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RESUMO 

 

O manejo reprodutivo em búfalos é essencial para a produtividade do setor agrícola 

brasileiro, especialmente na região amazônica. O hormônio anti-mulleriano (AMH) é 

considerado um marcador significativo da reserva ovariana, e compreender a relação entre 

genótipos e fertilidade é importante para a produção pecuária sustentável. Assim, o 

presente estudo objetivou investigar a presença de polimorfismo no éxon 5 do gene AMH, 

e suas associações com a eficiência reprodutiva das fêmeas. A pesquisa foi realizada com 

54 búfalas multíparas da raça Murrah, localizadas em uma propriedade no município de 

Bujaru, Pará. As fêmeas foram submetidas a um protocolo de inseminação artificial em 

tempo fixo (IATF). Inicialmente, todas as fêmeas selecionadas para o estudo não estavam 

gestantes. Somente após a sincronização do cio e a realização do diagnóstico de gestação, 

os animais foram subdivididos em dois grupos: gestantes e não gestantes. A coleta de 

sangue para extração de DNA e a avaliação ultrassonográfica dos ovários foram realizadas 

no dia 11 do protocolo. Após a coleta foi realizada a extração do DNA e para a amplificação 

do gene AMH atraves da tecnica de PCR e por conseguinte, os produtos foram purificados 

para o sequenciamento. As análises estatísticas foram feitas utilizando o software SAS, 

considerando um nível de significância de 0,05, e métodos ANOVA foram empregados 

para comparar as médias das variáveis reprodutivas. Os resultados mostraram a ausência 

de polimorfismos no éxon 5 do gene AMH em búfalas. Porém observou-se uma diferença 

significativa da contagem de folículos antrais (AFP) via ultrassonografia transretal em 

búfalas gestantes e não gestantes (p = 0,02). Além disso, variáveis como volume ovariano 

(V) e foliculo dominante (FD) não apresentaram diferenças significativas, sugerindo que 

esses fatores podem ter um papel menos evidente no âmbito reprodutivo. Estes achandos 

demostram a conservação do gene AMH, alem disso destaca a presença dos folículos 

antrais como preditores da eficiencia reprodutiva no presente estudo. A pesquisa destaca a 

necessidade de futuros estudos em outras regiões do gene AMH e a associação com fatores 

genéticos que podem influenciar na fertilidade. Por fim, os resultados apresentados 

contribuem para o desenvolvimento de estratégias futuras mais eficazes na reprodução 

assistida, visando aumentar a eficiência produtiva em rebanhos de búfalas, na região 

amazônica. 
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ABSTRACT 
 

Reproductive management in buffaloes is essential for the productivity of the Brazilian 

agricultural sector, especially in the Amazon region. The anti-Müllerian hormone (AMH) 

is considered a significant marker of ovarian reserve, and understanding the relationship 

between genotypes and fertility is important for sustainable livestock production. Thus, the 

present study aimed to investigate the presence of polymorphism in exon 5 of the AMH 

gene and its associations with the reproductive efficiency of female buffaloes. The research 

was conducted with 54 multiparous Murrah breed buffaloes, located on a farm in the 

municipality of Bujaru, Pará. The females were subjected to a fixed-time artificial 

insemination (FTAI) protocol. Initially, all females selected for the study were non-

pregnant. Only after estrus synchronization and pregnancy diagnosis were the animals 

subdivided into two groups: pregnant and non-pregnant. Blood collection for DNA 

extraction and ultrasonographic evaluation of the ovaries were performed on day 11 of the 

protocol.Following collection, DNA extraction was carried out, and the AMH gene was 

amplified using the PCR technique; subsequently, the products were purified for 

sequencing. Statistical analyses were performed using SAS software, with a significance 

level of 0.05, and ANOVA methods were employed to compare the means of reproductive 

variables.The results showed the absence of polymorphisms in exon 5 of the AMH gene in 

buffaloes. However, a significant difference was observed in antral follicle count (AFC) 

via transrectal ultrasonography between pregnant and non-pregnant buffaloes (p = 0.02). 

Additionally, variables such as ovarian volume (V) and dominant follicle (DF) did not 

present significant differences, suggesting these factors may play a less prominent role in 

reproductive performance. These findings demonstrate the conservation of the AMH gene 

and highlight the presence of antral follicles as predictors of reproductive efficiency in this 

study. The research underscores the need for future studies in other regions of the AMH 

gene and the association with genetic factors that may influence fertility. Finally, the results 

presented contribute to the development of more effective future strategies in assisted 

reproduction, aiming to increase productive efficiency in buffalo herds in the Amazon 

region. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: AMH; Buffaloes; Fertility; Polymorphism. 
 

 

 

 

 



SUMÁRIO                

RESUMO ......................................................................................................................... 8 

ABSTRACT ..................................................................................................................... .9 

1. CONTEXTUALIZAÇÃO ......................................................................................... 10 

2. OBJETIVOS .............................................................................................................. 11 

2.1 Objetivo Geral ......................................................................................................... 11 

2.2 Objetivos Específicos ............................................................................................. 11 

3. REVISÃO DE LITERATURA ................................................................................ 12 

3.1 Rebanho bubalino .................................................................................................. 12 

3.2 Aspectos reprodutivos das búfalas......................................................................... 12 

3.3 Ciclo estral das búfalas ........................................................................................... 13 

3.3.1 Atividade ovariana e folicular ................................................................................. 14 

3.3.2 Dinâmina folicular e ovariana ................................................................................. 16 

3.4 Uso da ultrassonogafia ovariana para avaliação da fertilidade bubalina .........16 

3.5 Hormônio anti-mulleriano – AMH ........................................................................ 17 

3.5.1 Receptores do Hormônio Anti-mulleriano (AMH-R). ........................................... .19 

3.6 Polimorfismo do gene AMH .................................................................................. 20 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ........................................................................ .23 

4. ARTIGO – De acordo com as normas da revista Iraqi Journal of Veterinary 

Sciences (IJVS).................................................................................................. ........29 

4.1 Avaliação do gene do hormônio anti-mulleriano (AMH) em fêmeas bubalinas 

submetidas à sincronização de cio, na Amazônia. ...................................................... 29 

RESUMO ........................................................................................................................ 29 

ABSTRACT .................................................................................................................... 29 

4.2 Introdução. ................................................................................................................ 30 

4.3 Material e métodos ................................................................................................... 31 

4.3.1 Ética, animais coletados e local da coleta ............................................................... 31 

4.3.2 Protocolo de sincronização da ovulação para inseminação artificial em tempo fixo (IATF), 

em búfalas. ............................................................................................................... 32 

4.3.3 Coleta de sangue. .................................................................................................... 32 

4.3.4 Avaliação morfológica do ovário ................................................................................ 33 

4.3.5 Avaliação de polimorfismo ..................................................................................... 33 

4.3.5.1 Extração de DNA.................................................................................................33 

4.3.5.2 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) da amplificação do gene AMH............ 33 

4.3.5.3 Purificação e sequenciamento do produto da PCR .............................................. 33 

4.4 Análises estatísticas .................................................................................................. 34 

4.5 Resultados ................................................................................................................. 34 

4.6 Discussão ................................................................................................................... 36 



 

 

4.7 Conclusão .................................................................................................................. 38 

Referências ..................................................................................................................... 39 

5. CONCLUSÕES GERAIS ......................................................................................... 40 

ANEXO I ........................................................................................................................ 41 
 

 

 



10 

 

1. CONTEXTUALIZAÇÃO  

A criação de bufalos se apresenta como uma opção viável para pecuaristas que desejam 

aumentar a eficiência do sistema de produção, através dos métodos de reprodução (Pinto et al., 

2021), diante da  capacidade dos animais de se adaptarem as variadas condições climáticas e de 

solo Brasil. 

No estado do Pará, a pecuária de búfalos é uma atividade econômica relevante, e a 

compreensão dos fatores genéticos que afetam a fertilidade desses animais é crucial para 

melhorar a eficiência reprodutiva e produtiva, que pode ser alcançada por meio do 

aprimoramento genético animal, biotécnico explorando seu potencial genético e transmitindo  

características de interesse para as gerações futuras através de marcadores moleculares (Silva e 

Ribeiro, 2021).  

Os marcadores moleculares são importantes para a seleção de animais com base em 

determinadas características, em um ambiente específico, permitindo prever o comportamento 

desses animais quando submetidos a condições apropriadas de manejo, sendo possível observar 

características que possam seleci0onar boas fêmeas reprodutoras, através do estudo sobre a 

fertilidade (Manzoor, Nadeem e Javed., 2019).  

A fertilidade da fêmea está fortemente associada à população folicular onde se encontra 

o tamanho, quantidade de folículos e capacidade de crescimento, sendo estas características 

desejáveis para produção de oócitos viáveis nas fêmeas. Neste contexto, o hormônio Anti-

mulleriano (AMH) é empregado como um biomarcador para avaliar a reserva ovariana. Em 

búfalas, essas características afetam a fertilidade, e a variação no gene AMH pode influenciar 

as características foliculares e a fertilidade (Pierucci et al., 2019). 

A análise da variabilidade genética do AMH envolve a identificação de polimorfismos 

que podem estar correlacionados com a quantidade e qualidade dos folículos ovarianos. Esses 

polimorfismos podem afetar a produção do AMH e, consequentemente, a capacidade 

reprodutiva das búfalas. Compreender essas associações pode levar ao desenvolvimento de 

estratégias de manejo e seleção genética que favoreçam animais com maior potencial 

reprodutivo (Penzias et al., 2020). 

O gene AMH é estudado em bovinos e bubalinos para detecção de polimorfismos de 

nucleotídeo único (SNPs) quanto a expressão gênica. Porém, a associação do polimorfismo de 

nucleotídeo único (SNP) na região do éxon 5 do gene do AMH aliado as características 

reprodutivas, ainda não foi reportado em bubalinos, tornando este estudo promissor, podendo 

revelar se o SNP pode ser um marcador genético para a espécie.   

https://nextfertility.pt/fertilidade/teste-da-hormona-anti-mulleriana-amh-o-que-e-para-que-serve/
https://nextfertility.pt/fertilidade/teste-da-hormona-anti-mulleriana-amh-o-que-e-para-que-serve/
https://nextfertility.pt/fertilidade/teste-da-hormona-anti-mulleriana-amh-o-que-e-para-que-serve/
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 
 

• Identificar polimorfismos na região do éxon 5 do gene do AMH e associar com 

características ovarianas na predição da fertilidade em búfalas. 

 

2.2 Objetivos Específicos 
 

• Identificar a presença de polimorfismos na região do éxon 5 no gene AMH, em búfalas;  

• Correlacionar a média de população folicular dos ovários ao diâmetro dos folículos 

dominantes, em búfalas; 

•  Correlacionar a média de população folicular dos ovários ao volume ovariano, em 

búfalas; 

• Correlacionar taxa de prenhez com população folicular antral, volume ovariano e 

folículo dominante, em búfalas.  
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 Rebanho bubalino 
 

O estado do Pará lidera a produção de búfalos, tanto na criação quanto na quantidade de 

animais, possuindo os maiores rebanhos do Brasil e América Latina, com aproximadamente 

683.604 cabeças, representando 66% do rebanho nacional, sendo a região Norte distribuída em 

(69,2%). Já as demais regiões do Brasil, se distribuem nas seguintes proporções: Nordeste 

(8,2%), Sudeste (13%), Sul (6,1%) e Centro Oeste (3,3%) (IBGE, 2023).  

A criação de búfalos na Amazônia é favorecida em termos biológicos devido ao clima, 

solo, diversidade genética de forrageiras. No entanto, mesmo com todas essas vantagens, o 

ambiente amazônico continua sendo um desafio para a produção animal devido ao seu clima 

tropical úmido, temperatura elevada e grande quantidade de chuvas (Da Silva et al., 2021). 

Em se tratando de Amazônia, Lima (2016) discute como os búfalos são adaptáveis aos 

diferentes ambientes da Amazônia, abordando a importância de práticas de manejo sustentáveis 

e estratégias que considerem as condições climáticas e ecológicas únicas da região, destacando 

que os búfalos têm um potencial significativo para contribuir para a segurança alimentar e o 

desenvolvimento econômico local. 

Além da importância econômica da exploração desses animais, eles fornecem benefícios 

como fertilidade, longevidade, eficiência de conversão alimentar e aptidão para produção de 

leite com alto teor de gordura e proteína, sendo utilizado na produção de laticínios como queijos 

e iogurtes; além da produção de carne reconhecida por ser magra e saborosa (Teixeira, 2022).            

Embora apresentem maior habilidade em se adaptarem a climas adversos, a atividade 

reprodutiva dos bubalinos é fortemente influenciada por questões ambientais como a 

disponibilidade de alimentos e o fotoperíodo. Em áreas próximas à linha do Equador, onde a 

duração do dia é semelhante ao longo do ano, a escassez de alimento é o fator que mais afeta a 

reprodução (Vale et al., 1996), resultando em atraso da puberdade e aumentando o intervalo 

entre partos. Ao contrário, regiões com latitude elevada, onde ocorre uma maior variação na 

duração da luminosidade diária ao longo do ano, o fotoperíodo exerce uma influência na 

atividade ovariana, aumentando a fertilidade em meses, com dias de menor duração da 

luminosidade (Campanile et al., 2010). 

 

3.2 Aspectos reprodutivos das búfalas. 
 

Os aspectos reprodutivos em búfalos podem apresentar desafios por diversas razões em 

búfalas, como: discreta manifestação do cio e dificuldade de detecção folicular, influência de 
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fatores ambientais e condições de manejo que podem alterar a reprodução dessas fêmeas (Das 

et al., 2023). Em relação à fisiologia ovariana, as búfalas apresentam ondas de crescimento 

folicular semelhante às vacas durante o ciclo estral, como recrutamento, seleção, dominância e 

atresia folicular (Almeida, 2019).  

Nesta espécie, são relatadas de uma a três ondas de crescimento, sendo mais comum o 

padrão de duas ondas de crescimento folicular. Além disso, são animais que produzem e 

reproduzem até a idade de 15 a 20 anos, podendo apresentar uma taxa de natalidade acima de 

80% e taxa de mortalidade abaixo de 3% ao ano (Da Costa; Moreira; Valentim, 1994). 

Na região amazônica o desempenho reprodutivo das búfalas que, apesar das condições 

desafiadoras, como umidade elevada e temperaturas variáveis, essas têm uma boa capacidade 

de adaptação e podem manter um desempenho reprodutivo relativamente estável. Práticas de 

manejo podem melhorar a eficiência reprodutiva das búfalas na Amazônia, incluindo nutrição 

adequada, controle de doenças e manejo de estresse (Lima, 2016). 

A detecção do estro é um desafio significativo na reprodução de búfalas e este problema 

é frequentemente discutido em estudos sobre manejo reprodutivo de búfalos. Autores como Da 

Silva et al. (2021) e Carvalho, Almeira e Rorigues (2023) abordam a importância de métodos 

eficazes para a detecção do estro, que pode ser complicado devido às características 

comportamentais e fisiológicas das fêmeas. Tavares, Silva e Pereira (2019) estudaram a 

aplicação de tecnologias de monitoramento na detecção do estro de búfalos, como sensores 

eletrônicos e sistemas de monitoramento remoto para a detecção do estro em búfalos, bem como 

discutem como a implementação dessas tecnologias pode reduzir os erros na detecção e 

melhorar o planejamento da inseminação artificial, além de proporcionar dados mais confiáveis 

para a gestão reprodutiva.  

 

3.3 Ciclo estral das búfalas. 

Assim como nos bovinos, o ciclo estral da búfala é dividido em quatro etapas distintas: 

proestro (dois a três dias); estro (média de 20 horas) como fases foliculares; metaestro (dois a 

quatro dias) e diestro (14-17 dias) como fases lúteas. Cada uma dessas etapas tem uma duração 

média de 21 dias, com uma variação de 18 a 32 dias (Warmling., 2018).  

A fisiologia reprodutiva da espécie bubalina é distinta e de acordo com Borghese, 

Rasmussen e Thomas, (2007), os búfalos começam a apresentar o primeiro estro aos 15-18 

meses para as espécies de rio (raças: Murrah, Mediterrâneo e Jafarabadi) e aos 21-24 meses 

para as espécies de pântano (raça: Carabao), com condições favoráveis. São animais que tem 

uma vida reprodutiva mais longa em comparação aos bovinos (Zicarelli et al., 2005).  
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Na zona equatorial, onde não existe variação anual na duração de horas de luz conforme 

a estação do ano, as fêmeas bubalinas são consideradas animais poliestrais contínuas. 

Entretanto, na região centro-sul do País são classificadas como animais poliéstricos estacionais 

de dias curtos, semelhante aos ovinos e caprinos, onde é observada uma concentração maior 

das manifestações de cio no período do outono (Saraiva et al., 2019). Esta alteração fisiológica 

acontece devido ao aumento dos níveis de melatonina no sangue, um hormônio produzido na 

ausência de luz e que estimula a produção do hormônio liberador de gonadotrofina (GnRH) 

pelo hipotálamo conforme os dias se tornam mais curtos. Portanto, as variações na duração dos 

dias são identificadas e convertidas em sinais que afetam diretamente a atividade sexual (Junior, 

2019). 

O ciclo estral é regulado por mecanismos endócrinos e pelo eixo hipotálamo-hipófise-

ovário (Hafez; Hafez, 2004). Em estudo baseado no bem-estar de bubalinos, foi demonstrado 

que o estresse térmico é uma das causas que elevam os níveis do hormônio adrenocorticotrófico, 

ou ACTH que são produzidos pela hipófise, auxiliando na liberação de cortisol pelas glândulas 

adrenais. Essas mudanças nos sistemas endócrinos causam problemas com o ciclo estral, 

afetando dessa forma a atividade ovariana e folicular (Silva, 2010) 

As interações entre o hipotálamo, a hipófise e os ovários controlam o sistema 

reprodutivo feminino (eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal). O hipotálamo é responsável 

pela produção do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH), que impulsiona a produção 

dos hormônios folículo estimulante (FSH) e luteinizante (LH) pela hipófise anterior, 

favorecendo o desenvolvimento e a ovulação dos folículos. A produção de progesterona (P4) 

pelo corpo lúteo (CL) mantém o útero preparado para a gestação e impede a liberação de GnRH 

através de um feedback negativo. Em contrapartida, o estrógeno (E2), que é produzido nos 

ovários, exerce diversas funções, como a indução do estro e a regulação do pico pré-ovulatório 

de LH, além de estimular a expressão de receptores para FSH (Ferreira; Almeida; Freiras., 

2018). 

 

3.3.1 Atividade ovariana e folicular. 

 

O ovário da búfala é ovóide e consideravelmente menor do que o da vaca, apresentando 

menor número de folículos primordiais e maior taxa de atresia folicular. Os folículos 

primordiais, medem cerca de 35 μm de diâmetro e encontram-se em estádio de quiescência. 

Apresentam um oócito (20 μm, na maioria das espécies) rodeado por uma camada única de 

quatro a oito células achatadas caracterizando a granulosa (Mondadori et al., 2007). 
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Os folículos primários medem cerca de 25 a 80 μm de diâmetro, representam o estádio 

inicial do crescimento folicular, e tem como principal característica a presença de um oócito 

centralizado, envolto por uma única camada de células da granulosa que aumentam em número 

e se tornam mais volumosas de células cuboides (Van et al., 2005). Os folículos secundários, 

também possuem oócito centralizado, porém este é envolto por duas ou mais camadas de células 

da granulosa e pela deposição inicial de material da zona pelúcida em torno do oócito, tornando-

se responsivo ao FSH (Young e Mcneilly, 2010). 

Os folículos terciários, medem cerca de 100 a 300 μm de diâmetro, são compostos por 

um oócito, uma zona pelúcida, corona radiata e células do cumulus. Além disso, possuem 

células foliculares, uma cavidade pequena que contém o líquido folicular (antro), uma 

membrana basal e duas camadas de células tecais (Gasparrini et al., 2006). 

Os folículos apresentam taxa de crescimento semelhante até o momento do desvio 

folicular, quando apenas um dentre os em desenvolvimento será selecionado, tornando-se o 

futuro folículo dominante (FD). A partir do aumento da taxa de crescimento e de hormônios, o 

folículo dominante (FD) poderá alcançar o status pré-ovulatório e culminar com a ovulação. 

Isto ocorre como resultado da interação dinâmica entre o hormônio luteinizante (LH) e fatores 

foliculares locais, os quais promovem complexas mudanças estruturais e funcionais. A partir 

deste momento, o FD perde a dependência do hormônio folículo estimulante (FSH) e passa a 

ser dependente do LH (Acosta, 2007; Ayres Mingoti, 2012). 

A atividade ovariana e a dinâmica folicular em búfalas variam ao longo das estações do 

ano, sendo influenciada por fatores sazonais, que afetam o desenvolvimento folicular e a 

ovulação (Barbosa; Silva; Souza., 2016). A monitorização da atividade ovariana pode auxiliar 

na melhoria da eficiência reprodutiva em fêmeas, contribuindo com a sincronização de 

ovulações e acompanhamento nas fases de crescimento dos folículos (Ferreira; Almeida; 

Freiras., 2018). 

A alternância de fases de crescimento e de regressão é um sinal da atividade ovariana, 

envolvendo estruturas foliculares e luteínicas.  Os folículos são classificados em folículos pré-

antrais sendo estes, caracterizados por não possuírem antro: primordiais, primários e 

secundários. Os folículos antrais apresentam cavidade antral, sendo que no seu interior há 

líquido folicular: terciários e ovulatórios (Junqueira; Carneiro, 1995). 
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3.3.2 Dinâmica folicular ovariana. 

 

No ciclo estral de bubalinos, o desenvolvimento dos folículos ovarianos segue um 

padrão conhecido como ondas de crescimento folicular. A dinâmica folicular em vacas e 

novilhas da raça Murrah podem exibir de uma a três ondas de crescimento folicular por ciclo 

estral, variando conforme a duração da fase lútea, com uma predominância de ciclos com duas 

ondas foliculares (Campanile et al., 2010). 

O búfalo normalmente mostra duas ondas foliculares (63,3%) (Weiller, 2020) com um 

número menor de folículos recrutados por onda folicular  durante um ciclo estral do que o 

bovino (Campanile et al., 2010). 

 Cada onda folicular recruta de cinco a 13 folículos, sendo que cada onda de 

desenvolvimento folicular se distingue pela presença de um conjunto de pequenos folículos que 

são recrutados e começam uma etapa de crescimento comum que dura aproximadamente três 

dias. Essas ondas foliculares são antecedidas ou seguidas por um pequeno acréscimo nas 

concentrações de FSH (Ginther; Dangudubiyyam, 2019). 

Em estudo com fêmeas bubalinas ciclícas, os folículos dominantes atingiram um 

tamanho de 13 a 15 mm antes da ovulação, sugerindo que em condições normais seus folículos 

adquiriram a capacidade de ovular em torno de 5 a 8 mm de diâmetro, mas que estes deveriam 

sofrer um maior desenvolvimento, a fim de secretar estradiol suficiente para produzir um 

feedback positivo e induzir o pico pré-ovulatório de LH (Junior, 2019). 

Esse desequilibrio relacionado a onda folicular, faz com que aumente a busca por 

protocolos de padronização hormonal, a fim de se homogeneizar reprodutivamente os animais, 

onde todos ciclem na mesma época. A técnica mais utilizada para uma padronização da 

ciclicidade ovariana é a sincronização hormonal aplicada na inseminação artificial em tempo 

fixo (IATF), onde hoje em dia se tem bons resultados em búfalos (Nascimento et al., 2023).  

  

3.4 Uso da ultrassonogafia ovariana para avaliação da fertilidade bubalina 

 

Em bubalinos, a realização de exames reprodutivos, como a avaliação dos ovários, é 

essencial para um manejo reprodutivo eficiente e bem sucedido. Dentro das diversas técnicas 

disponíveis para esta finalidade, a mais recomendada e eficaz é a abordagem por via transretal. 

Esta técnica envolve o uso de um transdutor linear, operando numa faixa de frequência de 5 a 

8 MHz, que é introduzido via transretal, para obter imagens dos ovários (Vieira, 2019). 

Ao estudarem a relevância da ultrassonografia ovariana para a avaliação da dinâmica 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10847820/#R10
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folicular e o manejo reprodutivo de búfalas, Brito et al, (2019), enfatizam que o exame 

ultrassonogáfico, permite a visualização detalhada dos folículos ovarianos e a monitoração em 

tempo real do desenvolvimento folicular e da ovulação. Essa ferramenta é essencial para a 

detecção precisa do estro, a sincronização da ovulação e a implementação de estratégias de 

inseminação artificial, contribuindo significativamente para o sucesso das práticas de manejo 

reprodutivo, proporcionando informações valiosas que ajudam a otimizar os protocolos de 

IATF e a melhorar a eficiência reprodutiva. 

A escolha da via transretal, juntamente com o transdutor linear de alta frequência, 

permite alcançar uma acurácia elevada nas avaliações, tornando possível determinar com 

precisão a presença de estruturas chave como o corpo lúteo (CL) e os folículos ovarianos com 

diâmetro igual ou superior a 4 mm (Ginther; Dangudubiyyam, 2019).   

Notavelmente, folículos com diâmetro a partir de 2 mm já podem ser detectados na tela 

do ultrassom, o que demonstra a sensibilidade deste método diagnóstico. À medida que o ciclo 

reprodutivo avança, folículos dominantes pré-ovulatórios surgem e são facilmente identificados 

pela ultrassonografia. O reconhecimento desses folículos dominantes é crucial, pois indica a 

proximidade da ovulação, um fator vital para a sincronização da reprodução e para a 

maximização das taxas de sucesso na inseminação artificial (Ayres; Mingoti, 2012). 

Júnior (2019) mostrou que búfalas em condições normais adquirem a capacidade de 

ovular em torno de 5 a 8 mm de diâmetro. Garcia et al, (2008) trabalharam com búfalas e 

mensuraram o diâmetro de cada estrutura ovariana duas vezes e a média das aferições foi usada 

como sendo sua medida. Os folículos ovarianos foram classificados de acordo com seu diâmetro 

em folículos pequenos (tamanho ≤ 5 mm), folículos médios (tamanho entre 5 mm e 8 mm) ou 

folículos grandes (tamanho ≥ 8 mm).  

Além da ultrassonografia que detecta o momento ideal em que está ocorrendo o estro 

no animal e prediz a hora de se realizar a inseminação artificial, existe um hormônio que está 

sendo bastante estudado pela classe científica e que possui grande interesse na reprodução 

animal, devido ao seu potencial como biomarcador preditivo da reserva ovariana e da 

capacidade reprodutiva, hormônio esse conhecido com anti-mulleriano (AMH). 

 

3.5 Hormônio anti-mulleriano – AMH 

 

 O hormônio anti-mulleriano (AMH), é um membro da superfamília do fator de 

crescimento transformante tipo β (TGFβ). É produzido nas fêmeas pelas células da granulosa, 

e desempenha um papel na diferenciação sexual do feto em desenvolvimento e na inibição do 
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crescimento dos ductos de Muller, que são os precursores do sistema reprodutivo feminino. O 

seu papel é bloquear a formação inicial de folículos primários e a sensibilidade dos folículos 

antrais ao hormônio folículo-estimulante (FSH) (Gasparin et al., 2015). 

Ele é  expresso nos folículos em desenvolvimento até que eles atinjam o nível de 

diferenciação para que seja selecionado o folículo responsivo do FSH. Após a seleção do 

folículo dominante, a maioria dos demais folículos sofrem atresia, um processo de degeneração 

e involução dos folículos. Este ciclo se repete a cada ciclo estral em animais domésticos, ciclo 

menstrual em mulheres e também durante a utilização de métodos hormonais para a 

contracepção (Anderson; Nelson; Wallace., 2012; Penzias et al., 2020).  

A reserva ovariana é a quantidade de folículos que restam após o processo de atresia. A 

influência do AMH na inibição da sensibilidade do FSH é crucial no processo de seleção. Os 

folículos com menor expressão de AMH são mais sensíveis ao FSH e têm uma maior 

probabilidade de serem selecionados. Isso indica que o AMH pode desempenhar um papel 

crucial tanto na regulação da quantidade de folículos em desenvolvimento quanto na sua 

escolha para a ovulação (Gasparin et al., 2015).  

O AMH produzido pelos folículos ovarianos pré-antrais e antrais de pequeno diâmetro, 

desempenha um papel crucial na caracterização da funcionalidade ovariana e, 

consequentemente, no sucesso reprodutivo das fêmeas. Em suínas, o AMH também é produzido 

pelos corpos lúteos, o que é uma característica única da espécie. O AMH atua inibindo a 

sensibilidade do FSH e consequentemente inibindo o recrutamento precoce dos pequenos 

folículos antrais (Almeida et al., 2018). Isso porque em suínas, após a ovulação cessa-se o 

feedback negativo do estradiol sobre o FSH e os corpos lúteos, adquirem capacidade funcional 

adequada após o 8° dia do ciclo, de maneira que o feedback-negativo da progesterona sobre o 

hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) demora a se estabelecer (Soede; Langendijk; 

Kemp., 2011). 

A concentração circulante de AMH foi positivamente associadas ao número total de 

folículos ovarianos em caprinos (Monniaux et al., 2012), bubalinos (Liang et al., 2016) e em 

bovinos Bos taurus (Baldrighi et al., 2014) e Bos indicus (Batista et al., 2014). 

Nos bovídeos, incluindo as búfalas, o AMH serve como um indicador para a avaliação 

da reserva folicular. Estudos indicam que os níveis de AMH no sangue estão diretamente 

relacionados ao número de folículos disponíveis nos ovários, permitindo aos especialistas em 

reprodução animal avaliar a capacidade reprodutiva de uma fêmea de forma não invasiva e com 

precisão. Essa característica torna o hormônio uma ferramenta valiosa na seleção de fêmeas 

para programas de reprodução, como a inseminação artificial (Rico et al., 2011). 



19 

 

Este hormônio também tem sido associado à resposta das búfalas aos protocolos de 

sincronização do ciclo reprodutivo. Fêmeas com níveis mais altos de AMH tendem a responder 

melhor a esses protocolos, contribuindo para uma melhor sincronização da ovulação e um 

aumento nas taxas de sucesso reprodutivo (Van Rooij et al., 2005). Este fato enfatiza a 

importância do hormônio anti-mulleriano como um fator preditivo não só da quantidade, mas 

também da qualidade da resposta ovariana, pois só irão responder ao protocolo de 

sincronização, animais que tiverem reserva ovariana, ou seja, a qualidade é um fgator 

determinante (Umer et al., 2019). 

Apesar dessa variação entre os animais, as concentrações plasmáticas de AMH 

apresentaram variações mínimas ao longo do ciclo estral. Estes estudos claramente demonstram 

que uma amostra de sangue coletada em dia aleatório do ciclo estral para mensuração 

plasmática de AMH é, possivelmente, um marcador fenotípico do número de folículos ovarianos 

(Ireland et al., 2008; Rico et al., 2011).  Porém, a reserva ovariana diminui progressivamente 

conforme a idade do animal, dentro dos intervalos das concentrações plasmáticas de AMH. 

Baldrigh et al. (2014) demonstraram que a concentração plasmática de AMH tem alto grau de 

correlação com a contagem de folículos antrais ovarianos em bovinos e búfalos, fazendo um 

comparativo entre búfalos da raça Murrah, bos taurus e bos indicus.  

 

3.5.1 Receptores do hormônio anti-mulleriano (AMH-R). 

O hormônio anti-Mülleriano (AMH), também conhecido como fator inibidor mulleriano, 

pertence à superfamília do TGF-β (fator de crescimento transformador beta) e desempenha 

funções críticas no desenvolvimento reprodutivo e na regulação folicular em diversas espécies. 

Sua classificação em AMH tipo 1 e AMH tipo 2 está associada às diferentes variantes e 

isoformas de proteínas, com base na estrutura genética e nos contextos biológicos (Howard, 

Hart e Thompson, 2022). 

O AMH tipo 1 está relacionado à atividade reguladora no desenvolvimento do sistema 

reprodutivo embrionário. Em mamíferos, é expresso durante o desenvolvimento fetal, 

principalmente pelos testículos, onde induz a regressão dos ductos de Muller nos machos. Sua 

expressão é predominantemente embrionária, sendo crucial para a diferenciação sexual 

masculina. Após o nascimento, a expressão do AMH tipo 1 diminui gradualmente. Sua função 

está associada à organogênese e ao desenvolvimento inicial dos órgãos reprodutivos (Broer et 

al., 2010). 
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O AMH tipo 2, são proteínas de membrana que desempenham um papel importante na 

mediação dos efeitos biológicos do AMH. Esse hormônio é importante para o desenvolvimento 

reprodutivo e a regulação da função ovariana em animais e em humanos e encontra-se presentes 

nas células da granulosa dos folículos ovarianos nas fêmeas (Di Clemente et al., 2021). 

Tanto o receptor AMH tipo I (AMHR1) quanto o tipo II (AMHR2) dimerizam para iniciar 

a sinalização do AMH após a conexão do AMH ao complexo receptor. Estes receptores estão 

presentes nas células da granulosa e são mais abundantes em folículos pequenos (5–8 mm) em 

comparação com folículos grandes (13–24 mm). Isso sugere que os folículos mais novos 

produzam mais AMH em comparação com os folículos mais antigos (Poole; Ocon-Grove; 

Johnson, 2016). 

Os receptores do tipo II do hormônio anti-mulleriano (AMHR2) tem como função a 

diferenciação sexual durante o desenvolvimento embrionário em fetos masculinos, sendo 

secretado pelas células de Sertoli nos testículos. Ao se ligar ao AMHR2 presente nos ductos de 

Muller, o hormônio induz a regressão desses ductos, impedindo a formação de estruturas 

femininas, como as tubas uterinas, o útero e a parte superior da vagina (Howard; Hart; 

Thompson., 2022). Já em fêmeas o AMHR2 é expresso nos folículos ovarianos, sendo um 

marcador confiável para avaliar a capacidade reprodutiva das fêmeas, devido sua associação 

direta com a população de folículos antrais presentes nos ovários (Esencan; Beroukhim; Seifer, 

2022). 

O AMH inibe a transição dos folículos primordiais para a fase de crescimento, ajudando 

a preservar a reserva de folículos, assim como, modula a sensibilidade dos folículos ao FSH, 

regulando o recrutamento dos folículos para o crescimento e ovulação (Thompson; Howard; 

Hart., 2022).  

O gene AMHR2 é encarregado de sintetizar o receptor hormonal anti-mulleriano tipo 2, 

exercendo diversas funções relacionadas à reprodução. O hormônio anti-mulleriano (AMH), 

que atua como seu ligante, provoca a regressão do ducto mulleriano em machos, desempenha 

um papel na diferenciação e função das células de Leydig, além de regular a foliculogênese em 

fêmeas (Hart et al., 2021).  

 

3.6 Polimorfismo do gene AMH. 

O polimorfismo genético se refere à presença de duas ou mais variantes (alelos) de um 

gene em uma população, onde a frequência de cada variante é suficientemente alta para ser 

considerada como uma forma alternativa. Esses polimorfismos podem impactar características 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/rda.13583#rda13583-bib-0031
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fenotípicas, predisposição a enfermidades, resposta a tratamentos, entre outros fatores 

biológicos (Viana et al., 2024).  

O estudo dos polimorfismos do AMH não apenas amplia o entendimento sobre a reserva 

folicular, mas também fornece ferramentas para a otimização dos programas de reprodução, 

melhorando a eficiência e os resultados reprodutivos em ruminantes e é fundamental para 

avanços na medicina reprodutiva e na gestão de rebanhos. 

Em bubalinos, o gene do AMH está localizado no cromossomo 9 e em bovinos, no 

cromossomo 7. Pierucci et al. (2019) encontraram três mutações semelhantes no éxon 5 do 

AMH, no gado nelore (rs527023314, rs722016629 e rs134387246), podendo estar associado à 

ocorrência precoce de gestação e idade ao primeiro parto nessa raça. Porém, o gene do AMH 

ainda não foi caracterizado em muito animais domésticos, especificamente em grandes 

ruminantes. 

O gene AMH está posicionado entre SF3A2 (splicing factor 3A subunit 2) e JSRP1 

(juncional sarcoplasmic reticulum protein 1). A proteína AMH é codificada pelo gene AMH 

que se estende por mais de 2,75 Kbp e contém 5 éxons e 4 íntrons. As proteínas do AMH são 

mais conservadas no domínio C-terminal que no domínio N -terminal. É uma glicoproteína 

dimérica que consiste em duas subunidades idênticas ligadas por pontes de sulfeto e 

caracterizadas pelo dímero N-terminal (pró-região) e pelo dímero C-terminal (domínio TGF-β) 

(Gautam et al., 2021). 

Ribeiro et al. (2014) descobriram que o AMH tem um impacto tanto na manutenção da 

prenhez quanto na fertilidade dos bovinos. E ao realizarem comparação de vacas com níveis 

hormonais de médios a altos com vacas de níveis baixos, foi demonstrado que a vacas com 

níveis baixos de AMH apresentaram menores taxas de prenhez e maior risco de perda 

gestacional entre 30 e 65 dias.  

O polimorfismo do hormônio anti-mulleriano tem implicações significativas para a 

saúde reprodutiva, afetando tudo, desde o desenvolvimento sexual até a fertilidade. À medida 

que avançam na compreensão dessas variações genéticas, melhorar as abordagens diagnósticas 

e terapêuticas em medicina reprodutiva, conduzindo a resultados mais favoráveis em vacas 

afetadas por condições relacionadas ao AMH (Rigon et al., 2010). 

Uma perspectiva adicional sobre como as variações genéticas no AMH afetam a saúde 

reprodutiva e como essas descobertas podem ser aplicadas para melhorar o manejo reprodutivo 

em búfalos e outros grandes ruminantes, em que os autores exploram as variações genéticas no 

gene AMH e suas implicações para o manejo reprodutivo em grandes ruminantes, discutindo 

como mutações e polimorfismos no gene AMH podem impactar a reserva ovariana e a resposta 
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a tratamentos reprodutivos, destacando, ainda, que essas variações genéticas podem influenciar 

não apenas a quantidade de folículos disponíveis, mas também a qualidade da resposta 

reprodutiva e a eficácia dos protocolos de sincronização e inseminação artificial. A 

identificação de tais polimorfismos pode levar a estratégias mais personalizadas para o manejo 

da fertilidade e a otimização dos resultados reprodutivos em grandes ruminantes (Vandermerwe 

et al., 2022). 

A pesquisa contínua nesse campo promete não apenas expandir o entendimento sobre a 

medicina veterinária reprodutiva, mas também abrir novos caminhos para o tratamento 

personalizado de distúrbios da fertilidade, marcando um passo importante em direção ao avanço 

na pecuária. 
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4. ARTIGO – De acordo com as normas da revista Iraqi Journal of Veterinary Sciences 

(IJVS) 

 

4.1 Avaliação do gene do hormônio anti-mulleriano (AMH) em fêmeas bubalinas 

submetidas à sincronização de cio, na Amazônia. 

 

RESUMO 

 

O manejo reprodutivo em búfalos é essencial para a produtividade do setor agrícola brasileiro, 

principalmente na região amazônica. O hormônio anti-mulleriano (AMH) é uma glicoproteína 

que pertencente à superfamília do fator de crescimento transformador beta (TGF-β). Sua 

estrutura é formada por duas subunidades idênticas ligadas por pontes de sulfeto, sendo 

caracterizada por uma pró-região N-terminal e a região C-terminal (domínio TGF-β). O gene 

AMH, responsável pela codificação dessa proteína, é composto por cinco éxons e quatro íntrons. 

Uma parte do éxon 5 compõe o AMH N-terminal e a parte do domínio TGF-β está localizada 

na parte final mesmo, sendo então, considerado a maior parte. Na espécie bubalina, esse gene 

está localizado no cromossomo 9, desempenhando um papel fundamental na regulação da 

foliculogênese. É considerado um marcador significativo da reserva ovariana, e compreender a 

relação entre genótipos e fertilidade é importante para a produção pecuária sustentável. O 

presente estudo visa analisar polimorfismos no gene AMH e sua correlação com a eficiência 

reprodutiva das fêmeas. Foram analisadas 54 búfalas da raça Murrah, múltiparas, submetidas a 

sincronização hormonal aplicada a inseminação artificial em tempo fixo (IATF) em uma 

propriedade no município de Bujaru – PA. Todas as fêmeas estavam inicialmente não gestantes, 

sendo a classificação entre gestantes e não gestantes realizada após a sincronização do cio e o 

diagnóstico de gestação.  No dia 11 do protocolo de sincronização, foram realizadas as coletas 

de sangue e as avaliações ultrassonográficas. Foi realizada a extração do DNA e posterioemente 

a amplificação do gene AMH por reação de cadeia da polimerase (PCR). Os produtos da PCR 

foram purificados e encaminhados para sequenciamento. Os resultados obtidos foram 

submetidos a análise estatística utilizando o software SAS, considerando um nível de 

significância de 0,05. Métodos ANOVA foram empregados para comparar as médias das 

variáveis reprodutivas. Os resultados mostraram ausência de polimorfismos no éxon 5 do gene 

AMH em búfalas. observou-se uma diferença significativa na contagem de folículos antrais 

(AFP) entre as búfalas gestantes e não gestantes (p = 0,02). No entanto, as variáveis 

relacionadas ao volume ovariano (V) e ao folículo dominante (FD) não mostraram diferenças 

significativas, indicando que esses fatores podem ter um papel menos evidente no âmbito 

reprodutivo. Os achados presentes no estudo, sugerem conservação do gene AMH e a 

importância dos folículos antrais como preditores da eficiência reprodutiva em búfalas. Os 

resultados do presente estudo demostram a importancia da realização de estudos futuros de 

outras regioes do gene AMH que podem vir a influenciar a fertilidade, visando o aprimoramento 

das práticas de manejo e reprodução assistida no rebanho bubalino, na região Amazônica.  

 

Palavras chave: AMH; Bubalinos; Fertilidade; Polimorfismo. 

 

ABSTRACT 

Reproductive management in buffaloes is essential for the productivity of the Brazilian 

agricultural sector, especially in the Amazon region. Anti-mullerian hormone (AMH) is a 

glycoprotein belonging to the transforming growth factor beta (TGF-β) superfamily. Its 

structure consists of two identical subunits linked by disulfide bridges, characterized by an N-

terminal pro-region and a C-terminal region (TGF-β domain). The AMH gene, responsible for 
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encoding this protein, is composed of five exons and four introns. Part of exon 5 constitutes the 

N-terminal AMH, while the TGF-β domain is located at the very end, making up the majority 

of the gene. In the buffalo species, this gene is located on chromosome 9, playing a fundamental 

role in the regulation of folliculogenesis. It is considered a significant marker of ovarian reserve, 

and understanding the relationship between genotypes and fertility is important for sustainable 

livestock production. The present study aims to analyze polymorphisms in the AMH gene and 

their correlation with female reproductive efficiency. A total of 54 multiparous Murrah 

buffaloes were analyzed, all of which underwent hormonal synchronization applied to fixed-

time artificial insemination (FTAI) on a farm in the municipality of Bujaru, Pará (PA). All 

females were initially non-pregnant, and classification into pregnant and non-pregnant groups 

was carried out after estrus synchronization and pregnancy diagnosis. On day 11 of the 

synchronization protocol, blood samples were collected, and ultrasonographic evaluations were 

performed. DNA extraction was conducted, followed by the amplification of the AMH gene 

using polymerase chain reaction (PCR). The PCR products were purified and sent for 

sequencing. The results were subjected to statistical analysis using SAS software, considering 

a significance level of 0.05. ANOVA methods were employed to compare the means of 

reproductive variables. The results showed an absence of polymorphisms in exon 5 of the AMH 

gene in buffaloes. A significant difference was observed in antral follicle count (AFC) between 

pregnant and non-pregnant buffaloes (p = 0.02). However, variables related to ovarian volume 

(V) and dominant follicle (DF) did not show significant differences, indicating that these factors 

may play a less evident role in reproduction. The findings of this study suggest conservation of 

the AMH gene and highlight the importance of antral follicles as predictors of reproductive 

efficiency in buffaloes. The results also demonstrate the importance of future studies on other 

regions of the AMH gene that may influence fertility, aiming to improve management practices 

and assisted reproduction in buffalo herds in the Amazon region. 

Keywords: AMH; Buffaloes; Fertility; Polymorphism. 

 

4.2 Introdução 
 

A pecuária de búfalos desempenha um papel crucial na economia brasileira, 

especialmente no norte do país, onde as condições naturais da Amazônia favorecem essa 

atividade (1). No Pará, a criação de búfalos é uma atividade econômica significativa, e o 

entendimento dos fatores genéticos que influenciam a fertilidade desses animais é essencial 

para aprimorar a eficácia reprodutiva e produtiva. Esta eficácia pode ser alcançada através das 

técnicas empregadas no melhoramento genético animal, que possibilitam aos animais 

explorarem seu potencial genético e passarem essas características relevantes para as gerações 

futuras por meio de marcadores moleculares (2). 

Os marcadores moleculares são ferramentas essenciais no melhoramento genético, 

permitindo identificar genes associados a características de interesse econômico e selecionar 

indivíduos com maior produtividade. Essa abordagem possibilita prever o desempenho dos 

animais em diferentes condições de manejo, otimizando a eficiência reprodutiva. Em sistemas 

de produção de leite e carne, essa melhoria impacta diretamente a viabilidade econômica, 

reduzindo intervalos entre partos, aumentando a taxa de natalidade e garantindo maior retorno 

financeiro ao produtor (3).  

A fertilidade das fêmeas está diretamente relacionada às características foliculares, 

como tamanho, quantidade e capacidade de crescimento, que determinam a viabilidade dos 

oócitos. Nesse contexto, o hormônio anti-mulleriano (AMH) atua como um biomarcador da 

reserva ovariana, influenciando significativamente a dinâmica folicular e a fertilidade (4). O 
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AMH regula o crescimento folicular precoce e evita a perda excessiva da reserva folicular, 

equilibrando a inibição e o desenvolvimento dos folículos. Além disso, desempenha um papel 

fundamental na reprodução, sendo associado a diversas enfermidades reprodutivas e até mesmo 

à infertilidade em diferentes espécies de animais domésticos (5) 

O hormônio anti-mulleriano (AMH) é uma glicoproteína, composta por 575 de 

aminoácidos e pertencente à superfamília do fator de crescimento transformador beta (TGF-β). 

Sua estrutura é formada por duas subunidades idênticas ligadas por pontes de sulfeto, sendo 

caracterizada por uma pró-região N-terminal e a região C-terminal (domínio TGF-β). O gene 

AMH, responsável pela codificação dessa proteína, é composto por cinco éxons e quatro íntrons 

de comprimento variável com 72% de conteúdo GC entre éxons e íntrons. O quinto éxon 

compreende 800–900 pb, tornando-o o maior. Uma parte do éxon 5 compõe o AMH N-terminal 

e a parte do domínio TGF-β está localizada na parte final mesmo, sendo então, considerado a 

maior parte, seguido pelos éxons 1, 4, 2 e 3 (5).  

O éxon 5 do gene AMH é altamente conservado em bubalinos, localizado no 

cromossomo 9. O gene AMH está situado entre os genes SF3A2 (subunidade 2 do fator de 

splicing 3A) e JSRP1 (proteína 1 do retículo sarcoplasmático são as proteínas em questão 

junção). A sequência dos genes SF3A2, AMH e JSRP1 é extremamente importante em 

bubalinos, desempenhando um papel fundamental na regulação da foliculogênese e na 

determinação da reserva ovariana (5). Estudos anteriores, como o de Pierucci et al. (2019) (4), 

demonstraram a relação entre essa região e características reprodutivas em novilhas Nelore, 

evidenciando sua potencial influência sobre a eficiência reprodutiva, porém mesmo sendo em 

uma região conservada em bovinos, não apresentou alteração na proteína do gene.  

Polimorfismos do gene AMH podem justificar a ocorrência de variações na genética de 

um rebanho, podendo resultar em alterações nas ações biológicas do hormônio, afetando a 

fertilidade e manutenção de prenhez em animais. Portanto, a biologia molecular poderá auxiliar 

os programas de melhoramento genético, de forma a promover maior retorno econômico para 

a atividade pecuária (4). A identificação de polimorfismos no gene do AMH e sua associação 

com características ovarianas são cruciais para aprimorar a predição da fertilidade em búfalas 

(5). Gautam et al. (2021) (5) encontraram três polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) no 

éxon 5 do gene AMH (rs527023314, rs722016629 e rs134387246) em novilhas da raça nelore, 

todos caracterizados como mutações sinônimas. Apenas o SNP rs134387246 apresentou 

associação significativa (P ≤ 0,10) com a ocorrência de prenhez precoce e a idade ao primeiro 

parto. O estudo revelou um efeito de sobredominância para este SNP (P = 0,056), sem efeito 

aditivo observado (P = 0,67), sendo este o  primeiro estudo a descrever SNPs do gene AMH em 

novilhas Nelore e a associá-los com características de precocidade sexual. Porém em búfalos, 

ainda não foi realizado um estudo para detecção de SNP na mesma região.  

O estudo tem o potencial de conectar a genética à prática de manejo da fertilidade em 

búfalas, proporcionando uma visão mais detalhada para identificar animais geneticamente que 

terão melhores reservas ovarianas para seleção animal mais eficiente. Com isso, objetivou-se 

investigar a presença de SNP do AMH na região do éxon 5, prospectando suas associações a 

expressão ovariana e folicular em búfalas. 

 

4.3 Material e métodos 

4.3.1 Ética, animais coletados e local da coleta   
 

Todos os procedimentos que envolvem a utilização de animais foram conduzidos de 

acordo com as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA) utilizando metodologias aprovadas e fiscalizadas pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais da Universidade Federal Rural da Amazônia (CEUA/UFRA) com parecer 

de permissão N° 3842280324 (ID 000676) (Anexo I).  
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No presente estudo foi utilizado um total de 54 búfalas multípara, não gestantes, da raça 

Murrah, de uma propriedade localizada no município de Bujaru - Pará  (1°37’40’’S, 

48°13’21’’W), sob as mesmas condições alimentares e hídricas. As fêmeas foram submetidas 

a um protocolo de sincronização da ovulação para inseminação artificial em tempo fixo (IATF). 

Após o protocolo, foi realizado o diagnóstico de gestação, e os animais foram divididos em dois 

grupos: gestantes e não gestantes.  

 

4.3.2 Protocolo de sincronização da ovulação para inseminação artificial em tempo fixo (IATF), 

em búfalas 
 

Todas foram submetidas ao mesmo protocolo de sincronização de estro por 12 dias (9). 

O protocolo consistiu na aplicação intramuscular (IM) de 2,0mg de benzoato de estradiol (BE) 

pela via intramuscular (IM), juntamente com um dispositivo intravaginal de 0,5g de P4 em um 

dia aleatório, sendo este dia, denominado de D0 do protocolo. Nove dias após o início do 

protocolo, denominando de D9  foi realizada a retirada do implante de P4 e aplicação IM de 

300UI de gonadotrofina coriônica equina (eCG) e 0,5mg de prostaglandina F2α (PGF2α) 

também IM. No D11 foi aplicado via IM 25μg de GnRH. As aplicações dos dias 0, 9 e 11 foram 

realizados sempre às 15:00 horas enquanto a do D12, dia no qual foi realizada a inseminação 

artificial, às 7:00 horas (Figura 1). 

 

4.3.3 Coleta de sangue 
 

As búfalas foram submetidas à coleta de 5 ml de tecido sanguíneo  em tubos contendo 

anticoagulante (EDTA), através da punção da veia caudal no dia onze (D11) do protocolo de 

sincronização da ovulação para IATF (Figura 1). Após a coleta, as amostras foram armazenadas 

a temperatura de 4º C até o processamento de extração de DNA que foi realizado no Laboratório 

de Sorologia e Biologia Molecular na Universidade Federal Rural da Amazônia, campus Belém 

-Pará. 

 

 
Figura 1- Protocolo de sincronização da ovulação para inseminação artificial em tempo fixo (IATF), 

do dia 0, incício do protocolo (D0) com aplicação de 2,0 mg benzoato de estradiol (BE) e implantação 

do dispositivo intravaginal de progesterona (P4) às 15:00h; dia 9 (D9) retirada do dispositivo 

intravaginal + aplicação de 0,5mg de prostaglandina 2α (PGF2) + 300UI de conadotrofina coriônica 

equina (eCG) às 15:00h; no dia 11 (D11) aplicação de 25µg de hormônio liberador de gonadotrofina 

(GnRH) + passagem do ultrassom + coleta de sangue às 15:00h; dia 12 (D12) inseminação artificial (IA) 

às 07:00h e diagnóstico gestacional (DG) no (D42), com 30 dias após a IA.  
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4.3.4 Avaliação morfológica do ovário 

 

Foram mensurados os ovários direito e esquerdo das 54 búfalas por ultrassonografia no 

modo-B (ultrassom veterinário DP-10 Vet Power, Mindray), no dia 11 do protocolo de 

sincronização de ovulação para IATF, sendo considerados como população de folículos 

ovulatórios (FPO) com diâmetros a partir de >8mm. Os dados como diâmetro, volume e número 

de folículos foram coletados e as imagens foram salvas para análises. 

 

4.3.5 Avaliação de polimorfismo  

 

4.3.5.1 Extração de DNA  

 

A extração do DNA total foi realizada por meio do método do Fenolclorofórmio 

desenvolvido por Sambrook, Fritsch e Maniatis. (1989) (6). 

 A qualidade e pureza das amostras foram visualizados em eletroforese horizontal em 

gel de agarose 1 % em tampão TAE 1X (TRIS 400 mM, Ácido Acético 1% e EDTA 20 mM), 

corado com GelRed (Biotium – Califórnia/USA), corrente 90V/90mA por 20 minutos. A 

visualização ocorreu por meio do transiluminador de luz ultravioleta M-20 (UVP). 

 

4.3.5.2 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) da amplificação do gene AMH 
 

Para a investigação de polimorfismos pontuais em búfalas foi selecionada a região do 

éxon 5 do gene AMH. Para isso, foi utilizado um par de primers, desenhados através do 

Primer3Plus baseado na sequência de referência depositada no Genbank (ID: 102405218) que 

possui fragmento de 480 pares de bases (pb) (Tabela 1).  

 

 
Tabela 1 - Gene do hormônio anti-mulleriano (AMH) e seu respectivo par de primer desenhado para 

investigação de SNPs em búfalas . 

Gene 
GenBank 

Primer (5’ - 3’) 
Tamanho 

(pb) 

AMH 

 

 

102405218 

F: CGC TGC TGC TGC TCA 

AAG 

R: TTT ATT GGG GCA ATG 

ACG 

480 

pb: pares de bases 

  

As reações seguiram as seguintes condições de temperatura e tempo: Desnaturação 

inicial 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60,0° C por 40 

segundos, 72°C por 45 segundos e temperatura de extensão final de 72°C por 5 minutos.  

Os produtos finais dos PCRs foram visualizados em eletroforese horizontal em gel de 

agarose 1 % em tampão TAE 1X (TRIS 400 mM, Ácido Acético 1% e EDTA 20 mM), corado 

com GelRed (Biotium – Califórnia/USA), corrente 90V/90mA por 60 minutos. Uma escala 

molecular de 100 pb (Ladder) foi utilizada como referência para o produto gerado no PCR. A 

visualização ocorreu por meio do transiluminador de luz ultravioleta M-20 (UVP). 

 

4.3.5.3 Purificação e sequenciamento do produto da PCR 
 

As purificações dos produtos das PCRs, foram realizadas com o kit de purificação de 

DNA em banda de gel de agarose (Ludwig Biotech LTDA, Alvora, RS, BR), seguindo as 
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recomendações do fabricante. Os produtos das purificações foram submetidos ao 

sequenciamento pelo método de Sanger utilizando o kit BigDye (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA), de acordo com as recomendações do fabricante e corridas no sequenciador de DNA 

ABI3500XL (Apllied Biosystem, Foster City, CA, USA). As sequências foram editadas e 

alinhadas nos programas Finch Tv versão 1.4.0 e BioEdit 7.2, respectivamente.  

 

4.4 Análises estatísticas 

 

Para análise de população folicular, diâmetro dos folículos maiores (Folículo 

dominante) e associações à taxa de prenhez foram estabelecidas as médias e submetidas ao 

método ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. Todas as análises foram 

realizadas utilizando o software PROC MIXED do pacote estatístico do SAS (OnDemand) com 

nível de significância de 0,05. 

 

4.5 Resultados  

 

A imagem do exame ultrassonográfico do ovário de búfala (Figura 2 e 3), exibe 

medições de um folículos antral, identificado com medições entre as distâncias "Dist1", 

"Dist2" e "Dist3", com diâmetros de 16mm, 18,7 mm e 21,4 mm, respectivamente. O volume 

total ovariano foi calculado em 3,36 cm³. Essa informação é usada para caracterizar o volume 

ovariano, auxiliando na análise de parâmetros reprodutivos. 

 
 

Figura 2 – Imagem do exame ultrassonográfico do ovário de búfala e medição do volume ovariano, 

realizado com aparelho Mindray DP-10Vet, durante a avaliação de parâmetros reprodutivos. 
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Figura 3 – Imagem do exame ultrassonográfico do ovário de búfala e contagem de população de 

folículos antrais (AFP), realizado com aparelho Mindray DP-10Vet, durante a avaliação de 

parâmetros reprodutivos. 

 

Com base no sequenciamento realizado no presente estudo, não foi possivel detectar 

presença de mutações de nucleotídeo único (SNPs) na região do éxon 5 do gene AMH nas 

búfalas. 

As análises de estatística descritiva realizadas revelaram diferenças nos parâmetros 

reprodutivos entre os grupos de búfalas gestantes (G) e não gestantes (NG). A população de 

folículos antrais (AFP) apresentou uma diferença estatisticamente significativa entre os grupos 

(p = 0,02), com as búfalas não gestantes apresentando valores médios superiores (9,14 ± 4,01) 

em comparação às gestantes (7,60 ± 2,72). 

O volume ovariano (V) foi maior no grupo de não gestantes (3,60 ± 1,46) em relação às 

gestantes (2,92 ± 1,63), não havendo diferença estatística entre os grupos (p = 0,08). Já o 

tamanho do folículo dominante (FD) apresentou valores médios similares entre os dois grupos, 

sendo no grupo G (1,41 ± 0,38) e no grupo NG (1,31 ± 0,33), sem diferença estatisticamente 

significativa (p = 0,34). 

As estatísticas descritivas e estimativas dos parâmetros reprodutivos para população de 

folículos antrais (AFP), volume ovariano (V) e folículo dominante (FD), estão apresentadas 

na tabela 2.   

 
Tabela 2- Avaliação da população de folículos antrais (AFP), volume ovariano (V) e folículo dominante 

(FD) em vacas búfalas gestantes (G) e não gestantes (NG), após o protocolo de sincronização de cio 

para inseminação artificial em tempo fixo (IATF). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*valor de significância <0.05 

Letras diferentes indicam diferença estatística 

 

Gupo AFP V FD 

G 7.60 ± 2.72a 2.92 ± 1.63 1.41 ± 0.38 
 

NG 9.14 ± 4.01b 3.60 ± 1.46 1.31 ± 0.33 
 

 

P-valor 0.02* 0.08 0.34 
 

 

https://www.mdpi.com/2076-2615/10/7/1185?utm_source=chatgpt.com#table_body_display_animals-10-01185-t001
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4.6 Discussão. 

 

Os resultados apresentados indicam diferenças significativas na população folicular 

antral (AFP), analisadas entre os grupos gestantes (G) e não gestante (NG). A AFP (P=0,02) 

apresentou uma diferença estatisticamente significativa entre os dois grupos, sugerindo que 

pode haver uma associação importante com o status reprodutivo ou fisiológico dos animais. 

Estudos em mamíferos, como bovinos, mostram que o hormônio AMH tem uma relação direta 

com o número de folículos antrais e a reserva ovariana, sendo um marcador biológico 

amplamente utilizado para prever a fertilidade (7). 

Estudos encontraram relação inversa entre AFP e fertilidade, assim como o presente 

estudo em búfalas. Morotti et al. (2018) (8), coletaram dados de 834 vacas nelore e descobriram 

que os animais com uma AFP menor (<15 folículos) tiveram maior prenhez por inseminação 

artificial em tempo fixo (IATF), do que vacas com AFP intermediária (20–40 folículos) ou alta 

(>45 folículos) após a reprodução com um protocolo IATF (9). Outro estudo em vacas Nelore 

obteve resultados semelhantes quando as vacas foram classificadas como AFP baixa (<10 

folículos), intermediária (11–29 folículos) ou alta (>30 folículos). Após a IATF, animais com 

baixo AFP tiveram a maior prenhez em comparação com vacas com AFP intermediário ou alto 

(10). 

Os estudos mencionados anteriormente não levaram em conta um conjunto adicional de 

fatores que possuem uma conexão genética em relação a AFP. Uma pesquisa realizada em 

bovinos Nelores identificou diversos genes potenciais que influenciam a variação fenotípica do 

AFP, desempenhando funções no desenvolvimento folicular, esteroidogênese e ovulação 

associados aos níveis de hormônio AMH após sincronização de estro (11). Porém, no presente 

estudo, não foi possível relacionar a AFP com a concentração de AMH, fator este, que pode ser 

explorado em estudos futuros.  

Em relação ao folículo dominante (FD), os resultados não mostraram diferenças 

significativas entre os grupos gestantes e não gestantes (P = 0,34). Estudos indicam que, embora 

o tamanho do folículo dominante possa variar dentro de um ciclo estral, a diferença em 

gestantes tende a ser menos expressiva devido à inibição das gonadotrofinas pela progesterona 

durante a gestação. Além disso, fatores genéticos e ambientais podem modular o tamanho do 

folículo dominante, sugerindo que sua relação com a fertilidade deve ser associada em conjunto 

com outros parâmetros, como a qualidade oocitária e os níveis de AMH (5).  

Os achados reforçam a importância de considerar múltiplos fatores na avaliação da 

fertilidade de búfalas, especialmente a integração entre variáveis morfológicas (AFP, V, FD) e 

fatores endócrinos. A literatura recente também destaca que o AMH é um marcador biológico 

relevante para estimar a capacidade ovariana e predizer respostas a protocolos reprodutivos, 

enquanto o FD e o V podem variar mais amplamente devido a fatores ambientais e fisiológicos 

(12). Dessa forma, estudos adicionais são necessários para investigar como essas variáveis 

interagem e como podem ser otimizadas para melhorar a eficiência reprodutiva em sistemas de 

produção bubalina. 

A ausência de SNPs no éxon 5 do gene AMH em búfalos, no presente estudo, pode ser 

justificada pelo fato de que essa região codifica uma parte conservada da proteína, essencial 

para sua função biológica. Alterações nessa região poderiam comprometer a funcionalidade do 

AMH, provocando seleção que venha ser negativa no rebanho, sendo maior a conservação em 

torno da espécie bubalina. Além disso, regiões promotoras e regulatórias, que controlam a 

expressão gênica, são mais propensas a apresentar variações que influenciam a quantidade de 

proteína produzida, sem alterar sua estrutura primária (5). 

No entanto, pesquisas em bovinos, têm identificado variações genéticas associadas a 

características reprodutivas. Por exemplo, em novilhas Nelore, foram investigados SNPs no 

gene AMH na região do éxon 5 e sua associação com características indicativas de precocidade 
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sexual. Os resultados sugerem que variações nesse gene podem influenciar a idade ao primeiro 

estro e ao primeiro parto, indicando uma possível relação com a eficiência reprodutiva. Um 

total de três SNPs sinonimios foram identificados, todos eles localizados no éxon 5 

(rs527023314, rs722016629 e rs134387246), este último posicionado no códon de parada (4). 

Em búfalos e cabras, a caracterização do gene AMH revelou que a sequência C-terminal 

é conservada, em comparação com a região N-terminal do éxon 5. A análise comparativa entre 

as espécies de mamíferos, sugere que variações nesse gene podem ter implicações na função 

reprodutiva, sendo encontrada um polimorfismo em ambas as espécies no éxon 4 (5). Ramesha 

et al. (2022) (13) observaram uma relação altamente significativa entre parto e concentração de 

AMH em gado bovino Amrit mahal bos indicus, os quais identificaram um SNP localizado no 

éxon 5 (rs21402788). As regiões promotoras do gene têm sido alvo de estudos recentes por 

apresentarem maior variabilidade e potencial para modular a expressão do AMH em resposta a 

fatores fisiológicos e ambientais. Com isso, investigar essas regiões pode fornecer dados sobre 

a regulação genética da reprodução. 

A ausência de SNPs no gene do AMH em búfalas observada neste estudo vai contra os 

achados do trabalho de Santos et al. (2024) (14), que identificaram polimorfismo em outro gene 

ao avaliar a mesma população de animais. No estudo, foi encontrado um polimorfismo no gene 

do interferon-gama (IFN-γ) localizado em sua região 3’ UTR na posição g 4467 G>A, este se 

mostrou associado à resposta imunológica, incluindo a expressão diferencial do miRNA 125b 

em búfalas assintomaticas infectadas por Trypanossoma vivax. A presença ou ausência de SNPs 

também está relacionada a região na qual foram realizadas as investigações, visto que, regiões 

promotoras e não traduzidas (UTRs) são mais propensas a variações no DNA quando 

comparadas a regiões de codificação como os éxons. Além disso, essa diferença pode refletir a 

função biológica distinta dos genes avaliados, uma vez que o gene IFN-γ desempenha um papel 

direto na modulação da imunidade, enquanto o gene do AMH está relacionado à função 

reprodutiva.  

Além disso, a contagem de folículos antrais tem sido reconhecida como um marcador 

indireto da reserva ovariana e da funcionalidade ovariana em bovinos e bubalinos. Entretanto, 

deve-se considerar que fatores como manejo nutricional, ambiente e genética também podem 

influenciar significativamente a população de folículos antrais e sua relação com a fertilidade. 

A combinação de estudos reforça a importância de se investigar não apenas o número de 

folículos, mas também a qualidade dos mesmos e seu impacto na eficiência reprodutiva de 

ruminantes (12). 

 

 

4.7 Conclusão 

A presença da população folicular antral em gestantes e não gestantes foi significativo 

na população estudada, confirmando a associação entre eles e a eficiência reprodutiva. 

Enquanto as outras variáveis de volume ovariano e folículo dominante não demonstraram 

diferenças significativas, sugerindo menor impacto na reprodução dessa população. O estudo 

também destaca a importância de investigar outras regiões do gene AMH, como a região 

promotora e regiões não traduzidas em busca de novos polimorfismos que estejam associados 

a reprodução animal. Com isso, esses achados são fundamentais para a reprodução em búfalas 

na região Amazônica, podendo auxiliar no desenvolvimento de outros estudos voltados a 

reprodução. 

 

Conflito de interesse. 

Os autores declaram não haver conflitos de interesse relacionados a este manuscrito. 
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5. CONCLUSÕES GERAIS 

 

Os resultados deste estudo indicaram a ausência de polimorfismos no éxon 5 do gene 

do hormônio anti-mulleriano (AMH) em búfalas, sugerindo que essa região é altamente 

conservada devido à sua relevância para a funcionalidade biológica da proteína. Pelo fato dos 

éxons mostrarem-se conservados entre as espécies, pode-se sugerir a partir dos achados no 

presente artigo que futuras pesquisas sejam realizadas, destacando outras regiões do gene AMH 

como, a promotora e não traduzidas (5’ e 3’ UTR), para identificar possíveis polimorfismos 

associados às características reprodutivas. 

Além disso, a diferença significativa na população de folículos antrais (AFP) entre 

búfalas gestantes e não gestantes (p = 0,02), corrobora com estudos anteriores que indicam uma 

associação entre contagens extremas de folículos antrais e menor eficiência reprodutiva. Por 

outro lado, as variáveis volume ovariano (V) e folículo dominante (FD) não apresentaram 

diferenças significativas entre os grupos, sugerindo um papel menos evidente dessas 

características no status reprodutivo imediato.  

A ausência de correlação entre AFP e concentração de AMH aponta para a necessidade 

de investigações futuras que considerem fatores genéticos, endócrinos e ambientais, além de 

explorar como essas variáveis interagem e impactam a fertilidade. Esses achados fornecem uma 

base importante para a compreensão da biologia reprodutiva em búfalas e podem contribuir 

para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes de manejo e reprodução assistida em 

sistemas de produção. 
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