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MACHO OU FEMEA? COMO O SEXO DOS VERTEBRADOS E DETERMINADO
Marcos Antonio de Oliveira!”
RESUMO

A reproducdo sexual ¢ a forma de propagacdo mais antiga e universal utilizada pelos
vertebrados. Os mecanismos que controlam a determinagdo e diferenciacdo sexual nestes
animais sao diversos e dependem de uma grande variedade de fatores genéticos bem como em
alguns casos de fatores ambientais. O sexo genético pode ser definido por fatores genéticos
hereditarios que sdo determinados na fecundag@o. Por outro lado, a diferenciacdo gonadal
depende da ativacdo de fatores transcricionais que s3o expressos durante a janela de
diferenciagdo sexual. Tais fatores podem ter sua expressao alterada por condi¢cdes ambientais
como a temperatura e a osmolaridade, dentre outros. Estes processos sexuais sao
classicamente divididos em determinagdo e diferencia¢dao sexual, respectivamente. Baseados
em tais fatos, esta revisdo tem como objetivo mostrar a fundamentagdo basica dos processos
de determinagdo e diferenciacdo sexual em vertebrados com énfase no grupo dos peixes
teledsteos.

Palavras-chave: determinagdo e diferenciagdo sexual, desenvolvimento gonadal, gdénada,
genes, peixes.

MALE OR FEMALE? HOW THE VERTEBRATE SEX ARE DETERMINED
ABSTRACT

Sexual reproduction is the oldest and universal form of propagation used by vertebrates. The
mechanisms that control sexual determination and differentiation in these animals are diverse
and depend on a wide variety of genetic factors as well as in some cases environmental
factors. Genetic sex can be defined by hereditary genetic factors that are determined in
fertilization. On the other hand, gonadal differentiation depends on the activation of
transcriptional factors that are expressed during the sexual differentiation window. Such
factors may have their expression altered by environmental conditions such as temperature
and osmolarity, among others. These sexual processes are classically divided into sexual
determination and differentiation, respectively. Based on such facts, this review aims to show
the basic theoretical reasoning of the processes of sexual determination and differentiation in
vertebrates, emphasizing the group of teleost fishes.

Keywords: sexual determination and differentiation, gonadal development, gonad, genes, fish.

{MACHO O HEMBRA? COMO SE DETERMINA EL SEXO DE LOS
VERTEBRADOS.

RESUMEN

La reproduccién sexual es la forma de propagacion mas antigua y universal utilizada por los
vertebrados. Los mecanismos que controlan la determinacion sexual y la diferenciacion en
estos animales son diversos y dependen de una amplia variedad de factores genéticos, asi
como en algunos casos de factores ambientales. El sexo genético puede definirse por factores
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genéticos hereditarios que se determinan en la fertilizacion. Por otro lado, la diferenciacion
gonadal depende de la activacion de factores transcripcionales que se expresan durante la
ventana de diferenciacion sexual. Dichos factores pueden tener su expresion alterada por
condiciones ambientales como la temperatura y la osmolaridad, entre otros. Estos procesos
sexuales se dividen clasicamente en determinacion y diferenciacion sexual, respectivamente.
Con base en tales hechos, esta revision tiene como objetivo mostrar los fundamentos basicos
de los procesos de determinacion y diferenciacion sexual en vertebrados, enfatizando el grupo
de peces teledsteos.

Palabras clave: Determinacion y diferenciacion sexual, desarrollo gonadal, gonada, genes,
peces.

INTRODUCAO

No reino animal, a reproducdo sexual ¢ a forma de propagacdo mais antiga e universal
utilizada pelos vertebrados. Os mecanismos que controlam a determinacgdo e diferenciagdo
sexual nestes animais sdo diversos e sofrem a acdo de uma grande variedade de fatores
genéticos bem como em alguns casos de fatores ambientais (1,2).

O sexo genético pode ser definido por fatores genéticos hereditarios (XX/XY e ZZ/ZW,
dentre outros) que sdo determinados na fecundagdo. J4, por outro lado, a diferenciagdo
depende da ativacdo de fatores transcricionais que sdo expressos durante a janela de
diferenciagdo sexual (3-5). Tais fatores podem ter sua expressdo alterada por condigdes
ambientais como a temperatura ¢ a osmolaridade, dentre outros. Estes processos sexuais sao
classicamente divididos em determinagdo e diferenciacao sexual, respectivamente (1,3-6).

A determinacdo sexual pode ser definida como um fator herdado, geralmente associado
a um gene “master”. Este gene inicia e ativa a cascata génica/bioquimica que culmina na
diferenciagdo das células somaticas presentes na gonada indiferenciada (5,7, 8). Apesar de
conservados, uma diversidade de genes “masters", cruciais para a determinagdo sexual, sdo
encontrados em diferentes organismos e todos estes genes sdo duplicados ou pardlogos aos
seus ancestrais (8,9). Uma vez ativa, esta cascata sera responsavel pela regulagdo de
diferentes genes, producdo e liberagcio de hormoénios esteroides que culminara na
diferenciagdo da gonada indiferenciada. O fato da gonada indiferenciada vir a se tornar um
testiculo ou um ovario ¢ uma etapa importante no processo de diferenciacdo sexual dos
vertebrados (5,6,8-10). No campo da biologia reprodutiva, a elucidagdo dos varios aspectos
envolvidos nos mecanismos de determinagdo e diferenciacdo sexual sempre despertou o
interesse dos pesquisadores. Sendo assim, o objetivo desta revisdo ¢ apresentar o processo de
determinagdo e diferenciacdo sexual nos vertebrados, em especial nos peixes teledsteos com
énfase na agdo dos genes que apresenta importante papel nestes dois processos.

Para identificar os estudos que abordavam o tema, foram realizadas buscas
sistematizadas nas bases de dados eletronicas (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/;
https://scielo.org/; https://scholar.google.com.br/?hl=pt). Os termos de busca utilizados para a
selecdo e escolha dos artigos nas bases de dados foram: “Dmrtl, sex determination and
differentiation, gonadal development, sexual development, bipotential gonad, teleost fish,
vertebrate sex-determining genes, master regulatory gene”. As buscas ndao foram limitadas
por lingua ou data de publicacao. A ultima busca foi realizada em fevereiro de 2021. Para a
sele¢do dos estudos, utilizou-se como critério de inclusdo estudos completos realizados com
peixes teledsteos, tanto modelos biologicos como peixes de producdo. A avaliagao foi
realizada por meio de titulos, seguida por resumos, e quando selecionados, por leitura
completa dos artigos.
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Determinacao e diferenciacio sexual em vertebrados

Em alguns vertebrados, principalmente os mamiferos, a determinagdo e diferenciacao
inicia-se na gonada com a ag@o de fatores de crescimento e hormdnios. Em muitos mamiferos,
sabe-se que o processo de determinacao sexual envolve o cromossomo Y, o qual contém em
seu braco curto o gene responsavel pela determinacao sexual, conhecido como SRY. Este gene
regula positivamente a transcricdo de genes masculinos especificos (SOX9 e DMRTI) nas
células somaticas da gonada XY (11). A auséncia do gene SRY induz a feminilizacao,
ativando genes ovarianos especificos, como o RSPOL, WNT4 e FOXL2 (11). Em relagdo a
este caso paradigmatico, uma vez que o sexo foi determinado, segue-se o caminho de
diferenciagdo, produzindo testiculo ou ovario (11-13) (Figura 1).
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Figura 1. Genes responsaveis pela diferenciacdio sexual em mamiferos. Em animais
vertebrados XX/XY, o gene SRY ¢ responsavel pela determinagdo sexual masculina.
Quando na auséncia do SRY, ocorre a ativacdo do gene DAX-1, o qual serd
responsavel pela diferenciagdo da gonada feminina. A presenca do SRY resulta na
ativagdo de uma cascata génica que leva ao desenvolvimento do testiculo. O gene
SF-1 apresenta um importante papel na esteroidegénese e o AMH desempenha
papel chave na diferenciacao sexual. A aromatase atua inibindo a expressdao do
AMH e DMRTI. Setas em preto indicam estimulacdo. Linhas em vermelho com
barra indicam inibi¢do. Modificado a partir de von Hofsten e Olsson (1).

Em anfibios, o sistema de determinagao sexual € complexo, pois espécies como a Rana
rugosa, apresentam dois sistemas de determinagao sexual, XX/XY e ZZ/ZW (2,14). Por outro
lado, em Xenopus tropicalis, Rocco e colaboradores (15) mostraram a existéncia de trés tipos
de cromossomos sexuais (Y, W e Z). Neste sistema, trés tipos de machos podem ser
encontrados, YZ, YW e ZZ, enquanto que as fémeas podem ser ZW ou WW (15). No entanto,
a diferenciacdo sexual em anfibios pode acontecer das seguintes maneiras: desenvolvimento
direto da génada bipotencial em testiculo ou ovario; desenvolvimento da génada bipotencial
passando por um hermafroditismo sequencial e animais com intersexo (2).

Em relacdo aos genes “masters”, o gene dmrtl em Xenopus laevis, surge como um
potencial candidato envolvido na determinacdo e diferenciacdo sexual. Nestes animais, uma
duplicacdo do gene no cromossomo W atua como determinante sexual feminino (2,16).
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Em aves, o mecanismo de determinacdo sexual ¢ ligado a cromossomos sexuais € neste
caso o sistema predominante € o ZZ/ZW. O sistema sexual ¢ homogamético para machos (ZZ)
e heterogamico nas fémeas (ZW) (17). Nestes vertebrados, uma regido conservada no
cromossomo Z ¢ responsavel pela determinagdo sexual masculina e diferenciagdo testicular,
pela regulagdo do gene DMRTI, que aparentemente nao ¢ o gene “master” nesta espécie
(18,19).

O processo de determinagdo e diferenciacao sexual em vertebrados foram os assuntos
mais debatidos entre os cientistas nos ultimos anos. Informagdes sobre a influéncias de
hormonios, fatores ambientais e principalmente os mecanismos moleculares/genéticos
envolvidos nestes processos foram elucidados e com isso foi mostrado a importancia de uma
gama de genes que participam destes processos, dentre eles, o gene Dmirt1.

Dmrtl na determinacio e diferenciacdo sexual

O gene Dmrtl (Doublesex and mab-3 related transcription factor 1) ¢ um fator de
transcri¢do, conservado entre os vertebrados que desempenha importante papel durante a
determinagdo e diferenciagdo sexual (3,20) e sdo caracterizadas por um padrdo de ligacao de
DNA com dominio rico em cisteina, o0 dominio DM (Doublesex and Mab-3 related) (20,21).
O Dmrtl é expresso nas gonadas dos vertebrados, desempenhando papel importante na
diferenciagdo testicular (3,11,20).

Em mamiferos, a determinagdo sexual ocorre com a expressdo do gene “master" SRY.
Ap6s a expressao do SRY a cascata gé€nica de diferenciagdo sexual ¢ ativada em que o DMRT]
¢ expresso na gonada indiferenciada e ¢ responsavel pela diferenciagdo testicular (Figura 1)
(20-22).

Em aves, a expressdo do DMRTI ¢ ligada ao cromossomo Z. Portanto os machos
possuem duas copias e as fémeas uma, sugerindo assim, que a expressio do DMRTI ¢
essencial para diferenciacao testicular e sua alta expressao pode determinar o sexo (18). Ja em
anfibios, no caso Xenopus laevis, uma duplica¢do do dmrtl no cromossomo W ¢ responsavel
pela diferenciagdo ovariana (16).

Em alguns peixes o dmrtl é expresso nas gonadas de varias espécies. Em truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), o dmrtl € expresso nas gonadas masculinas e atua na diferenciagao
sexual masculina (23). Em tildpia (Oreochromis niloticus), o padrdo e expressao do dmrtl
sugere que este gene seja responsavel pela diferenciacdo testicular (24). J4& em zebrafish
(Danio reiro), Guo e colaboradores (25), mostraram que o dmrtl ndo apresenta dimorfismo
sexual quanto a sua expressao em gonadas indiferenciadas. Os autores sugerem que este gene
desempenha um papel importante durante o desenvolvimento gonadal de machos e fémeas
(25). No entanto, Webster e colaboradores (26) demonstraram em zebrafish que o dmrtl €
necessario para o desenvolvimento testicular. Além disso, estes autores também mostraram
que o dmrtl € requerido para a manuten¢do e auto-renovacdo das células germinativas
masculinas iniciais de zebrafish (26). Corroborando estas evidéncias, a delegdo do gene dmrtl
em zebrafish alterou o desenvolvimento das células germinativas, levando a regressdo dos
testiculos (27).

Um dos casos mais interessantes em que o gene dmrtl atua no processo de
determinagdo sexual em peixes ocorre em medaka (Oryzias latipes). O medaka é uma espécie
com o sistema de determinagdo sexual genética XX/XY. Uma regido especifica do
cromossomo Y apresenta o gene dmY (28) ou também conhecido como dmrtibY (29). Este
gene ¢ formado a partir da duplicacdo do dmrtl autossomico. Desta forma, o dmY/dmrtibY
assume o papel primordial de gene “master" de determinagdo sexual masculina e € necessario
para o desenvolvimento testicular (28,29).
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Estes dados mostram que a fun¢do do gene Dmrtl é conservado entre os vertebrados e
que sua expressao possui um papel essencial para a formagao e desenvolvimento testicular.

Determinacio e diferenciacao sexual em peixes teleosteos

Os peixes sdo excelentes modelos bioldgicos para se estudar a determinagdo e
diferenciagdo sexual, devido a uma caracteristica muito importante adquirida ao longo de sua
evolucdo, a plasticidade gonadal e reversdo sexual funcional (gonada funcional) que ocorre
em muitas espécies (7).

Os peixes apresentam uma grande variedade de mecanismos de determinagdo sexual.
Neste sentido, muitas espécies apresentam o sistema de determinagdo ligado a cromossomos
sexuais/heteromorficos (XX/XY e ZZ/ZW) (7,30). Por outro lado, em espécies de peixes
como O. latipes (31), O. mykiss (32,33) e O. niloticus (34), os machos sdo heterogamicos
(XY). Ja em Oreochromis aureus (35), Xiphophorus maculatus, ¢ Gambusia affinis (36), as
fémeas sdo heterogdmicas, ZW. Além disso, os peixes apresentam ainda uma grande
variedade de mecanismos que podem atuar na diferenciacdo do sexo. Esta variedade pode ser
considerada como estratégias sexuais para reprodugdo, tais como: animais gonocoristicos
(apresentam os sexos separados); animais unissexo (todos sdo fémeas ou todos sdo machos);
animais hermafroditas, que podem ser classificados em: hermafrodita sequencial, serial ou
simultaneo (6,37,38) (Figura 2).
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Protandrico Protoginico

- - =

l Simultaneo l

Autofecundacdo Cruzamento normal

* Partenogénese
* Ginogénese
*Todos machos * Todas fémeas
Figura 2. Alguns peixes podem ser: gonocoristicos (apresentam os sexos separados, macho

ou fémea); hermafroditas, que podem ser classificados em hermafrodita serial
(primeiro o animal ¢ uma fémea, ao longo da vida se tornam machos e, outros
permanecem fémeas), sequencial (podendo ser protandrico, em que o animal nasce
macho e transforma em fémea e, protoginico, em que o animal nasce fémea ¢ se
torna macho) e hermafroditismo simultaneo onde ocorrem a auto-fecundagao e ou
cruzamento normal. Também existem animais unissexo (todos sdo fémeas ou todos
sao machos). Adaptado de Heule (6).
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Esta variedade de mecanismos de diferenciacdo sexual, podem ser influenciados por
uma grande variedade de fatores extrinsecos tais como a temperatura, exposigdes a hormonios,
pH da 4gua, concentracdo de oxigénio, densidade de estocagem e poluentes, bem como por
fatores intrinsecos a exemplo do status social e crescimento (34,37,39-41) (Figura 3). Estes
fatores regulam o fendtipo sexual dos peixes podendo em muitos casos ocasionar reversao

sexual.
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ﬁrescimentl\ Ammmtk / Densidade\

Figura 3. Balanca dos fatores que podem influenciar na diferenciagdo sexual em peixes.
Fatores que atuam diretamente regulando o fenotipo sexual dos peixes. Figura:
Desenho pessoal.

Conforme se observa nos peixes teleodsteos, o processo de diferenciagdo sexual comeca
na gonada indiferenciada. A gonada indiferenciada ¢ composta por células sométicas e células
germinativas, sendo as ultimas responsaveis pela formacao dos gametas apos a puberdade. No
estagio de diferenciacdo sexual, as células somaticas se diferenciam em células de Sertoli e
Leydig nos machos, ou em células da granulosa e da teca nas fémeas (7). Os componentes
germinativos sdo derivados muito precocemente das células germinativas primordiais (PGC),
as quais migram para a gonada primitiva (42-44) conforme nota-se na Figura 4.
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Influéncia de fatores endrocrinos, moleculares e ambientais.
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Figura 4. Representacdo da diferenciacdo sexual. Primeiramente a gonada bipotencial que
apresenta células germinativas primordiais e células somaticas ¢ determinada
geneticamente (XX ou XY). Apos esta etapa a gonada indiferenciada nos machos
XY passam por uma baixa taxa de proliferacdo das células germinativas enquanto
que nas fémeas XX, ocorre o oposto. Neste momento, a gonada estd sujeita a sinais
ambientais (temperatura, hormonios, dentre outros) e também moleculares, como a
expressdo de genes relacionados a diferenciacdo sexual (por exemplo o amh) tanto
para macho como para fémeas que atuam na diferenciagdo gonadal. Ainda na

Oliveira MA. Macho ou fémea? Como o sexo dos vertebrados é determinado. Vet. e Zootec. 2021; v28: 001-
013.



ISSN Eletronico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 7

diferenciagdo gonadal, os animais machos XY apresentam um atraso na entrada da
meiose enquanto a fémeas XX dao inicio a meiose e oogénese e assim entdo, ocorre
a diferenciacdo do sexo fenotipico nos animais com a formacao de testiculo nos
machos e ovario nas fémeas. Figura: Desenho pessoal.

No momento do desenvolvimento da gonada, as células germinativas precursoras irdo
se diferenciar na linhagem masculina ou feminina. Apds esta etapa, estas células continuam a
proliferar ou entram em meiose. Este ultimo passo ¢ muitas vezes sexo-especifico, por
exemplo, células germinativas femininas entram em meiose primeiro que as células da
linhagem masculina (45). Esta observacdo ¢ claramente descrita em estudos envolvendo o
peixe medaka (46). Saito e colaboradores (46) mostram que o numero de PGCs ¢
independente do sexo durante a embriogénese final. No entanto, as PGCs comecam a
proliferar primeiramente nos embrides do sexo feminino, entrando em meiose mais
precocemente do que nos machos (proximo do estagio de eclosdo). Nos embrides do sexo
masculino, a proliferacdo das PGCs ocorre tardiamente, porém se estende por um periodo
maior ap6s a eclosdo (15 a 20 dias pos-eclosdo) (46). Desta forma, pode-se dizer que o
nimero de PGCs ¢ influenciado pelo gendtipo (XX ou XY) da espécie em questio.

Se avaliarmos a questdo de que os genes “masters" de determinacdo sexual, gsdf’ em
Oryzia luzonensis (47), amhrll em fugu (48) e amhy em Odontesthes hatcheri (49) sdo genes
de agdo direta na proliferagdo e diferenciacdo das células germinativas nos peixes (50), ¢é
possivel que a quantidade de células germinativas possa interferir no processo de
diferenciagdo sexual gonadal em peixes (38,51-53).

Genes “masters" na determinacao e diferenciacio sexual em peixes teledsteos

Nos ultimos anos, pesquisadores ao redor do mundo ndo mediram esfor¢os para
encontrar genes responsaveis pela determinagdo e diferenciacdo sexual nos peixes. Neste
sentido, uma notavel diversidade de genes “masters” determinantes do sexo, que governam as
hierarquias genéticas tornou-se visivel (9).

Em truta arco-iris o gene sdY foi descoberto como sendo o gene responsavel pela
determinagdo sexual nesta espécie (54). Em fugu (7Takifugu rubripes), foi descrito o receptor
tipo 2 do amh (amhrll) como o gene responsavel pela determinagdo sexual. Neste trabalho os
autores mostram que o polimorfismo em apenas um nucleotideo ¢ responsavel pela
determinag@o do sexo nesta espécie (55). O estudo realizado por Hattori e seus colaboradores
(56) mostram evidencias funcionais da duplicacdo do gene amh, o amhy em O. hatcheri. Os
autores sugerem que o amhy € o gene “master" responsavel pela determinagdo sexual
masculina nesta espécie. Além disso, o amhy esta inteiramente conservado e ligado a
determinagdo e diferenciacdo sexual em machos do género Odontesthes (O. argentinensis, O.
incisa, O. mauleanum, O. perugiae, O. piquava, O. regia, and O. smitti, O. humensis, O.
mirinensis, ¢ O. nigricans) (57). Ja& em O. luzonensis, Myosho e colaboradores (47)
identificaram o gene gsdf’ como sendo o gene “master” de determinagdo sexual masculina.

O fato do Amh estar ligado a diferenciacdo sexual em peixes teledsteos foi observado
em estudos realizados num mutante do peixe medaka, chamado hotei (58). O fendtipo hotei é
causado pela mutagdo no gene que codifica o receptor do amh tipo Il (amhrll). Nestes
mutantes, a auséncia do amhrll levou a uma hipertrofia gonadal e 50% dos machos XY
reverteram para fémeas (58). Estes resultados sugerem que o Amhrll desempenha relevante
papel na diferenciag@o sexual desta espécie. Além disso, também ¢ sugerido que a sinalizagao
do Ambh regula a atividade proliferativa das células germinativas.

Nos peixes teleosteos, a expressao do amh € maior em machos do que em fémeas, como
por exemplo, em linguado (59), tilapia do Nilo (24) e zebrafish (60). J4 em hermafroditas,
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como no pargo preto (Acanthopagrus schlegeli), por exemplo, niveis elevados de amh estao
associados com o inicio da diferenciacdo testicular (59), e seu padrdo de expressao ¢ mantido
durante o periodo de reversao sexual de fémea para macho. Por outro lado, na reversao de
macho para fémea, seus niveis diminuem drasticamente (59,60).

Em O. hatcheri, Hattori e colaboradores (50) mostraram que machos apresentam uma
copia duplicada do gene amh, o amhy, que esta ligado ao cromossomo Y e € requerido para a
determinagdo sexual desta espécie. Neste sentido, o amh e seu receptor devem desempenhar
um papel importante na diferenciacdo sexual masculina, assim como no desenvolvimento
testicular dos vertebrados de uma maneira geral.

Ao considerar conjuntamente os genes “master” de determinacdo sexual acima, ¢
notéria a importancia de fatores de crescimento pertencentes a sinalizagdo da superfamilia
TGF-B (amh, amhril, amhy e gsdf’) nos mecanismos de determinacdo e diferenciacdo sexual
em peixes. Ademais estes dados sugerem que os mecanismos de determinacdo sexual em
peixes ndo sdo conservados e nem dependentes de fatores de transcrigdo. Porém, os
componentes moleculares da via que determina o sexo sdo bastante conservados em relagao
aos mecanismos desencadeadores no topo da cascata (2,5,9,56).

Informacdes a respeito dos mecanismos de acdo de diferentes genes na determinacdo e
diferenciagdo sexual ainda ndo foram completamente elucidados. Neste sentido, estudos sobre
o papel dos genes com funcao nestes dois importantes processos poderdo gerar conhecimentos
para toda a cadeia aquicola.

CONSIDERACOES FINAIS

Esta revisdo buscou explicitar a respeito de como ocorre o processo de determinagdo e
diferenciagdo sexual em vertebrados, dando énfase no grupo dos peixes teledsteos. Os peixes
sdo excelentes modelos bioldgicos para se estudar a determinacdo e diferenciagdo sexual,
devido a sua plasticidade gonadal. Esses vertebrados utilizam uma ampla variedade de genes
determinantes do sexo bem como mecanismos para controlar a diferenciacdo sexual. Por
exemplo, algumas espécies usam o sistema genético que determina o sexo apo0s a fertilizacao;
enquanto outras utilizam sinais extrinsecos (temperatura, exposi¢des a hormonios e poluentes).
Desta forma, a determinagdo e diferenciagdo sexual ¢ guiada por forcas genéticas (processos
bioldgicos e celulares) e/ou ambientais que determinardo se um peixe vai se tornar macho ou
uma fémea.

De uma maneira geral, ¢ evidente que o processo de determinagdo e diferenciacio
sexual ¢ mais complexo do que se imagina, uma vez que a cascata génica envolvida nestes
processos ¢ altamente complexa.
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