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Resumo

O hormodnio antimilleriano (AMH) nas fémeas é produzido especificamente pelas células da granulosa
dos foliculos em crescimento e controla a velocidade do crescimento folicular ao inibir a enzima aromatase. Este
hormonio tem sido explorado em varias aplicacdes biotecnolédgicas, sendo a mais bem estudada a relacéo
positiva entre a sua concentracdo circulante e a populacéao folicular antral (PFA) no ovério, tornando o AMH um
indicador confiavel desta caracteristica em humanos e em outras espécies. O AMH também mostrou ser um
indicador prognostico positivo do rendimento de embriGes em programas de ovulagdo multipla e transferéncia de
embrides (MOET) em bovinos, porém sua utilidade para identificar fémeas doadoras de odcitos para producéo
de embrides in vitro (IVEP) ainda esta em discussdo. Em bufalos, apenas poucos estudos foram realizados até o
momento, porém devido a baixa reserva folicular ovariana na espécie e a grande variabilidade individual, que
criam um desafio para ART (Assisted Reproduction Technology) na espécie, o AMH surge com grande potencial
de se tornar alternativa eficiente para a identificacdo precoce de doadores de o6citos para IVEP. Estudos sobre
AMH demonstraram claramente sua utilidade como parte do "pacote de biotecnologia reprodutiva” em algumas
espécies, especialmente em seres humanos. Em animais de producéo, como bovinos, e principalmente no bufalo,
estudos adicionais sdo necessarios para definir a utilidade da AMH néo apenas como um bom preditor da AFP,
mas também como uma ferramenta chave em programas de biotecnologia reprodutiva em todo o mundo.
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Abstract

The antimillerian hormone (AMH) in females is specifically produced by the granulosa cells of
growing follicles and controls the speed of follicular growth by inhibit the enzyme aromatase. This has been
recently explored in several biotechnological applications with the most well studied being the positive
relationship between circulating concentration of circulating AMH and the antral follicular population (PFA) in
the ovary,where AMH is becoming accepted as a reliable indicator of this characteristic in both humans and
other species. AMH has also been shown to be a positive prognostic indicator of embryo yield in multiple
ovulation and embryo transfer (MOET) in cattle, however its utility for identifying good oocyte donors for in
vitro embryo production (IVEP) in bovines is still under debate. In buffaloes, only limited studies have been
completed, however with the low ovarian follicular reserve in the species and the great individual variability
creating a challenge for ART (Assisted Reproduction Technology) the enormous potential of AMH as an efficient
alternative of early identification of oocyte donors for IVEP has been suggested. In summary, studies on AMH
have clearly demonstrated its utility as part of the "reproductive biotechnology package" in some species,
especially in humans and in farm animals such as cattle. In the buffalo, further studies are needed to define the
usefulness of AMH not only as a good predictor of AFP but also as a key tool in buffalo reproductive
biotechnology programs worldwide.

Keywords: biotechnology, ovary, folliculogenesis.

Introducdo

Descrito pela a primeira vez em 1947, o horménio antimilleriano (AMH — Anti-Millerian Hormone) é
uma glicoproteina dimérica membro da superfamilia de fatores de crescimento transformantes (TGF -3; Cate et
al., 1986). Nos machos, a producéo acontece nas células de Sertoli, enquanto nas fémeas ocorre nas células da
granulosa de foliculos em crescimento no ovario. Assim desempenha importante papel no recrutamento folicular,
portanto, no controle da reserva folicular ovariana (Durlinger et al., 1999; Campbell et al., 2012).
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Baseando-se nos relatos advindos da medicina humana, o0 AMH passou a ser estudado também na
medicina veterinaria, especialmente levando-se em conta que 0 a concentragdo sérica é um confiavel indicador
da reserva folicular ovariana (Anderson et al., 2012; Broer et al., 2014). Sua produgdo especifica nas células da
granulosa de foliculos em desenvolvimento possibilitou avangos nos estudos para selegdo de fémeas bovinas
(Rico et al., 2011), ovinas (Lahoz et al., 2012; Pinto et al., 2018), caprinas (Monniaux et al., 2011) e bubalinas
(Liang et al., 2016) com maior potencial para serem utilizadas em programas de multipla ovulacdo e
transferéncia de embries (MOET).

A semelhanga do que é feito em humanos, o estudo do AMH na espécie bovina também tem ajudado a
ajustar doses de gonadotrofinas administradas durante programas de MOET (Monniaux et al., 2011). Além da
utilizacdo em programas de produgo e transferéncia de embribes, a dosagem do AMH sérico de fémeas bovinas
vem contribuindo com a aspira¢do folicular seguida de producdo in vitro de embrides (OPU/PIVE) mediante a
selecdo de fémeas com maior reserva folicular, a partir das quais, possam ser recuperados mais o06citos e,
consequentemente, produzidos mais embrides (Guerreiro et al., 2014; Batista et al., 2014). Nesse sentido, 0
AMH se tornou uma ferramenta capaz de selecionar animais com maior capacidade para a producdo de
embrides, com potencial utilidade para espécies com baixa populacdo de foliculos primordiais e antrais, como é
0 caso dos bubalinos (Ty Van et al., 1989; Baldrighi et al., 2014).

Apesar do AMH ser uma substancia estudada hd muitos anos, sua aplicagdo como biotecnologia da
reproducgdo animal é recente e ainda pouco estudada na espécie bubalina. Esta revisao de literatura, portanto, tem
por objetivo levantar os principais estudos relacionados ao uso do AMH como forma de subsidiar novos projetos
o0 quais utilizem esta biotecnologia como ferramenta para a reproducéo de budfalos.

O papel do AMH na Foliculogénese

Ao longo dos anos, em diversas espécies, estudos vém mostrando o envolvimento do AMH na
regulacdo da foliculogénese, e em funcéo da sua grande relacdo com a gdnada feminina, este hormonio surge se
consolidando como o melhor marcador da reserva folicular ovariana disponivel até o momento (Durlinger et al.,
1999; Gigli et al., 2005; Carlsson et al., 2006; Campbell et al., 2012; Baldrighi et al., 2014).

O papel do AMH em fémeas foi evocado principalmente pelos estudos que utilizaram ratas knockout
para o gene do AMH (Durlinger et al., 1999). Observou-se o recrutamento de foliculos primordiais em um ritmo
mais acelerado que o normal, resultando em um ovario exaurido de foliculos ainda em animais jovens. Apesar da
exaustao folicular precoce, estas ratas apresentaram uma taxa de ovulagdo normal, porém com maior nimero de
foliculos atrésicos ficando evidenciado no estudo que o AMH tem um importante papel na regulacdo do
crescimento folicular.

Outros estudos demonstraram em roedores que a regulacdo da foliculogénese efetuada pelo AMH se da
tanto no recrutamento inicial, enquanto os foliculos primordiais (fase gonadotrofina independente) comecam a
amadurecer e crescer, como no recrutamento ciclico, durante a fase gonadotrofina dependente, quando se
promove o crescimento de um pequeno grupo de foliculos antrais iniciais a partir dos quais os foliculos
dominantes sdo selecionados e destinados subsequentemente a ovular ou entrarem em atresia (McGee e Hsueh,
2000; Van Houten et al., 2010). Porém, em contraste com os roedores, foi relatado que em ovinos, o0 AMH
apresenta baixa bioatividade em foliculos primordiais, ndo afetando sua taxa de recrutamento. Por outro lado, em
foliculos antrais 0 AMH parece desempenhar a fungéo de regulador da velocidade de crescimento folicular nessa
espécie, uma vez que, quando em baixas concentra¢es, ocorre um aumento significativo tanto no nimero de
foliculos antrais como na taxa de ovulagdo (Campbell et a., 2012).

Contudo, a hipbtese atualmente mais aceita é de que 0 AMH produzido pelas células da granulosa de
pequenos foliculos em crescimento inibe o recrutamento inicial e a sele¢do de foliculos pré-antrais e antrais
iniciais FSH-dependentes (Van Houten et al., 2010; Dewailly et al., 2014). Portanto, o efeito do AMH sobre a
sensibilidade dos foliculos ao FSH pode desempenhar um papel chave na determinagdo dos foliculos que irdo ser
submetidos a selecdo ou serem removidos por meio de atresia. Campbell et al. (2012) e Baarends et al. (1995)
demonstraram, por exemplo, que ha um padrdo diferente de expressdo da proteina do AMH no liquido
intrafolicular de foliculos que se tornardo atrésicos ou ndo, mesmo que estejam no mesmo estigio de
desenvolvimento. Ou seja, apesar de morfologicamente indistinguiveis, a diferenga da expressdo do AMH entre
foliculos pode tornéa-los mais ou menos sensiveis ao FSH e, portanto, mais propensos ou ndo a serem recrutados
pelo FSH e seguir para o crescimento e eventualmente dominancia.

A teoria dos efeitos inibitérios do AMH na transi¢do de foliculos primordiais para foliculos primarios
foi confirmada inicialmente por estudos in vitro em ovarios de camundongos neonatais e fragmentos do cortex
ovariano bovino (Gigli et al., 2005), posteriormente esses achados também foram relatados em humanos
(Carlsson et al., 2006). Atualmente tem-se sugerido entdo que o AMH exerce efeito negativo na proliferacdo das
células da granulosa e na expressao da enzima aromatase (CYP19al) durante o crescimento de pequenos
foliculos (Poole et a., 2016), 0 que consequentemente estabelece uma relagéo inversa entre as concentragdes de
AMH e estradiol (E») no fluido intrafolicular (Nielsen et al., 2011). Tal efeito inibitério do AMH sobre essa
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aromatase parece ser dose dependente e estd fortemente ativo até 0 momento em que ocorre a selecdo para a
dominancia folicular. Além disso, o0 AMH parece prevenir que as células da granulosa sofram diferenciacgao
prematura antes da selecdo folicular (Poole et al., 2016). Com o avancar do crescimento folicular, as altas
concentragdes de estrogenos passam a inibir a expressdo do AMH, sendo esse praticamente inexistente em
foliculos pré-ovulatérios (Campbell et al., 2012; Jeppesen et al., 2013). Como exemplo, um estudo utilizando
seccOes adjacentes de foliculos pré-ovulatérios do ovario de ovelha demonstrou claramente essa relagdo inversa
(Campbell et al., 2012).

Alguns estudos também ja relataram resultados conflitantes sobre a relacdo entre AMH e FSH.
Enquanto Rico et al. (2011) observaram um efeito inibidor do FSH sobre a expressdo do AMH em células
granulosa em bovinos, Campbell et al. (2012) ndo detectaram efeito do FSH sobre a expressdo do AMH em
ovinos. Surpreendentemente, em ensaios realizados in vitro utilizando culturas de células da granulosa de
humanos, Voutilainen e Miller (1987) notaram efeito estimulador do segundo mensageiro do FSH, o AMPc,
sobre a expressdo do AMH-mRNA, e Taieb et al. (2011) observaram que o FSH, bem como seu segundo
mensageiro - AMPc, estimularam a producdo do AMH-mRNA em células granulosa de mulheres, isoladas in
vitro.

Além do seu efeito sobre a enzima esteroidogénica aromatase CYP19al, ha evidéncias de que o AMH
reduz a sensibilidade dos receptores de LH e FSH em células da granulosa estimuladas pelas gonadotrofinas
(Josso et al., 1998; Durlinger et al., 2001; Pellatt et al., 2011; Visser e Themmen, 2014). Em ratos knockout para
0 AMH, e com concentragdes séricas de FSH mais baixos quando comparados as concentracfes de ratos
controle, observou-se aumento no niamero de foliculos em crescimento, sugerindo que, na auséncia do AMH, os
foliculos podem ser mais sensiveis ao FSH (Durlinger et al., 1999).

Esta hipdtese foi confirmada em estudo posterior com culturas de foliculos pré-antrais de rato in vitro,
onde a presenca de AMH durante o cultivo inibiu o desenvolvimento folicular (foliculos com menor didmetro)
na fase FSH dependente (Durlinger et al., 2001). E finalmente, estudos mais recentes mostraram o efeito do
AMH exdgeno sobre a reducdo da expressdo da enzima aromatase e o sobre a quantidade de receptores de LH
em células da granulosa (Grossman et al., 2008; Nielsen et al., 2011).

O AMH como marcador da reserva folicular ovariana

Considerando-se que em mamiferos as fémeas ja nascem com uma reserva de gametas pré-definida
durante a vida intrauterina (Wallace e Kelsey, 2010), a avaliacdo da reserva folicular ovariana mede o potencial
reprodutivo do individuo em fungdo da quantidade dos o6citos ainda presentes no ovario em diferentes
momentos da vida po6s-natal. Muitos estudos em roedores e em humanos tém sugerido que o0 AMH é o melhor
teste hormonal disponivel para este fim em termos de sensibilidade e especificidade em oposicéo a outros testes
disponiveis de “envelhecimento” do ovario, tais como a dosagem da Inibina B, E, e FSH, que séo testes ciclo-
sexual-dependentes (variam conforme a fase do ciclo reprodutivo) e sdo indicadores relativamente tardios do
processo continuo de esgotamento da reserva ovariana de foliculos primordiais (Hansen et al., 2011).

Em fémeas com idade reprodutiva, além do AMH ser um indicador da reserva folicular ovariana pré-
antral, a concentracdo deste hormonio no sangue tem apresentado forte correlagdo com a populagéo de foliculos
antrais (PFA), como ja demonstrado em diferentes espécies, como a humana (Bentzen et al., 2013), bovina
européia (Bos taurus; Guerreiro et al., 2014; Gobikrushanth et al., 2017), bovina zebuina (Bos indicus; Batista et
al., 2014; 2016), caprina (Capra hircus; Monniaux et al., 2011) e bubalina (Bubalus bubalis; Baldrighi et al.,
2014; Liang et al., 2016). Em mulheres, por exemplo, Bentzen et al. (2013) relataram que o0 AMH apresentou
correlagdo linear altamente significativa (P < 0,001) com a PFA total (r = 0,86).

Em bovinos também observou-se haver correlacdo entre as concentraces plasmaticas do AMH e a PFA
em novilhas da ragas Nelore (r = 0,68; P < 0,05) e Holandés (r = 0,73; P < 0,05) (Batista et al., 2014). Mais
recentemente Gobikrushanth et al. (2017) obervaram correlacdo entre PFA e 0 AMH em vacas Holandés no pos-
parto, porém foram moderadas tanto para o dia da emergéncia da onda de crescimento folicular (r = 0,59; P <
0,01) como em um dia aleatério do ciclo estral (r = 0,54; P < 0,01). Além disso, encontraram uma alta
repetibilidade entres as concentragbes de AMH durante o ciclo estral (0,73; P < 0,01). Ainda, a correlagdo entre a
PFA foi descrita em bezerras da raca Nelore (r = 0,86, P < 0,0001) e da raca Holandesa (r = 0,78; P < 0,0001)
entre 2 e 4 meses de idade (Batista et al., 2016).

AMH em Bufalos

Estudos mostrando a utilizagdo do AMH como marcador biotecnoldgico reprodutivo nesta espécie ainda sdo
escassos e recentes na literatura (Baldrighi et al. 2014; Liang et al., 2016). Levando-se em consideracao que esta
espécie possui uma menor quantidade de foliculos primordiais (Ty Van et al., 1989) e antrais (Baldrighi et al.,
2014; Liang et al., 2016), e que os resultados obtidos em programas de OPU-PIV e MOET ainda sdo ruins
quando comparada com a espécie bovina (Oba e Camargos, 2011). Diante do exposto, o estudo do potencial de
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uso do AMH como um marcador biolégico da reserva folicular ovariana se tornam imperativo na espécie
bubalina.

O primeiro estudo avaliando as concentragoes plasmaticas do AMH e a PFA no ovario com bubalinos
foi conduzido por Baldrighi et al. (2014), onde comparam as concentragdes séricas de novilhas bufalas (Bubalus
bubalis, Murrah), novilhas Bos taurus (Holandés) e novilhas Bos indicus (Gir), previamente sincronizadas para a
onda de crescimento folicular. As novilhas da raca Murrah apresentaram menor PFA (25,6 foliculos) e
concentracdo plasmatica de AMH (0,18 ng/ml) em relagdo com as novilhas Gir (60 foliculos e 0,60 ng/ml -
AMH), sendo semelhantes as novilhas Holandés (35,9 foliculos e 0,24 ng/ml - AMH). Além disso, os autores
descreveram haver correlacdo positiva entre 0 PFA e 0 AMH sérico para novilhas bafalas (r = 0,62; P < 0,01),
Holandés (r = 0,66; P < 0,001) e Gir (r = 0,88; P < 0,001).

Liang et al. (2016) avaliaram a concentragdo AMH no fluido folicular de bubalinos e relataram que a
concentragdo do AMH em pequenos foliculos (3-5 mm) foi de 4 a 12 vezes mais elevada do que o registrado em
foliculos médios e grandes respectivamente, demonstrando o declinio do AMH ao longo do crescimento folicular
ovariano, fato ja relatado em outras espécies (Monniaux et al., 2011; 2013; Rico et al., 2011). Porém, talvez a
descoberta mais interessante do estudo tenha sido a correlagdo positiva (r = 0,31; P < 0,05) encontrada entre a
concentragdo intrafolicular de AMH e a PFA, sugerindo um potencial uso do AMH para selecionar doadoras
bufalas a serem utilizadas em programas de produgdo de embrides e estabelecer a base para novas investigacoes.

Recentemente, ao estudar as concentraces do AMH em novilhas blfalas da raca Murrah com
puberdade precoce ou tardia, Kavya et al. (2017) observaram que as concentragdes séricas de AMH plasmaticos
foram maiores (P = 0,0788) para as novilhas com puberdade precoce em relacdo as de puberdade tardias.
Surpreendentemente, este foi o primeiro estudo a relatar uma correlagdo nao significativa entre a PFA e 0s niveis
de AMH em ruminantes. Em éguas jovens (3 a 8 anos), esta correlagdo ndo significativa (r = 0,40; P < 0,4) ja
havia sido descrita por Claes et al. (2010), porém os mesmos autores observaram correlagdo positiva em éguas
de meia idade (9 - 18 anos; r = 0,60; P = 0,01) e idade avancada (19-27 anos; r = 0,86; P < 0,0001). Kavya et al.
(2017) relataram que o provavel motivo da correlagdo ndo significativa entre as concentragcGes de AMH e a PFA
foi a contagem de todos os foliculos maiores que 1mm, e ndo somente os foliculos maiores que 3 mm, como
tradicionalmente utilizado. Esse critério diminuiu substancialmente a relagdo entre 0 AMH total produzido e o
namero de foliculos que efetivamente produzem altas concentracGes de AMH.

Conclusao

Em diversas espécies de mamiferos tem sido confirmada a forte correlacdo que existe entre a dosagem
sérica do AMH e a PFA em fémeas para qualquer fase do ciclo estral. A ndo dependéncia dos estagios
foliculares promovidos por gonadotrofinas para sua producdo permite haver uma boa predicdo da PFA mesmo
em fémeas em anestro, o que certamente facilita as aplicagdes desta ferramenta como biotecnologia da
reproducéo.

No campo da reproducdo assistida em animais de producdo, apesar dos avangos, ainda ha poucos
estudos sobre o AMH, principalmente em bubalinos. Para melhor entendimento, estudos que investiguem
diferencas inter- e intra-especificas, inter- e intra-raciais e perfil do AMH ao longo da vida reprodutiva de
fémeas ruminantes podem ser conduzidos. Da mesma forma, estudos mais aplicados que busquem utilizar o
AMH como preditor da eficiéncia de algumas das biotécnicas reprodutivas, para que, em um futuro préximo,
possamos saber o real beneficio da dosagem deste horménio como parte do “pacote biotecnolégico reprodutivo”,
também em animais de produc&o.
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