para separacdo de trato genital de fetos de ratos e testiculos observando que
a substincia com atividade de inibicdo nos ductos de Miiller é uma macromolécula ¢ ndo

ultrapassa membrana permedvel a moléculas de até 15.000 Da de peso molecular.

JOSSO (1973) também demonstrou atividade anti-Milleriana em testiculos de
fetos de bezerros, comparavel a outras espécies, conseguindo determinar que esta
atividade esta presente no tecido testicular como um todo. Utilizando técnica de
microdissecgdo, mostrou que esta atividade ocorre nos tubulos seminiferos isolados, ndo
encontrando nenhuma inibigdo dos ductos de Miiller na cultura com tecido intersticial
puro. Estes achados indicavam que a sintese de uma substancia capaz de inibir os ductos
de Miiller, também chamada de substdncia mbidora de Miiler ou hormémo anti-
Miulleriano (HAM) deve ocorrer nos tabulos seminiferos, provavelmente pelas células de
Sertoli, células especializadas em sintese protéica, responsaveis por criar 0 meio fisico e
quimico apropriado para a manuten¢io da espermatogénese nas suas diferentes fases

(JEGOU, 1993).

A fonte de HAM himitada as céiulas de Sertoli foi mostrada por BLANCHARD
& JOSSO (1974), obtendo-se cultura de células de Sertoli pura, cuja atividade foi
testada apOs sua transferéncia para superficie de membrana vitelinica com trato
reprodutivo de fetos de ratos de 14,5 dias. Assim o HAM pode ser considerado como
marcador funcional das células de Sertoli fetais, coincidindo a atividade anti-Miilleriana

com o periodo inicial de diferenciagio testicular que envolve a organizagdo das celulas
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intersticiais e de Sertoli, anterior a esteroidogénese (TRAN, MEUSY-DESSOLLE &
JOSSQ, 1977).

DONAHOE et al. (1977b), utilizando cultura semelhante com trato reprodutivo
de feto de rato de 14,5 dias, estimaram a atividade do HAM, graduandoe a inibigdo dos
derivados de Miller de I a V, em tecido testicular humano apds o nascimento. A
atividade do HAM era alta durante o 1°. ano de vida, declinando durante o segundo ano
de vida, e, entdio, desaparecia. Neste ensaio com cultura organica também observou-se
que o grau de inibi¢do dos ductos de Miiller depende do tempo de exposigio do trato
genital de feto ao tecido testicular. Assim, a regressio somente se inicia apos 12 horas de
exposi¢do, e somente € completada apos 72 horas. (DONAHOE, ITO & HENDREN,
1977a).

Até esta época os estudos bioquimicos indicavam que a molécula era uma grande
proteina com peso molecular maior que 100.000 Da, caracteristicas favoraveis ao efeito

local que a substéncia tem na regressdo dos ductos de Miiller no homem.

PICARD, TRAN & JOSSQ (1978) evidenciaram a natureza glicoproteica do
HAM, através de separagdo das proteinas obtidas de cultura de testiculos fetais de
bezerro, por filtragio em gel, gradiente de sedimentagio e preparagdo com foco elétrico.
Obtiveram atividade anti-Miilleriana de uma substancia glicoproteica com peso molecular
de 124.000 Da que se¢ dissociava, por redugio de pontes dissulfidicas, em subumdades de

peso molecular de 72.000 Da.

VIGIER, PICARD & JOSSO (1982) para produgdo de anticorpo monoclonal
contra HAM bovino, utilizaram o HAM de bezerro parcialmente purificado para
imunizagdo em camundongos e fusfio de seus esplenocitos com células de mieloma
produzindo hibridomas, que eram selecionados através de precipitacio de HAM e
ifnplantados em camundongos produzindo anticorpec monoclonal, removido por
imunocomplexo, que bloqueava atividade anti-Miilleniana de testiculos de bezerro, mas

nio de ratos.
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Finalmente, PICARD & JOSSO (1984) conseguiram a purificacio do HAM,
visualizando a glicoproteina por imunocromotografia com anticorpo monoclonal contra
HAM, conseguindo multimeros de 145.000 a 235.000 Da de peso molecular na auséncia
de condigGes de redugdo, e mondmeros de 72.000 Da de peso molecular apos reducdo

de pontes dissulfidicas.

Com o seqiienciamento do HAM, definiu-se que se trata de uma glicoproteina de
140 Kd, constituida de dois dimeros de 70 Kd ligados com pontes dissulfidicas, cuja
regio carboxi-terminal (C-terminal) mostra homologia com a superfamilia do
“transforming growth factor beta” (TGF-3) (PEPINSKY ez a/., 1988). O gene humano
do HAM de 2,75 Kb, dividido em 5 éxons, esta localizado no brago curto do
cromossomo 19, codifica uma proteina precursora de 560 aminoacidos com sitio de
clivagem localizada no aminoacido 109 da porgdo C-terminal. A porgio N-terminal é
importante para a manutencao da atividade bioldgica da por¢do C-terminal do HAM, o
que ndo é observado nos outros membros da familia TGF-f3, cuja atividade biolégica se
concentra na por¢do C-termuinal (PICARD et af., 1986; COHEN-HAGUENAUER et al.,
1987; WILSON et al., 1993).

A produgdo do HAM pelas células de Sertoli tnicia-se no feto humano masculino
a partir da 7°. semana com a diferenciacio destas células, sendo possivel a visualizagido
do seu RNAm através de hibridizagdo in situ a partir da 8°. semana no sexo masculino. O
RNAm ¢ negativo no sexo feminino. E neste periodo que o HAM exerce sua a¢do na
inibicdo dos ductos de Miiller, periodo em que estes ductos sdo sensiveis ao HAM,
sendo esta agio unilateral, ji que o HAM se difunde célula a célula (JEGOU, 1993;
JOSSO et al., 1993c).

A acdio do HAM somente € posstvel na presenga do seu receptor. O receptor tipo
I do HAM consiste em uma proteina de 573 aminoacidos. Seu gene de 8,2 Kb,
localizado no brago longo do cromossomo 12, estd arranjado em 11 éxons (éxons 1-3
codificam o dominio extra-celular, e o éxon 4, o segmento transmembrana) (DI

CLEMENTE, et al., 1994; IMBEAUD et al., 1995; JOSSO ef al., 1997).
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As células da granulosa ovariana também sdo capazes de produzir HAM,
imunorreativo e bioativo, assim como as células de Sertoli, demonstrando mais uma
homologia entre estas duas células (VIGIER ef al., 1984). A diferenga existente entre
elas é que no inicio da diferenciagio testicular, no periodo fetal, as células de Sertoli
produzem grande quantidade de HAM (TRAN ef al., 1977), enquanto as células da
granulosa exibem ligeira imunorreatividade apenas em foliculos com desenvolvimento
mais avangado no feto e producéo de pequenas quantidade de HAM pelas células da
granulosa de foliculos de ovérios maduros apds o nascimento (BEZARD et al.,1987).
Uma das fungdes do HAM nos foliculos ovarianos pode ser a de imbir a metose do
oobcito, como demonstrado em cultura de foliculos de ratos com HAM (TAKAHASHI,

KOIDE & DONAHOE, 1986).

Experimentos com ovario de feto de ovelhas mostraram que, quando expostos a
HAM, ocorre inibigiio da aromatase que converte testosterona em estradiol, sendo
inclusive possivel medir atividade anti-Milleriana em ensaio usando aromatase fetal.
Uma conseqiiéncia desta imbigdo € a reversio da diferenciagio gonadal com
aparecimento de estruturas semelhantes aos tibulos seminiferos primordiais, sugerindo
um papel do HAM na diferenciacdo gonadal (VIGIER e al., 1989; DI CLEMENTE ez
al., 1992). Apesar do HAM ser praticamente indosavel em mulheres normais, pode estar
aumentado em mulheres com tumor ovariano de células granulosas ou em raro tumor
ovariano de células de Sertoli, servindo como marcador sensivel e especifico usado para
avaliagdo de cura e recorréncia precoce do tumor (GUSTAFSON er al., 1992; REY e
al.,1996). O HAM exibe alguma atividade citotéxica em tumores ovarianos epiteliais
podendo ser também um agente quimioterapico em alguns tipos de tumor (DONAHOE

etal., 1979).

A monitorizacio do HAM no soro humano foi possivel depois de trés descrigdes
de ELISA por trés grupos diferentes (BAKER, METCALFE & HUSTON, 1990
HUDSON et al, 1990; JOSSO et al.,1990).
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BAKER et al (1990) utilizaram ensaio imunoenzimatico tipo sandwich com
anticorpos monoclonais contra HAM bovino (HAMb) (primeiro anticorpo) e anticorpos
policlonais contra HAM recombinante humano (HAMrh) (segundo anticorpo), obtendo
dosagem de HAM do soro de pacientes desde o nascimento até os 16 anos e observaram
que o HAM aumenta do nascimento até 1 ano de idade, diminuindo até os 16 anos

quando torna-se indetectavel, sendo também indetectavel no sexo feminino.

HUDSON et al. (1990) descreveram um ensaio imunoenzimatico (ELISA) em
fase solida tipo sandwich com anticorpos anti-HAMrh monoclonais aderidos ao tubo que
reagiam com soro, e, em seguida, com anticorpos anti-HAMrh, produzidos em coelhos,
ligados a anticorpos anti-coelho conjugados com peroxidase. Neste ensaio observou-se
aumento de HAM do nascimento até 1 ano de tdade (entre 10-70 ng/mL), queda menos
brusca até os 5 anos de idade, e mais acentuada a partir dos 10 anos de idade, no sexo
masculino. No sexo feminino foi indetectavel, com discreto aumento na segunda década
de vida até valores basais, comparaveis ao do sexo masculino apos a puberdade (~ 2
ng/mL), apenas uma mulher com tumor ovariano de células de Sertoli apresentou HAM

extremamente elevado.

JOSSO ef al. (1990) utilizaram ELISA para deteccdo de HAM baseado em
anticorpo policlonal contra HAMD purificado, obtendo curva de calibragio com HAMrh.
A dosagem de HAM foi obtida em 117 controles masculinos a partir do nascimento até
idade adulta: observando niveis elevados até 2 anos de idade, com queda progressiva até
valores residuais apos a puberdade, permanecendo indetectavel na idade adulta, com
excegdo de um individuo de 22 anos com HAM de 2,5 ng/mL. No sexo feminino HAM
fot indetectavel, com excegdio de uma mulher aparentemente saudavel com HAM de 5,2

ng/mL.

Um estudo com dosagem de HAM em corddo umbilical de recém-nascidos
mostrou concentragdes relativamente altas entre 25 ¢ 31 semanas de gesta¢do (média de
36,4 + 36,1 ng/mL), e, entdo, queda a partir de 32 semanas até termo (média 24,2 + 14,0
ng/mL) (SCHWINDT, DOYLE & HUTSON, 1997). Uma das fungdes sugeridas para o

HAM no 2°. e 3°. trimestres de gestagio é a promocdo da descida testicular, na sua fase

+0
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abdominal (com inicio entre 8 e 15 semanas de gestagdo) até a regido mguinal {com
inicio entre 25 ¢ 28 semanas), sugerida pelas associagfes entre atividade anti-Miilleriana
diminuida e criptorquidismo (DONAHOE et al., 1977a), ¢ sindromes de persisténcia de
ductos de Miiller e criptorquidismo. Mas uma a¢iio apenas mecédnica das estruturas de
Miiller bloqueando a descida poderia existir, ja que outros trabalhos mostram HAM
normal em criangas com criptorquidismo (JOSSO er al, 1983, HUTSON &
DONAHOE, 1986, JOSSO er al, 1990, MILLER,1990). Outro efeito possivel do
HAM, demonstrado in vitro, € a inibicdo da formagio de fosfatidilcolina na maturagdo
pulmonar, sendo a imaturidade pulmonar mais freqiiente entre recém-nascidos do sexo

masculino que feminino (LEE er a/., 1993).

Os valores séricos do HAM parecem ser independentes de gonadotrofinas,
variando inversamente com os valores de testosterona, o que pode ser observado em
pacientes com puberdade atrasada que apresentam valores maiores de HAM que os
controles para a idade, e criangas com puberdade precoce que apresentam valores mais
baixos que os controles (REY ef al., 1993). Um grande declinio de HAM & observado
quando os valores séricos de testosterona se elevam acima de 6,7 nMolL
(correspondendo com estadio puberal P3), independentemente do nivel de FSH, ja que
em puberdade precoce dependente ou independente de gonadotrofinas a evolugio do

HAM € a mesma.

Esta relacdo do HAM e a testosterona € confirmada nos casos de sindrome de
insensibilidade androgénica, nos quais observam-se valores elevados de testosterona e
gonadotrofinas no periodo da puberdade com HAM extremamente elevado nas formas
completas da sindrome. Nas formas parciais os valores elevados de testosterona mibem
parcialmente ¢ HAM, permanecendo porém ainda altos quando comparados aos

controles da mesma idade (REY er al., 1994).

No periodo pré-natal, quando a testosterona e o HAM estdo elevados, os
androgenos exercem pouca influéncia na maturagdo de tubulos seminiferos, ndo
ocorrendo a formagdo de fight junctions e invaginaces das células de Sertoli e o

progresso da espermatogénese nic progride além do estigio de espermatogdnia. A
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constatacdo de baixa expressio dos receptores de androgenos nas células de Sertoli
poderia ser a explicagdo para 0 HAM ¢ a testosterona elevados (MAJDIC, MILLAR &
HAM nos primeiros dias de vida, ja que neonatos com defeitos de sintese de androgenos
(aplasia de Leydig ou deficiéncia de enzima da esteroidogénese) ou com insensibilidade
androgénica apresentam valores séricos de HAM mais elevados (REY ef af., 1994; REY

& JOSSO, 1996).

No periodo apos 1 ano de idade, apesar da testosterona cair, 0 HAM também cai,
mesmo nos casos de defeito de sintese ou a¢do dos andrégenos, nos quais HAM volta a
aumentar na puberdade. No tratamento da puberdade precoce ocorre diminuigio de
testosterona com aumento de HAM, de 3 a 6 meses apos a dimmuigdo de testosterona,
sugerindo um mecanismo indireto da testosterona sobre as células de Sertoli na
regula¢do da secregio de HAM (REY et al., 1993). Talvez o outro fator ai envolvido
seja o FSH, mas até agora ndo foram encontrados elementos de resposta da celula de
Sertoli ao FSH. Ou existe algum fator paracrino de regulacdo, ja que em algum momento
do periodo neonatal a expressdo do receptor de androgenos ainda estd ausente das
células de Sertoli, mas esta presente nas células peritubulares, ou ainda ¢ possivel existir
alguma regulagio direta da propria célula germinativa (JEGOU, 1993; LINDZEY et al.,
1994; SHAN et al., 1995; MAJDIC ef al., 1995, REY & JOSSO, 1996).

Anteriormente aos ensaios de HAM, a dosagem de testosterona sérica era a linica
maneira de se verificar a presencga de testiculo em criangas com criptorquidismo ou a
fungdo testicular (no caso, as células de Leydig) em criangas com ambiguidade genital,
sendo necessario muitas vezes o estimulo prolongado com hCG, especialmente apos os
primeiros 6 a 9 meses de vida até o inicio da puberdade (GRANT et al, 1976).
Atualmente temos a opg¢fio de avaliar as células de Sertoli com a dosagem de HAM e

inibina B.

A inibina B também pode ser dosada em mulheres, com valores séricos mats
elevados na fase folicular (GROOME et al., 1996). No homem, apresenta elevagdo do

nascimento até o 1° ano de vida, com queda progressiva no 2° ano, permanecendo em
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valores baixos até a puberdade quando torna a se elevar, mantendo pico entre 20 ¢ 29
anos, diferentemente do HAM que diminui com a puberdade. Tem relagdo inversa com
FSH, principaimente apés a puberdade, periodo em que exerce inibicdo sobre ¥FSH
(BYRD et al., 1998). Um estudo com criangas criptorquidicas até 4 anos de idade,
mostrou valores basais elevados de FSH e baixos de inibina B em relagiio aos controles,
sendo que, apos os estimulos com hCG ¢ hMG, as criangas criptorquidicas apresentavam

relacdo inibina B/FSH mais baixa que os controles (LONGUI, ez al., 1998).

A presenga de HAM detectavel sugere existéncia de tecido testicular, porem o
oposto nfo necessariamente & verdadeiro. Os resuliados negativos devem ser
interpretados com precaugdo pois podem ocorrer variagdes individuais, mostrando-se,
ocasionalmente, negativo em meninos normais apos 2 anos de idade e em disgenesias
testiculares severas (JOSSO ef al, 1991). Assim, pode-se diferenciar pseudo-
hermafroditismo feminino de hermafroditismo verdadeiro em individuos 46, XX com a
dosagem sérica de HAM. Os valores de HAM aparecem elevados nos casos de
insensibilidade androgénica ou deficiéncia de sintese de testosterona, e, como estdo
diminuidos nos de disgenesia gonadal, sio de grande utilidade na investigagdo
diagnostica dos casos de pseudo-hermatroditismo masculino (HARBISON er al,, 1991,
JOSSO et al., 1991; JOSSO, 1992; GUSTAJSON et al., 1993, JOSSO & REY, 1994,
JOSSO0, 1995).

Nos casos de sindrome de persisténcia dos derivados de Miiller a dosagem do
HAM ¢ extremamente util, guiando a investigagdo molecular. Podemos observar que
metade dos casos tem niveis de HAM normais ou elevados e outra metade tem niveis
muito baixos ou indetectaveis. A analise molecular mostrou presenca de mutagdo no
gene do receptor tipo Il do HAM no primeiro grupo (chamado HAM-positivo) e no
segundo grupo foi observado mutagdo no gene do HAM na maioria dos casos (chamado

HAM-negativo) (JOSSO et al., 1997).

REY et al. (1999) demonstraram recentemente uma grande utilidade da dosagem
do HAM em pacientes com intersexo em um trabatho onde foram analisados 107

pacientes. Nos casos com diferenciagdo testicular anormal observou-se HAM
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indetectavel nos casos de disgenesia gonadal pura, porém nos casos de disgenesia
gonadal parcial, disgenesia gonadal assimétrica ou hermafroditismo verdadeiro ocorreu
grande variabilidade dos valores séricos de HAM, desde muito baixos nos cases de
disgenesia testicular grave coexistindo com remanescentes mullerianos presentes, até
valores quase normais nos casos de disgenesias menos graves, sem persisténcia dos
ductos de Miiller. J& nos casos de diminnigdo da secre¢do de testosterona ou da sua agdo
observou-se valores aumentados de HAM no primeiro ano de vida nos casos de aplasia
de Leydig, defeitos da esteroidogénese, ou insensibilidade androgénica. Na infancia (1-9
anos de idade) os valores de HAM retornam a valores normais, mas mesmo assim mais
elevados do que os valores encontrados em disgensia gonadal. Na puberdade os valores
de HAM se elevam nos casos com aplasia de Leydig e insensibilidade total aos
androgenos, e nos casos de insensibilidade parcial apresentam niveis significantemente
mais altos que os controles. Ndo houve nenhum caso de deficiéncia de 5 a-redutase tipo

2 neste trabalho.

Assim, com o intuito de observar a utilidade da dosagem do HAM na
investigagdo diagndstica de criangas com ambigiidade genital e caridtipo 46, XY, em
conjunto com as dosagens de gonadotrofinas, andrégenos e seus precursores,

realizamos este trabalho.
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Casuistica e Metodologia

CASUISTICA

A casuistica foi composta de 24 criangas portadoras de ambigiiidade genital,
segundo os critérios de DANISH (1985), atendidas no Ambulatorio do Grupo
Interdisciplinar de Estudos da Determinagio e Diferenciacdo do Sexo (GIEDDS) do
Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), de
maio de 1996 a maio de 1998.

Todas estas criangas eram portadoras de cariotipo 46,XY apds estudo com
técnica de banda G em cultura de linfécitos de sangue periférico realizado no
Laboratorio de Citogenética do Departamento de Genética Médica da Faculdade de
Ciéncias Médicas (FCM) da UNICAMP. Foram exciuidos os pacientes com hipotese
diagnostica de pseudo-hermafroditismo feminino, visto que publicagSes anteriores
mostram que individuos com caridtipo 46, XX e ovarios tém horménio anti-Miilieriano
(HAM) praticamente indetectavel (BAKER et al., 1990, HUDSON et al. 1990, JOSSO
et al. 1990).

A coleta de dados foi realizada pela autora, com o preenchimento da ficha de
atendimento padronizada para o Ambulatério do GIEDDS. Do ponto de vista ético,
foram seguidas as normas da Declaragio de Helsinki, e, portanto, cada paciente foi
identificado por um nitmero e ndo por seu nome, respeitando sua privacidade. Todos os

exames realizados eram necessarios para a investigacio de rotina de cada caso.
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METODOLOGIA

1. Coleta de dados clinicos:

Compreendeu dados como a idade na data da 1°. consulta, antecedentes gestacionais
e familiais, historia de consangiiinidade entre os pais, alteracdes de exame fisico
relevantes, principalmente em relagdo & genitdlia externa, palpagdo de gonadas (néo
palpavel, ou palpavei no canal inguinal ou na saliéncia lasbioescrotal) e desenvolvimento

puberal.

A classificaciio das alteragdes da gemitlia externa seguiu os critérios de PRADER
(1954). A avaliagdio do desenvolvimento puberal seguiu os critérios de MARSHALL &
TANNER (1970), com avaliagio de desenvolvimento genital (G1 a 5), presenga de pélos
pubianos (P1 a 6), presenga de tecido mamario (M1 a 5), e volume gonadal em e’ de

acordo com o orquiddmetro de Prader.
2. Avaliagio hormonal:

Com a finalidade de ndo atrasar a investigacdo de cada caso, apds a primeira
coleta de sangue de cada paciente, o material era centrifugado e separado em 3 aliquotas.
Uma delas enviada ao Laboratério Central do HC - UNICAMP para realizagdo das
dosagens rotineiras e as demais armazenada a -80°C no Laboratério de Fisiologia do

Departamento de Doenga Clinica da FCM — UNICAMP para posterior analise.

Uma dessas aliquotas armazenadas serviu para determinagdo das gonadotrofinas
e dos esterdides sexuais e a outra para determinagdo do HAM. A aliquota armazenada
para dosagem de HAM foi enviada ao Laboratério da Dra. Nathalie Josso sob os
cuidados do Dr. Rodolfo A. Rey na Ecole Normale Supérieure em Montrouge, Franga,

para analise por meio da técnica de ELISA utilizada no servigo.
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Essa técnica, primeiramente descrita em 1990, utilizava anticorpos policlonais,
obtidos por HAM bovino purificado (JOSSO ef al, 1990), foi modificada em 1992,
quando passou-se a utilizar anticorpos monoclonais, obtidos diretamente de HAM
humano recombinante em fase solida e segundo anticorpo policlonal contra HAM
humano recombinante obtido de coetho, com visualizagdo da reagdio com anticorpo anti-

coelho (IgG de cabra) marcado com fosfatase (CARRE-EUSEBE et al.,1992).

Os valores de HAM para homens normais agrupados de acordo com a idade e
desenvolvimento puberal (MARSHALL & TANNER, 1970) podem ser vistos na Tabela
I (REY et al., 1999).

Tabela I: Valores de horménio anti-Miilleriano sérico (HAM) em homens

normais agrupados por idade e desenvolvimento puberal.

HAM (pmol/L)

Idade n Média + 1 DP Vanacio
< 15 dias 6 229 + 59 76 - 381
15 dias -1 ano 22 465+ 93 251 - 679
1,01 - 4 anos 17 499 + 66 360 - 638
4,01 - 7 anos 16 438 + 61 309 - 566
7,01 - 9 anos 14 336+ 47 234 - 438
>9 anos
estadio 1 22 249+ 26 194 - 304
estadio H 25 159 + 25 107 - 211
estadio 111 8 79 +28 12 - 145
estadio 1V - V 8 48 + 14 14 - 81
Adulto 21 30 +4 22 -38
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Apos os testes de estimulos, 0 mesmo procedimento foi realizado, no entanto
com separacio em apenas 2 aliquotas, visto que para a determinagdo do HAM ndo ha
necessidade de qualquer estimulo, sendo suficiente a basal em qualquer faixa etdria. Uma
enviada ao Laboratério Central do HC - UNICAMP para dosagens rotinetras € a outra
armazenada a -80°C no Laboratério de Fisiologia do Departamento de Doenga Clinica

da FCM — UNICAMP para posterior analise.

Foram realizadas as determinacdes séricas basais de hormdnio luteinizante (LH),
horménio folicuto-estimulante (FSH), testosterona total (TT), dehidrotestosterona
(DHT), dehidroepiandrosterona (DHEA) e androstenediona (A-A4). Os resultados
obtidos foram comparados aos padronizados pelo Laboratério de Fisiologia do
Departamento de Doenga Clinica da FCM - UNICAMP de acordo com o sexo e

desenvolvimento puberal (Anexo 1).

Nos pacientes maiores de 6 meses de idade e fora de puberdade, de acordo com
os critérios de MARSHALL & TANNER (1970), foi realizado teste de estimulo com
gonadotrofina coridnica humana intramuscular (Profasi hp® do Laboratorio SERONO
Ltda.) na dosagem de 2.000 Ul ao dia, por 3 dias consecutivos, sendo a medicacdo
cedida pelo Ambulatério do GIEDDS. Foram realizadas as determinagdes séricas de TT,
DHT e A-A4 em amostra de sangue coletada 24 horas apos a ultima aplica¢do (GRANT
et al., 1976),

Nos casos em que ndo havia produgio de testosterona (TT sem incremento
superior a 1,4 ng/mL apds teste de estimulo com gonadotrofina coriénica humana) foi
feita a determinacdio sérica da gonadotrofina coridnica - fragdo beta (3-hCG) na amostra
pos-estimulo para fins de confirmacdo da aplicagdo da medicagdo, e 0s resultados
comparados com os padronizados pelo Laboratorio de Fisiologia do Departamento de
Doenga Clinica da FCM - UNICAMP (Anexo 1). Uma vez confirmada a aplicagdo, estes

pacientes foram submetidos ao teste de estimulo agudo com ACTH sintético
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(Cortrosina®), na dose de 0,25 mg endovenoso, e determinagdo sérica de cortisol,

DHEA e A-A4 no basal e 60 minutos apos estimulo endovenoso.

As determina¢bes séricas hormonais foram realizadas pelo Laboratorio de
Fisiologia Clinica do Departamento de Doenga Clinica da FCM - UNICAMP, sob a
orientacio da Profa. Dra. Margaret de Castro, em duplicatas utilizando kits

comercializados de:

=> LH: por Stratus hLH Flurimetric Enzime Immunoassay Cat. Ref. B5700-52 DADE.
Internation Inc., Miami, F1. 33152-0672 USA.

= FSH: por Stratus hFSH Flurimetric Enzime Immunoassay Cat. Ref. B5700-51 DADE.
Internation Inc., Miami, Fl 33152-0672 USA.

= TT: por Chemilumonescent Enzime Immunoassay IMMULITE Automated Analyser,
DPC, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA. Cat. Ref. LKTTL

= DHT: por RIE, DSL, Diagnostic System Laboratories, Inc., Webster, TX, USA. Cat.
Ref. DSL 9600.

= A-A4: por RIE, DSL, Diagnostic System Laboratories, Inc., Webster, TX, USA. Cat.
Ref, DSL-3800.

= DHEA: por RIE, baseado na competi¢dio pela ligagio a um anticorpo monoclonal
imobilizado em tubos, com amostras de plasma previamente extraidas com éter

etiico. Immunotech, Inc., Westbrook, Maine 04092 USA, Cat. Ref, 1138.

Com os valores encontrados, foi ainda determinada a relagdo T/DHT basal em
pacientes nos primeiros 6 meses de idade ou em puberdade, e pds-estimulo com

gonadotrofina coriénica humana nos demais. Valores desta relagdo menores que 20
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foram considerados normais, entre 20 e 40 intermediarios, e maiores de 40 sugestivos de

deficiéncia da enzima 5a redutase tipo 2 .

Valores de DHEA superiores a 20 ng/mlL sem incremento da A-A4 apos
estimulo com ACTH agudo foram considerados sugestivos do diagnostico de defeito de

sintese de testosterona por deficiéncia da enzima 3 [3-OH-esterdide desidrogenase.

3. Avaliagdo da genitahia interna:

Foi realizada a genitografia, muitas vezes complementada com uretrocistografia
miccional retrograda, nos casos de genitilia externa de aspecto mais maculinizado, e
ultrassonografia pélvica (AL JURAYYAN e/ al, 1995, POUILLAUDE, DAVID,
FRANCOIS, 1986). Como os casos de hipospadia apresentam maior freqiiéncia de
aumento do utriculo prostatico, especialmente as hipospadias mais severas como peno-
escrotal e perineal (DEVINE ef al, 1980), utilizamos a classificagio do aumento do
utriculo prostitico em pacientes com hipospadias descrita por IKOMA er al (1985)

baseada na configuragio radiolégica do utriculo:

=> Grau 0: abertura localizada na uretra posterior, com utriculo que ndo se estende além
do verumontanumy,

= Grau [: maior que grau 0 mas nfo alcanga bexiga,

=> Grau II; maior aumento estendendo-se até bexiga;

— Grau III: abertura do utriculo na uretra bulbar, distalmente ao esfincter uretral.

4. Avaliagdo anatomopatologica:

Foi realizada em todos os casos em que ndo ocorreu incremento da testosterona
apos estimulo com gonadotrofina coridnica e ndc havia aumento de seus precursores

apos o mesmo estimulo e apds ACTH endovenoso.
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As biopsias gonadais foram realizadas pela equipe de Cirurgia Pediatrica do
Departamento de Cirurgia da FCM-UNICAMP, e a avaliagio anatomopatologica sob a
supervisio da Profa Dra. Izilda Aparecida Cardinaili do Departamento de Anatomia
Patolégica da FCM-UNICAMP.

5. Critérios diagnosticos utilizados:

— Disgenesia gonadal parcial XY ou psendo-hermafroditismo masculino
disgenético: baseado na auséncia de incremento da testosterona apds teste de
estimulo com gonadotrofina coridnica humana, sem acimulo de precursores da
testosterona, podendo ter ou nio FSH elevado, sendo confirmado com os achados
histologicos, que poderiam vartar desde apenas diminuigio da luz tubular até
completa substituigdo da gdnada por tecido fibro-adiposo vascularizado. Ha descrigéo
na literatura de valores séricos baixos de HAM nesta doenga (JOSSO er al., 1990,
LEE et al., 1997, REY ¢t al., 1999).

=> Hipogonadismo hipogonadotréfico: baseado na presenca de ambigiidade genital
sem hipospadia, na auséncia de incremento da testosterona apos teste de estimulo
com gonadotrofina coridnica humana, sem acimule de precursores da testosterona,
com LH muito baixo e com resposta diminuida ou ausente ao teste de estimulo com
LHRH prolongado. Os casos ja relatados mostravam niveis de HAM diminuidos

(JOSSO e al., 1990).

— Hipoplasia ou agenesia das células de Leydig: bascado na auséncia de incremento
da testosterona apos teste de estimulo com gonadotrofina coridnica humana, sem
acumulo de precursores da testosterona, podendo ter LH elevado. Ha descrido na
literatura de valores séricos elevados de HAM nesta doenga (REY, et al., 1994, REY
et al., 1999).

— Deficiéncia de Sa-redutase tipe 2; baseado na presenga de ambigiiidade genital com

gdnadas palpaveis e na da relag@o entre testosterona e dihidrotestosterona (T/DHT)
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maior que 30, podendo ou ndo ocorrer aumento das gonadotrofinas séricas. Ndo ha

descrigdo na literatura de valores séricos de HAM nesta doenga.

= Insensibilidade completa aos andrégenos: baseado na presen¢a de gdnadas
palpaveis, confirmadas como testiculos ao anatomopatoldgico, em mndrviduos com
genitalia externa feminina normal, com vagina em funde cego 4 genitografia, com
nivets elevados de testosterona, relagiio entre testosterona e dihidrotestosterona em
valores intermediarios, € aumento das gonadotrofinas, com predominio do LH em
relagdo ao FSH. Ha descricio na literatura de valores séricos elevados de HAM

elevados nesta doenga (REY et al., 1994, REY et al., 1999).

= Insensibilidade parcial aos androgenos: baseado na presenga de ambigiliidade
genital com gdnadas palpaveis, com niveis elevados de testosterona apéds estimulo
com gonadotrofina coriénica humana, rela¢fio entre testosterona e dihidrotestosterona
em valores intermediarios, podendo ou ndo ocorrer aumento das gonadotrofinas,
com predominio do LH em relagdo ao FSH. Nestes casos foi realizado teste para
verificar a sensibilidade do receptor aos androgenos com a administragéio de 50 mg de
testosterona de deposito ao més, intra-muscular, por 3 meses consecutivos,
observando-se resposta diminuida ou ausente no tamanho do falo (GUTHRIE ef al.,
1973). Ha descrigdio na literatura de valores séricos elevados de HAM nesta doenga

(REY et al., 1994; REY et al., 1999).

= Defeito de sintese de testosterona: baseado na auséncia do incremento da
testosterona apds teste de estimulo com gonadotrofina coridnica, e aumento de
DHEA sem aumento correspondente de A-A4 apds teste de estimulo com ACTH
agudo na deficiéneia de 33-OH-esteroide desidrogenase. O diagnostico de deficiéncia
de 20-22 desmolase baseado na auséncia de incremento de qualsquer precursores,
porém com quadro clinico e laboratorial de perda de sal. O diagnostico da deficiéncia
do complexo P450c17 baseado no aumento de progesterona sérica sem aumento
correspondente de DHEA e A-A4. O diagnostico da deficiéncia de 17B-

hidroxiesterdide oxidorredutase tipo 3 baseado no aumento de A-A4, sem

33



Casuistica e Metodologia

correspondente aumento de testosterona e estradiol. Nestas doencas pode ou ndo
ocorrer aumento de LH em relacdo aoc FSH. Ha descrigio na literatura de valores

séricos baixos de HAM em todas elas (REY et al., 1994; REY et al., 1999).

— Idiopdtico: baseado na ndo confirmagio dos demais diagnésticos acima citados, na
realizacdo de bidpsia gonadal para confirmagdo de testiculos, e afastada a hipotese de
hermafroditismo verdadeiro. Os niveis de HAM para estes casos, ja descritos, vao

desde normais a ligeiramente diminuidos (JOSSO er al., 1990; REY et al., 1994).
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1. Dados clinicos:

Dos 24 casos portadores de ambigiiidade gemtal e cariotipo 46,XY incluidos
neste estudo, avaliados no Ambulatoric do GIEDDS no periodo de maio de 1996 a maio
de 1998, 21 apresentaram registro civil masculino a primeira consulta, ¢ apenas 3 com
registro civil feminino (casos mimeros 16, 19 e 20). Portanto, nenhum caso foi

encaminhado ainda sem registro civil.

A idade destes 24 casos 4 1°. consulta no Ambulatorio do GIEDDS variou de 15
dias a 16 anos (média de 5 anos e 6 meses e mediana de 4 anos), sendo apenas 5 casos

(1, 12, 17-19) avaliados no 1°. ano de vida (Tabela II).

Nizo foram identificados tanto antecedentes gestacionais relevantes, em especial o
uso de medicamentos que pudesse interferir na biossintese de testosterona, quanto
casamento consangiiineo entre os pais. Como antecedentes familiais importantes, em
especial a presenga de casos semelhantes, foi encontrado a repeticio do quadro de
ambigiidade genital nos irmdos numeros 9 e 10. Como antecedente pessoal, o caso 8
apresentou tumor de Wilms em rim direito e doenga renal tibulo-intersticial contralateral

no follow-up (Tabela II).

Trés dos 24 casos apresentaram sinais de desenvolvimento puberal a 1*. consulta
no Ambulatorio do GIEDDS, sendo que um deles (caso niumero 11) com 7 anos de idade
nesta avaliagio. Dos outros 2 casos, em idade puberal e com registro civil feminino, 1
apresentou-se com desenvolvimento puberal feminino (caso 16) e o outro com

desenvolvimento puberal tipicamente masculino, sem mamas (caso 20) (Tabela II).
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Tabela II: Idade e desenvolvimento puberal 4 1°. consulta, grau de ambigiiidade genital,

presenga de seio urogenital e derivados dos dutos de Miiller, ¢ localiza¢do e tipo de

gonada de 24 casos de ambigiiidade genital com cariétipo 46,XY avaliados no GIEDDS

entre 5/96 e 5/98.

Idade' | genitdlia’ | SUG | Derivado de Miiller | Bidpsia gonadal’ | Local génada®

1 10m GIvV - D: ttero + trompa D: GD E: TR DeE: A
2 la8m GIlL + D: utero + trompa D:GD E: TR DA E:CI
3 329m GIV - - DeE: TR DeE: CI
4 S5a4m GIII + E: 1itero + trompa D: TR E:GD D:CIE A
3 5a8m GIII - - DeE: TR DeE: ClI
6 5al0m GIII - - D: TR E: Anorquia D: CI

7 | 10a GiP} GIV - utriculo GEH DeE: TR DeE:CI
8 1a%9m GIV + Utero rudimentar DeE: TR DeE: A
9 3adm GIIL - utriculo GIH NR DeE: SLE
10 5a3m GIII - - NR DeE: SLE
11 | 7aG2P3 GIII - - NR DeE: SLE
12 6m GIII - utriculo GIII NR DeE: SLE
13 lalm GIII + - NR P eE: SLE
14 3a6m GIlI - - NR DeE:CI
15 8a7m GIv - - NR DeE: CI
16 | 13aM3P1 F + - NR DekE: (I
17 0,5m GIII - utriculo GIII NR DeE: SLE
18 5m GIII - utriculo GIII NR DeE: SLE
19 10m GIII - - NR DeE: CI
20 | lea G2P3 GIII - - NR DeE: SLE
21 4alm Gv - - Testiculos normais DeE: (I
22 4a2m GIv - - Testiculos normais DeE: SLE
23 6alm GV - - Testiculos normais DeE: CI
24 7adm GV - - Testiculos normais DeE: CI

! = idade (anos e meses) e desenvolvimento puberal (MARSHALL & TANNER, 1970).
? = grau de ambigitidade genital de acordo com PRADER (1954).

* = GD = gbnada disgenética; NR = ndo realizada bidpsia; TR = testiculo rudimentar
1= A = abdominal; CI = canal inguinal; SLE = saliéncia labioescrotal
D = lado direito; E = lado esquerdo
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Quanto ao exame da genitdlia externa, de acordo com a classificagdo de
PRADER (1954), 1 caso (nimero 16) apresentou genitalia tipicamente feminina, porém
com gonadas palpaveis em regido inguinal bilateralmente; nenhum caso com graus I ¢ II;

14 casos com grau III; 7 casos com grau IV; e 2 casos com grau V (Tabela II}).

Quanto 3 palpagdo das génadas, em 2 casos (1 e 8) ambas ndo foram palpadas;
em 3 casos (2, 4 ¢ 6) apenas uma das gonadas foi palpada; e nos demais 19 casos ambas
as gonadas foram palpadas bilateralmente, sendo 10 (casos 3, 5, 7, 14, 15, 16, 19, 21, 23
e 24) com ambas em canal inguinal, e os demais 9 (casos 9, 10, 11, 12, 13, 17, 18,20 ¢

22) com ambas em saliéncias labioescrotais (Tabela II).

O caso 11, apesar de estar em puberdade, G2 P3 de acordo com MARSHALL &
TANNER (1970), nfio apresentou aumento do volume gonadal bilateralmente (volume
entre 2 e 3 cm’, de acordo com o orquidometro de Prader). O caso 16 apresentou
desenvolvimento puberal M3 P1 com génadas de volume entre 6 ¢ 8 em’. O caso 20

apresentou desenvolvimento puberal G3 P3, com gonadas de volume entre 8 e 10 cm’.
2. Avaliagdo hormonal:

Os casos de 1 a 7 ndo apresentaram qualquer resposta da testosterona total ao
estimulo com gonadotrofina coridnica humana. Em todos estes casos foi encontrado o
FSH superior ao LH, sendo que em 5 deles (1 a 4, e 7) com FSH elevado para a idade e
desenvolvimento puberal. Todos com a relaggo LH/FSH < 0,3 ¢ T/DHT normal, € com

os precursores de testosterona normais para a idade (Tabelas Il e IV).
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TABELA II: Idade e desenvolvimento puberal 4 1°. consulta, dosagens séricas de LH ¢
FSH, LH/FSH, testosterona total (T) basal com ou sem estimulo de gonadotrofina
coridnica, dehidrotestosterona (DHT), relagio T/DHT, e hormdnie anti-Miilleriano
(HAM) de 24 casos com ambigiiidade genital e caridtipo 46,XY acompanhados no
GIEDDS entre 5/96 e 5/98.

Idade' LH FSH LH/FSH T DHT | T/DHT | HAM
(mUl/mL) | (mUi/mL) (ng/mL) | (ng/mL) (pMol/L)
1 10m 0.7 1.7 0.1 AE: <01 0.02 5 91
2 ta8m 0.6 4.5 0.1 AE: <031 0.02 5 70
3 3a9m 0.5 3.5 0.1 AE <01 0.02 5 186
4 Sadm 0.7 3.9 0.2 AE : <0.1 0.02 3 22
) 5a8m 0.4 2.4 0.2 AE: <01 (.02 3 25
6 SalOm .Y 33 0.3 AE: <0.1 0.02 5 72
7| 10a GIP1 0.6 +.7 0,2 AE <01 0.02 5 32
8 laYm 0.8 3.0 0.2 AE: 0.7 0.04 17 196
9 3adm 2.3 0.7 33 AE: (.3 0.02 15 436
10 5a3m 1.9 0.8 2.4 AE: 0.2 0.02 10 511
111 7aG2P3 4.2 0.5 8.4 AE; 0.7 0.05 14 503
12 om 8.6 4.1 2.1 B: 1.8 0.05 36 468
i3 laim 4.2 1.5 28 AE 1.8 0.05 36 538
14 3abm 23 0.4 7.0 AE: 2.2 (.06 37 409
15 8a7m 3.5 1.2 29 AE: 1.5 0.04 37 172
16 | 13a M3P1 7.9 3.7 2.1 B: 5.5 .15 37 996
17 0.5m 1.9 1.5 1.3 B: 1.9 0.02 95 139
18 Sm 1.1 0.3 2.2 B: 22 0.03 74 292
19 10m 33 3.9 08 AE: 26 (.04 65 o4
20 | 16aG2P3 43 +.8 0.9 B: 49 0.06 32 16
21 4alm 0.7 0.4 1.7 AE: 1.5 0,09 i6 164
22 4a2m 0.5 0.3 1.7 AE: 1.5 0.09 16 428
23 alm 0.8 0.1 i3 AE: 1.6 {109 17 353
24 Fadm b7 .8 0.9 AE: 15 0.08 18 382

= idade (anos ¢ meses) ¢ desenvolvimento pubcral (MARSHALL & TANNER. 1970).
? = B = dosagem basal. AE = dosagem apos cstimuio com gonadotrofina coridnica humana
* = NR = ndo rcalizado
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Em todos estes casos (1 a 7) que ndo apresentaram qualquer resposta da
testosterona ao estimulo com gonadotrofina conidnica, foi realizada a determinagdo
sérica do B-hCG na amostra pos-estimulo. Em todos encontrou-se a dosagem sérica
aumentada para a idade e sexo, variando de 143 a 365 mULI/mL, mostrando o uso

adequado da medicagio para o teste (Tabela IV).

Quatro casos (8 a 11) apresentaram resposta parcial da testosterona ao estimulo
com gonadotrofina coridnica humana. No caso 8 foi encontrado um FSH elevado, e
superior ao LH, com relagio LH/FSH < 0,3 e T/DHT normal, e com os precursores de

testosterona normais para a idade (Tabelas III e IV).

Nos casos 9 a 11 foi encontrado o LH elevado para a idade e superior ao FSH
(relagio LH/FSH > 2). No caso 11 o LH foi normal para o grau de desenvolvimento
puberal. Em todos estes casos encontrou-se a relagdo T/DHT normal e a concentragdo
sérica basal ¢ apos estimulo com ACTH de DHEA elevada, sem aumento dos demais

precursores da testosterona avaliados (Tabelas III e IV).

Os demais casos (12 a 24) apresentaram testosterona total basal ou apos estimulo
com gonadotrofina coridnica em valores normais para a idade. Em cinco destes casos (12
a 16) foi encontrado o LH superior ao FSH, estando também aumentado em relagdo a
idade nos casos 12 a 15. No caso 16 as gonadotrofinas apresentaram-se em valores
normais para a idade e desenvolvimento puberal. Nos casos 12 a 16 a relagdo T/DHT
encontrou-se em valores intermediartos (Tabela III). Os casos 12 a 16 apresentaram a

relacdo LH/FSH > 2.

Nos casos 17 a 24 nfo foi observado um predomimo evidente de uma das
gonadotrofinas avaliadas. Em quatro destes casos (17 a 20) encontrou-se a relagdo

T/DHT extremamente elevada, e nos demais (21 a 24) em valores normais (Tabela III).
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Tabela IV: Idade e desenvolvimento puberal, valores séricos da fragio f -
gonadotrofina coridnica apos teste de estimulo com gonadotrofina coridnica humana (f3-
hCG), e basais de androstenediona {A-A4), delidroepiandrosterona (DHEA), e DHEA
apos estimulo agudo com ACTH em 11 casos de ambigiidade genital com cariétipo

46, XY sem produgiio de testosterona, acompanhados no GIEDDS entre 5/96 ¢ 5/98.

Idade’ B-hCG A-Ad DHEA basal DHEA 60’ pos-ACTH
(mUL/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1 10m 219 <0,1 1,6 NR
2 1a8m 365 <01 0,5 NR
3 3a9m 196 <0.1 2.6 NR
4 Sa4m 351 <0,1 2.3 NR
5 5a8m 143 0,3 3.4 NR
6 5210m 301 <0.1 0.5 NR
7 10a GIP1 319 0.4 6.0 NR
3 la%m NR 0.2 3.1 NR
g 3adm NR <0.1 10,5 45,5
[0 5a3m NR <01 I1,3 48,5
Il 7a G2P3 NR. 0.4 30.0 >100,0

= idade (anos ¢ meses) ¢ desenvolvimento puberal (MARSHALL & TANNER, 1970).

A anilise destes resultados encomtrados em relagio as gonadotrofinas, a
testosterona total basal ou pds-estimulo, 4 dehidrotestosterona, e aos precursores da
testosterona quando a mesma ndo apresentava resposta ao estimulo com gonadotrofina
coridnica humana foi feita ainda de forma individualizada, associada aos valores seéricos

de HAM encontrados, ¢ utilizada para definicdo dos diagnosticos etiologicos.

Os valores séricos de HAM, de acordo com a idade para o sexo masculino,
apresentaram-se abaixo de -2 desvios-padriio em 10 casos (1 a 8, 19, e 20); entre -1 e -2
desvios-padrdo em 4 (14, 17, 18, ¢ 23); entre -1 desvio-padrdo e +1 desvio-padrdo em 7
(9, 10, 12, 13, 21, 22, e 24); proximo de +2 desvios-padrio em 1 (15); e acima de +2
desvios-padrdo em 2 casos (11 e 16) (Tabelas I e I1I, e Figura 1).

61



Resultados

3. Avaliacdo da genitalia interna:

A avaliacdo da genitalia interna realizada nos 24 casos apresentou: 5 casos (2, 4,
8, 13 e 16) com presenga de seio urogenital a genitografia, assim como outros 5 casos
(7,9, 12, 17 e 18) com utriculo grau III, segundo a classifica¢do proposta por IKOMA
et al. (1985), Em 4 casos (1, 2, 4 ¢ 8) onde a laparoscopia foi necessaria para realizagdo
de bidpsia gonadal, visto que estes casos apresentaram uma ou ambas as gdnadas néo
palpaveis, observou-se a presenga de Utero e trompa rudimentares do mesmo lado da

gonada disgenética.

4. Avaliagdo anatomopatologica:

A biopsia gonadal foi realizada bilateralmente em 8 casos (1 a 8), todos sem
incremento da testosterona total apos estimule com gonadotrofina coriénica humana e

sem aumento de seus precursores.

Das 16 gdnadas biopsiadas foram encontrados 3 génadas disgenéticas (casos 1, 2
e 4) constituidas apenas por estroma tipo ovariano com tecido fibro-adiposo ricamente
vascularizado, sem células germinativas. Uma das génadas ndo foi encontrada (caso 6),
sendo definida como anorquia pela auséncia de derivados de Miller do lado desta
gonada. As demais 12 gonadas biopsiadas foram definidas como testiculos rudimentares
pelo fato de apresentarem diminui¢&o importante da luz tubular e presenca de fibrose em

graus moderado e intenso no tecido gonadal (Tabela II).

Como esperado, todas as gOnadas disgenéticas apresentaram localizagdo
abdominal. Os chamados testiculos rudimentares apresentaram localizagéo abdominal em

2 casos (1 e 8) e no tergo superior do canal inguinal nas demais 9 gonadas (Tabela II).
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5. Diagnosticos ettologicos realizados:

Baseados nos dados clinicos, hormonais, radiclogicos € anatomopatolégicos, em
8 casos {1 a 8) o diagnodstico sindrémico foi de disgenesia gonadal XY, sendo 3 casos
(1, 2 e 4) foi feito o diagnostico de disgenesia gonadal mista (associagdo de gdnada
disgenética com testiculo rudimentar). Em outros 3 casos (3, 5 e 7) foi feito o
diagnostico de disgenesia gonadal parcial (testiculos rudimentares bilateralmente). Em
1 caso (6) foi estabelecido o diagnostico de psendo-hermafroditismo masculino
disgenético com sindrome de regressio testicular unilateral (anorquia a esquerda). O
outro caso (8) foi definido como sindrome de Dennys-Drash (associagdo de disgenesia
gonadal, tumor de Wilms e ambigiiidade genital em individuos com caridtipo 46,XY).
Todos estes 8 casos apresentaram predominio do FSH em relagdo ao LH (LH/FSH <
0,3), auséncia de incremento da testosterona e seus precursores apos estimulo com

gonadotrofina coridnica humana, ¢ HAM extremamente diminuido (Tabelas II e III,

Figura 2).

FEm 3 casos (9 a 11) foi estabelecido o diagnostico de pseudo-hermafroditismo
masculino devido a deficiéncia da enzima 33-OH-esterdide desidrogenase, baseado
no predominio do LH em relagio ao FSH (LH/FSH > 2), na auséncia de incremento de
testosterona ap6s estimulo com gonadotrofina coriénica humana, nos valores
aumentados de DHEA basais ¢ apos estimulo agudo com ACTH, sem aumento
correspondente de A-A4, sendo que 2 destes casos (9 e 10) apresentaram parentesco
(irmdos). O outro caso (11) apresentou um quadro clinico compativel com pseudo-
puberdade precoce (desenvolvimento puberal aos 7 anos de idade, sem aumento de
volume testicular e com avanco de maturagdo esquelética, 11 anos nesta avaliagdo). Dois
destes 3 casos (9 e 10) apresentaram valores de HAM proximos da média, para idade e
desenvolvimento puberal, enquanto que o terceiro (caso 11) apresentou valor muito

acima de +2 DP para o desenvolvimento puberal (Tabelas II, III e IV, Figura 2).

Em 5 casos (12 a 16) foi feito o diagnostico de pseudo-hermafroditismo

masculino devido a sindrome da insensibilidade periférica aos androgenos, baseado
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no predominio do LH em relagfio ao FSH (LH/FSH > 2), resposta normal de producéo
de testosterona e relacio T/DHT em valores intermediarios. Em 5 casos (12 a 15)
observou-se evidente ambigiiidade genital, sendo provavel o diagndstico da forma parcial
ou incompleta da sindrome. No caso 16 observou-se genitalia externa feminina normal ¢
paciente em franco desenvolvimento puberal com presenca de mamas, sem pilificacdo,
porém com aumento do volume testicular, ocorrendo neste caso a forma completa da
sindrome. Em 3 destes casos (12 a 14) foram encontrados valores séricos do HAM
proximos da média normal para idade e desenvolvimento puberal (paciente 14 com
valores de HAM pouco abaixo de —1 desvio-padrdo), em 1 caso (15) com valor proximo
de +2 desvios-padrdo para idade, e no outro caso (16) com valor muito acima de +2

desvios-padrio para idade e desenvolvimento puberal (Tabelas II e IiI, Figura 2).

Em 4 casos (17 a 20) foi feito o diagnoéstico de pseudo-hermafroditismo
masculino devido a deficiéncia da enzima So-redutase tipo 2, baseado na produgio
normal de testosterona ¢ na relagdo extremamente elevada de T/DHT. Um destes casos
(20) identidade social feminina procurou o servigo devido a ambigiiidade genital,
associagdo com puberdade masculina, com aumento peniano, testicular e pilificagio, sem
aparecimento de mamas, € 4 ultrassonografia pélvica ndo foi observado tecido prostatico.
Em 2 destes casos (19 e 20) os valores séricos de HAM encontraram-se muito abaixo de
-2 desvios-padrdo para idade e desenvolvimento puberal, e nos outros 2 (17 e 18) com

valores entre -1 e -2 desvios-padréo para a idade (Tabelas IT ¢ III, Figura 2).

Nos demats 4 casos {21 a 24) foi feito o diagndstico de pseudo-
hermafroditismo masculino idiopatico, baseado na auséncia de dados clinicos
relevantes, nos valores normais de gonadotrofinas, testosterona, relagio T/DHT ¢ nos
achados anatomopatologicos de testiculos normais. Em todos estes casos os valores
séricos de HAM encontrados foram normais, em torno da meédia para a idade {(apenas o

caso 23 com niveis de HAM proximo de —1 desvio-padrio) (Tabelas II e 111, Figura 2).
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Figura 2: Distribui¢io normal dos valores séricos de horménio anti-Miilleriano
(pMol/L) (média + 1 e 2 DP) para o sexo masculino de acordo idade e desenvolvimento
puberal (REY ef al., 1999) e valores encontrados em 24 casos de ambigiiidade genital
com cariotipo 46,XY, acompanhados no GIEDDS entre 5/96 e 5/98, separados por
diagnéstico etiologico (estrela verde = disgenesia gonadal; vermelha = deficiéncia de 3j3-
hidroxiesterdide desidrogenase; amarela = insensibilidade androgénica, preta =

deficiéncia de Sa-redutase tipo 2; e branca = idiopatico).
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“4 primeira pergunta que se faz sobre um recém-nascido é: “E menino ou menina?”
Quando ndo se pode responder a essa pergunta sem pensar duas vezes, trata-se de uma
emergéncia médica. O médico deve agir rapidamente para delectar condigbes
porencialmente fatais, deixar os pais mais a vontade com a situagdo e iniciar uma

»

avaliagdio que permitira a pronta designagdo do sexo.’

PAGON, 1987



Discussiio

Diante de uma crianga com ambigiiidade genttal parece claro que a
determinacio da etiologia deve ser feita o mais rapido possivel, tanto para que seja
definido o sexo de criagio mais adequado para cada caso, evitando-se problemas
psicologicos, quanto para se identificar doengas potencialmente letais, como a

hiperplasia congénita das supra-renais.

Dentre as varias causas da ambigiiidade genital, o diagnostico mais trabathoso
é o da crianca com ambigiidade genital e caridtipo 46, XY, pela necessidade de
avaliagio hormonal complexa, e muitas vezes com confirmagio por estudos de

biologia molecular.

Podem ser varias as etilogias da ambigiiidade genital em pacientes com
caritipo 46,XY, incluindo defeitos da diferenciagio gonadal (disgenesias e
hermafroditismo), além de anormalidades na sintese, metabolismo ou agdo

androgénica.

Um estudo recente de 163 casos com ambigiidade genital acompanhados
pelo Ambulatério do GIEDDS mostrou que 41,7% dos casos apresentavam pseudo-
hermafroditismo masculino e dentre eles foi alta a freqgiiéncia dos diagnosticos
etiologicos ndo esclarecidos, talvez por fatha no método de investigagdo. Os
diagnosticos de insensibilidade androgénica e deficiéncia de Sa-redutase 2 necessitam

freqiientemente métodos mais sofisticados (GUERRA JR, 1997).

Os estudos moleculares ajudam a estabelecer a origem do disturbio, porém
demandam tempo, experiéncia e custo. O exame clinico cuidadoso e estudos
laboratoriais completos, em especial a avaliagdo hormonal, devem ser realizados para
guiar o diagnostico (PAGON, 1987, DAMIANI, 1989; HOROWITZ &
GLASSBERG, 1992, HUGHES et af., 1992).
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Classicamente, os valores séricos de testosterona e gonadotrofinas t€ém sido
utilizados em pacientes com ambigiiidade genital para avaliar a fungfo testicular.
Deve-se lembrar que as determinagdes séricas de testosterona nos pertodos em que o
eixo hipotalamo-hiposife ndo esta ativado (apds os 6 meses de idade até inicio da

puberdade) necessitam o estimulo com gonadotrofina coriénica.

Como demonstrado na literatura, neste estudo o resuitado da determinagdo da
testosterona basal ou apds estimulo com gonadotrofina coridnica também separou os
grupos diagndsticos: de um lado, aqueles com valores séricos baixos de testosterona,
o grupo com disgenesia gonadal (8 pacientes: 1 a 8) e o grupo com defeito de
sintese da testosterona (3 pacientes: 9 a 11) (Tabela III), e de outro lado, aqueles
com valores normais de testosterona, o grupo com insensibilidade androgénica (5
pacientes: 12 a 16), o grupo com deficiéncia da enzima So-redutase 2 (4 pacientes:

17 a 20) e os idiopaticos (4 pacientes: 21 a 24).

Com relagiio as gonadotrofinas pudemos observar o predominio do FSH
sobre LH (LH/FSH < 0,3) no grupo com disgenesia gonadal (pacientes 1 a 3)
indicando uma disfungdo tubular, confirmada pela biopsia gonadal. Os pacientes que
apresentavam predominio do LH sobre FSH (LH/FSH > 2) tinham deficiéncia na
produgdo ou a¢do da testosterona. Entre eles o grupo de defeito de sintese de
testosterona (pacientes 9 a 11), com valores de testosterona que nfo atingiram
valores normais apos estimulo com hCG e apresentavam valores de DHEA elevada
(basal e pos-estimulo com ACTH), confirmando o diagnostico de deficiéncia de 3B-
OH-esteroide desidrogenase, ¢ o grupo com insensibilidade androgénica (pacientes
12 a 16), com valores de testosterona basal ou apos estimulo com hCG normats, €
pouca ou nenhuma resposta de aumento do falo ao estimulo prolongado com

testosterona exogena de deposito.

O restante dos pacientes que ndo apresentaram predominio evidente de uma
gonadotrofina foi composto pelo grupo com deficiéncia da Sc-redutase tipo 2

(pacientes 17 a 20), diagndstico este confirmado pelos valores normais de
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testosterona e pela relagio T/DTH elevada, e pelo grupo idiopatico (21 a 24), com

valores hormonais normais sem nenhuma outra particularidade.

Neste estudo, nos analisamos os valores séricos de HAM, como indicador da
fungdo das células de Sertoli imaturas, na tentativa de observarmos o quanto ele pode

ajudar na realizagdio do diagnostico.

A expressio do HAM (visualizado por imunohistoquimica) pelas c€lulas de
Sertoli imaturas de testiculos disgenéticos é normal. O grau de regressdo de Miiller e
0s niveis séricos do HAM refletem o numero e ndo a fungdo das células de Sertohi
(REY et al, 1996). Em todos os nossos casos de disgenesia gonadal (1 a 8)
observamos valores de HAM baixos (abaixo de -2 desvios-padrio), valores estes
apenas semelhantes ao grupo com deficiéncia da So-redutase tipo 2, com 2 pacientes
(17 e 18) com valores abaixo de —1 desvio-padrio e os outros 2 pacientes (19 e 20)

com valores abaixo de —2 desvios-padrao (Tabela III e Figura 2).

Quando comparamos os vatores séricos de HAM com presenga de derivados
de Miiller, nio conseguimos demonstrar a presencga destes derivados em 4 ¢asos,
apesar dos baixos valores séricos em 3 casos de disgenesia gonadal parcial (3, 5 e 7)
e em 1 caso de pseudo-hermafroditismo masculino disgenético com regressdo
testicular unilaterai (6). Estes achados podem demonstrar a baixa sensibilidade dos
métodos utilizados para avaliagio da genitdlia interna, ou a menor gravidade da
disgenesia gonadal. Ainda neste grupo de casos, a presenga de utero e/ou trompas
relacionou-se ao maior comprometimento da gbnada ipsilateral, onde observou-se a
associacio de génada disgenética (1, 2 e 4) com a presenga de derivados de Miller
ipsilateral. No caso com anorquia & esquerda (6) foi possivel estabelecer o
diagnéstico de regressdo testicular pois a auséncia de derivados de Muller é evidéncia
da existéncia de tecido testicular deste lado em torno da 8°. semana de vida, €poca
em que os ductos de Miiller sdo sensiveis ao HAM. No caso da sindrome de Dennys-
Drash (8) o grau de comprometimento testicular com valores séricos baixos de HAM

¢ evidenciado pela presenga de ttero rudimentar.

69



Discusséo

Estes dados mostram como a aciio do HAM ¢é peculiar, ou seja, cada testiculo
produz HAM que vai agir do seu lado, fazendo a regressdo dos ductos de Miiller,
que tem €poca certa para acontecer, exatamente na 8. semana de gestagdo

(DONAHOE, et et al., 1982; JOSSO, et al., 1993).

Os casos com aumento do utriculo prostatico (pacientes 7, 9, 12, 17 e 18)
provavelmente estio relacionados com a diminui¢io de sintese ou agdo da
testosterona na masculinizacdo do seio urogenital, dependente da enzima So-
redutase, ¢ também a uma mator associagdo com hipospadia (IKOMA et al., 1985;

SHIMA ez al., 1992).

Os casos em que os valores séricos de HAM foram normais ou elevados,
indicando a preservagio das células de Sertoli, foram compostos pelo grupe com
deficiéncia de sintese de testosterona (9 a 11), insensibilidade androgénica (12 a 16) e

idiopaticos (21, 22, e 24).

Observamos que os valores séricos mais elevados de HAM foram encontrados
nos casos que apresentaram algum desenvolvimento puberal, um caso (11) com
pseudo-puberdade e deficiéncia de 3B-OH-esterdide desidrogenase, e outro (16) com
puberdade feminina ¢ insensibilidade completa aos andrégenos. Estes dados que séo
concordantes com os de REY et al. (1994 e 1999) onde nos casos de deficiéncia de
sintese ou aglo da testosterona os valores de HAM estéo elevados no 1°. ano de vida,
retornam a valores normais na infincia {1 a 9 anos de idade) e voltam a estar muito
elevados na puberdade. A elevagiio do HAM nestes casos seria explicada pela falta de
inibicdo da testosterona, que age por meio dos receptores androgénicos, sobre as
céhulas de Sertoli. Esta inibicio ¢ mais marcante durante o 1°. ano de vida e na

puberdade (REY et al., 1993; REY et al., 1994; REY & JOSSO, 1996).

Observamos ainda que nos 4 casos de deficiéncia de 5o-redutase tipo 2, trés
(17 a 19) no primeiro ano de vida e outro (20) em puberdade, os valores de HAM
foram baixos (17 e 18, abaixo de —1 desvio-padréo, e pacientes 19 e 20, abaixo de —2

desvio-padrio). Até o momento nFo foram descritos casos semelhantes na literatura,
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mas parece logico que isto ocorra, ja que estes pacientes tém valores normais de
testosterona, com tendéncia a elevagio na puberdade com receptor androgénico

normal (WILSON et al., 1993, LINDZEY er al., 1994).

Nos casos idiopaticos os valores de HAM foram normais para idade em todos
os 4 casos, sendo trés (21, 22 e 24) préximos da média, e um caso (23) entre ~1 e -2
desvios-padrdo. Estes dados sdo semelhantes aos ja descritos na literatura, onde os
valores de HAM que podem ser normais ou pouco diminuidos neste grupo de
pacientes com cariotipo 46,XY e ambigtidade genital sem etiologia definida (JOSSO

et al., 1990, REY et al., 1994).

Estes resultados mostram que com a anélise combinada da testosterona basal
ou apds estimulo com gonadotrofina coridnica, as gonadotrofinas, ¢ o HAM

podemos ter uma idéia do diagnostico etiologico.

Valores baixos de testosterona podem ser indicativos de disgenesia testicular,
e disturbio de sintese de testosterona, e hipoplasia das células de Leydig. Os valores
de FSH podem estar clevados no primeiro grupo, € nos demais podem ser
encontrados valores elevados de LH, mas eles podem se apresentar com valores
normais, apds o primeiro ano de vida e antes da puberdade. O HAM pode ser
extremamente util na diferenciagdo destes grupos pois estara diminuido nas
disgenesias testiculares, e elevado ou normal nos distirbios da sintese de testosterona
e hipoplasia das células de Leydig. No entanto, ¢ necessaria a determinago dos
precursores da testosterona para diferenciar os disturbios da sintese dos demais
casos. Assim, a analise combinada da testosterona apos hCG, HAM e gonadotrofinas
parece dar uma maior compreensio da fun¢do testicular dos pacientes com

ambigiidade genital.

O mesmo pode-se aplicar quando comparamos pacientes com defeito de
sintese e insensibilidade androgénica. Em ambos os casos, os niveis do HAM sio
quase sempre elevados, indicando que a funcdo das células de Sertoli ndo esta

afetada, e esse achado reflete a auséncia da agdo androgénica normal, ja que a
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producio do HAM ¢ inibida pela testosterona que atua sobre receptores
androgénicos nas células de Sertoli (REY & JOSSO, 1996). Os valores de
gonadotrofinas, especialmente o LH, podem estar elevados nos primeiros meses de
vida apds nascimento, mas aparecem normais apos este periodo. A diferenciagdo
etiologica nestes casos se fard pela avaliagdo da secre¢do androgénica, encontrando-
se a fun¢do secretora das células de Leydig preservada na insensibilidade
androgénica, enquanto a baixa produgdo de testosterona com algum dos seus

precursores alterados indica uma fungdo esteroidogénica anormal.

Nossos resultados quanto aos valores do HAM nos casos com disgenesia
gonadal ou defeitos na sintese ou agdo androgénica sdo similares aqueles descritos
por REY et al. (1999). Entretanto, ndo havia nenhum caso de deficiéncia de Sa-
redutase tipo 2 na amostra destes autores, bem como nos demais estudos descritos na

literatura.

Os individuos portadores de deficiéncia de Sa-redutase tipo 2 caracterizam-se
por ambigiiidade genital em pacientes com caridtipo 46,XY, com valores séricos
normais ou pouco elevados de testosterona e gonadotrofinas. A testosterona precisa
ser metabolizada a dehidrotestosterona, pela enzima 5So-redutase tipo 2 para
diferenciacio normal da genitalia externa masculina. Quando o gene que codifica esta
enzima esta alterado, o feto é incompletamente virilizado, embora na puberdade
maior quantidade da produgdo de testosterona ¢ transformada em
dehidrotestosterona isoforma tipol da So-redutase expressada nos tecidos ndo-
genitais (THIGPEN ef al, 1993; LINDZEY et al., 1994). O diagnostico desta
desordem é as vezes dificil, nio podendo ser descartada somente com a falta de uma

relacio T/DHT elevada.

Neste estudo, apresentamos 4 pacientes com deficiéncia da Sa-redutase 2 (17
a 20), nos quais os valores séricos de gonadotrofinas e testosterona so normais e
nio fazem o diagnostico diferencial com insensibilidade androgénica. Este ultimo
grupo ainda possui a relagio T/DHT pouco acima do normal, dificultando ainda mais

o diagnostico diferencial. Nos pacientes com  deficiéncia da Sa-redutase 2,
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diferentemente dos casos de insensibilidade androgénica, observamos que o HAM
niio esta elevado, indicando que a testosterona é capaz de modular a sua produgio

pelas células de Sertoli.

Apesar do pequeno nimero de pacientes, estes achados sugerem que a
determinacio do HAM pode ser util para distinguir entre insensibilidade androgénica
e deficiéncia de Sa-redutase tipo 2 nos pacientes com ambigiidade genital que
apresentam valores normais de testosterona, em especial entre os pacientes com
deficiéncia de So-redutase tipo 2 nos quais a transformagfo periférica de testosterona
em dehidrotestosterona pela isoforma S5o-redutase tipo 1 pode mascarar o

diagnostico.

Além disso, esses resultados sugerem que a testosterona ndo necessita ser

convertida em dehidrotestosterona para inibigio do HAM.

No que se sabe uma analise combinada da relagio T/DHT, juntamente com
HAM ainda ndo havia sido descrita nos pacientes com deficiéncia de Sa-redutase tipo
2. Acreditamos que, do ponto de vista de investigagiio hormonal, a determinagao
sérica do HAM possa ser o ponto que separa o diagnostico diferencial entre a
insensibilidade androgénica e a deficiéncia da So-redutase tipo 2. Tendo em vista a
recente comercializagio do kit de ELISA para a determinagio sérica do HAM,
associada a facilidade da coleta que nfio necessita estimuto com hCG, e ainda por ser
um procedimento rapido, a dosagem do HAM deve ser incluida na investigacdo

hormonal de pacientes com ambigiiidade genital e cariétipo 46, XY.
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Conclusbes

1. Em relagdo a avaliagio das células de Leydig por meio da determinagio sérica
da testosterona, foram encontrados valores de testosterona baixos, basais ou pos-
estimulo, nos casos de disgenesia gonadal, valores que mostravam resposta parcial pos-
estimulo nos casos de deficiéncia de sintese da testosterona, ¢ valores normais nos casos

de insensibilidade androgénica e deficiéncia da Sa-redutase 2.

2. Em relagdio a avaliacio das células de Sertoli pela determinagiio sérica do
horménio anti-Miilleriano, foram encontrados valores diminuidos nos casos de disgenesia
gonadal, devido ao comprometimento do tecido testicular, e nos casos de deficiéncia da
Sa-redutase 2, provavelmente significando que a testosterona, mesmo sem a conversao a
dehidrotestosterona, é suficiente para inibir, através dos receptores androgénicos, a
produgiio do hormdnio anti-Miilleriano. Os valores séricos do horménio anti-Miilleriano
mostraram-se elevados ou normais nos casos de insensibilidade aos androgenos,
confirmando o defeito na agdio da testosterona sobre as células de Sertoli, e nos casos de
deficiéncia de 3B-hidroxiesterdide desidrogenase, onde os valores séricos de testosterona
ndo foram suficientes para inibir a produgdo do horménio anti-Miilleriano. Esta elevagdo
do horménio anti-Mulleriano ocorreu de forma mais marcante nos casos que ja haviam

iniciado a puberdade ou no 1°. ano de vida.

3. A determinacdo sérica do horménio anti-Miilleriano permitiu diferenciar,
dentre os grupos que apresentavam testosterona em valores baixos, os casos de
disgenesia gonadal, com valores baixos do hormdnio anti-Milleriano, dos casos com
deficiéncia de 3B-hidroxiesterdide desidrogenase, com valores altos ou normais deste
horménio. Dentre os grupos com testosterona normal, os valores do horménio anti-
Miilleriano permitiram diferenciar os casos de insensibilidade androgénica, com valores
elevados ou normais deste hormonio e os casos de deficiéncia da So-redutase 2, com

valores baixos do hormdnio.
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Resumo

AVALIACAO FUNCIONAL DAS CELULAS DE LEYDIG E DE SERTOLI
EM 24 CASOS DE AMBIGUIDADE GENITAL COM CARIOTIPO 46,XY.

A investigagdo diagnostica etioldgica da ambiguidade genital ¢ muito complexa.
A diferenciagio sexual é dependente da agdo de dois hormdnios testiculares: a
testosterona e o hormdnio anti-Miilleriano (HAM). Apesar da funglo testicular ser
tradicionalmente avaiiada apenas pela capacidade esteroidogénica das células de Leydig ¢
pela espermatogénese, tem sido mostrado recentemente que a determinacio serica do
HAM pode ser de grande utilidade para os clinicos, como marcador da fun¢do das
células de Sertoli. O HAM ¢ o responsavel pela regressdo dos ductos de Miilier no feto,
continua a ser secretado apos o nascimento pelas células de Sertoli imaturas, e €
negativamente regulado pela testosterona na puberdade. O objetivo deste estudo foi
avaliar a funcdo das células de Leydig e de Sertoli em pacientes com ambigiiidade genital
e caniotipo 46,XY para estabelecer pardmetros bioquimicos a fim de auxiliar no
diagnostico etiologico. Foram realizadas as determinagdes séricas dos andrégenos, do
HAM e das gonadotrofinas em 24 pacientes com ambigilidade genital e cariotipo 46,XY.
O diagnostico etiologico destes casos foi: 8 com disgenesia gonadal, 5 com
insensibilidade androgénica, 4 com deficiéncia de Sa-redutase tipo 2, 3 com deficiéncia
da enzima 3p-OH-esteroide desidrogenase, e 4 idiopaticos. Os resultados mostraram que
quando a testosterona estava baixa e as gonadotrofinas algumas vezes elevadas nos
pacientes com disgenesia gonadal ou deficiéncia da enzima 3B-OH-esterdide
desidrogenase, o HAM apresentou-se muito diminuido no primeiro grupo ¢ normal ou
elevado no segundo, auxiliando o diagnostico. Os valores séricos de HAM e
gonadotrofinas mostraram-se normais ou elevados em pacientes com deficiéncia da
enzima 3B-OH-esterdide desidrogenase e insensibilidade androgénica, porém nestes
casos a testosterona possibilitou o diagnostico diferencial. Os valores séricos de
testosterona ¢ das gonadotrofinas foram normais ou elevados nas insensibilidades
androgénicas e nos casos de deficiéncia de Sa-redutase tipo 2, entretanto, o HAM
apresentou-se normal ou elevado nas insensibilidades androgénicas, e diminuido nos

outros casos, indicando que a testosterona ndo necessita ser transformada em
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dehidrotestosterona para inibir o HAM no testiculo. Conclutu-se que a avaliagdo
combinada de androgenos, HAM e gonadotrofinas permite a compreensao
fisiopatologica testicular e possibilita o estabelecimento do diagndstico diferencial de

pacientes com ambigtiidade genital.
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Abstract

EVALUATION OF THE TUBULAR AND THE INTERSTITIAL FUNCTIONS
IN 24 PATIENTS WITH AMBIGUOUS GENITALIA AND XY KARYOTYPE.

The investigation of the origin of sex ambiguity is a very complex matter. Sex
differentiation is dependent upon the action of two testicular hormones: testosterone and
anti-Miillerian hormone {AMH). Although testicular function has traditionally been
assessed only by examining the steroidogenic capacity of Leydig cells and
spermatogenesis, it has recently been shown that the measurement of the serum AMH
may also help clinicians, as a marker of Sertoli cell function. AMH 1s responsible for the
regression of Miillerian ducts in the male fetus, continues to be secreted after birth by
immature Sertoli cells, and is negatively regulated by testosterone at puberty. The aim of
this study was to evaluate both Leydig and Sertolt cell function in 46,XY patients with
intersex states in order to establish biochemical patterns that would help to reach an
etiologic diagnosis. We measured serum androgens, AMH and gonadotropins in 24
patients with sex ambiguity and XY karyotype. The diagnosis of these cases was: 8 with
gonadal dysgenesis, 5 with androgen insensitivity syndrome, 4 with So-reductase 2
deficiency, 3 with 3B-hydroxysteroid dehydrogenase deficiency, and 4 idiopathic. Qur
results showed that while testosterone was low and gonadotropins sometimes elevated in
patients with either gonadal dysgenesis or 33-hydroxysteroitd dehydrogenase deficiency,
AMH was very low in the former and normal or high in the latter, helping to guide the
diagnosis. Serum AMH and gonadotropins were normal or high in patients with either
3B-hydroxysteroid dehydrogenase deficiency or androgen insensitivity syndrome, but
testosterone levels made the distinction. Serum testosterone and gonadotropins were
normal or high in androgen insensitivity syndrome and 35c-reductase 2 deficiency
patients; however, while AMH was normal or elevated in androgen insensitivity
syndrome, it was not the case in Su-reductase 2 deficiency patients, indicating that
testosterone does not need to be transformed to dihydrotestosterone to inhibit AMH in
the testis. We conclude that the combined measurement of androgens, AMH and
gonadotropins enhances the comprehension of testicular pathophysiology and helps to

establish the diagnosts in intersex patients.
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Anexo

Valores normais para o sexo masculino das determinagdes séricas hormonais
realizadas neste estudo padronizadas no Laboratorio de Fisiologia do Departamento de

Patologia Clinica da FCM - UNICAMP:

1. LH:
basal pré-puberal: 0,1 a2 1,0 mUI/mL
basal puberal: 0,1 a 8,7 mUl/mL

2. FSH:
basal pré-puberal: 0,1 a 1,4 mU/mL
basal puberal: 0,1 a 4,9 mUI/mL

3. Testosterona total:
basal pré-puberal: < 0,1 a 0,7 ng/mL
basal adulto: 2,2 a 18,0 ng/mL
pos-estimulo hCG: > 1,5 ng/mL

4. Debidrotestosterona:
basal pré-puberal: < 0,06 ng/mL
basal puberal: 0,05 a 0,65 ng/mL

5. Dehidroepiandrosterona:
basal pré-puberal: 0,1 a 8,0 ng/mL
60° pos-estimuio ACTH: < 20 ng/mL

6. Androstenediona:
basal pré-puberal: 0,1 a 0,5 ng/mL
basal puberal: 0,4 a 1,9 ng/mL

7. Gonadotrofina coridnica - fracfio beta:

homens normais: < 25 mUl/mL
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