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Resumo

COSTA FILHO, L. C. C. Horménio anti-Mulleriano como marcador biolégico de
precocidade sexual e eficiéncia reprodutiva em bovinos Nelore. 2017. 95 f. Tese -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, Campo Grande, MS, 2017.

O objetivo desta tese € mostrar a fundamentacéo teorica e pratica do hormonio anti-
Mulleriano (AMH) como marcador biolégico de precocidade sexual e eficiéncia
reprodutiva em bovinos Nelore, haja visto que a pecuaria nacional necessita de
mudangas no que tange a sua produtividade, diminuindo custos, acelerando a
producdo e melhorando a eficiéncia da sua cadeia produtiva. O desempenho
reprodutivo é a caracteristica econémica mais importante num rebanho. Reduzir a
idade a puberdade dos bovinos trard muitos beneficios, como aumento na vida
reprodutiva e maior producéo de bezerros, beneficiando toda a bovinocultura. Em
ambos o0s sexos, a idade a puberdade, caracteristica indicadora de precocidade
sexual dos animais, deve ser foco dos programas de selecao, principalmente de racas
zebuinas. A dosagem do AMH constitui uma forma util na deteccdo de puberdade
precoce (baixas concentragdes de AMH) e puberdade tardia (altas concentracoes de
AMH) em humanos. Outro papel importante do AMH € como marcador preditivo da
resposta ovariana para pacientes submetidos a fertilizac&o in vitro, refletindo a reserva
ovariana. O ritmo de secrecdo do AMH em fémeas e machos bovinos ndo esta
estabelecido e o conhecimento desse padrdo € de suma importancia, para que
parametros clinicos de comparacdo de momento de dosagem sejam estabelecidos.
Os fatores da relacdo do AMH com precocidade sexual de bovinos, como marcador
da reserva ovariana e o seu ritmo de secrecao foram estudados e suas respostas
descritas. Os resultados encontrados no primeiro experimento mostram que o AMH,
em bovinos Nelore, ndo apresenta um ritmo circadiano, tendo um ritmo de secrecao
com baixa frequéncia e baixa amplitude. No segundo experimento ndo foi encontrada
correlagéo da concentracdo do AMH com nenhuma das caracteristicas estudadas. No
terceiro experimento nao foi possivel identificar correlacdo entre a classe de
precocidade do pai em relacdo aos bezerros. Nas condi¢cbes do experimento, o AMH
nao pode ser considerado um potencial marcador endoécrino de selecado de doadoras
para PIV nas racas Nelore e Gir, pois 0 horm6nio ndo se correlacionou a nenhuma
das caracteristicas estudadas.

Palavras-chave: PIVE. Reproducdo Animal. Secrecédo hormonal.



Abstract

The objective of this thesis is to show the theoretical and practical foundation of the
anti-Mullerian hormone (AMH) as a biological marker of sexual precocity and
reproductive efficiency in Nelore cattle, given the fact that the national livestock needs
changes in terms of productivity, reducing costs, accelerating production and
improving the efficiency of its production chain. Reproductive performance is the most
important economic characteristic in a herd. Reducing the age of bovine puberty will
bring many benefits, such as an increase in the reproductive life and greater production
of calves, benefiting all bovine animals. In both sexes, the age at puberty, an indicative
characteristic of sexual precocity of animals should be the focus of selection programs,
mainly of Zebu breeds. The dosage of AMH is a useful way to detect early puberty (low
concentration of AMH) and late puberty (high concentration of AMH) in humans.
Another important role of AMH is as a predictive marker of ovarian response for
patients undergoing in vitro fertilization, reflecting the ovarian reserve. The standard
curve or biological rhythm of males and females bovine is not established and the
pattern of this knowledge is of the utmost importance, for which clinical parameters of
comparison of AMH dosing moment are established. The factors of the relationship of
AMH with bovine sexual precocity, as a marker of the ovarian reserve and its biological
rhythm were studied, and their responses have been described. The results found in
the first experiment show that AMH, in Nellore cattle, does not present a circadian
rhythm, having a rate of secretion with low frequency and low amplitude. In the second
experiment no correlation of the HMA concentration was found with any of the
characteristics studied. In the third experiment it was not possible to identify a
correlation between the parent's precocity class in relation to the calves. Under the
conditions of the experiment, AMH can not be considered as a potential endocrine
marker of donor selection for IVP in the Nelore and Gir races, since the hormone did
not correlate with any of the characteristics studied.

Keywords: Animal Reproduction. Hormonal secretion. IVEP
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o Brasil assumiu papel importante na exportacdo de carne
bovina. A base de criagcdo do rebanho nacional é de animais criados a pasto, tendo
como maior grupo genético o Bos indicus, o que possibilita menor custo de producéo
quando essas duas caracteristicas sdo unidas em um unico sistema. A producéo
nacional é realizada na sua maior parte de forma extensiva, e seus indices
zootécnicos de producdo sao muito baixos comparados a outros paises. Com isso faz-
se necessario que os produtores brasileiros adotem novas tecnologias de producéo
incorporando vantagens com aumento na produtividade, consequentemente
possibilitando a exploracdo do ganho com a venda dos animais em escala,
aumentando o capital de giro da propriedade e melhorando a receita a longo prazo
(Cervieri, 2012).

Se 0 pais pretende continuar na lideranca mundial da producdo de carne
bovina, precisa ter como principais metas, melhorar o potencial genético do gado
zebu, principalmente, no que diz respeito a sua precocidade sexual, e ainda melhorar
o desempenho do rebanho de uma forma geral na época da seca (Franco & Brumatti,
2007).

A pecuaria sofre com desempenhos limitados na sua grande extenséo, e as
falhas na reproducdo constituem um dos fatores mais importantes para esse
comportamento (Silva, 2005). Baixas taxas de desfrute, resultantes da reduzida taxa
de gestacdo e elevada idade ao primeiro parto, na média nacional, dificultam os
avancos na producédo de proteina de origem bovina. Nos paises que servem-se das
técnicas de manejo seletivo ha mais tempo que o Brasil, as fémeas, tanto de corte
como de leite e na maioria das vezes Bos taurus, tém o primeiro parto aos dois anos
de idade (Wolfe et al., 1990).

Os custos de manutencéo da propriedade pecuaria necessitam ser reduzidos,
e uma das formas mais rapidas de conseguir tal resultado é diminuir o ciclo de
producdo dos animais (Marcondes et al., 2000)

Para que o ciclo de producdo seja 0 menor possivel, os critérios para
caracteristicas reprodutivas devem ser incluidos na selecdo de bovinos de corte; no
entanto, isto ndo tem ocorrido de forma muito rapida, como o0 que acontece com as

caracteristicas de desenvolvimento ponderal (Pereira et al., 2001).
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A literatura comeca a demonstrar que selecdo de fémeas que parem apos
serem expostas a uma estacao de monta, em contrapartida ao descarte das que néo
parem, possui herdabilidade de moderada a alta (Silva et al., 2003a; Silva et al., 2005).

Desempenho reprodutivo é a caracteristica econémica mais importante em um
rebanho. Melhorar o fator genético, propondo-se reduzir a idade a puberdade,
contribui com o aumento na vida reprodutiva dos animais e, como consequéncia,
maior producdo do numero de bezerros, beneficiando toda a cadeia produtiva
(Cardoso & Nogueira, 2007). Programas de selecdo de novilhas de reposicao
concentram-se em conhecer os processos fisioldgicos que determinam o inicio da
puberdade (Patterson et al., 2006).

Sendo a reproducdo um processo complexo, selecionar diretamente
caracteristicas ligadas a ela €, em muitos momentos, de dificil aplicabilidade,
necessitando-se conhecer e identificar aspectos reprodutivos facilmente mensuraveis,
como variabilidade genética e geneticamente correlacionados com 0s eventos da
reproducdo. Em ambos os sexos, idade a puberdade, caracteristica indicadora de
precocidade sexual dos animais, deve ser foco dos programas de selecéo (Bergmann,
1999).

A dosagem do nivel do horménio Anti-Mtleriano (AMH) constitui uma forma (util
na deteccdo de puberdade precoce (baixas concentracdes de AMH) e puberdade
tardia (altas concentragcbes de AMH) em humanos (Rey et al., 1993; Okay, 2003).
Porém, em bovinos, poucos trabalhos utilizando o AMH como marcador biolégico de
puberdade séo encontrados, e até mesmo seu ritmo de secre¢cdo em bovinos ndo se
encontra descutido na literatura.

O uso das biotecnologias da reproducdo tém contribuido para a melhorar a
eficiéncia reprodutiva do rebanho, € a utilizacdo de biotecnologias da reproducéo
como ovum-pick-up (OPU) e producéo in vitro de embrides (PIV), podendo aumentar
rapidamente o ganho genético, tanto nas linhagens paternas, como na linhagem
materna. Porém, essa tecnologia é dependente de caracteristicas individuais dos
animais expostos a tal. A populagéo folicular apresenta grande variabilidade entre as
doadoras, mesmo tendo alta repetibilidade no mesmo individuo (Burns et al., 2005;
Ireland et al., 2007).

Niveis séricos de AMH podem ter valor significativo na pratica, pois sdo um
marcador preditivo da resposta ovariana para mulheres submetidas a fertilizacéo in

vitro, refletindo a reserva ovariana (Beckers et al., 2002).
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Com essas inforacbes relevantes o objetivo deste trabalho é mostrar a
fundamentcéo tedrica e pratica do AMH como marcador biolégico de precocidade

sexual e eficiéncia reprodutiva em bovinos Nelore.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Precocidade Sexual

A selecéo para elevada precocidade sexual e fertilidade em bovinos, aumenta
a disponibilidade de animais, tanto para comercializagdo, quanto para selecao,
permitindo maior intensidade seletiva e, consequentemente, progressos genéticos
mais elevados e lucrativos (Bergmann, 1999).

Para a expressao do seu potencial genotipico, ressalta-se que 0s animais em
qualquer fase da sua vida (nascimento, pré-puberal, puberdade e maturidade sexual),
devem ser criados de forma a suprirem suas necessidades fisioldgicas para
crescimento e mantenca (Guimarées et al., 2011).

Nos rebanhos bovinos que selecionam animais baseando-se na primeira
paricdo aos 24 meses, a taxa de desfrute pode chegar a 40%. Com estes dados fica
claro que a decisdo de trabalhar com a precocidade sexual tera reflexo direto na
eficiéncia, rentabilidade e comprometimento da empresa rural (Fries & Albuquerque,
1999).

Nenhuma outra caracteristica apresenta tantas possibilidades e alternativas
para ser alterada como a precocidade sexual e, a0 mesmo tempo, nenhuma apresenta
tal potencial e capacidade de impacto econémico sobre o sistema produtivo (Fries,
2007).

A pecuéria nacional tem a sua disposi¢do varios sumarios publicados com
DEP’s (Diferenca esperada na progénie) para algumas caracteristicas associadas a
precocidade sexual, como perimetro escrotal (PE), idade ao primeiro parto (IPP) e
probabilidade de prenhez precoce (3P ou PPP) (Albuquerque & Baldi, 2010).

A medida de PE, normalmente feita aos 365 dias, é utilizada como indicadora
de precocidade. Apresenta vantagem de ser facilmente mensuravel em grandes
populacdes, com estimativas de herdabilidade de moderada a alta, variando de 0,30
a 0,70 (Lobo et al., 1995; Pereira et al., 2000; Dias et al., 2003; Yooko et al., 2007).

A IPP possui herdabilidade de magnitude baixa a moderada, variando de 0,01
a 0,46 (Pereira et al., 1991, Gressler et al., 1998; Mercadante et al., 2000; Dias et al.,
2004). A baixa herdabilidade encontrada para essa caracteristica, indica que a
resposta a selecdo deve ser lenta, pois existe influéncia do manejo reprodutivo
adotado na fazenda. Além disso, muitos selecionadores ainda utilizam a idade e o
peso como critério para o inicio da vida reprodutiva das fémeas, de tal maneira, que
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nao € possivel identificar as novilhas mais precoces, perdendo-se parte da
variabilidade genética (Albuquerque & Baldi, 2010).

A caracteristica PPP pode responder rapidamente a selecdo em virtude das
altas estimativas de herdabilidade, variaveis de 0,50 a 0,73 para novilhas expostas a
estacdo de monta (EM) pela primeira vez entre 14 e 18 meses de idade (Eler et al.,
2002; Silva et al., 2003b; Eler et al., 2004; Silva et al., 2005; Shiotsuki et al., 2009).

Um dos grandes questionamentos existentes sobre a sele¢éo para precocidade
sexual em bovinos, é sobre a vida reprodutiva futura das matrizes expostas
precocemente a EM, apresentando o primeiro parto entre 22 e 27 meses. Trabalhos
evidenciam as comparacfes do desempenho de vacas sexualmente precoces,
expostas aos touros pela primeira vez aos 15-16 meses, e ndo precoces, expostas
aos 24 meses de idade. Os resultados mostram ndo haver diferenca entre os dois
grupos estudados no que diz respeito ao peso médio de seus bezerros apds o primeiro
parto, no tempo de permanéncia no rebanho e nem no peso adulto das fémeas
(Terakado et al., 2008; Terakado et al., 2009ab).

Para iniciar uma selecédo para precocidade sexual em bovinos é necessario
identificar o momento da entrada na puberdade dos animais, e conhecer a fisiologia

de desenvolvimento dessa fase da vida faz-se indispensavel.

2.2 Puberdade

A puberdade tem seu inicio no momento de aparecimento da fertilidade em seus
aspectos fisiolégicos, comportamentais e funcionais; no entanto, todos esses eventos
nao ocorrem sincronizadamente, por isso, varios parametros devem ser combinados
para definir 0 momento em que a caracteristica tem seu inicio (Freneau, 1996).

Em ambos os sexos, a idade a puberdade, é indicadora de precocidade sexual
dos animais, € sumamente importante na sele¢éo reprodutiva, e deve ser considerada
ponto relevante nos programas de melhoramento das racas zebuinas (Bergmann,
1999). A herdabilidade da idade a puberdade € considerada alta (0,61), o que indica
a possibilidade de ser utilizada como fator de selecdo (MacNeil et al., 1984).

Fatores genéticos, condi¢cdes nutricionais pré e pés desmama, manejo e até
linhagem dentro da raca, podem definir direta, e indiretamente, se o animal tera
condicao de iniciar a puberdade mais precocemente ou ndo (Garcia et al., 1987).

Do ponto de vista pratico, a puberdade é atingida quando ha capacidade de

liberacdo de gametas férteis e manifestacdo do comportamento sexual, fato esse
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ocorrendo quando ha ajuste gradativo entre aumento da atividade gonadotrofica e a
habilidade das gbnadas em assumir, simultaneamente, a esteroidogénese e a

gametogénese (Hafez & Hafez, 2004).

2.2.1 Puberdade nos machos

As primeiras mudancas que ocorrem na puberdade séo originarias do sistema
nervoso central, as quais causam alteracdes mediadas pela pulsatilidade hipotalamica
de hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH), estimulando a hipofise anterior a
secretar hormonio luteinizate (LH) e hormonio foliculo estimulante (FSH) (Gonzales,
2002), que por sua vez estimulam, respectivamente, a producéo de testosterona (T)
pelas células de Leydig e a proliferacdo das células de Sertoli (Parks et al., 2003).

Com o amadurecimento testicular, h&d maior sensibilidade a acdo estimulatoria
das gonadotrofinas, principalmente com o aumento dos niveis de FSH,
proporcionando o inicio da espermatogénese (Hafez & Hafez, 2004).

A producgédo de T pelas células de Leydig é controlada pela acdo do LH (Hafez
& Hafez, 2004). A secrecédo de LH é pulséatil e ocorre em episodios irregulares a cada
duas a quatro horas (Noakes et al., 2001). As células de Leydig, localizadas no tecido
intersticial, produzem pulsos de T em resposta a liberacdo de LH (Chenoweth &
Kastelic, 2007). A T permanece concentrada nos tubulos seminiferos pela sua ligagéo
as proteinas ligadoras de andrégenos (ABP). A T é essencial ao funcionamento das
células de Sertoli (Amann & Schanbacher, 1983).

Em resposta ao FSH, as células de Sertoli segregam fluidos e ABP (Amann &
Schanbacher, 1983). O papel da ABP € manter elevadas as concentracdes de
andrégenos no limen dos tubulos seminiferos e epididimo (Noakes et al., 2001). AT
também apresenta papel direto sobre a espermatogénese. Nesta fase, ocorre
aumento do diametro e do lumen dos tubos seminiferos em conjunto com o
crescimento rapido dos érgaos genitais primérios (Hafez & Hafez, 2004). Em sintese
a maior parte da espermatogénese € controlada pela acdo do FSH e da T (Ball &
Peters, 2004).

Para os machos, o critério mais adotado como referéncia € que o touro entra
na puberdade quando apresenta em seu ejaculado motilidade progressiva 210% e
concentragdo espermatica total de, no minimo, 50 milhdes de espermatozoides (Wolf
et al., 1965). O momento da puberdade acontece por volta de quatro semanas apos o

surgimento das primeiras células espermaticas no ejaculado, e aproximadamente
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duas semanas apoOs serem encontrados 0s primeiros espermatozoides moveis no
sémen (Wolf et al., 1965; Killian & Amann, 1972). Outra forma encontrada na literatura
para caracterizar o inicio da puberdade em machos €& apenas identificar o
aparecimento de espermatozoides moéveis no ejaculado (Foot, 1969; Garcia et al.,
1987) ou unicamente o aparecimento de espermatozoide no sémen coletado
(Unanian, 1997).

Nos machos, a identificacdo do momento da puberdade implica em coletas
sucessivas e sequenciais de sémen em todos o0s touros jovens candidatos a selecéo
(Albuquerque & Baldi, 2010).

O conceito de que animais Bos indicus sdo tardios ainda é uma realidade na
literatura mundial, pois o0s mesmos quando comparados aos Bos taurus atingem a
puberdade mais velhos e mais pesados (Perotto et al., 2001; Nogueira, 2004). Porém,
pesquisas brasileiras mostram que bovinos da raca Nelore atingem a puberdade entre
10 e 16 meses, coincidindo com o periodo de grande ganho de peso associado ao
rapido crescimento testicular, aumento da secrecdo de LH e inicio da
espermatogénese (Cardoso, 1977; Castro et al., 1989; Castro et al., 1990; Unanian,
1997, Costa e Silva et al., 2015).

A medida mais utilizada, na pratica, para definir o status puberal é o PE (Lunstra
& Echternkamp, 1982). Em racas europeias de corte o PE pode predizer mais
precisamente o0 inicio da puberdade, com uma correlacdo de 0,65,
independentemente da idade, raca ou peso corporal (Lunstra et al., 1978).

Na raca Guzera, a idade a puberdade dos machos encontrada foi por volta dos
16 a 18,9 meses de idade, com PE apresentando medida de 23 a 25,5 cm. Estudando
207 machos, nos quais 69% atingiram a puberdade com essas caracteristicas (Torres
Janior & Henry, 2005).

Em programas de melhoramento genético no Brasil, a énfase de selecdo para
PE era na medida feita aos 18 meses; entretanto, a partir de 1998, um trabalho com
machos Nelore mostrou que o ponto de inflexdo (crescimento maximo) na curva de
crescimento do PE acontece aos 10,8 meses, 0 que, segundo 0s autores, evidenciaria
0 maior crescimento do parénquima testicular proximo aos 12 meses, sugerindo o
inicio da puberdade (Bergmann et al., 1998).

Correlacbes genéticas favoraveis (quando as duas caracteristicas séo
melhoradas) entre PE aos 12 meses e data do primeiro parto (-0,08) e desfavoraveis
entre PE aos 18 meses e idade ao primeiro parto (0,21), evidenciam que a puberdade

dos machos também ocorreria por volta dos 12 meses de idade (Gressler et al., 1998).
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Se a selecao for realizada com a medida aos 18 meses a maioria dos touros jovens
ja estara no periodo pos-pubere, e a selecdo para maiores medidas de PE nessa
idade, esta associada aos maiores pesos corporais e, possivelmente, a menor
precocidade reprodutiva em ambientes tropicais (Gressler et al., 1998; Quirino &
Bergmann, 1998).

A selecdo do aumento do PE néo trara beneficios econdmicos diretos, porém, o
objetivo geral é conseguir animais mais precoces sexualmente (Bergmann, 1999). A
medida do PE esta correlacionada geneticamente com a idade a puberdade nos
machos e fémeas e com a fertilidade das fémeas geneticamente ligadas aos machos

selecionados (Gressler et al., 1998).

2.2.2 Puberdade nas fémeas

Nas fémeas, a puberdade tem sido considerada como a idade na qual a novilha
ovula pela primeira vez com manifestacdo estral (Notter, 1995; Atkins et al, 2013). O
fato ndo pode ser confundido com estro ndo pubere (que nao é seguido por uma fase
luteal) ou com ovulacado silenciosa que ocorre normalmente antes do estro pubere
(Atkins et al., 2013).

Posteriormente ao nascimento das bezerras, a concentracdo seérica do LH
diminui. Apés 10 semanas de vida, 0 mesmo hormdnio tem seu nivel elevado de forma
gradativa, estabelecendo-se até a 222 semana, quando ocorre o decréscimo na
secrecdo do LH, o que caracteriza uma segunda fase de reducdo da atividade
gonadal. Na puberdade, 0 aumento na secre¢cdo do GnRH provoca um novo aumento
na liberacdo de LH, restabelecendo a atividade gonadal e dando inicio ao periodo de
maturidade sexual (Evans et al., 1992).

Bovinos, apds o nascimento, secretam pequenas quantidades de estradiol (E2),
via foliculos ovarianos, responsaveis por manter a supressao na secrecao do LH, via
retroalimentacdo negativa (Rodriguez & Wise, 1991). Novilhas pré-puberes
ovariectomizadas aumentam a frequéncia e amplitude de picos de secrecéo de LH;
porém, quando as fémeas, também ovariectomizadas, receberam doses de E:
parenteral, a frequéncia pulsatil de LH diminuiu (Day et al., 1984).

O tratamento constante com doses exdgenas de E2, no periodo inicial da pré-
puberdade, pode contribuir para dessensibilizar o hipotdlamo e levar a puberdade
precoce (Schoppee et al., 1995).

Na fase proxima a primeira ovulagéo, verifica-se um aumento na frequéncia de
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pulsos de LH, consequentemente, menor sensibilidade do hipotalamo a
retroalimentagéo negativa exercida pelo Ez (Evans et al., 1992; Kinder et al., 1995). A
frequéncia de picos de LH aumenta no periodo de 40 a 80 dias antecedentes a
primeira ovulagdo (Melvin et al., 1999). A concentracdo de FSH permanece
relativamente estavel no periodo que antecede a ovulacao (Evans et al., 1994).

Na pré-puberdade, cerca de 30 a 80 dias antes da primeira ovulacdo, o aumento
na frequéncia da secrecdo de LH resulta em crescimento dos foliculos antrais e
aumento da producdo de E2. A concentracdo plasmatica de E2 em novilhas,
permanece baixa até um més antes da puberdade, quando tem seus niveis
aumentados de forma gradual até o momento da primeira ovulacdo (Nakada et al.,
2000).

Em novilhas, a maturacdo neural que controla a pulsatilidade e a secrecao de
GnRH, somente estad completa apds a primeira ovulagdo, mesmo que os modelos
fisiolégicos tentem explicar os processos relacionados a puberdade, a exata
identificacdo do mecanismo responsavel permanece pouco compreendida (Cardoso
& Nogueira, 2007).

A identificagdo deste momento de entrada na puberdade das fémeas € bem mais
complicada do que dos machos, uma vez que para a identificacao correta da primeira
ovulacdo sdo necessarios exames ginecologicos ou dosagens hormonais sucessivas
e sequenciais (Albuguerque & Baldi, 2010).

Novilhas Nelore tiveram sua dinamica folicular estudada ecograficamente dos
oito aos 16 meses de idade. Foi observado que a taxa de crescimento folicular
(mm/dia) permaneceu constante, entretanto o foliculo dominante apresentou maior
diametro final com o decorrer da idade (De Lucia et al., 2002). No periodo do estudo
32% das fémeas tornaram-se gestantes aos 15 meses de idade, o que os autores
consideraram precoce, tendo o diametro do foliculo dominante com maior medida
entre 12 e 14 meses. Embora tenha ocorrido um aumento no diametro folicular, a
concentracéo seérica de LH, no estudo, ndo diferiu entre os grupos, sugerindo maior
crescimento folicular nas novilhas precoces sem modificar a concentracao plasmatica
de LH. Este resultado corrobora autores que descrevem novilhas Bos indicus com
maior diametro folicular a partir dos 11 meses (Perry et al., 1991).

Outra forma de manejo seria aumentar a mao de obra das propriedades rurais
para observacao do estro das novilhas, ou o uso de rufides com marcadores, porém
este manejo necessita de mais pessoas no dia-a-dia da propriedade rural. Por esse

fato, normalmente as informacdes reprodutivas das fémeas sdo aquelas que estdo
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associadas a ocorréncia de prenhez precoce ou idade ao primeiro parto (Albuquerque
& Baldi, 2010).

Devido as dificuldades de identificacdo do momento exato da entrada na
puberdade de touros jovens e novilhas, novos estudos estdo buscando o
desenvolvimento de novas metodologias preditivas de puberdade precoce. Entre os
métodos em estudo, um promissor € a concentracdo sérica do horménio AMH que
podera atuar como um marcador para uma possivel deteccédo da puberdade precoce

em machos e fémeas bovinos.

2.3 Hormoénio AMH

A primeira funcdo descrita para o AMH foi referente a sua participacdo na
diferenciacdo sexual no inicio da vida fetal (Lee et al., 1996; Rajpert-De Meyts et al.,
1999). Nos mamiferos ha uma fase bipotencial, em que apresentam estruturas
embrionarias indiferenciadas, ainda comuns a ambos os sexos (Jost et al., 1970). Na
presenca do cromossomo Y, o processo de diferenciagdo é desencadeado pelo fator
de determinacdo testicular através do gene SRY, que induz a formacao dos testiculos
pelas gbnadas indiferenciadas (Mello et al., 2005).

Uma funcdo conhecida do AMH, descrita a mais tempo, € como substancia
inibidora dos ductos de Miller, sendo formada por uma proteina precursora
homodimérica, com duas liga¢gBes de ponte dissulfeto, apresentando massa molecular
de 140 kDa, a qual é clivada proteoliticamente em um fragmento inativo de 110 kDa e
um biologicamente ativo, de 25 kDa na regidao C-terminal (Giuili et al, 1997). Em
humanos, a glicoproteina é produzida ap6s o momento em que ocorre a diferenciacao
dos tubulos seminiferos no testiculo fetal até a maturacéo puberal (Josso et al., 1990).
Em ovinos, foi constatado que a forma predominante do AMH no fluido folicular € a
dimérica de massa molecular 140 kDa (Campbell et al., 2012).

O AMH é uma glicoproteina membro da superfamilia dos fatores de
crescimento transformantes  — TGF- (Cate et al., 1986). Outros componentes dessa
familia agem no controle de processos reprodutivos, como proteinas morfogenéticas
osseas (BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7 e BMP-15), fator de diferenciacdo do
crescimento-9 (GDF-9), ativina-A, fator de crescimento transformante- 3 e inibina
(Silva et al., 2009).

Para medir a acdo do AMH s&o conhecidas duas classes de receptores de

membrana, serina/treonina/kinases. Os do tipo | ndo tem seus mecanismos de acao
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conhecidos, sendo que os mesmos sdo compartilhados com outros membros da
superfamilia. Os do tipo I, ao contrario dos membros da TGF- B, sdo expressos
apenas nos orgaos-alvo do AMH, isto €, nos 6rgaos reprodutivos, onde encontram-
se, por exemplo, nas células mesenquimais que circundam os ductos de Mdller
durante o periodo de regressao e nas gbnadas de ambos os sexos (Baarends et al.,
1994; Rocha et al., 2013). Mesmo nédo sendo conhecidas as funcdes dos receptores
do Tipo I, € necessario que ocorra a sinalizacao pos-receptor, fazendo-se obrigatoria
a fosforilagao do receptor do tipo | (Domenice et al., 2002).

Com a formacao testicular, as células de Leydig produzem T que, em parte, é
desdobrada em di-hidrotestosterona (DHT), e as células de Sertoli fazem a sintese de
AMH. A T é responsavel pelo desenvolvimento dos ductos de Wolf, gerador da
genitalia masculina interna; ja a DHT formara a genitalia externa e o AMH, no mesmo
periodo, fara a inibicdo dos ductos de Muller, para que ocorra a completa diferenciacao
gonadal masculina (Domenice et al., 2002).

No sexo masculino, o AMH secretado pelas células de Sertoli causa atrofia dos
ductos de Muller, que sédo precursores do Utero, cornos uterinos e da por¢ao cranial
da vagina. A auséncia desse hormonio determina a diferenciacdo sexual feminina
(Behringer et al., 1994; Mishina et al., 1996; Rey et al., 2003).

Uma vez que nao se faca presente o cromossomo Y, ndo ha desenvolvimento
testicular, o que ir4 determinar a auséncia de AMH e por conseguinte, o ducto de
Miuiller, precursor da genitalia feminina interna, continuara seu desenvolvimento.
Entéo, o ovario desenvolve-se produzindo Ez, desencadeando a formacéo da genitalia
externa feminina, findando a diferenciacdo feminina (Borges-Osorio & Robinson,
2013).

No homem, o AMH causara a regressao dos ductos de Miiller e continuara
sendo produzido até a puberdade. Apos este periodo, os niveis decrescem lentamente
até atingirem valores residuais. Nas mulheres, o AMH comeca a ser produzido em
pequenas quantidades pelas células da granulosa ovariana logo apés o nascimento
até a menopausa, tornando-se indetectavel no soro apos este periodo, agindo por
meio de uma diminuicao da atividade da enzima aromatase nas células da granulosa
(Okay, 2003).

O AMH exibe atuacdo complexa relacionada a presenca deste hormonio em
tumores da granulosa e da teca em fémeas e tumores de células de Sertoli em
machos, por exemplo. Em animais, 0s seus niveis séricos se tornam extremamente

baixos, ndo havendo forma de quantificacdo. Entretanto, em mulheres, esses niveis
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serdo mais elevados que o padrdo, quando as mesmas apresentam tumores
ovarianos de célula da granulosa, atuando como marcador especifico e sensivel
(Gustafson et al., 1992; Rey et al., 1996).

Em bovinos o AMH atua como biomarcador (altas concentragdes) néo invasivo,
mais confiavel para diagndstico de tumores das células da granulosa e teca, mesmo
qguando foi comparado com as concentracdes de inibina ou esteroides ovarianos (El-
Sheikh Ali et al., 2013).

Estudos com cées machos, de trés a 15 anos, para investigar a relagao do AMH
com tumores nesses animais, detectaram que os portadores de tumor de células de
Sertoli, tiveram expressdo de AMH através da imunohistoquimica, quando
normalmente os cdes machos dessa idade ndo apresentariam nenhuma leitura de
AMH, tornando o horménio um marcador util de células neoplasicas de Sertoli em caes
adultos (Banco et al., 2012).

Em 1986 foi identificado o gene do AMH em humanos (Cate et al, 1986),
descrita sua localizacéo no bracgo curto do cromossomo 19 (Cohen-Haguenauer et al.,
1987). Na atualidade novas informacdes foram descritas, mostrando que apresenta
apenas 2,75 kpb de comprimento, com 5 éxons, caracterizando-se por ter muitas
ligacdes guanina-citosina na porcédo que codifica o dominio bioativo C-terminal (Rey
et al., 2003).

Outras espécies também ja tiveram o gene do AMH identificado, tais como
camundongos (King et al., 1991), ratos (Haqq et al., 1992), e suinos (Lahbib-Mansais
et al., 1997).

2.3.1 AMH em machos

O AMH pode ser um marcador da maturacdo das células de Sertoli na
puberdade de humanos do sexo masculino, através de seu receptor do tipo Il e o
receptor de androgeno (RA). As células de Sertoli apresentam expresséo reduzida do
AMH, o que esta relacionado intimamente com o aparecimento da espermatogénese
(Almeida et al., 2012). Tal fato engloba perda de atividade proliferativa, aparecimento
das juncdes intercelulares e prové suporte a espermatogénese, propondo entdo que
o AMH circulante permaneca baixo durante os dois primeiros dias apds 0 nascimento,
mas eleve-se rapidamente, mantendo-se alto até o momento da puberdade, quando
sua quantificacdo decresce a valores minimos nos adultos (Josso et al., 1990; Lee et
al., 1996).
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Na fase fetal e neonatal de humanos, devido a insensibilidade androgénica que
acontece neste periodo, as concentracbes sericas de AMH e T encontram-se
elevadas, dado que as células de Sertoli, as quais sdo responsaveis por secretar o
AMH, ndo apresentam RA, que por sua vez sdo encarregados, através de uma agao
paracrina, de inibir a secre¢do de AMH, permitindo que o AMH e a T estejam presentes
nessa fase da vida de forma simultanea (Boukari et al., 2009).

Os niveis de AMH controlam a sintese de andrégenos, o que é explicado em
camundongos, quando foram encontrados dados que sugerem tal fato. Quando o
AMH circulante esta em niveis elevados, o hormdnio faz a supressao da transcrigdo
do gene P450c17 que codifica a producao tanto da enzima 17,20-desmolase, quanto
da enzima 17-a-hidroxilase, sendo as duas substancias envolvidas na sintese de T
(Teixeira et al., 1999), ou seja, quando as concentracdes do AMH estdo elevadas as
de T encontram-se baixas.

Em equinos, o0 AMH expresso pelas células de Sertoli diminuiu enquanto os RA
aumentaram, a medida que houve maturacdo das funcdes reprodutivas. Ainda &
possivel encontrar altas expressées do AMH nas células de Sertoli fetais, neonatais e
em testiculos pré-puberes (Bilinska et al., 2004; Ball et al., 2008). Ainda em equinos
sugere-se que concentracfes séricas de AMH sdo significativamente maiores em
potros recém-nascidos, quando comparados as potras e mais elevadas em potros pré-
puberes do que em garanhdes (Claes et al., 2013). Esses dados sugerem a
associacao das alteragcfes no que diz respeito a expressao do AMH com seu receptor
e a diferenciacao das células de Sertoli durante a puberdade (Almeida et al., 2012).

Para suinos, os resultados evidenciam a mesma resposta para expressdo do
AMH na imunohistoquimica, o qual foi detectado em células de Sertoli de suinos com
dois meses de idade, desaparecendo completamente a partir dos seis meses de idade
(Kao et al., 2012).

Em humanos, estudos na medicina pediatrica tém sugerido que a dosagem do
AMH constitui um instrumento Util para o diagndstico de puberdade precoce (baixa
concentracdo de AMH) e a puberdade tardia (altas concentra¢cées de AMH), tornando
o hormdnio um potencial marcador de precocidade sexual (Rey et al., 1993; Perez &
Guerra Junior, 2000). Um grande declinio de AMH é observado quando os valores
séricos de T se elevam acima de 1,9 ng/mL (correspondendo ao estagio puberal P3 -
desenvolvimento de pelos escuros e asperos sobre o pubis), independentemente do
nivel de FSH, jA que em puberdade precoce, dependente ou independente de

gonadotrofina, a evolucdo do AMH € a mesma (Perez & Guerra Juanior, 2000).
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Relatos de bovinos Bos taurus, demonstram diferenca quanto aos niveis de AMH
circulante em relacdo a idade. Bezerros Holstein-Friesian mantiveram os altos niveis
séricos de AMH até os cinco meses de idade, quando entdo as concentracfes do
hormoénio baixaram (Rota et al., 2002), mas, para a raga Japanes Black Bull, os dados
mostraram comportamento dos niveis de AMH distintos, neste experimento as
concentracfes de AMH sérico aumentaram do nascimento (123,5 + 9,8 ng/mL) até o
segundo més de vida (254,6 + 14,1 ng/mL), quando entdo as concentracdes
diminuiram gradativamente até os seis meses (42,9 + 10,0 ng/mL). Neste mesmo
experimento, os niveis de T foram estaveis até o terceiro més, passando de 1,00
ng/mL no quarto més e aumentando significativamente a partir do quinto més de idade
dos bezerros (Kitahara et al., 2016).

Em bovinos Bos indicus (Nelore), a concentracdo sérica do AMH em animais nao
puberes é elevada, comportamento esse inverso ao da T. Nos animais puberes
acontece uma inversdo dessas concentracdes, em que os niveis de AMH sao
reduzidos e os da T se elevam, resultados esses que demonstram que o AMH também
revela-se como um possivel marcador biolégico de precocidade sexual em machos
bovinos (Queiroz, 2014).

Em bovinos, o inicio da puberdade esta intimamente relacionado a habilidade
das células de Leydig em responder ao estimulo do LH produzindo T, que ira atuar
controlando a diferenciagdo das células de Sertoli em varias de suas funcdes
(Boockfor et al., 1983). O FSH também contribui com o processo de diferenciacdo das
células de Sertoli e a sintese de fatores de crescimento por essas células, que
promovem a maturacdo das células de Leydig, tornando-as aptas a responder aos
estimulos crescentes do LH (Walker & Cheng, 2005).

Os aumentos mais significativos das concentracdes plasmaticas de T
coincidiram com as mudancas morfologicas visualizadas no nucléolo e nucleo das
células de Sertoli a partir da 262 semana, em bovinos. Este achado corrobora o
conhecimento de que a atividade das células de Leydig influencia a maturacdo das
células de Sertoli através da secrecao de T (Aguiar et al., 2006).

Na fase adulta, sugere-se que ocorra uma regulacéo antagbnica entre AMHe T,
sendo que a T parece exercer um efeito supressor sobre a secre¢cdao do AMH pelas
células de Sertoli. Nestes momentos, 0s RA ja estdo expressos nas células de Sertoli
e a T encontra-se em alta concentracao intratesticular. Assim a T atua nos RA, através
da acao paracrina, inibindo a secre¢do do AMH pelas células de Sertoli (Pasqualini et
al., 1981; Rey et al., 2003).
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2.3.2 AMH nas fémeas

O AMH é sugerido como atuante nas fémeas de camundongo no que diz
respeito a foliculogénese, pois possui um padrdo de expressdo nas células da
granulosa (Durlinger et al., 2002a). Esse horménio € encontrado no fluido folicular de
mulheres (Takahashi et al., 2008).

Apesar de o AMH ser utilizado como marcador de reserva ovariana e preditor
da resposta ovariana em mulheres (Van Rooij et al., 2002), pois seus niveis séricos
sdo mensuraveis, seu papel no desenvolvimento folicular ainda ndo é bem definido.

Resultados de pesquisas mostram que o AMH atua inibindo a ativacédo de
foliculos primordiais e reduzindo a sensibilidade dos foliculos em desenvolvimento a
acao do FSH em camundongos (Durlinger et al., 1999).

A expressdo ovariana de AMH é observada, em mamiferos, nas células de
foliculos em crescimento através dos receptores especificos do tipo Il (AMHRII),
sendo que grande parte dos trabalhos propde a expressao de AMH nas células da
granulosa de foliculos primérios como o inicio da sintese, e a sua maxima producéo
em foliculos secundarios e antrais iniciais (Rocha et al., 2013). Sua atuacao envolve
atividades relacionadas ao desenvolvimento folicular, desde o controle da formacéo

do foliculo primordial até a manuteng&o da dominancia folicular.

2.3.2.1 Acao do AMH na formacéo de foliculos primarios

O desenvolvimento folicular em bovinos inicia-se com a ativagéo dos foliculos
primordiais, seguido de seu crescimento e desenvolvimento continuo até culminar
com a ovulacdo ou atresia. Entretanto, 0os mecanismos precisos envolvidos no
controle do inicio desse crescimento continuo e na determinagcdo do numero de
foliculos primordiais que comegam a crescer ainda nao estdo bem estabelecidos. O
que ja foi elucidado é que o crescimento dos foliculos pré-antrais parece ser
dependente de interagcbes entre o ovécito e as células da granulosa, bem como da
secrecdo de fatores locais (Oliveira et al., 2011).

Diversos mecanismos e elementos estao envolvidos na selecgéo folicular se inter-
relacionando em mecanismos de causa e efeito, com pouco esclarecimento sobre

todo o processo envolvido. As gonadotrofinas (GD) e seus receptores e fatores
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produzidos localmente estdo envolvidos no desenvolvimento folicular e qualidade
ovocitaria (Webb et al., 2003). No entanto, o real fator desencadeador de todo o
processo de selecdo ainda permanece desconhecido, embora se entenda que o
conjunto de eventos que atuam neste processo seja gradativamente organizado
(Oliveira et al, 2011).

O tamanho do pool folicular primordial € um processo critico. Em primatas e
ruminantes essa etapa ocorre durante o desenvolvimento fetal e, em roedores, pouco
depois do nascimento (Smitz & Cortvrindt, 2002). Durante esses acontecimentos de
formacao, moléculas de sinalizacao extracelulares fazem parte do processo, tais como
progesterona, estrogeno, fator de necrose tumoral-a, ativina —A e AMH (Morrison &
Marcinkiewicz, 2002; Kezel & Skinner, 2003; Bristol-Gould et al., 2006; Rocha et al.,
2013).

Foi relatado em um estudo do cultivo in vitro de ovarios de ratas recém
nascidas, que houve diminuigcao significativa da formacgéao dos foliculos primordiais em
ovarios tratados com AMH (Nilsson et al., 2007). Sugere-se, também, que o AMH
tenha papel fundamental na manutencdo dos corddes ovigeros para prevenir a
formacao folicular prematura (Rocha et al., 2013). Isso demonstra que o hormonio
pode interferir na formacéao folicular, retardando a producéo de foliculos, pois em
ovarios de ratas neonatas foi encontrada expressdo de RNAm para AMH na fase de

transicao entre ovdcitos e foliculos primordiais (Kezele et al., 2005).

2.3.2.2 Acao do AMH na ativacao de foliculos primarios

Logo apls a formacdo, a proxima etapa envolvida na foliculogénese é a
ativacdo dos foliculos primarios, os quais alcancam transformagfes nas células da
pré-granulosa, passando de formato pavimentoso a cuboidal (Martins et al., 2008).
Neste ponto, o0 AMH exerce um efeito inibitorio no desenvolvimento de foliculos em
estagio inicial (Durlinger et al., 1999), em contraste com a maioria dos membros da
superfamilia TGF-f, que possuem papel estimulatério (Silva et al., 2009).

Ha uma reducdo da metade dos foliculos em crescimento, apés cultivo de
ovarios de camundongas neonatas na presenca do AMH, indicando que o0 mesmo
exerce controle de inibicdo do pool de foliculos primordiais, funcionando como fator
de crescimento inibitério durante estagios iniciais (Durlinger et al., 2002b).

Entretanto, em humanos ndo houve diferenca percentual de foliculos

primordiais nos tecidos ovarianos tratados e nao tratados com AMH (Carlsson et al.,
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2006), ou até mesmo houve aumento no desenvolvimento de foliculos em
desenvolvimento, apods cultivo de quatro semanas do tecido ovariano (Schmidt et al.,
2005).

Um estudo com ovinos in vivo, mostraram que ha diferenca entre espécies na
atuacao do AMH no processo de ativacao folicular, pois quando os animais foram
imunizados para o horménio, 0 mesmo néo afetou a taxa de ativacdo de foliculos
primordiais (Campbell et al., 2012).

A maior producéo do AMH deriva dos foliculos em desenvolvimento (primarios,
secundarios e antrais iniciais), evidenciando que o papel desta substancia na ativacao
folicular primordial ainda € pouco elucidada, apesar de varios estudos na area, o que
sugere que existe uma regulacao paracrina envolvida nesta categoria folicular (Rocha
et al., 2013).

Outro aspecto que ndo apresenta elucidacdo completa do papel do AMH é que,
mesmo sendo produzido na sua maior quantidade pelos foliculos antrais iniciais, o
hormonio esta envolvido no mecanismo de inibicdo do pool de foliculos na emergéncia
folicular (Durlinger et al., 2002a). FEmeas bovinas Bos indicus apresentam maior
populacédo folicular em contagem ecografica e maior concentracdo de AMH, quando
comparadas as Bos taurus (Batista et al., 2014), porém foi demonstrado previamente
que a populacéo de foliculos primordiais foi menor em animais Bos indicus do que em
Bos taurus (Silva-Santos et al., 2011). Com isso, demostra-se a possibilidade de que
a alta concentracdo plasmatica de AMH em novilhas Bos indicus contribua para

menores taxas de atresia folicular (Baruselli et al., 2015).

2.3.2.3 AMH no crescimento folicular

Logo apos a ativacdo os foliculos primordiais evoluem a primarios e, a seguir,
foliculos secundarios, compostos por duas a trés camadas de células da granulosa e
uma camada de células da teca. Até esse momento, o foliculo encontra-se em fase
pré-antral e, a partir de entdo, inicia-se o crescimento antral (Van den Hurk & Zhao,
2005).

A fase antral € marcada pela modificacdo do foliculo secundario em terciario,
multiplicando as camadas da granulosa e formando a cavidade repleta de fluido, o
gual serve como fonte de substancias reguladoras ou moduladoras, como

gonadotrofinas, esteroides, enzimas proteoglicanas, lipoproteinas e fatores de
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crescimento. O desenvolvimento do foliculo antral é caracterizado pelo crescimento
basal, recrutamento, selecdo e dominancia (Van den Hurk & Zhao, 2005).

O crescimento folicular pode ser dividido em duas fases, uma responsiva as
gonadotrofinas, transicao de foliculo secundario para terciario, e outra dependente de
gonadotrofinas, com crescimento continuo além do estagio terciario (Kumar et al.,
1997). Durante a fase dependente, a sensibilidade individual folicular ao FSH € que
define sua selecdo ao desenvolvimento ou atresia (Osman, 1985).

Em bovinos, o desenvolvimento folicular até 4 mm nédo é dependente da acao
de gonadotrofinas, sendo causado por outros fatores. Entre 4 e 9 mm o crescimento
€ dependente de FSH e a necessidade de LH inicia-se a partir de 9 mm de diametro,
quando o foliculo torna-se pré-ovulatorio (Gong et al., 1996). Outro fator que acredita-
se estar envolvido no processo de selecao folicular € o AMH (Durlinger et al., 2001).

Em células da granulosa de foliculos em desenvolvimento, estagio primério até
antral inicial, hA um padrdo de expressdo do AMH, o que leva a acreditar que o
horménio tem efeito sobre o crescimento folicular (Weenen et al., 2004).

Em camundongas nocaute para AMH, foi confirmada a hipétese de que existe
maior proporcao de foliculos em desenvolvimento quando comparada com as do
grupo controle, independente dos niveis de FSH, o que sugere que, na auséncia do
AMH, os foliculos sdo mais sensiveis ao FSH (Durlinger et al., 2001); porém em
relacdo ao numero de foliculos pré-ovulatorios de fémeas nocaute para AMH, néo
foram encontradas maiores proporg¢des que a do grupo controle (Durlinger et al.,1999).

Na espécie ovina, os achados ndo sdo os mesmos, pois quando a biotividade
(imunizadas com anti-AMH) do AMH em ovelhas foi realizada, resultou em uma
diminuicdo dos foliculos pré-antrais tardios e antrais iniciais, além de aumentar a
proporcao de foliculos antrais tardios e a taxa de ovulagdo (Campbell et al., 2012).

O mecanismo de acdo do AMH sobre o FSH pode ser explicado por um efeito
direto do AMH na transcricdo da aromatase, enzima conversora de andrégenos em
estrogenos, expressa nas células da granulosa, da mesma forma que os receptores
de FSH. H& uma reducdo dose-dependente na atividade do promotor especifico da
aromatase ovariana Il (Pellat et al., 2011).

Os resultados da literatura sdo muito conflitantes no que diz respeito a interacao
AMH e FSH. Em saguis, quando ocorre supressao da acao gonadotrofica, resulta em
atenuacado da expressdo do AMH, o que aponta para uma acao estimulatéria do FSH
sobre o horménio (Thomas et al., 2007).
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Na espécie bovina os relatos mostram, que no cultivo in vitro de células da
granulosa na presenca de FSH resultou na forte inibicdo da secrecdo de AMH pelas
células de foliculos de 3-5 mm (Rico et al., 2011).

Mesmo com todas as discordancias literarias a respeito da acédo do FSH e do
AMH, a maior parte dos estudos indica que o AMH diminui a sensibilidade dos foliculos
ao FSH, desempenhando, portanto, importante papel na selecdo folicular para
dominancia (Rocha et al., 2013).

Os efeitos do AMH sob a forma com que os foliculos respondem ao FSH pode
determinar a dindmica do processo de selecao folicular (Durlinger et al., 2002a). No
decorrer da selecdo um grupo de foliculos € destacado do conjunto de foliculos em
crescimento, os quais produzem AMH, para que seu desenvolvimento tenha
continuidade até o estagio pré-ovulatorio (Visser & Themmen, 2005). A concentracéo
de FSH requerida, para continuar crescendo, para cada foliculo, dependera do estagio
em que o0 mesmo se encontra (Mcgee & Hsueh, 2000). Uma vez afetada a
sensibilidade dos foliculos ao FSH, o AMH pode desempenhar papel importante,
determinando a progressao de alguns foliculos até a ovulagédo (Rocha et al., 2013).

O papel inibitério do AMH na ativacdo de foliculos primordiais para o pool
folicular, como ja citado anteriormente, tem o papel de evitar a deplecdo prematura da
populacao folicular (Baruselli et al., 2015). A concentracdo sérica do AMH decresce
assim como o numero de foliculos ovarianos conforme a idade em roedores (Kevenaar
et al.,, 2006) e mulheres (Piltonen et al., 2005). Em bovinos, foi verificada,
recentemente, maior concentracdo plasmatica de AMH em bezerras quando
comparadas as novilhas ciclando, independente se Bos indicus ou Bos taurus (Batista
et al., 2015).

2.3.2.4 AMH como marcador de reserva ovariana

Medir diretamente o pool de foliculos primordiais é impossivel, sendo uma
estimativa indireta, feita a partir do nimero de foliculos em crescimento (Scheffer et
al., 1999). Entdo, encontrar um fator primariamente secretado pelos foliculos em
crescimento reproduzird o tamanho da onda de foliculos primordiais (Scheffer et al.,
2007).

Van Rooij et al. (2002) foram os primeiros autores a sugerir que a concentracao
sérica basal de AMH, no terceiro dia do ciclo, poderia funcionar como um marcador

da funcédo ovariana. O AMH expresso pelos foliculos em crescimento até a dominancia
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(Durlinger et al., 2002a; Durlinger et al, 2002b) pode ser detectado em nivel sanguineo
(Lee et al, 1996, Scheffer et al., 2011), o que faz deste horménio um potencial
marcador de reserva ovariana e pool folicular.

O marcador de reserva ovariana mais utilizado na atualidade é o nivel basal de
FSH; porém, pode ndo expressar na totalidade os resultados quando comparados
com o AMH. Registros na literatura mostram que 0s niveis basais de AMH
permanecem constantes (20-25 pmol/L) entre 18 e 29 anos de idade, e a partir dos 30
anos comecgam a cair rapidamente, atingindo 10 pmol/L por volta dos 37 anos em
mulheres. Mesmo com a queda de 50% do AMH, os niveis basais de FSH
praticamente ndo se alteram, sugerindo que o AMH é um marcador da reserva
ovariana superior aos niveis basais de FSH (Tremellen et al., 2005)

O AMH tem pouca oscilagdo dos seus niveis plasmaticos durante todo o ciclo
menstrual em mulheres, ao contrario do que acontece com o LH, FSH e estradiol (E2),
indicando que sua dosagem pode ser feita em qualquer momento do ciclo, com uma
Gnica mensuracao (Hehenkamp et al., 2006). O mesmo pode ser concluido em relacao
ao fato de diferenca entre ciclos, sendo que a dosagem do AMH € um critério superior
a contagem de foliculos antrais (CFA) e mensuracdo sérica de inibina-B, E2, FSH e
LH (Fanchin et al., 2003, 2005a; Van Rooijj et al., 2005; Van Disseldorp et al., 2010;
Satwik et al., 2012).

Ainda em mulheres a literatura demonstra que valores iguais ou inferiores a 1,26
ng/mL indicam reducédo da reserva ovariana, com sensibilidade de 97% (Gnoth et al.,
2008). O AMH é preditivo da menopausa, sendo que a associagcdo entre o seu nivel
sérico e idade feminina pode ser uma predicao da época aproximada em que tal fato
vai ocorrer (Broer et al., 2011).

Existe correlagdo positiva de 0,77 dos valores séricos de AMH e o numero de
foliculos antrais em mulheres (Van Rooij et al., 2002); porém, a maior concentracao
de AMH é encontrada no fluido folicular de pequenos foliculos antrais, quando
comparado aos foliculos pré-ovulatérios, salientando que o0s niveis séricos do
horménio refletem o pool de pequenos foliculos antrais (Andersen & Byskov, 2006).

Os resultados em bovinos mostram o AMH como um marcador de reserva
ovariana em potencial desenvolvimento. Avaliacfes seriadas de bovinos de 12 a 18
meses, demonstraram que as fémeas com maior CFA (mais de 25 foliculos maiores
gue 3 mm) possuem alta expressao de RNAm para AMH nas células da granulosa,
enguanto animais com baixa contagem (menor que 15 foliculos) tem AMH em niveis

mais baixos. Outro ponto importante € de que a CFA apresenta alta repetibilidade
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dentro de um ciclo estral; esse fato nao se repete entre 0os animais da mesma espécie,
sendo observadas variacfes de até sete vezes de um individuo para outro (Ireland et
al., 2008; Souza et al., 2015). Fato que mostra variacao entre fémeas, no entanto alta
repetibilidade em um mesmo individuo (Ireland et al., 2008; Monniaux et al., 2012).

A amostra sanguinea pode ser coletada em qualquer momento do ciclo estral
para mensurar o AMH (Baruselli et al., 2015). Porém, quando fémea passa por um
tratamento superestimulatério com FSH, esta caracteristica ndo tem a mesma
resposta, pois a concentracdo de AMH parece ser maior que os niveis fisiologicos
normais. Este fato deve ser devido ao crescimento de pequenos foliculos que ndo sao
detectaveis pela imagem ultrassonografica, ou que o tratamento com FSH aumente a
secrecdo de AMH pelas células da granulosa, necessitando de mais estudos para
definir esse parametro (Rico et al., 2009; Rico et al., 2012).

A dosagem de AMH em bovinos, mostra-se estreitamente relacionada ao
namero de foliculos antrais de 3-7 mm de diametro. Essa porcentagem de foliculos da
populacao ovariana possui uma maior concentracao folicular do AMH e expressao de
RNAmM para o horménio (Rico et al., 2009).

O AMH segue perfil especifico durante o ciclo estral, que ocorre
independentemente das ondas foliculares em vacas. O padréo de secrecao indica
que, apOs o primeiro estro, ha diminuicdo dos niveis do hormdnio, seguida por
aumento até alcangar o segundo estro (Rico et al., 2011).

Em bovinos o0 AMH apresenta correlacao positiva com a populagédo ovariana de
foliculos antrais de diferentes grupos genéticos (Baldrighi et al., 2013; Batista et al.,
2014), havendo grande variacdo na concentracdo do AMH entre os grupos (Batista et
al., 2014; Guerreiro et al., 2014, Ribeiro et al., 2014).

Quando foram comparadas fémeas Bos indicus e Bos taurus, as primeiras
apresentaram maior populacéo ovariana de foliculos antrais e concentracédo superior
de AMH (Batista et al., 2014).

Em ovinos, a concentracdo plasmatica de AMH é um marcador confiavel do
status ovariano de borregas pré-puberes, podendo ser esse valor Gtil na selecéo de
ovelhas de reposicdo com maior fertilidade (Lahoz et al., 2012).

2.3.2.5 AMH na producao de embrides in vitro (PIV)

Os niveis séricos de AMH podem ter valor significativo na pratica, pois sao um

marcador preditivo da resposta ovariana para pacientes submetidos a producéao de
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embrides in vitro (PIV), refletindo a reserva ovariana (Beckers et al., 2002). O numero
de ovacitos recuperados esta diretamente relacionado aos niveis séricos de AMH,
apresentando correlagéo positiva de 0,57 em humanos (Van Roojj et al., 2002).

Trabalhos demonstram relacéo positiva do AMH com a qualidade ovocitaria em
mulheres (Fachin et al., 2005ab), numero de ovdcitos aspirados (Riggs et al., 2011) e
taxa de gestacéo e nascimento vivos (Glicher et al., 2010). Os niveis de AMH no fluido
folicular relacionaram-se significativamente com a taxa de fertilizacdo dos ovacitos,
em geral, os niveis de AMH dos ovdcitos fertilizados foram 3,42 vezes maiores que 0S
nao fertilizados: 2,40 + 3,48 ng/mL; 0,70 £ 1,01 ng/mL (Takahashi et al., 2008).

Em mulheres existe correlacdo moderada e positiva dos niveis de AMH basal
com o numero de embrides em estagio de clivagem, sugerindo que a concentracéo
de AMH pode ter correlagdo moderada com o desenvolvimento de blastocistos na PIV
(Sills et al., 2011).

O AMH, juntamente com a idade da mulher, podem ser utilizados para estimar a
chance de sucesso do procedimento de PIV em casais inférteis, nos quais o fator
masculino seja descartado (Lee et al., 2009; La Marca et al., 2011). Em mulheres
jovens a concentracdo do AMH também pode ser utilizada para prever o resultado da
recuperacdo de ovocitos apds estimulacdo ovariana, porém os resultados deste
estudo nado levaram em consideracao a taxa de gestacao (Riggs et al., 2011).

A concentragao do AMH no terceiro dia do ciclo menstrual apresenta correlacao
com CFA, numero de ovocitos recuperados na aspiracdo folicular, numero de
embrides obtidos e nivel de AMH no 18° e 20° dias, sendo inversamente relacionada
a idade e ao nivel de FSH. O mesmo trabalho mostrou que o AMH esta relacionado a
taxa de gestagcédo obtida em programas de PIV, sendo que valores acima de 1,15
ng/mL determinam maior chance de gravidez (Martins, 2012).

A avaliacdo da capacidade de producao de embries de uma doadora bovina
pode ser estimada pelo nivel sérico de AMH (Monniaux et al., 2010). O mesmo pode
ser observado para cabras, em que a concentracao circulante de AMH é capaz de
predizer a capacidade de uma doadora produzir nimero elevado ou baixo de embriées
de alta qualidade (Monniaux et al., 2011).

2.4 Cronobiologia

A producdo animal esta relacionada as suas possibilidades de produtividade

biolégica, o que depende de muitos fatores como fluxo de energia e sua
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adaptabilidade ao ambiente de criacdo (Starling et al., 2005). A cronobiologia &
entendida como a ciéncia ou disciplina que estuda os ritmos biolégicos presentes nos
organismos vivos e as estruturas anatdmicas e mecanismos fisiolégicos em que estes
se baseiam (Silva & Nobre, 1993).

Do ponto de vista da cronobiologia, a reproducdo é um conjunto de ritmos
agrupados dentro de outro ritmo de maior periodicidade (De la Inglesia & Schawartz,
2006).

Curvas de resposta obtidas de varias espécies animais e vegetais mostram que
fatores ambientais, tais como iluminacédo, temperatura e manejo tém efeito importante
sobre a expressao do ritmo enddégeno, promovendo ajustes através de mecanismos
bioldgicos especificos e dentro de limites bem definidos para cada espécie (Rotenberg
et al., 1997).

Os sinais ciclicos ambientais com periodos estaveis, permitem que 0s
organismos se adaptem ao meio, e antecipar as mudancas periddicas de luz e
temperatura. Ciclos geofisicos regulares parecem ter efeito em uma pressao de
selecédo sobre os seres vivos, esta influéncia se observa na persisténcia dos ritmos
em condi¢gbes constantes de sua duragdo correspondente, com a ritmicidade de
aproximadamente 24 horas (Pittendrigh, 1993).

Para compreensao das a¢cdes hormonais € necessario o conhecimento do seu
ritmo biolégico. As manifestacdes ocorrem em periodos que podem variar de
milissegundos, como o disparo de neurbnios ou batimento de flagelos de
espermatozoides, até mesmo anos, como o ciclo reprodutivo da cigarra americana
que varia de 13 a 17 anos (Marques et al., 1997).

A origem enddgena das oscilagfes circadianas em um organismo, requer um
mecanismo a nivel celular e molecular que sédo controlados por formas genicas de
retroalimentacdo e transcricdo-traducdo (Moor & Eichler, 1972). A maquinaria
molecular do relogio circadiano esta presente em todas as células (Schibler &
Sassone-Corsi, 2002).

O padréo temporal do ritmo biolégico pode ser classificado de acordo com a
duracéo do seu periodo em ritmo circadiano (do latim circa — em torno de; e dien —
dia), cujo periodo estende-se de 20 a 28 horas, dependendo da espécie; ritmos nao-
circadianos, agrupados em infradiano, que € um ritmo de baixa frequéncia, com
periodos maiores que 28 horas, como exemplo o ciclo reprodutivo e a producdo de
plaguetas no sangue de mamiferos (7 dias); e ultradianos, oscilagdes de batimento

rapido, com periodos que podem chegar a 20 horas, como é o caso dos batimentos
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cardiacos e da respiracado (Marques & Menna-Barreto, 2003; Tapia & Anaya, 2016).
Em resumo, os ritmos circadianos: sdo enddgeno, multisistemicos e capaz de
sincronizar as mudancas ambientais (Tapia & Anaya, 2016).

Existem muitas controvérsias acerca dos ritmos que nao tém correlatos
ambientais. Os ritmos n&o-circadianos sdao em alguns casos, contestados por
cronobiologistas, que alertam ao fato desses ritmos nédo serem de facil caracterizacao,
tal como se faz com os ritmos circadianos. Ao contestar, os autores explicam que os
ritmos ultradianos séo considerados como pulsatilidade dos sistemas fisioldgicos, e
os infradianos seriam consequéncia natural do intervalo de maturacdo ou
desenvolvimento de organismos e processos (Hastings et al., 1991).

Nem todos os ritmos n&o-circadianos estdo desagregados de um ciclo
ambiental, pois o ciclo das esta¢Bes do ano controla diversos fendmenos biol6gicos
em habitats muito diversos. O ciclo lunar e seus correlatos, as marés, sao importantes
para muitas espécies, relacionadas com as frequéncia rapida e lenta, sendo
dependentes dos dois pulsos diarios de atividade, cheia e vazante, configurando,
dessa forma, um ritmo ultradiano. Outros ritmos como o0s da reproducao, tem suas
fases ligadas a determinadas fases do ciclo lunar, que apresenta aproximadamente
29 dias, sendo, portanto, infradiano (Marques et al., 1997).

Os ritmos circadianos sédo determinados por um reldgio biolégico determinado
geneticamente, que é capaz de sincronizar diariamente o ciclo luz e escuro
(Pittendrigh, 1993). A sincronizacdo do reldgio circadiano resulta da interagdo entre
osciladores enddgenos e variaveis ciclicas ambientais (Aschoff, 1960).

O ritmo circadiano é intrinseco a determinados hormonios. A ritmicidade
ultradiana serve para controlar a ocorréncia de processos metabdlicos e
comportamentais em uma série de eventos simultaneos com eficiéncia maxima
(Araujo & Marques, 1997). O comeco do sono, no ciclo claro/escuro, apresenta efeito
de ajuste de fase sobre a ritmicidade ultradiana da secrecéo de todos os hormoénios
influenciados pelo sono (prolactina, GH e o LH na puberdade). O momento no qual
existe aumento da magnitude do GH e do LH na puberdade, esta associado ao sono,
depende da hora circadiana em que o sono ocorre (Van Cauter & Refetoff, 1985). Em
seres humanos, as concentracdes de GH durante a noite (22:00 as 23:00 horas) séo
mais elevadas, e as de cortisol menores, 0 que se inverte no periodo matinal (6:00 as
8:00 horas) (Eiler, 2006).

Para exemplificar, o cortisol plasmatico resulta de uma sucesséo de pulsos de

secrecdo da glandula supra-renal em que a magnitude € modulada por um ritmo



34

circadiano (Van Cauter & Honickx, 1985). Como exemplo de ritmo
ultradiano/circadiano Snop et al. (1994) estudaram a secrec¢ao de cortisol em ovinos,
0os autores identificaram variagbes ciclicas nas concentragcdes, com aumento ao
nascer do sol, préximo a noite, no comeco da tarde e durante a noite. Em algumas
espécies, as concentracfes sanguineas de cortisol sdo mais altas durante as
primeiras horas da manha do que em qualquer outro periodo, ja o ultradiano um bom
modelo é o pico de LH pré-ovulatério associado a ovulacdo mensal (Eiler, 2006).

As interligagcBes existentes nos ritmos biolégicos de um organismo produzem
uma sequéncia denominada de organizagao temporal interna (Marques & Menna-
Barreto, 2003), tal qual a liberacdo de cortisol precedendo o despertar (Bailey &
Heitkemer, 2001) e a diminuicdo da temperatura central acompanhando o sono
(Rogers et al., 2007).

Vérios fatores parecem ter efeito pronunciado sobre o padrdo ultradiano de
alguns hormaonios, principalmente aqueles ligados ao ciclo estral e reprodutivo
(Marques & Menna-Barreto, 2003). Os hormdnios sofrem flutuacbes secretoras que
podem variar de frequéncia e amplitude, referidas com episadios, picos, elevagdes,
pulsos ou explosdes secretoras. Os pulsos podem suceder um aumento
frequentemente de duas a cinco vezes ou raramente de dez a vinte vezes a
concentracdo plasmatica (Eiler, 2006).

A relacgéo infradiana e circadiana também existe, varios animais que vivem em
zona temperada, apresentam seu ciclo reprodutivo em uma determinada época do
ano (Bronson, 1987), porém alguns fatos envolvendo o ciclo estral acontecem em
momentos considerados circadianos, por exemplo com eventos relacionados ao estro,
como a ovulagdo, o inicio da receptividade sexual, ocorrendo em momentos
determinados do dia, nos dias em que eles ocorrem (Keefe & Turek, 1985).

O melhor modelo da riqueza de processos fisiologicos e comportamentais
envolvendo diferentes frequéncias em distintos momentos, sdo provavelmente os
mecanismos envolvidos nos ciclos reprodutivos. Os ritmos associados com a
reproducao cobrem amplo espectro de frequéncias, passando por liberacdes pulsateis
de hormdnios até a faixa infradiana, envolvendo o ciclo estral, a sazonalidade, os
ritmos anuais de reproducado e nascimento, passando por temporizacéo circadiana de
alguns fatores envolvidos no processo (Follet & Follet, 1981).

No sistema neuroenddcrino o0 modo de secrecdo de hormdnios € pulsétil e
controlado por um gerador de pulsos no hipotalamo, que por sua vez, tem seu controle

regido por informacfes nervosas e sinais de feedback da eminéncia média do
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hipotalamo, glandula hipéfise e gbnadas. Por outro lado, o gerador de pulsos também
assegura que as caracteristicas dos sinais enviados pela hipdfise e gbnada sejam
modulados promovendo respostas adequadas dos tecidos-alvo no trato reprodutivo
(Benites & Baruselli, 2006).

Muitos eventos relacionados com a reproducdo variam com O padrao
circadiano. Porém a expressao hormonal pulsatil € modulada de maneira circadiana,
seja na sua amplitude de variacdo, seja na frequéncia da propria pulsatilidade
hormonal (Turek & Van Cauter, 1988).

O termo pulsatilidade € amplamente utilizado para descrever 0s ritmos
ultradianos de atividade secretora de glandulas endocrinas, conhecidos como
micropulsos de secrecdo de hormdnios. Gambacciani et al. (1987), descrevem
pulsatilidade intrinseca, independente de estimulos hipotalamicos para LH, GH e
prolactina em preparacéo perfundida da hipofise anterior in vitro.

Em mamiferos, os nucleos supraquiasmaticos (NQS) funcionam como
osciladores circadianos (Golobek et al., 1997) e sdo considerados 0s principais
marcadores de tempo nesses animais (Marques & Menna-Barreto, 2003). No entanto,
ainda discute-se a existéncia de outros moduladores, que ndo necessariamente estao
situados no mesmo local, mas que seriam capazes de modificar o ritmo biolégico
(Menna-Barreto, 2005).

Ao longo da vida ha mudancas no sistema responsével por temporizar o ritmo
circadiano. Alguns ritmos biolégicos ja apresentam-se ainda na vida fetal, outros
aparecem bem mais tarde durante a puberdade, e muitos irdo se alterar com a
chegada da senilidade. Com o passar do tempo, ocorrem mudancas no sistema
temporizador circadiano como, por exemplo, o avanco de fase no ritmo de vigilia/sono,
de temperatura corporal e de secrecado hormonal (Menna-Barreto & Wey, 2007). Outra
alteracdo que acontece com o envelhecimento € a diminuicdo na amplitude do ritmo
(Van Someren et al., 2002).

O ritmo dos hormonios envolvidos com a reproducdo sao um exemplo dentre
0s ritmos que diminuem a amplitude. Esses hormonios estéo sob o controle do sistema
nervoso central, que através do hipotdlamo que produz o GnRH, o qual, regula a
liberacdo do FSH, e do LH (Baker, 2007).

A secrecao de GnRH se apresenta de duas formas, uma pulsatil caracterizada
por pulsos de alta frequéncia e baixa amplitude, que ocorre quando ha baixas
concentracdes de E2, 0 que ocasiona a inibicdo da secre¢do do GnRH e LH (Chappell,

2005). A outra forma é ciclica, caracterizada por apresentar um pico elevado durante
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a fase pré-ovulatoria, quando as altas concentracbes de E: retroalimentam
positivamente a secrecdo de GnRH e LH. Este aumento na liberacdo macica de GnRH
€ requerido para induzir um pico nos niveis de LH, indispensavel para desencadear a
ovulacéo (Schneider, 2004).

Em 2010, um estudo com humanos do sexo masculino, evidenciou a
ontogénese do horménio AMH nas diferentes fase da vida e momentos do dia. Os
ritmos de liberacdo deste horménio possuem variacao individual dos niveis séricos,
porém sem deteccdo de alteracdo em momentos distintos do dia. Os resultados
quanto a liberacdo em relagédo as fases da vida mostram os mais altos niveis pos-
nascimento até aos 3 meses de idade, diminuindo em 12 meses e mantendo-se
estavel durante toda infancia até a puberdade, quando o AMH diminui
progressivamente, com o adulto exibindo 3 a 4% dos niveis infantis (Aksglaede et al.,
2010).

O ritmo de secrecdo de AMH de fémeas e machos bovinos nédo esta
estabelecido e o conhecimento desse padrdo € de suma importancia, para que
parametros clinicos de comparag¢do de momento de dosagem sejam estabelecidos.

Em resumo, pode-se dizer que o estudo de ritmos de secrecdo hormonal na
pecuaria e producdo animal envolve crescimento, reproducédo, producéo e saude do
rebanho, o que justifica cada vez mais a realizacdo de pesquisas com 0 uso da

cronobiologia na area (Marques & Menna-Barreto, 2003).
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Ritmo de secre¢édo do hormdénio Anti-Mulleriano (AMH) de macho e fémea
Nelore

Secretion rhythm of the Anti-Mdillerian hormone (AMH) of male and female Nelore

Resumo- Inicialmente o hormdénio Anti-Mulleriano (AMH) foi estudado apenas na
diferenciacdo sexual masculina, porém novos estudos mostram que o AMH pode ter
mais acoes em diferentes fases da vida dos bovinos. Na pediatria 0 AMH ja é utilizado
como marcador de puberdade precoce (baixas concentracdes de AMH) e tardia (altas
concentracbes de AMH). Para estudos mais completos e dinamicos com o AMH é
necessario conhecer seu ritmo de secrecao. O objetivo deste trabalho foi determinar
o ritmo de secrecdo do AMH durante 24 horas em fémeas e machos Nelore nas
condi¢gbes de campo. Utilizou-se seis machos e seis fémeas Nelore, idade inicial de
10-11 meses finalizando com 14-15 meses. Durante quatro meses (novembro de 2013
a fevereiro de 2014) os animais foram pesados, e as analises reprodutivas realizadas.
As fémeas foram submetidas a exames ginecolégico para verificacdo de sua
ciclicidade e, nos machos as medidas de perimetro escrotal (PE), volume testicular, e
exame androlégico. A coleta de sangue para realizacdo do ritmo de circadiano do
AMH foi feita nos meses de novembro e janeiro; nos meses de dezembro e fevereiro
coletou-se apenas uma vez ao dia para acompanhamento mensal dos niveis do AMH.
Realizou-se oito coletas num intervalo de 24 horas, intercaladas em 3 horas: 09:00,
12:00, 15:00, 18:00, 21:00, 24:00, 03:00 e 06:00 horas, estabelecendo-se uma curva
diaria. Nos machos, assim como nas fémeas, a analise de variancia ndo revelou efeito
significativo do horario nos valores do AMH (P>0,05), porém existe um ritmo de
secrec¢do individual de cada animal. Desta feita, a coleta sanguinea para o AMH pode
ser realizada em qualquer horario, sem interferir na interpretacao clinica.

Palavras-Chave: bovinos, hormonio, reproducao

Abstract- Previously the anti-Mullerian Hormone (AMH) was studied only in male
sexual differentiation. However new studies demonstrate that AMH might have further
actions in different stages of bovine’s life. In pediatrics, AMH is already used as a
marker of precocious puberty (low concentrations of AMH) and delayed (high
concentrations of AMH). For more complete and dynamic studies with AMH is
necessary to know its rhythm of secretion. The objective of this research was to
determine the rhythm of AMH secretion during 24 hours in Nelore females and males.
Six Nelore males and six females were kept on the field, starting at age of 10 to 11
months and ending 14 to 15-month-old. For four months (November 2013 to February
2014) the animals were weighed and the reproductive analyzes were performed. The
females were submitted to gynecological exams to check their cyclicity and, for males,
the scrotal perimeter (PE), testicular volume and andrological examination were
performed. Blood collection to analyze the AMH circadian rhythm was done between
November and January; on December and February blood was draw only once a day
for monthly follow up of AMH levels. Eight collections were performed into a 24-hour
interval, inserted by 3 hours: 09:00, 12:00, 15:00, 18:00, 21:00, 24:00, 03:00 and 06:00
hours, determining a daily curve. In males, as well as in females, analysis of variance
did not reveal a significant effect of time on AMH values (P> 0.05) however there is an
individual secretion rhythm for each animal. Therefore, blood collection for AMH can
be performed at any time, without interfering on clinical interpretation.

Keywords: bovine, hormone, reproduction
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Introducao

O hormonio anti-Mulleriano (AMH) € uma glicoproteina homodimérica, produzida a
partir do momento que ocorre a diferenciagdo dos tubulos seminiferos no testiculo
fetal & maturagdo puberal em seres humanos [1]. Ele € secretado pelas células de
Sértoli presentes nos testiculos, as quais sdo de suma importancia para a ocorréncia
da diferenciacdo celular, formacdo dos testiculos e espermatogénese. Elas estédo
entre as primeiras células a se diferenciar nas génadas fetais do macho e promove a
secrecdo do AMH responsavel pela regressao do ducto de Miller [2,3,4].
Inicialmente o AMH foi estudado apenas na diferenciacdo sexual masculina [5,6],
porém na fémea, o padrdo das concentracées do AMH nas células da granulosa de
foliculos em desenvolvimento, sugere importante funcdo do mesmo na foliculogénese
[7,8,9]. Existe relato de que, em ovinos, 0 AMH predomina no fluido folicular [10]. A
maior concentracdo no fluido folicular € encontrada nos foliculos antrais iniciais
[7,11,12,13].

O AMH apresenta seus niveis séricos mensuraveis, podendo ser utilizado na pratica
como marcador biologico. Em fémeas, a principal funcdo ainda é na predicdo de
resposta ovariana [14] e do sucesso do tratamento para fertilizag&o in vitro [15]; em
machos, a maioria dos estudos estédo relacionados ao AMH no fluido seminal e a
performance da espermatogénese [16,17], além de ter suas dosagens empregadas
para diagnésticos oncolégicos de células de Sertoli [18].

Outros estudos na medicina pediatrica de humanos tém sugerido que a quantificacédo
do AMH constitui um instrumento Gtil para o diagndstico de puberdade precoce (baixa
concentracdo de AMH) e a puberdade tardia (alta concentragédo de AMH), tornando-o
um potencial marcador de precocidade sexual [19,20].

Em bovinos machos Nelore, a concentracao sérica do AMH em animais nao puberes
é elevada, comportamento esse inverso ao da testosterona (T). Nos animais puberes
acontece uma inversao dessas concentragdes, quando os niveis de AMH decrescem
e os da T se elevam, resultados esses que indicam que o AMH revela-se como um
possivel marcador bioldgico de precocidade sexual em machos bovinos [21].

O ritmo circadiano de secre¢cdo do AMH de fémeas e machos bovinas ndo esta
estabelecido e o conhecimento desse padrdo € de suma importancia, para que
parametros clinicos de comparacdo de momento de dosagem do AMH sejam
estabelecidos.
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Assim, o objetivo deste trabalho foi caracterizar o ritmo de secre¢édo do AMH durante

24 horas em fémeas e machos Nelore nas condi¢cdes de campo.

Materiais e Métodos

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com 0s principios éticos
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), sendo a
manipulacéo dos animais durante a fase experimental aprovada pelo Comité de Etica
e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob
protocolo n°® 511/2013.

Os animais Nelore utilizados no experimento estavam alocados no municipio de Dois
Irmaos do Buriti, Mato Grosso do Sul (20°41'23"S, 55°16°'43”W, altitude de 310
metros, precipitacdo pluviométrica anual variando de 1000 a 1500 mm).

Utilizou-se seis fémeas e seis machos Nelore, mantidos em pastagem de Brachiaria
sp. em sistema rotacionado, com piquetes de 2 ha, recebendo agua ad libitum em
pragas de alimentagcdo. A mineralizacdo era fornecida diariamente, sendo oferecidos
300 g/cabeca/dia de mineral proteico com 25% de PB.

Os animais iniciaram o experimento com idade entre 10-11 meses e finalizaram as
coletas entre 14 e 15 meses de idade. O trabalho teve inicio no més de novembro de
2013 terminando em fevereiro de 2014. Nos quatro meses (novembro - coleta 1;
dezembro - coleta 2; janeiro — coleta 3; fevereiro — coleta 4) todos os animais foram
pesados, e submetidos as analises reprodutivas. Nas fémeas, realizou-se um exame
ginecolégico para verificacdo de sua ciclicidade e, nos machos, as medidas de
perimetro escrotal (PE), volume testicular, e exame androldgico.

O exame ginecoldgico foi realizado por meio de ultrassonografia, utilizando um
ultrassom Mindray DP2200 com transdutor de 7 MHz, registrando-se o diametro do
maior foliculo nos dois ovarios e a presenca de corpo lateo.

Os tourinhos que apresentaram PE = 19 cm foram submetidos a eletroejaculacao para
coleta de sémen. Os tourinhos que apds a coleta de sémen atingiram a concentracao
espermatica total do ejaculado minima de 50 x 10® e motilidade = 10% foram
considerados puberes, classificacédo definida por Wolf et al. (1965) [22]. A motilidade
progressiva, 0 vigor e a concentracao espermatica foram estimadas em microscopia
Optica de campo claro, sob aumento de 200 X, utilizando-se lamina coberta por
laminula, previamente aquecidas e mantidas a 37°C. A andlise da morfologia

espermatica foi realizada em microscoépio de contraste de fase sob aumento de 1000
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X. O volume testicular foi calculado de acordo com Fields et al. (1979) [23], sendo
volume = 2 [(r?) x T x h], em que, r = raio da largura testicular (L/2);  (Pi) = 3,1416 e
h = comprimento testicular.

A coleta de sangue para realizacdo do ritmo de secrecdo em 24 horas do AMH foram
feitas nos meses de novembro e janeiro (porém as dosagens do AMH de janeiro ainda
nao foram feitas), por meio da puncéo da veia ou artéria coccigea. Realizou-se oito
coletas num intervalo de 24 horas, intercaladas em 3 horas: 09:00, 12:00, 15:00,
18:00, 21:00, 24:00, 03:00 e 06:00 horas, estabelecendo-se uma curva diéria (ritmo
circadiano). Nos meses de dezembro e fevereiro também coletou-se sangue para
comparacao da evolucao da concentracdo de AMH durante todo o periodo de coleta,
porém em um Unico momento do dia (essas dosagens também ainda nao foram
realizada).

Logo apds a coleta, as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 20 minutos,
conforme Santos et al. (2000) [24]. O soro obtido foi identificado, acondicionado em
microtubos tipo eppendorf e armazenado em freezer a -18°C para dosagem de AMH,
por meio de kits comerciais.

Quantificou-se as concentragfes séricas de AMH (ng/mL) através do método de
ELISA, utilizando-se o kit comercial “Bovine AMH ELISA” (AnshLabs®, USA). As
concentracbes de T (ng/mL) foram obtidas utilizando-se o kit comercial “RIA
Testosterone” (Immunotech®, USA), ambas realizadas no Instituto Genese de Andlise
Cientifica (S&o Paulo, Brasil). A sensibilidade do ensaio do AMH e da T foi de 0,011
ng/mL e 0,04 ng/mL, respectivamente e o coeficiente de variacao ntraensaio <5%.
Inicialmente foram realizadas correlacfes entre as variaveis. Apos verificacdo da
normalidade das variaveis realizou-se transformacdes quando necessario. Adotou-se
a andlise de variancia de duas vias para medidas repetidas, tendo idade e momento

como variaveis independentes, através do GLIMMIX do SAS.
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Resultados
Tabela 1. Médias e desvios padrao da Idade (meses), peso (kg) e medidas foliculares

nos ovarios direito e esquerdo (mm) de 6 novilhas Nelore, nos diferentes momentos
de coleta (1 a 4).

Avaliacdes
Coletas Idade (meses) Peso (kg) Fol D (mm) Fol E (mm)
1 11,67 +0,33¢ 222,67 £ 10,06¢ 7,94 2,208 3,36 + 2,062
2 12,67 +£0,33¢ 243,17 +9,75P¢ 5,67 +1,832 7,28 + 1,552
3 13,67+ 0,33° 262,67+ 10,08%P 10,03 + 3,702 5,98 + 1,962
4 14,67 £ 0,332 281,50 + 9,562 9,65+1,172 4,49 +2,012

Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa em nivel de 5%, teste t de
Student

O peso corporal dos machos (R? = 76,7%, CV=8,32) variou em funcdo da puberdade
e do momento de coleta (P<0,05), ja o PE (R? = 73,23%, CV= 7,02) e o VOLtest (R?
= 68,73%, CV=30,61) apresentaram variacao significativa em funcao da puberdade
(Tabela 2).

Tabela 2. Médias e desvios padrdo dos aspectos clinicos reprodutivos e desenpenho
de 6 machos Nelore, de acordo com o0 momento de coleta (1 a 4)

Coletas
1 2 3 4
Idade (meses) 12,00 + 0,00 13,00 + 0,00 14,00 +0,00 15,00 +0,00
Peso (kg) 273,50 + 20,22¢ 298,60 + 29,520 324,33 +31,59° 381,50 + 25,032
PE (cm) 22,91 +1,71¢ 24,74 +2,44P 26,00 +2,63" 28,50 2,217

Vol. Testicular (mm?3) 160,16 + 62,52¢ 254,16 + 105,080 325,85 + 134,942 404,52 + 104,682
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa em nivel de 5%, teste t de Student

Dos seis machos utilizados no experimento cinco atingiram a puberdade até a ultima
coleta no més de fevereiro de 2014. Quanto aos aspectos fisicos do sémen,
analisados excluindo-se o primeiro momento, em que nenhum dos animais respondeu
a coleta de sémen, ndo se observou variacao significativa em funcdo do momento
(Tabela 3).
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Tabela 3. Aspectos fisicos e morfolégicos do sémen (+ desvio padrdo) de seis touros
jovens Nelore nos diferentes momentos de coleta (1 a 4)

Coletas
2 3 4
Caracteristicas Fisicas
Motilidade (%) 10,00 + 0,002 20,00+8,16° 23,00+11,66°
Vigor (0-5) 1,00 + 0,002 1,66 £0,472 2,40£0,802
Volume (ml) 1,50 + 0,002 2,00+0,70% 2,50+0,76°
195,00 £ 0,002 81,00 £0,002 27,00 £6,162

Concentragao (x10%/ml)
Conc. Ejaculado (sptz total)
Morfologia espermatica

GCP
Defeitos Maiores

Defeitos Menores

Defeitos Totais
% Normais

292,50 +0,002

35,00+0,002

112,00 £0,002
0,00+0,002
90,00 +0,002
10,00 + 0,00°

149,25 +97,222 189,20 + 250,22

39,00 +10,982
55,00 +10,802
1,00+0,81¢2
56,00 + 10,202
44,00 £10,192

29,60 +22,252
39,00+25,802
1,00+0,632
40,00 £25,862
60,00 + 25,862

Letras diferentes na mesma linha indicam diferesiguaificativa em nivel de 5%, teste t 8edent

Em relacdo a ritmicidade de secrecdo do AMH nas fémeas e nos machos, 0s niveis

séricos médios revelaram ndo haver diferenca significativa ao longo do dia (P>0,05)

(Figuras 1 e 2).
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M édia de AMH
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R2 =0,1256

—e— DesvPad de AMH

Hora do dia

Polinémio (Média de AMH)

Figura 1. Perfil de secrecdo do AMH (ng/mL — média e desvio padrédo), durante o periodo de
24 horas, do soro de 6 fémeas Nelore entre 11 e 12 meses de idade.
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Figura 2. Perfil de secrecdo do AMH (nhg/mL — média e desvio padrdo), durante o periodo de
24 horas, do soro de 6 machos Nelore com 11 a 12 meses de idade.

O padrao de secrecao individual de secrecao em 24horas do AMH, mostrou-se distinto
para cada animal, macho e fémea, utilizado no estudo (Figura 3 e 4).
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Figura 3. Perfil individual de secrecdo do AMH (hg/mL — média e desvio padrao), durante o
periodo de 24 horas, do soro de 6 fémeas Nelore com 11 a 12 meses de idade.
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Figura 4. Perfil individual de secrecdo do AMH (hg/mL — média e desvio padrao), durante o
periodo de 24 horas, do soro de 6 machos Nelore com 11 a 12 meses de idade.

Discussao

Os dados produtivos e reprodutivos obtidos no experimento mostram que todos 0s
animais envolvidos, tiveram durante os quatro meses de coleta desenvolvimento
ponderal e reprodutivo condizente com a idade e a raca, mostrando adaptabilidade ao
meio e ao manejo em que sdo criados. Curvas de resposta alcancadas de varias
espécies animais e vegetais mostram que fatores ambientais, tais como iluminacao,
temperatura e manejo tém efeito importante sobre a expressao dos ritmos endoégenos,
promovendo ajustes atraves de mecanismos bioldgicos especificos e dentro de limites
bem definidos para cada espécie [25].

As fémeas apresentaram ganho de peso a cada coleta subsequente, iniciando com
média de 222,67 + 10,06 kg e finalizando com 281,50 + 9,56 kg. As novilhas
apresentaram desenvolvimento reprodutivo compativel com a idade, permitindo a
visualizacdo de foliculos na superficie ovariana e, inclusive, com trés delas
apresentando CL na ultima coleta, evidenciando ciclicidade estral (Tabela 1).
Trabalhando com novilhas Nelore, De Lucia et al. (2002) [26] acompanharam a
dindmica folicular, dos oito aos 16 meses, observando que a taxa de crescimento
folicular (mm/dia) permaneceu constante; no entanto, o foliculo dominante apresentou
maior diametro final com o decorrer da idade. Os mesmos autores, ainda verificaram

que 32% das novilhas do estudo ficaram gestantes aos 15 meses, ou seja, ja estavam
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ciclicas com essa idade, o que também foi encontrado em no nosso experimento, no
qual as novilhas Nelore mostraram-se ciclicas com idade préxima aos 15 meses.

Os machos iniciaram o experimento com 273,50 £ 20,22 kg em média e idade de 12
meses, alcancando aos 15 meses, 381,50 = 25,03 kg (Tabela 2). O PE ao ano foi de
22,91 +1,71 cm, compativel com a idade, de acordo com o ja registrado por CBRA
(2013) [27] que sugere 0 PE médio para esta idade de 22,5 cm. Aos 15 meses o PE
foi superior (28,50 £ 2,21 cm) ao sugerido pelo CBRA (2013) [27] de 26,7 cm. A idade
média a puberdade foi de 13,7 meses, corroborando os dados encontrados na
literatura, que mostram a idade média da entrada na puberdade para machos Nelore,
entre 10 a 16 meses [28,29,30,31,32].

Em relacdo ao volume testicular (Tabela 2), os tourinhos tiveram um aumento do
volume testicular durante os quatro meses de coleta, iniciando com 160,16 + 62,52
mm? e finalizando com 404,52 + 104,68 mm3. Dos seis animais do experimento cinco
atingiram a puberdade até a Ultima coleta, o que explica esse aumento significativo no
volume testicular. Este dado pode ser explicado com o conhecimento de que, em
bovinos pré-puberes, o GnRH estimula o aumento na pulsatiidade de LH da
adenohipofise, que por sua vez, aumenta a secrecdo de T pelas células de Leydig
[33,34]. Aplicacdes exdgenas de GnRH em machos aumentam o peso testicular, PE
e numero de tubulos seminiferos em bezerros pré-puberes [35]. Outro estudo também
mostrou o mesmo resultado, porém, correlacionando positivamente o aumento da T
com as mesmas medidas em tourinhos Bos taurus [34].

O ritmo de secrecdo do AMH, tanto em fémeas como em nos machos, ndo mostrou
diferenca significativa durante as 24 horas de coleta no més de novembro (Figuras 1
e 2), porém ha uma variagdo individual de secrecdo do horménio (Figuras 3 e 4).
Dados referentes a ritmicidade do AMH em homens, também mostram haver variagéo
individual nas dosagens plasmaticas do horménio, porém sem diferenca dos niveis
em momentos diferentes de coleta em um mesmo dia [36].

O AMH parece ter um ritmo de secre¢do com baixa frequéncia e baixa amplitude de
seus pulsos em animais Nelore, diferente do que é descrito, por exemplo, para o
GnRH, que possui duas formas de secre¢do, uma pulsatil com alta frequéncia e baixa
amplitude, e a segunda de forma a ter picos de elevacdo em momentos especificos,
como é o caso do pico pré-ovulatorio [37].

Os resultados encontrados no experimento mostram que o AMH, em bovinos Nelore,

nao apresenta um ritmo circadiano, tendo um ritmo de secre¢do com baixa frequéncia
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e baixa amplitude, permitindo a coleta de sangue para dosagem hormonal em

qualquer momento do dia.
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Avaliacdo comparativa do horménio Anti-Mdilleriano a desmama da progénie
masculina Nelore de acordo com a precocidade sexual paterna
Comparative evaluation at weaning of Anti-Mullerian hormones of male progeny

Nelore according to paternal sexual precocity

Resumo: A pediatria ja utiliza o horménio Anti-Mulleriano (AMH) como parametro
clinico na identificagdo de problemas de precocidade sexual, puberdade precoce
(baixas concentracdes de AMH) e tardia (altas concentracdes de AMH). O objetivo do
presente trabalho foi verificar a correlagdo das concentra¢cdes do AMH em bezerros a
desmama com a precocidade sexual dos pais e comparar os niveis de AMH com a
precocidade paterna. Utilizou-se 61 machos Nelore, filhos de 7 touros ja identificados
anteriormente quanto a sua precocidade, com meédia de 8,7 animais por progénie (5 —
17 filhos/pai). Os bezerros foram classificados quanto a precocidade sexual como:
superprecoces (SP) - animais que apresentaram idade a puberdade até 52 semanas
de idade; precoce (P) - aqueles que atingiram a puberdade entre 53 e 64 semanas de
idade; e tardio (Td) - aqueles que alcancaram a puberdade a partir de 65 semanas.
Destes, coletou-se 0 sangue em trés momentos (desmama, 12 e 16 meses), para
quantificacdo do AMH e testosterona (T). Os estudos de correlagdo mostraram que a
precocidade dos pais ndo se correlacionou com a precocidade sexual de seus filhos
e que houve uma correlacéo positiva entre a precocidade dos bezerros e a idade em
qgue foram desmamados, ou seja, animais nascidos no final da estacao de parigéo
apresentavam-se puberes mais precocemente. A puberdade, os machos SP, apesar
de mais jovens e apresentarem peso e PE menores, nao diferiram dos P e Td quanto
aos niveis hormonais de AMH e T. Os animais filhos de pais SP apresentaram idade
a desmama menor, mas nao diferiram dos P. Quanto aos niveis hormonais, filhos de
pais SP e P nao diferiram entre si. Nao foi encontrada correlacéo da concentracao do
AMH com nenhuma das caracteristicas estudadas.

Palavras-chave: AMH, puberdade, touros

Abstract: Pediatrics already uses the Anti-Mullerian Hormone (AMH) as a clinical
parameter for identification of sexual precocity, early puberty (low concentrations of
AMH) and delayed puberty (high concentrations of AMH). The objective of the present
study was to verify the correlation between AMH concentrations in calves at weaning
and the sexual precocity of the parents and, additionally, compare AMH levels with
paternal precocity. A total of 61 Nelore males, sons of 7 precocious bulls were used,
with the average of 8.7 animals per progeny (5-17 children/parent). The calves were
classified as: super precocious (SP) - animals that presented age at puberty up to 52
weeks of age; precocious (P) - those who reached puberty between 53 and 64 weeks
of age; and late (Td) - those who reached puberty after 65 weeks. Blood was collected
three times (weaning, 12 and 16 months) to quantify AMH and testosterone (T). The
correlation studies showed that the precocity of the parents did not correlate to sexual
precocity of their children and that there was a positive correlation between the
precocity of calves and the age at which they were weaned, that is, animals born at
the end of the calving season presented puberty earlier. At puberty, SP males,
although younger and with lower weight and escrotal perimeter, did not differ from P
and TD regarding AMH and T levels. Animals children of SP parents had lower wean
age, but did not differ from P. Concerning the hormonal levels, children of parents SP
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and P did not differ among themselves. No correlation was found between AMH
concentration and the characteristics studied.

Keywords: AMH, bulls, puberty

Introducéo

A puberdade é o periodo em que se verifica um rapido desenvolvimento reprodutivo e
somatico [1]. Ela inicia-se com o aparecimento da fertiidade em seus aspectos
funcional, fisiolégico e comportamental. Estes eventos ndo ocorrem simultaneamente
e, por isso, para caracterizar o inicio da puberdade, utiliza-se uma combinacdo de
diversos parametros [2]. Este fato esta diretamente relacionado a fatores genéticos,
condicbes nutricionais pré-desmama e pods-desmama, manejo e, até mesmo, a
linhagem dentro da raca [3], 0 que torna a cronologia deste evento bem diferenciada
entre as ragas bovinas [4].

Idade a puberdade € um fator essencial na eficiéncia reprodutiva em sistemas de
produgcédo de bovinos de corte. Bovinos Bos indicus sdo tipicamente mais tardios
sexualmente em relacédo ao gado Bos taurus [5]. Dado o crescente interesse no gado
zebuino devido a sua melhor adaptacdo ao ambiente tropical, a determinacdo da
puberdade € de extrema importancia no sentido de identificar animais mais precoces
sexualmente. Esta caracteristica possui média herdabilidade, o que faz com que seja
o foco principal de utilizagdo nos programas de melhoramento genético no pais.
Recentemente, aos critérios ja conhecidos para sele¢do da precocidade sexual, tém-
se tentado agregar diversos outros recursos, tais como ultrassonografia testicular,
meétodos de avaliacdo da integridade e eficiéncia biolégica da célula espermética e
identificacdo de marcadores biolégicos para eficiéncia reprodutiva [6].

Um meétodo promissor é a quantificacdo do hormdnio AMH, que podera atuar como
um biomarcador para uma possivel deteccdo da puberdade precoce em touros. O
AMH é secretado pelas células de Sertoli e, estas, estdo entre as primeiras células a
se diferenciarem nas gbnadas fetais do macho, e promovem a secrecdo deste
horménio responsavel pela regressdo dos ductos de Miiller [7,8,9].

Em humanos, a pediatria ja utiliza o AMH como parametro clinico na identificacéo de
problemas de precocidade sexual, puberdade precoce (baixas concentracdes de
AMH) e tardia (altas concentra¢cdes de AMH) [10,11].
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Em equinos foi observada a reducéo das concentracbes de AMH de acordo com o
desenvolvimento do animal até a fase adulta. As concentracfes desse hormodnio eram
altas no potros imaturos, e muito baixas ou ausentes em garanhdes adultos [12].

Em bovinos Nelore, a concentragdo sérica do AMH em animais ndo puberes é
elevada, comportamento esse inverso ao da testosterona (T). Nos animais puberes
acontece uma inversao dessas concentracfes, quando os niveis de AMH séo
reduzidos e os da T se elevam, resultados esses que demonstram que o AMH revela-
se como um possivel marcador bioldgico de precocidade sexual em machos bovinos
[13].

Assim, o objetivo do presente trabalho foi verificar a correlacdo das concentracdes do

AMH em bezerros a desmama com a precocidade sexual dos pais.

Materiais e Métodos

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com 0s principios éticos
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), sendo a
manipulacéo dos animais durante a fase experimental aprovada pelo Comité de Etica
e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob
protocolo n°® 511/2013.

Utilizou-se dados de 61 machos Nelore, de 7 a 8 meses, filhos de sete touros
previamente identificados anteriormente, quanto a sua classe de precocidade sexual.
Os touros possuiam em meédia 8,7 filhos por progénie (5 — 17 filhos/touro), e pertencem
a uma propriedade que realiza selecao para precocidade sexual, no municipio de Rio
Brilhante, Mato Grosso do Sul, Brasil (latitude 21°45’15” S, longitude 54° 25'50” W),
além de utilizar como base de selecdo a mais de duas décadas o programa de
melhoramento genético Nelore Brasil (ANCP). A desmama da propriedade € realizada
em um unico momento, no més de julho, quando todos os bezerros da safra séo
separados das mae ao mesmo tempo, independentemente da idade, que pode variar
de 5,5 meses a 9 meses de idade.

Os bezerros nédo receberam nenhum tipo de suplementacdo, além de sal
mineralizado, até o0 momento da desmama. Ap6és a desmama 0s animais receberam
suplementacdo de concentrado (18% PB) diariamente, em uma relagcéo
concentrado/peso vivo de 1%.

Os animais foram submetidos a pesagem e mensuracgao do perimetro escrotal (PE) e

a coleta sanguinea para quantificar o nivel sérico de AMH e T ao desmame, aos 12 e
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aos 16 meses. Todos 0s animais experimentais mantiveram-se em um mesmo
sistema de criacado e manejo.

Os touros pais e o0s bezerros tiveram sua classificacdo quanto a precocidades sexual
como: superprecoces (SP) - animais que apresentaram idade a puberdade até 52
semanas de idade; precoces (P) - aqueles que atingiram a puberdade entre 53 e 64
semanas de idade; e tardios (Td) - aqueles que alcancaram a puberdade a partir de
65 semanas de idade.

Aos 12 e aos 16 meses o0s animais foram submetidos também a eletroejaculagéo para
obtencdo do sémen. Os procedimentos de coleta e andlise de sémen seguiram o
proposto pelo Colégio Brasileiro de Reproducéo Animal (2013) [14]. Os tourinhos que
apos a coleta de sémen atingiram a concentracao espermatica total do ejaculado de
no minimo 50 x 10° e motilidade = 10% foram considerados puberes, classificacéo
definida por Wolf et al. (1965) [15]. A motilidade progressiva, o vigor e a concentracéo
espermatica foram estimados em microscopia 6ptica de campo claro, sob aumento de
200 X, utilizando-se lamina coberta por laminula, previamente aquecidas e mantidas
a37°C.

As coletas sanguineas deram-se pela da puncéo da veia ou artéria coccigea. Logo
apos a coleta, as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 20 minutos, conforme
Santos et al. (2000) [16]. Identificou-se 0 soro obtido, acondicionado em microtubos
tipo eppendorf e armazenado em freezer a -18°C para dosagem de AMH, por meio de
kits comerciais.

Quantificou-se as concentracbes séricas de AMH (ng/mL) através do método de
ELISA, utilizando-se o kit comercial “Bovine AMH ELISA” (AnshLabs®, USA). As
concentracbes de T (ng/mL) foram obtidas utilizando-se o kit comercial “RIA
Testosterone” (Immunotech®, USA), ambas realizadas no Instituto Génese de Andlise
Cientifica (Sao Paulo, Brasil). A sensibilidade do ensaio do AMH e da T foi de 0,011
ng/mL e 0,04 ng/mL, respectivamente e o coeficiente de variacao intraensaio <5%.
Inicialmente, estabeleceram-se as correlagbes entre as variaveis, por meio da
Correlacdo de Spearman. As variaveis foram submetidas a andlise de variancia
considerando o efeito fixo de precocidade sexual paterna (PRECpai) e do animal
(PRECbez) e a interagdo PRECpai*PRECbez, por meio do procedimento GLM do
SAS (2002). Posteriormente, verificou-se o efeito da precocidade sexual paterna sobre
a idade a puberdade, considerando-se ainda os efeitos fixos dos niveis séricos de
AMH e T, peso, perimetro escrotal a desmama e a puberdade e idade a desmama,
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avaliados em modelo de regressdo processada por stepwise, utilizando-se o
Programa SAS.

Resultados

Os bezerros foram desmamados, na média, com 41,31 + 2,71 semanas de idade (9
meses), peso médio de 271,95 + 35,35 kg, PE médio de 20,59 + 1,65 cm. Os niveis
séricos de AMH e T, nesta fase, estavam em 16,14 + 1,47 ng/mL e 2,78 + 2,14 ng/mL,
respectivamente. Registrou-se idade média dos animais a puberdade de 60,26 + 6,92
semanas (14 meses), peso vivo médio de 367,53 £ 6,47 kg, com PE de 29,29 £ 0,39
cm, apresentando niveis séricos de 8,42 + 3,42 ng/mL e 9,24 + 6,93 de AMH e T,
respectivamente.

Os estudos de correlagdo mostraram que a precocidade dos pais néo se correlacionou
com a precocidade sexual de seus filhos e que houve uma correlagcéo positiva entre a
precocidade dos bezerros e a idade em que foram desmamados, ou seja, animais
nascidos no final da estacdo de paricdo apresentavam-se puberes mais
precocemente.

Quanto a analise de variancia, o modelo testado foi significativo para peso a desmama
(P=0,0030, CV=11,29, R?=0,3456) apresentando variacao significativa em funcéo da
PrecP, P=0,0004. PE a desmama (P=0,0050, CV=7,06, R2=0,33297) variou
significativamente em funcao da PrecP, P=0,0007. Quanto a T (P=0,0250, CV=67,83,
R?=0,3195), observou-se efeito significativo da PrecP, P=0,0109, e interacéo
PrecP*PrecB, P=0,0209. O peso a puberdade (P=0,0001, C=-9,93, E?=0,5421) variou
significativamente em funcéo da PrecB (P=0,0001), da PrecP (P=0,0398) e a interac&o
PrecP*PrecB apresentou P=0,0764. PE a puberdade (P=0,0001, CV= 7,66,
R?=0,5152) variou significativamente em funcdo da PrecB (P=0,0131), da PrecP
(P=0,0488) e da interacdo PrecP*PrecB (P=0,0012).

Observa-se que os animais SP foram desmamados mais cedo, mas nao diferiram
guanto aos niveis hormonais ou quanto ao peso a desmama. Ja no PE, esta categoria
apresentou, uma medida intermediaria em relacdo aos animais P e Td (Tabela 2).

A puberdade, os machos SP, apesar de mais jovens e apresentarem peso e PE
menores, nao diferiram dos P e Td quanto aos niveis hormonais de AMH e T.

Os animais filhos de pais SP apresentaram idade a desmama menor, mas néao
diferiram dos P. Quanto aos niveis hormonais, filhos de pais SP e P né&o diferiram
entre si, mas infelizmente ainda nao foi possivel processar o material dos animais

tardios. A puberdade, os filhos de animais de diferente expressdo de precocidade
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sexual diferiram entre si apenas quanto ao peso a puberdade, em que os pais P
apresentaram progénie mais pesada a puberdade que os pais Td (Tabela 3).

A andlise de regressdo mostrou uma tendéncia linear significativa da expresséao da
idade a puberdade em fun¢éo da idade & desmama e do peso a puberdade (P=0,0002,
R?=0,7220, CV=5,33; Figura 1). Ndo se observou efeito significativo das variaveis
hormonais (AMH e T), do PE & desmama ou a puberdade, muito menos da classe de
precocidade sexual do pai sobre a precocidade sexual expressa pela idade a

puberdade ou pela classe de precocidade sexual dos filhos.
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Figura 1. Analise de regressao linear da idade a puberdade em funcao da idade a desmama
e do peso a puberdade de bezerros Nelore.



Tabela 1. Correlacdes entre caracteristicas fisicas e reprodutivas
precocidade sexual do animal (PrecBez) e do pai (PrecPai).
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com a classe de

PrecBez PrecPai

PrecBez - -0.0997
ns

IdDesm 0.4055 -0.0974
0.0012 ns

I[dPub 0.9077 0.0436
<.0001 ns

IdPubPAl 0,0125 0,9205

ns 0,0001

PesoDesm -0,0738 -0.0883
ns ns

PesoPub 0.6104 -0.1106
<.0001 ns

AMHdesm 0.2817 -0.2311
ns ns

AMHpub -0.2680 -0.1158
0.0419 ns

Testdesm 0.0821 0.2858
ns ns

Testpub -0.3590 -0.2179
ns ns

PEdesm -0.0847 -0.0703
ns ns

PEpub 0.4331 -0.0275
0.0005 ns

IdDesm — idade a desmama em semanas; IdPub - idade a puberdade em semanas; PesoDesm — peso
a desmama; PesoPub; AMHdesm — Horm®&nio anti-mulleriano a desmama; AMHpub - Horménio anti-
mudlleriano a puberdade ; Testdesm — Testosterona a desmama; Testpub — Testosterona a puberdade;
PEdesm — perimetro escrotal a desmama; PEpub - perimetro escrotal a puberdade.
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Tabela 2. Médias (+ desvio padrao) dos aspectos clinicos andrologicos e niveis séricos
de hormdnio Anti-Milleriano (AMH) e de Testosterona (T), de acordo com a classe de

precocidade sexual a desmama e a puberdade de bezerros Nelore.

Precocidade sexual do Bezerro

Variaveis a desmama SP P Td
Idade desm (sem) 39,43 +0,712 41,39 + 0,54° 42,43 + 0,48
AMH desm (ng/mL) 15,90 + 0,422 15,82 £ 0,432 16,59+0,44°
T desm (ng/mL) 2,46 +0,492 2,51+0,522 3,31+0,822
PE desm (cm) 20,61 +0,41° 20,78 £ 0,302 20,40 + 0,40°¢
Peso desm (kg) 265,36 £ 8,492 273,61 +6,952 274,21 +8,152
Variaveis a puberdade SP P Td
Idade pub (sem) 50,86 + 0,652 59,65 + 0,87° 66,86 + 0,38°
AMH pub (ng/mL) 9,62 +1,17°2 8,64 + 0,56 2 7,45 +0,712
T pub (ng/mL) 10,81 * 2,652 8,49 + 2,222 5,59 +0,2232
PE pub (cm) 26,46 +0,89° 29,39+0,49° 30,73+0,482
Peso pub (kg) 311,31 +10,26° 368,48 + 8,00° 397,08 £ 8,242
Mot. Progressiva (%) 46,43 + 4,642 29,13 +3,82° 17,39+ 2,20°

Conc. TT (nx10%sptz/ejac)

303,82 £55,192

182,57 + 45,802

80,60 + 16,95°

Letras diferentes na linha indicam diferenga significativa (P<0,05) para teste t de Student.

SP - superprecoces; P - precoce; Td - tardios; Idade desm (sem) — idade a desmama em semanas;
desm — desmama; pub — puberdade; AMH — concentracdo de AMH em ng/mL; T — concentragédo de
Testosterona em ng/mL; PE- perimetro escrotal; Mot. Progressiva — motilidade progressiva; Conc. TT

— concentracao espermatica.
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Tabela 3. Médias (+ desvio padrao) dos aspectos clinicos andrologicos e niveis séricos

de hormonio Anti-Milleriano (AMH) e de Testosterona (T), de acordo com a classe de

precocidade sexual dos pais de bezerros Nelore a desmama e a puberdade.
Precocidade sexual paterna

Variaveis a desmama SP P Td
Idade desm (sem) 41,21 +0,432b 42,46 + 0,562 39,20 + 0,80
AMH desm (ng/mL) 16,26 + 0,252 15,40+ 0,942 -

T desm (ng/mL) 2,46 + 0,352 4,61 +1,35° -

PE desm (cm) 20,56 +0,22° 21,62 +0,432 18,20 + 0,34°
Peso desm (kg) 271,63 +4,17° 294,31 +11,582 216,60 + 6,10°
Variaveis a puberdade SP P Td
Idade pub (sem) 60,28 + 1,082 60,92 + 1,932 60,80 + 2,332
AMH pub (ng/mL) 8,52+0,62 8,31+0,572 7,94 + 1,432
T pub (ng/mL) 8,65 + 1,802 11,02 + 3,232 -

PE pub (cm) 29,07 +0,452 30,27 £0,96° 28,60+ 1,132

Peso pub (kg)

Mot. Progressiva (%)

365,85 + 6,98 &P
28,10 + 2,98°

383,69 + 16,272
29,23 £4,86°

339,70 + 28,20°

32,00 +£10,20%

Conc. TT (nx10°sptz/ejac) 180,39 + 30,592 165,98 + 56,712 133,95 + 75,522

Letras diferentes na linha indicam diferenca significativa (P<0,05) para teste t de Student.

SP - superprecoces; P - precoce; Td - tardios; Idade desm (sem) — idade a desmama em semanas;
desm — desmama; pub — puberdade; AMH — concentracdo de AMH em ng/mL; T — concentragédo de
Testosterona em ng/mL; PE- perimetro escrotal; Mot. Progressiva — motilidade progressiva; Conc. TT
— concentracao espermatica.

Discusséao

Os bezerros utilizados no experimento apresentaram na meédia 271+ 35,35 kg a
desmama, peso bem superior ao encontrado na literatura para raga no mesmo
periodo. Alencar et al. (1998) [18] desmamaram bezerros Nelore com pesos que
variaram de 174,77 a 184,13 kg. Guimaraes et al. (2011) [19] destacam que
propriedades que de alguma forma utilizam programas de melhoramento genético,
onde sao utilizados animais considerados superiores na reproducdo, apresentam um
rebanho com desempenho também superior, como é o caso da fazenda a que
pertencem os animais deste experimento.

O peso aos 12 meses dos animais do estudo também foi superior ao da referencia se
considerarmos apenas os animais SP, por exemplo, que pesavam 311,31 + 10,26 kg
aos 12 meses, e foram os mais leves. Lira et al. (2013a) [20] trabalharam com bezerros

Nelore no estado do Mato Grosso e 0s animais pesaram 244,22 kg na média com 12
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meses de idade. Outros experimentos também tiveram média de peso inferior ao
encontrado no estudo [21,22].

No desmame o PE médio no momento do desmame observado nos 61 tourinhos foi
de 20,59 + 1,65 cm, superior ao descrito pelo CBRA (2013) [15], que define o PE aos
9 meses, na média, para bovinos Nelore, em 18 cm. No momento em que 0s animais
atingiram a puberdade, independente da classe de precocidade, todos estavam acima
dos valores descritos pelo CBRA (2013) [15] para raca Nelore.

O PE médio dos animais a puberdade foi de 29,29 + 0,39 cm. Queiroz (2014) [13],
também trabalhando com tourinhos Nelore, encontrou medida de PE, para os animais
puberes, muito proxima ao encontrado em nosso experimento (28,29 £ 0,45 cm).
Referente as classes de precocidades, os animais classificados com Td necessitaram
de uma maior medida, de PE (30,73 + 0,48 cm) para atingirem a puberdade em
relacdo aos P (29,39 + 0,49 cm), os quais também mostraram maior PE que os SP
(26,46 + 0,89 cm). Esse dado mostra que a medida do PE n&o pode ser uma unica
ferramenta para definir a puberdade, pois cada classe deste trabalho apresentou
medidas distintas. A medida do PE nao influenciou significativamente a expressao da
idade a puberdade dos tourinhos.

Pesquisas brasileiras mostram que bovinos da raca Nelore atingem a puberdade entre
10 e 16 meses, coincidindo com o periodo de grande ganho de peso associado ao
rapido crescimento testicular, aumento da secrecdo de LH e inicio da
espermatogénese [23,24,25,26,27]. Os animais deste experimento na sua grande
maioria, entraram na puberdade na idade descrita na literatura, sendo que os SP
entraram na puberdade com menos de 12 meses, 0os P com pouco mais de 13 meses
e os Td com cerca de 15 meses na média.

Outro trabalho com bovinos Bos indicus, porém na raca Guzerd, definiu a idade a
puberdade dos tourinhos por volta dos 16 a 18,9 meses de idade com PE
apresentando medida de 23 a 25,5 cm, utilizando 207 machos, dos quais 69%
atingiram a puberdade com essas caracteristicas [28], evidenciando que os animais
do nosso experimento sdo mais precoces, na sua grande maioria que os estudados
da raca Guzera.

N&o foi identificada diferenca significativa para as variaveis hormonais (AMH e T),
porém, os tourinhos SP apresentaram uma inversao das concentracées hormonais no
momento da puberdade, pois a concentracdo da T j& estava mais alta que a do AMH,
0 que nao foi identificado nos tourinhos P e Td, em que o AMH ainda era mais alto

que a T. Estes dados diferem dos relatados por Queiroz (2014) [13], também com
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animais Nelore, que revelou que o AMH é um possivel biomarcador de precocidade
sexual em machos bovinos, considerando-se que o declinio nas concentracdes
séricas deste correlacionou-se a precocidade sexual, principalmente na distin¢cdo dos
animais superprecoces dos animais tardios.

O declinio na concentracdo do AMH, nos tourinhos SP, nho momento da puberdade
esta de acordo com o descrito por Rey et al. (2003) [9], que descreveram 0 mesmo
comportamento hormonal em criangas com puberdade precoce, diferindo daquelas
gue atingiram a puberdade tardiamente e demonstraram valores superiores de AMH.
Na espécie equina esse padrdo de diminuicdo na concentracdo de AMH também
ocorre, pois ja foi descrito que garanhfdes tém menor concentracdo de AMH, quando
comparados aos potros pré-puberes [12].

Para suinos os resultados evidenciam a mesma resposta para expressdo do AMH na
imunohistoquimica, pois foi detectado em células de Sertoli de suinos com dois meses
de idade, desaparecendo completamente a partir dos seis meses de idade [29].

Na fase adulta de humanos, sugere-se que ocorra uma regulacdo antagonica entre
AMH e T, sendo que a T parece exercer um efeito supressor sobre a secrecéo do
AMH pelas células de Sertoli. Nestes momentos, os receptores de andrégeno (RA) ja
estdo expressos na células de Sertoli e a T encontra-se em alta concentracéo
intratesticular. Assim, a T atua nos RA, através da acao paracrina, inibindo a secrecao
do AMH pelas células de Sertoli [9,30]. Se esse comportamento hormonal se repetir
em bovinos, pode explicar o que aconteceu com o AMH e a T nos animais SP; porém,
nao ocorreu o mesmo com os P e Td, que talvez ainda estivessem na fase de inversao
de concentracédo do AMH e da T no momento da coleta sanguinea.

No nosso experimento ndo foram testadas varidveis referentes a metabolizagédo
hormonal dos tourinhos, porém, pode ser uma das explicagdo para que apenas os SP,
no momento da puberdade, ja estejam com os niveis de AMH mais baixo e 0s niveis
de T mais altos. Essa hipotese ainda precisa ser elucidada.

A classe de precocidade dos pais nao influenciou a classe de precocidade dos filhos,
ou seja, pais SP ndo geraram, necessariamente filhos SP. As dosagens hormonais
dos filhos de pais das diferentes classes de precocidade também néo influenciaram a
classificacdo dos tourinhos de acordo com sua precocidade. A Unica influéncia
encontrada no trabalho foi que pais Td geraram filhos mais tardiamente na estacéao de
monta, portanto os bezerros filhos dos pais Td desmamaram mais novos, com menor

peso e menor PE a desmama e, consequentemente, a puberdade.
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Relatos em bovinos machos levando em consideracdo a correlagédo pai-filho e a
concentracdo de AMH, nao foram encontrados, porém, para fémeas, ja existem alguns
trabalhos mostrando uma correlacdo do AMH circulante entre mée e filha. No entanto,
as correlagbes sdo muito baixas, necessitando de mais estudos com maior nimero
de animais [31]. Outros autores sugerem que fatores epigenéticos, tais como niveis
de balanco energético negativo na vida fetal [32], idade da mée e status lactacional
[33] provavelmente influenciam os resultados estudados comparando-se mae e filha.
Outro fato que nossos resultados levam-nos a pensar € em uma influéncia da
programacao fetal, nas condic6es maternas da gestacéo, esse conceito é definido por
estimulo ou insulto maternal no periodo do desenvolvimento fetal e tem longo impacto
nas crias [34]. As maes dos tourinhos do nosso experimento podem pertencer a
diferentes categorias, desde primiparas a pluriparas, além, da idade do parto dessas
maes, pois muitas matrizes do rebanho utilizados parem antes dos 24 meses, 0 que
pode ter impacto direto nas crias.

No nosso trabalho ndo levamos em consideracao a linhagem materna, nem mesmo a
informacé&o de precocidade dessas vacas, fato que talvez possa influenciar de forma
direta a precocidade sexual dos bezerros, haja visto que metade da carga genética
dos tourinhos foi passada pelas maes, necessitando de novas pesquisas para
possivel identificacdo dessa influéncia.

N&o foi encontrada correlagdo da concentracdo do AMH com nenhuma das
caracteristicas estudadas. N&o foi possivel identificar correlagdo entre a classe de

precocidade do pai em relacdo aos bezerros.
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Hormonio Anti-Mulleriano (AMH) como preditor da pro ducéo de embrides in
vitro de vacas Bos indicus

Anti-Mullerian hormone (AMH) as a predictor of embryo production in vitro of Bos
indicus cows

Resumo- A producéo in vitro de embrides (PIVE) pode aumentar rapidamente o
ganho genético do rebanho de corte e leite, porém a técnica tem seu sucesso muito
relacionado com a caracteristica individual do animal da sua populagcéo ovariana de
foliculos antrais. Mesmo sendo o numero de foliculos antrais variavel entre os animais,
a concentracdo do hormoénio anti-Mulleriano (AMH) parece ser um marcador
enddcrino confiavel da reserva ovariana, previsdo de resposta ovariana e da predicao
do sucesso do tratamento para fertilizag&o in vitro. O objetivo foi verificar a existéncia
de correlagéo entre a concentracdo de AMH no momento da aspiragao de doadoras
Nelore e Gir, a contagem de foliculos pré-aspiracdo, classificacdo dos complexos
cumulus-odcito (COC’s) e producao de embrides viaveis produzidos in vitro. Utilizou-
se 15 doadoras de ovocitos (Bos indicus) das ragcas Nelore (n=8) e Gir (n=7), com
idades variando de 3 a 19 anos. Foram considerados os dados de contagem folicular
antes da aspiracdo (Fol), qualidade dos COC'’s aspirados (G1 — COC'’s grau 1, G2—
COC's grau 2, G3— COC'’s grau 3), embrides viaveis produzidos, idade da doadora,
raca, classe de concentracdo de AMH (AMH1- até 0,114 ng/mL; AMH2- superior a
0,114 ng/ML) e classe de producao de embrides (Classe 1 — 0 a 5 embrides, Classe
2 — mais de 5 embrides). O AMH sérico das doadoras, na média, foi de 0,114 ng/mL,
no entanto, nenhuma caracteristica estudada correlacionou-se com os niveis de AMH,
nem mesmo quando as doadoras foram divididas em duas classes de concentracao
(AMH1 e AMH2). Os resultados da comparagdo das duas ragas, mostraram
semelhanca para todas as caracteristicas estudadas, com excecao de classificacédo
de COC’s G2, na qual as doadoras Gir tiveram significativamente maior produgéo que
as Nelore. As variaveis Fol, G2 e embrides foram significativamente correlacionadas
com a idade das doadoras no momento da aspiracdo, com todas essas caracteristicas
mostrando declinio de producdo nas matrizes mais senis. Nas condi¢cdes do
experimento o AMH n&o pode ser considerado um potencial marcador endécrino de
selecdo de doadoras para PIV nas racas Nelore e Gir, pois o horménio ndo se
correlacionou com nenhuma caracteristica estudada.

Palavras-chave: Gir, Nelore, PIVE, reproducéo

Abstract- In vitro embryo production (IVEP) can rapidly increase genetic gain of the
beef and dairy cattle, however the technique has its success too attached to each
animal individual characteristic of antral follicles population. Even though the number
of antral follicles is variable among animals, the anti-Mullerian Hormone (AMH) levels
seems to be a reliable endocrine marker of the ovarian reserve, prediction of ovarian
response and success of in vitro fertilization treatment. The objective of this present
research was to verify the existence of correlation between the AMH levels at the
moment of aspiration of Nelore and Gir donors, pre-aspiration follicular count,
classification of cumulus-oocyte complexes (COCs) and the production of viable in
vitro embryos. Fifteen Nelore (Bos indicus) oocytes donors (n = 8) and Gir donors (n =
7) were used, with age ranging from 3 to 19 years old. Follicular count before
aspiration, aspirated COC's quality (G1 - COC's grade 1, G2-COC's grade 2, G3-
COC's grade 2), viable embryos produced, donor's age and breed, AMH concentration
levels (AMH1- to 0,114 ng / mL; AMH2- greater than 0.114 ng / ML) and embryo
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production class (Class 1 - 0 to 5 embryos, Class 2 - more than 5 embryos) were
considered. The average of donors’ serum AMH was 0.114 ng/mL; however, none of
the studied characteristics is correlated with AMH levels, even when donors were
divided into two concentration classes (AMH1 and AMH2). The comparison of results
between the two breeds demonstrated similarity for all the characteristics studied,
except for COC's G2 classification, in which the Gir donors had significantly higher
production than the Nelore ones. Follicular count before aspiration variables, G2 and
embryos were significantly correlated to the age of the donors at the time of aspiration
and all these characteristics show the decline of senile matrices’ production. Under the
conditions of this experiment, AMH cannot be considered a potential endocrine marker
for donor selection for IVEP in Nelore and Gir breeds, because the hormone did not
correlate to any of the characteristics studied.

Keywords: Gir, Nelore, IVEP, Reproduction

Introducao

A producéo in vivo seguida por transferéncia de embrides (TE) foi, até meados de
2004, a principal tecnologia utilizada, sendo a partir de entdo ultrapassada pela
producao in vitro de embrides (PIVE). Juntas, as tecnologias produziram mais de 300
mil embrides no ano de 2010, sendo a PIVE a responsavel por mais de 85% desse
valor [1].

A PIVE pode aumentar rapidamente o ganho genético dos rebanhos de corte e leite,
porém a técnica tem seu sucesso muito relacionado com a caracteristica individual do
animal em populacéo ovariana de foliculos antrais - POFA [2]; com isso, a eficiéncia
da PIVE pode ser extremamente comprometida com as variagdes encontradas de
POFA entre as doadoras, mesmo existindo alto nivel de repetibilidade na mesma
fémea [3].

A partir dos anos 2000, a POFA vem sendo associada com quantificagdes hormonais,
tais como insulina, fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), e o hormdnio
anti-Mulleriano (AMH) [4,5,6,7,8].

Inicialmente, o AMH foi estudado apenas na diferenciacdo sexual masculina [9,10],
porém, na fémea, o padrdo de concentragdo do AMH nas células da granulosa de
foliculos em desenvolvimento, sugere funcdo importante do AMH na foliculogénese
[11,12,13]. Existe relato de que, em ovinos, 0 AMH predomina no fluido folicular [14].
A maior concentracdo no fluido folicular € encontrada nos foliculos antrais iniciais
[15,16,17,18].
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Apesar do numero de foliculos antrais ser variavel entre os animais, a concentragdo
do AMH pode ser considerada um marcador enddécrino confiavel da reserva ovariana
[19], previsao de resposta ovariana [20] e da predi¢cdo do sucesso do tratamento para
fertilizacdo in vitro em mulheres [21]. Em cabras, a concentracao circulante de AMH é
capaz de predizer a capacidade de uma doadora produzir um namero elevado ou
baixo de embrides de alta qualidade [22].

Em bovinos, as contagens de POFA e os niveis de AMH tem sido correlacionados
com o grupamento genético, evidenciando que os resultados podem variar muito entre
racas e espéecie [7,23,24].

Neste trabalho, o objetivo foi verificar a existéncia de correlagcdo da concentracdo de
AMH no momento da aspiracdo de doadoras Nelore e Gir, com a contagem de
foliculos pré-aspiracdo, classificacdo do complexos cumulus-odcito (COC’s) e

producdo de embrides viaveis produzidos in vitro.

Materiais e Métodos

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com 0s principios éticos
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), sendo a
manipulacéo dos animais durante a fase experimental aprovada pelo Comité de Etica
e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob
protocolo n°® 511/2013.

Utilizou-se 15 doadoras de ovécitos (Bos indicus) das racas Nelore (n=8) e Gir (n=7),
com idades variando de 3 a 19 anos. Realizou-se, no total, 32 aspiracdes, com
variagcbes para cada doadora (1 a 6 aspiragées/animal). Os animais foram mantidos
em pastagem de Brachiaria sp., suplementados diariamente com mineralizacdo e
agua ad libitum.

Antes de cada aspiracdo coletou-se sangue através da puncado da veia ou artéria
coccigea. Logo apds a coleta, as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 20
minutos, conforme Santos et al. (2000) [25]. O soro obtido foi identificado,
acondicionado em microtubos tipo eppendorf e armazenado em freezer a -18°C para
dosagem de AMH, por meio de kits comerciais.

Quantificou-se as concentracdes séricas de AMH (ng/mL) através do método de
ELISA, utilizando-se o kit comercial “Bovine AMH ELISA” (AnshLabs®, USA). A
sensibilidade do ensaio foi de 0,011 ng/mL e o coeficiente de variagéo do intraensaio
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< 5%. A quantificacdo foi realizada no Instituto Génese de Andlise Cientifica (Sao
Paulo, Brasil).

Estimou-se o numero de foliculos existentes nos dois ovarios antes do procedimento
de aspiracdo. Para a recuperagdo dos ovocitos foi adotada a técnica de aspiracdo
folicular transvaginal guiada por ultrassonografia [26].

ApoOs cada aspiracao classificou-se os ovocitos de acordo com sua qualidade. Os
COC'’s foram contados e separados em trés categorias (G1- grau 1, G2- grau 2, G3-
grau 3), de acordo com as caracteristicas de compactacao, numero de camadas e
transparéncia das células do cumulus e homogeneidade e transparéncia do ooplasma,
utiizando o sistema de classificacdo descrito por Leibfried e First (1979) [27].
Consideraram-se viaveis os COC'’s classificados de G1 a G3, sendo os COC’s de
classe 4 descartados.

Sequencialmente a classificacdo dos ovocitos, aqueles viaveis foram encaminhados
para o laboratorio de fertilizacao in vitro (FIV), onde passaram pelo processo completo
de PIVE no laboratério comercial Embriza Biotecnologia Ltda. No D7 apods a
fertilizacdo, os embrides foram classificados em viaveis e nédo viaveis, segundo a
Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS 1999) [28].

Para comparacoes, foram formadas duas classes de producdo de embrides e AMH,
utilizando-se os valores médios como parametro de divisdo. Para embrido
consideraram-se como classe 1 as doadoras que produziram de zero a cinco
embrides, e classe 2 as que produziram mais de cinco embribes. Para AMH, as
classes foram em relacdo a um valor médio de concentracéo (0,114 ng/mL), em que
foi abaixo ou igual a média-AMH1 e AMH2 acima desta média.

As doadoras também foram distribuidas de acordo com a idade (em anos), na qual as
mesmas encontravam-se no momento da aspiracdo; a variagéo foi de trés a 19 anos.
Realizou-se teste de normalidade para todas as variaveis dependentes (Fol, G1, G2,
G3, embrido e AMH), e aquelas que ndo apresentaram distribuicdo normal foram
transformadas. A concentracdo de AMH foi transformada para log(x) e as variaveis de
contagem (Fol, G1, G2, G3, embrido) transformadas para raiz de (x+1). A variavel,
quando trabalhada como dependente, por ndo apresentar distribuicdo normal, foi

comparada pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney ou por Kruskal-Wallis.
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Resultados

O modelo de andlise de variancia foi significativo para variaveis Fol (R? = 80,17%, CV
=24,11), observando a variagdo em fungéo da classe de embrido e idade (P<0,05). A
variavel G2 (R? = 80,00%, CV = 25,49) variou em funcéo de raca e idade (P<0,05), e
a G3 (R? = 74,04%, CV = 23,73) apenas para classe de embrido (P<0,05). Para
embrido houve significancia (R? =72,77%, CV = 27,730) em relacéo a idade (P<0,05).
O nivel médio do AMH das doadoras avaliadas foi de 0,114 ng/mL, porém os
resultados encontrados ndo mostram correlacéo dos niveis de AMH e das classes de
AMH1 e AMH2 com as caracteristicas estudadas (Tabela 1).

As doadoras das duas racas apresentaram resultados semelhantes para todas as
caracteristicas estudadas, com excecédo de classificagdo de COC’s G2, na qual as
doadoras Gir tiveram significativamente maior produgéo que as Nelore (Tabela 1).
Quando as comparacOes foram realizadas levando-se em consideracéo a classe de
producdo de embrido, encontrou-se diferenca significativa para contagem folicular
(Fol), ovécitos recuperados G2 e G3, no qual a Classe 2 apresentou melhores
resultados (Tabela 2).

As variaveis Fol, G2 e embrides foram significativamente correlacionadas com a idade
das doadoras no momento da aspiracdo, com todas essas caracteristicas mostrando
declinio de producdo nas matrizes mais senis. As doadoras apresentaram um
crescimento na producdo de embrides até os 9 anos de idade, a partir da qual os
valores apresentaram uma queda significativa. O mesmo ocorreu com a contagem de

foliculos antes da aspiracéo (Tabela 3).

Tabela 1. Comparacéo da idade, concentracdo de AMH, contagem folicular, producéo
ovocitaria e embrionaria de doadoras Nelore e Gir e valores médios das duas racas

Nelore Gir Geral
Idade (anos) 11,60+ 1,02 3,50+ 0,23 8,5+0,95
AMH (ng/mL) 0,102+ 0,020° 0,132+ 0,040° 0,114 + 0,019
Fol (n) 13,21+ 2,702 20,00+ 3,212 14,14 + 2,40
G1(n) 0,47+ 0,252 0,17+0,172 0,35+ 0,16
G2 (n) 3,63+ 1,12° 5,00+ 1,182 4,16+ 0,82
G3 (n) 3,84+ 0,63 9,83+ 1,582 6,16+ 0,89
Embrides viaveis (n) 4,10+0,98°2 533+1,332 4,58+ 0,78

Letras diferentes na mesma linha indicam diferesigaificativa entre médias (P>0,05) para teste dedbn-
Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis.
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Tabela 2. Comparacéao idade, concentracdo do AMH, contagem folicular, producéo
ovocitaria das duas classes de producdo de embrido, Classe 1 (0 a 5) e Classe 2 (>5)

Classe 1 Classe 2
Idade (anos) 9,33+1,332 6,801,072
AMH (ng/mL) 0,116 +£0,0232 0,118 £0,0392
Foliculos (n) 14,06 + 2,93 16,67 + 4,592
G1 (n) 0,09 £0,092 0,90+0,432
G2 (n) 2,90 +0,82° 6,80 +£ 1,632
G3 (n) 4,76 +0,88P 9,10 £ 1,762

Letras diferentes na mesma linha indicam diferesigaificativa entre médias (P>0,05) para teste dedkbn-
Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis.

Tabela 3. Comparagédo da concentragdo do AMH, contagem folicular, producéo
ovocitaria e embrionaria de acordo com a idade de doadoras de ovdcito de diferentes

idades

Idade (@anos)

3 anos 4 anos 5 anos 7 anos 9 anos
AMH (ng/mL) 0,111+0,0312 0,055+ 0,0452 0,308 +0,173° 0,091 +£0,0422 0,360+0,002
Foliculos (n) 20,00 +1,00 @¢ 26,00 + 0,0020 15,00 + 0,008b¢ 13,33 +0,33abc 38,00 £0,00°
G1 (n) 0,22 +£0,222 0,00 £0,002 0,00 £0,002 0,00 £0,002 2,00+£0,002
G2 (n) 5,89 +1,47b¢ 1,50 + 0,50°d 2,50 +0,50¢d 0,33 +0,33d 19,00 + 0,002
G3 (n) 9,671,772 10,50 +4,502 8,00 £6,002 6,33+1,852 19,00 +£0,002
EmbriGes viaveis(n) 6,89 + 1,40 0,50 + 0,50° 2,00 + 2,00P¢ 4,67 +1,76 16,00 + 0,002
10 anos 11 anos 14 anos 19 anos
AMH (ng/mL) 0,053 £0,0202 0,198 +0,002 0,174 £0,0142 0,044 £0,0342
Foliculos (n) 15,67 +6,562¢ 20,00 + 0,002b¢ 6,00 + 0,58P¢ 5,00 £1,15¢
G1 (n) 0,83+0,652 2,00+£0,002 0,00 £0,002 0,00 £0,002
G2 (n) 5,83 +0,87b¢ 9,00 + 0,00° 0,33 + 0,334 0,75 + 0,484
G3 (n) 5,50+0,562 4,00+0,002 0,67 £0,332 1,25+0,752
Embrides viaveis(n) 6,33 +1,08° 4,00 + 0,00 0,00 + 0,00¢ 0,75 +0,48°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferesigaificativa entre médias (P>0,05) para teste dedibn-
Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis.

Discussao

O AMH sérico médio das doadoras foi de 0,114 ng/mL; no entanto, nenhuma
caracteristica estudada correlacionou-se com os niveis de AMH, nem mesmo quando
as doadoras foram divididas em duas classes de concentragdo de AMH (AMH1 e
AMH2).

Em humanos os resultados sao distintos dos encontrados em nosso trabalho, pois os
niveis sericos do AMH sao um marcador preditivo da resposta ovariana, em mulheres,
submetidas ao procedimento de fertilizagcéo in vitro, refletindo-se na reserva ovariana,
e com correlacdo significativa com o numero de ovdcitos aspirados [29] e relacao
positiva do AMH com a qualidade ovocitaria em mulheres [30,31].

Dados de um trabalho [32], também com a raca Nelore, sugerem resultados diferentes
dos encontrados neste experimento, de que o AMH é um potencial marcador de
selecéo de doadoras Nelore, pois verificaram os niveis de concentragbes do AMH
correlacionados positivamente com o total de foliculos aspirados, COC's recuperados,
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namero de COC'’s viaveis, e numero de embrides produzido por sesséo de aspiracao
[32]. Esses resultados distintos ao do presente experimento, talvez possam ser
explicados por dois fatores, sendo um deles a diferenca dos niveis de AMH entre os
estudos. Guerreiro et al. (2014) [32] dividiu as doadoras em duas classes de niveis de
AMH (alto 2,0 = 0,3 ng/mL e baixo 0,5 + 0,05 ng/mL), enquanto que Nno NOSSO
experimento as concentracdes do AMH foram muito mais baixas. Outro fator que pode
ter interferido na divergéncia de resposta € que, enquanto trabalhamos com vacas que
variaram a idade de 3 a 19 anos, 0s outros autores utilizaram apenas novilhas Nelore.
A senilidade em mulheres e em animais, de forma geral, traz consequéncias para a
reproducdo, tais como diminuicdo no namero de ovocitos e queda na fertilidade
evidenciada antes da total deplecdo da reserva de foliculos ovarianos [33]. Tal fato
pode, entdo, explicar as diferencas nos niveis de AMH, pois a expressdo do mesmo é
observada nas células de foliculos em crescimento, sendo que a grande maioria dos
trabalhos propde a expressdo em células da granulosa de foliculos primarios com o
inicio da sintese hormonal, e a sua maxima producdo em foliculos secundarios e
antrais iniciais [34]. Entdo, se ha uma diminuicdo no namero de foliculos, ha um
declinio nos niveis de AMH em vacas mais velhas em relagdo as novilhas.

Esses resultados ja possibilitam discutir a relacdo da idade das doadoras com as
caracteristicas estudadas (Tabela 3), uma vez que as variaveis Fol, G2 e embrides
foram significativamente correlacionadas com a idade das doadoras no momento da
aspiracdo, com todas elas mostrando declinio de producdo nas matrizes mais senis.
As doadoras apresentaram um crescimento na producédo de embrides viaveis até os
9 anos de idade, a partir da qual os valores apresentaram uma queda significativa, de
forma semelhante ao comportamento da variavel FOL.

Experimentos mostram que os resultados que encontramos estao de acordo com o
esperado para doadoras de ovocito, pois a quantidade de ovocitos viaveis para
producdo de embrides de PIVE esta ligada tanto aos fatores extrinsecos como as
condi¢cdes ambientais e manejo, como as fungdes do proprio ovario e do seu estoque
de foliculos, em média de 50.000 a 100.000 foliculos primordiais existentes ao
nascimento [35]. Os ovécitos de fémeas de um més de idade ja sdo passiveis de
produzirem embrides de FIV, porém com um numero significativamente baixo de
blastocistos viaveis, quando comparados aos ovocitos de doadoras adultas [36,37]. A
taxa de desenvolvimento em blastocisto é maior para vacas adultas quando

comparadas com novilhas [38], mas a disponibilidade de COC’s viaveis para
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exploracdo da PIVE decresce em vacas a partir dos nove anos de forma significativa
[35,39], como parcialmente verificamos neste experimento.

Em doadoras Holandesas (Bos taurus) a idade foi diretamente proporcional ao nimero
de COC'’s produzidos. Ja a relacdo com a qualidade dos COC’s mostrou-se crescente
guando foram comparadas fémeas de dois aos oito anos, quando a partir de entéo, a
qualidade dos COC'’s das vacas diminuiu, permitindo concluir que existe uma estreita
relacdo da idade da doadora e a quantidade e qualidade dos COC'’s aspirados [40].
A resposta da idade em relacéo a producdo de embrido, embora em Bos taurus, e
com utilizacdo de superovulacdo, também foi descrita. Donaldson (1984) [41]
acompanhou por 10 anos 56 vacas Texas Longhorn, com idades variando de 3 a 22
anos, que passaram por protocolos de SOV, e encontrou declinio na producao de
embrides transferiveis a partir dos 10 anos das doadoras. As fémeas de 3 a 6 anos
apresentavam média de 23 embrides viaveis, numero significativamente superior
guando comparado com as matrizes de 14 a 22 anos que produziam 9 embrides na
meédia. No nosso experimento a producdo maxima de embrides foi das doadoras com
9 anos (16,00 + 0,00).

Os resultados da comparacgao das duas ragas aspiradas, mostraram semelhanca para
todas as caracteristicas estudadas, com excecao de classificagcdo de COC’s G2, na
qual as doadoras Gir tiveram significativamente maior producao que as Nelore (Tabela
1).

Os niveis de AMH nao foram significativamente diferentes entre as duas ragas, o que
pode ter ocorrido por se tratarem de duas racas de uma mesma espécie Bos indicus,
porém alguns trabalhos tem mostrado diferenca nos niveis de AMH em ralacdo aos
grupamentos geneéticos [24,32,34]. Quando foram comparadas fémeas Bos indicus e
Bos taurus, as primeiras apresentaram maior populacdo ovariana de foliculos antrais
e concentracao superior de AMH [7].

As doadoras Nelore tiveram na média 7,94 ovdcitos viaveis recuperados apos cada
secdo de aspiragao, resultado muito superior ao relatado por Zamboni et al. (2010)
[42] que, no seu grupo controle, sem estimulo hormonal, encontraram 1,07 ovécitos
aspirados na média. Em relacdo as doadoras Gir o mesmo resultado superior também
foi encontrado, no nosso trabalho a média das vacas Gir foi de 15 ovdcitos por
aspiracao, enquanto que Oliveira et al. (2011) [43] apresentaram uma média de 3,1
ovécitos aspirados para doadoras Gir. Um resultado mais préximo do que
encontramos para as doadoras Gir foi descrito por Oliveira et al. (2013) [44] que

aspiraram, na média, 8,49 ovaQcitos viaveis para vacas Gir.
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Os resultados deste estudo, referentes as contagens foliculares antes da aspiracao,
mostraram-se superestimados em relacdo a quantidade de COC'’s recuperados.
Respostas distintas sdo descritas para mulheres, pois a contagem ecografica de
foliculos antrais parece refletir o nimero de foliculos primordiais [45], podendo ter
confidvel grau de correlacdo ndo apenas com baixas respostas, como, também, com
relacdo ao numero de ovocitos aspirados [46].

A producdo média de embrides foi de 4,58 £ 0,78, levando em consideracdo as duas
racas; para as doadoras Nelore a producao foi de 4,10 £ 0,98, valor abaixo dos
encontrados por Beltrame et al. (2010) [47] na mesma raca, que obtiveram média de
embrides de PIVE 6,43 £ 5,5, porém, os autores ainda descrevem que a maior
frequéncia de producéao de embrides de PIVE em Nelore (52,09% das vezes) é de 1
a 5 embrides. Nonato Jr et al. (2006) [48], compararam quatro protocolos de
aspiracdes em doadoras Nelore e a producédo de embrides vidveis variou de 6,1 £ 1,0
a 12,0 + 2,6, resultado também superior ao encontrado neste experimento. As
doadoras Gir atingiram a média de 5,33 + 1,33 embrides viaveis por aspiracao, o que
estd acima do verificado por Oliveira et al. (2013) [44], de 3,34 £+ 0,35 embrides de
média para raca Gir.

Embora a Unica diferenca encontrada entre as racas foi a maior producédo de COC'’s
G2, esperava-se que as doadoras Nelore produzissem mais embrides que as vacas
Gir, 0 que ndo aconteceu. Existem duas possiveis explicacdes, para a maior producao
de G2 e a mesma producdo de embries nas ragas; uma € a idade meédia das
doadoras, pois as vacas Nelore tinham 11,60 £ 1,02 anos e as Gir 3,50 + 0,23 anos,
resposta ja discutida anteriormente em relacéo a idade das fémeas e a relagdo com a
producdo de embrides. O outro fato que pode ser relevante é a diferenca de
metabolismo existente entre as doadoras utilizadas no experimento. As vacas Nelore
eram doadoras de embrido que ja haviam sido aspiradas por mais vezes antes do
experimento, e que nao necessariamente foram selecionadas para producdo ou
reproducdo e, sim, selecionadas para o fenétipo. Ja as doadoras Gir eram animais
selecionados para alta producgéo de leite, suplementadas desde jovem para este fim,
0S quais podem ter metabolismo mais acelerado em relacdo as doadoras Nelore,
refletindo-se no metabolismo ovariano. Segundo alguns autores, fatores nutricionais
sdo capazes de afetar o crescimento folicular e a producdo de embrides, entre os
quais podem ser citados teor de proteina da dieta [49], niveis de vitamina A [50], teor
de gordura [51] e condigao corporal e energia na dieta [52,53].
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Quando as doadoras foram divididas nas classe de producdo de embrido, os
resultados mostraram que vacas com maior contagem folicular antes da aspiracao
apresentam maior producdo de COC's aspirados e embrides viaveis (Tabela 2). Esses
dados corroboram Guerreiro et al. (2014) [32], que mostraram que as doadoras Nelore
apresentaram correlacdo positiva com a quantidade de foliculos aspirados, COC'’s
recuperados e embrides viaveis produzidos.

Nas condicbes do experimento, o AMH ndo pode ser considerado um potencial
marcador endocrino de selecdo de doadoras para PIV nas racas Nelore e Gir, pois 0

hormonio ndo se correlacionou a nenhuma das caracteristicas estudadas.
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