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RESUMO: Devido a semelhanca na estrutura e fungdo com o horménio luteinizante (LH), a
gonadotrofina corionica humana (hCG) tem sido convencionalmente o principal horménio
utilizado para induzir o estro e a ovulagdo nas fémeas suinas. Recentemente, foi demonstrado que
o neuropeptidio kisspeptina é o precursor da descarga de LH em diferentes espécies de mamiferos,
incluindo a suina. Dessa forma, o presente estudo objetivou determinar se uma das formas dessa
substancia (kisspeptina-10) associada a gonadotrofina coriénica equina (eCG) pode ser um método
eficiente para induzir a ovulacdo de marras pré-ptberes. Trinta marras de 5 meses de idade, com
peso médio de 78,0 + 8,4 kg, foram distribuidas aleatoriamente em cinco grupos de seis animais
cada. Os grupos 1, 2 e 3 receberam 750 UI de eCG, enquanto que os grupos 4 e 5 receberam solugao
fisiolégica. Setenta e duas horas apds, o grupo 2 recebeu 380 nmol de kisspeptina-10, os grupos
3 e 4 receberam 500 UI de hCG e os grupo 1 e 5 receberam solucao fisiolégica. As injecdes foram
aplicadas em dose tinica, utilizando a via intramuscular. Os animais foram abatidos sete dias ap6s e
a ovulacao foi constatada pela presenca de corpos lateos nos ovarios recuperados. Os dados foram
analisados pelo teste de Kruscal-Wallis e teste exato de Fisher. O namero de fémeas que ovulou
foi semelhante nos grupos 2 e 3. Essa resposta foi superior ao grupo 5 (P<0,01) e aos grupos 1 e 4
(P=0,08). O peso e o tamanho dos ovarios ndo foram influenciados pelos tratamentos, enquanto
que o nimero de ovulacdes foi maior para os grupos 2 e 3 (P<0,01). Esses resultados sugerem que
a kisspeptina-10 tem atividade biolégica comparavel a hCG para induzir a ovulagdo de marras
pré-ptberes.
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INDUCTION OF OVULATION AND OVARIAN CHARACTERISTICS OF PREPUBERTAL GILTS
TREATED WITH HUMAN CHORIONIC GONADOTROPIN OR KISSPEPTIN

ABSTRACT: In view of its similar structure and function to luteinizing hormone (LH), human
chorionic gonadotropin (hCG) has conventionally been used as the main hormone to induce
estrus and ovulation in sows. Recently, it has been demonstrated that the neuropeptide kisspeptin
is associated with pituitary LH release in different mammalian species, including swine. Thus,
the aim of this study was to determine whether kisspeptin-10 combined with equine chorionic
gonadotropin (eCG) could be an efficient method to induce ovulation in prepubertal gilts. Thirty
5-month-old gilts weighing 78.0 + 8.4 kg were randomly divided into five groups of six animals
each. Groups 1, 2 and 3 received 750 IU eCG, while groups 4 and 5 received saline solution. After
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72 hours, the animals received 380 nmol kisspeptin-10 (group 2), 500 IU hCG (groups 3 and 4),
or saline (groups 1 and 5). The treatments were applied by a single intramuscular injection. The
animals were slaughtered 7 days later and ovulation was confirmed by the presence of corpora
lutea in the recovered ovaries. Data were analyzed by the Kruskal-Wallis and Fisher exact tests.
The number of gilts that ovulated was similar in groups 2 and 3. This number was higher in group
5 (P<0.01) and in groups 1 and 4 (P=0.08). The weight or size of the ovaries was not influenced by
the treatments, although the number of ovulations was higher in groups 2 and 3 (P<0.01). These
results suggest that kisspeptin-10 and hCG have similar biological activity to induce ovulation in

prepubertal gilts.
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INTRODUCAO

Um fator importante da eficiéncia reprodutiva
dos rebanhos suinos é a idade com que as fémeas
destinadas a reproducdo recebem o primeiro
servico, sendo essa idade, em grande parte,
dependente da sua precocidade sexual (KokEetsy,
2007). Dependendo das ragas e tipos genéticos, as
fémeas suinas podem atingir a puberdade entre 5
a 9 meses de idade (MARTINAT-BOTTE et al., 2011).
Reduzir esta variagdo, por meio do controle do
inicio da puberdade, pode ser extremamente
benéfico para a produtividade do rebanho, uma
vez que as fémeas que atingem a puberdade mais
cedo tendem a permanecer mais tempo no rebanho
e ser mais produtivas (PATTERSON et al., 2010; Sarto
et al.,, 2011). Por esse motivo, nas granjas mais
tecnificadas tornou-se pratica comum avangar a
puberdade das marras utilizando terapia hormonal.
Basicamente, o tratamento consiste na aplicacdo
inicial de hormoénios capazes de estimular o
desenvolvimento folicular (eCG ou FSH), seguido
da inducdo da ovulagao desses foliculos, utilizando
hormonios envolvidos direta (LH) ou indiretamente
(hCG, GnRH) com esse processo (Knox et al., 2000).
O tratamento mais comumente utilizado, a base
de eCG e hCG, resulta na expressao do estro e a
ovulacdo no periodo de 6 dias em cerca de 90% das
fémeas imaturas tratadas (BARTLETT et al., 2009) e,
de forma geral, o ciclo estral subsequente apresenta
um padrdo de secregdo hormonal caracteristico das
fémeas ciclicas (PATERSON e MARTIN, 1981; KARALUS
et al., 1990).

Por outro lado, a recente descoberta do
peptideo neural kisspeptina como agente indutor
endégeno da secrecdo de GnRH abriu uma nova
era na neuroendocrinologia reprodutiva (de
Roux et al., 2003; Matsut et al., 2004). Incialmente,
a kisspeptina foi identificada como um fator
supressor metastatico, pois suprimia a metéstase

do melanoma e o cancer de mama (Kortani et
al., 2001). Estudos posteriores mostraram que a
kisspeptina consistentemente estimula a secregao
das gonadotropinas, especificamente LH, em todas
as espécies de mamiferos examinadas até agora,
apesar que sua eficacia parece depender da espécie,
idade, sexo, ambiente hormonal, estacido e via de
administracao (OkamuRa et al., 2013).

A Kkisspeptina é um produto do gene kiss-1
(Kotant et al., 2001) e aparece como um pré-pro-
horménio de 145 aminodcidos que, na maioria
dos mamiferos, é enzimaticamente processado
para produzir a forma biologicamente ativa de
54 aminoacidos (Kp54) que, por sua vez, pode ser
clivada em fragmentos de 14, 13 ou 10 aminoacidos
(OakLey et al., 2009). Estas kisspeptinas mais
curtas, particularmente a sequéncia N-terminal
de 10 aminoacidos, sdo altamente conservadas
em mamiferos e, por vezes, mais potentes que o
peptideo original Kp54 (TassioNy e CoLLEDGE, 2010;
Marsul e Asami, 2014).

A administracao de kisspeptina em ratas pré-
puberes avanga o momento da abertura vaginal
e impede o atraso da puberdade provocada pela
subnutri¢do (CastieLLaNO ef al., 2005). Em ovelhas
pré-puberes, a administragdo intermitente de
kisspeptina aumenta a secre¢io de LH para
niveis compardveis aos de fémeas ciclicas adultas
(RepmonD et al., 2011). Da mesma forma, a injegao
tnica de kisspeptina induz uma descarga de
LH em porcas e cabras pré-ptiberes (LEnTs et al.,
2008; Sarro et al., 2012), sendo que nas cabras essa
resposta foi de maior intensidade em comparacgado
aos animais puberes. Em funcao desses resultados,
nossa hipotese é que a injecao de kisspeptina pode
ser utilizada para induzir a ovulacdo de fémeas
suinas pré-puberes previamente estimuladas com
eCG. O presente estudo objetivou determinar a
eficiéncia do neuropeptidio kisspeptina em induzir
a ovulacdo de marrds pre-piberes previamente
tratadas com eCG.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na estacdo de
desempenho de suinos (Piracicaba, SP, Brasil),
de setembro de 2012 a fevereiro de 2013. Foram
utilizadas leitoas da linhagem Penarlan (macho
P76 x fémea Niima), com peso inicial aproximado
de 30 kg, alojadas em baias individuais localizadas
em galpdo de 43,5 x 16,50 m, com cobertura em
duas 4guas, telhas de amianto e pé-direito de 3 m.
A dieta foi formulada com base nas exigéncias em
nutrientes para a fase de crescimento, de acordo
com o NRC (1998).

Ao atingir o peso médio de 78,0 8,4 kg, com
idade aproximada de cinco meses, as marras foram
distribuidas aleatoriamente em cinco grupos de seis
animais. Os grupos 1, 2 e 3 receberam 750 Ul de eCG
(Novormon® MSD Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil),
enquanto que os grupos 4 e 5 receberam solucao
fisiol6gica. Setenta e duas horas ap6s, o grupo 1
recebeu solucao fisiolégica, o grupo 2 recebeu 0,5 mg
(380 nmol) de kisspeptina (kisspeptin-10, sequéncia
peptidica YNWNSFGLRF-NH,, GenScript,
Piscataway, NJ, USA), os grupo 3 e 4 receberam
500 UI de hCG (Chorulon®, MSD Saude Animal,
Sao Paulo, Brasil) e o grupo 5 uma segunda injegao
de solucao fisiolégica. A dose de kisspeptina-10
foi baseada na quantidade minima necessaria para
estimular a secrecio de LH em porcas imaturas
(LeNTs et al., 2008). As inje¢des foram aplicadas em
dose tnica, utilizando a via intramuscular (i.m.) e os
animais foram abatidos cinco dias ap6s a segunda
injecdo (hCG, kisspeptin-10 ou solugdo fisiolégica).
Imediatamente apds o abate, os ovérios foram
recuperados para conferir a presenca de corpos
lateos (CL), testemunhas da ovulagdo. Igualmente,
os ovdrios foram pesados e seu tamanho estimado
pelo calculo de seu volume, utilizando a férmula
simplificada da elipse, multiplicando-se o

comprimento x largura x 0,5 x Pi. Para analise, foi
considerado o valor médio dos dois ovarios (peso,
volume e numero de CL).

O teste de distribuicdo de normalidade dos
residuos foi realizado pelo teste de Shapiro-
Wilk. As variaveis continuas (peso e volume dos
ovarios e nimero de CL) foram analisadas pelo
teste de Kruskal-Wallis e, quando a diferenca
foi significativa, as comparagdes entre os grupos
foram realizadas utilizando o teste Mann-Whitney.
As varidveis categoricas (animais que ovularam
vs. animais que ndo ovularam) foram analisadas
pelo teste exato de Fisher, considerando nivel de
significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No grupo 3 um animal que ovulou e apresentou
ovarios com peso (36,8 g) e volume (20,2 cm?)
excessivos (Figura 1) foi desconsiderado da
andlise dessas varidveis. O peso e o tamanho dos
ovarios ndo foram influenciados pelos tratamentos
(Tabela 1). O ntimero de fémeas do grupo 3 que
ovulou em resposta a injecao de kisspeptina-10 foi
significativamente maior que o controle (grupo 5)
que recebeu solucdo fisioldgica (P<0,01). O mesmo
ocorreu no grupo 2, que recebeu hCG, comprado
com o grupo controle. Por sua vez, o nimero de CL

Figura 1. Ovarios hiperestimulados apresentando corpos
lateos e foliculos anovulatorios cisticos de um
animal tratado com eCG + hCG.

Tabela 1. Resposta ovulatéria e caracteristicas dos ovarios de marrids pré-puberes submetidas aos diferentes

tratamentos
Caracteristicas dos ovdrios (média + epm)
Tratamento! Ovularam (%)
volume (cm?®) peso (g) namero de CL

Grupo 1 1/6 (16,6) ab 3,7+0,4a 30+03a 05+0,5a
Grupo 2 5/6 (83,3) bc 39+02a 4,7+0,6a 60+1,4b
Grupo 3 5/6 (83,3) bc 40+04a 33+0,7a 50+1,7b
Grupo 4 1/6 (33,3) ab 49+0,6a 46+0,7a 24+23ab
Grupo 5 0/6(0,0) a 3,6+05a 30+£04a 0,0+0,0a

1Grupo 1: eCG + solucao fisiolégica; Grupo 2: eCG + kiss-10; Grupo 3: sCG + hCG; Grupo 4: solucéo fisiolégica + hCG; Grupo 5:

solucao fisiolégica + solugdo fisiologica.

Médias seguidas de letras diferentes na linha diferem entre si (P < 0,01).
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Figura 2. Exemplo de resposta ovariana de marras pré-paberes tratadas com 750 UI de eCG (a, b,
¢) ou solucdo fisiolégica (d, e), seguida, ap6s 72 horas, de injecao de solucio fisiologica (a),
Kisspeptina-10 (b), hCG (c), hCG (d) e solucao fisiologica (e). O abate dos animais foi realizado
sete dias ap6s a segunda injecao dos tratamentos.

dos animais que ovularam do grupo 2 (6,0 £1,0) ndo
foi diferente do grupo 3 (5,0 £1,7).

Na Figura 2 esta ilustrado um exemplo da
resposta dos animais aos diferentes tratamentos.
O grupo controle (grupo 5), tratado com solucdo
fisiol6gicanos dois periodos, apresentou unicamente
foliculos menores que dois milimetros, sem
nenhuma evidéncia de ovulacdo. Esses resultados
estendem a possibilidade de uso da kisspeptina
como um potencial agente farmacolégico capaz
de induzir a ovulacdo de marrds pre-ptberes
previamente tratadas com eCG. A injecdo de
eCG, sem posterior injecdo de hCG (grupo 1) ou
somente hCG, sem estimulagdo previa com eCG
(grupo 4) nao resultou em ovulagdo na maioria dos
animais. Contudo, um animal do grupo 1 teve trés
ovulagoes (CL) e outro do grupo 4, apresentou uma
ovulacdo (corpo hemorrédgico). Essas ovulagdes,
em pequeno numero e em somente um dos ovérios,
podem ser indicativas que alguns animais estavam
no inicio da puberdade com foliculos dominantes
capazes de ovular espontaneamente (grupo 1) ou
em resposta a injecdo da hCG (grupo 4).

Um problema comum observado em fémeas
suinas para reposi¢do é sua incapacidade de
atingir precocemente a puberdade (MOELLER ef al.,
2004; Sarto et al., 2011). Nos sistemas de criacdo
de suinos brasileiros, as fémeas destinadas a
reprodugdo que ndo conseguem expressar o
estro até os 8 meses de idade sdo frequentemente
descartadas do plantel (ENGsLOM et al., 2007; STANCIC
et al., 2011). Consequentemente, a administragao
de kisspeptina poderia acelerar a manifestagdo do
estro e a ovulagdo nesses animais.

Com relagdo ao grau de fertilidade da ovulacao
induzida por kisspeptina e se essa ovulagdo é
acompanhada de ciclos estrais regulares, sao
questdes ainda nao elucidadas. Esses dois aspectos
sao importantes, uma vez que o tratamento com

eCG e hCG em animais pré-ptiberes resulta em
baixa fertilidade do primeiro estro induzido
(MARTINAT-BOTTE et al., 2011). Ainda, a ovulagdo
induzida pelo tratamento com hCG geralmente
nao constitui o inicio da atividade ovariana ciclica
(BARTLETT et al., 2009). Em novilhas pré-puberes,
o tratamento com kisspeptina-10 (injecdes i.v.
de 0,5 ug/kg PV a cada duas horas durante 3
dias) resultou na ovulagdo, sem continuidade da
ciclicidade estral. Apds a remogdo do tratamento,
a secrecdo de LH e o desenvolvimento folicular
retornaram a valores semelhantes aos do grupo
controle (EcHEVERRIA et al., 2014). Ainda neste
estudo, a dose e via de aplicacdo utilizada
intramuscular (i.m.) sugere que a quantidade de
kisspeptina utilizada (5,4 nmol/kg de peso vivo)
foi suficiente para induzir a descarga preovulatoria
de LH. Em experimento com bezerros machos pré-
puberes de 4-6 meses de idade, Ezzat AHMED et al.
(2009) demostraram que a injegdo de 3,85 nmol/
kg de peso vivo de kisspeptina-10 aplicada pelas
vias im. e iv. estimulou significativamente a
liberacdo de LH e FSH e, embora a resposta tenha
sido superior na via i.v., os autores sugerem que
o peptideo pode sofrer algum tipo de inativacao
quando administrado pela via im. Dessa forma,
sdo necessdrios estudos adicionais para evidenciar
se o efeito da kisspeptina-10 observado no presente
estudo foi transitério, sem repercussao posterior
na atividade ovariana das marras, bem como
ajustar a dose 6tima para induzir a ovulagdo.

CONCLUSAO

A kisspeptina-10 possui atividade biologica
comparavel a gonadotrofina coriénica humana
(hCG) para a indugdo da ovulagdo em marras pré-
puberes.
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