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RESUMO

O Parana é o segundo maior produtor de suinos do Brasil, e a manutengdo da
qualidade genética do rebanho depende, entre outros fatores, da deteccao precoce
de alteracbes cromossdémicas que podem comprometer a eficiéncia reprodutiva,
como as translocagdes reciprocas. O cariétipo com bandeamento G é uma técnica
citogenética amplamente empregada na identificacdo de alteracdes numéricas e
estruturais. Este trabalho teve como objetivo padronizar o protocolo de cari6tipo com
bandeamento G, visando aumentar a resolucdo das bandas cromossOmicas, €
aplica-lo na analise citogenética de suinos para identificacao de possiveis alteracoes
cromossdmicas que levam a infertilidade dos animais. Foram coletadas amostras de
sangue periférico de seis animais saudaveis, submetidas a cultura de linfocitos,
obtencdo de cromossomos metafasicos e realizacdo dos bandeamentos G e C.
Apbs ajustes no protocolo, observou-se aumento da resolucdo das bandas,
possibilitando a confeccdo dos cari6tipos. Os seis animais apresentaram férmula
cromossémica normal (38,XX), sem alteracbes numéricas e/ou estruturais
detectaveis, e composicao heterocromatica dentro dos parametros esperados. A
obtencdo de metafases com maior resolucdo demonstra que o0s ajustes
metodoldgicos foram fundamentais para aprimorar a identificagdo dos padrées
cromossémicos, fortalecendo a aplicabilidade da citogenética na triagem de
alteracées em suinos. Conclui-se que a padronizacéao foi satisfatéria e constitui uma
base metodolégica para a continuidade do projeto, incluindo futura aplicacdo de
FISH e formacgéo de recursos humanos especializados em citogenética animal.

INTRODUGAO

A citogenética clinica tem como foco a estrutura e fungdo cromossOmica,
impactando na saude e reproducdo dos organismos. No porco doméstico (Sus
scrofa domesticus) translocacdes reciprocas equilibradas sao fatores principais que
reduzem em até 40% no numero da prole (Quach, et al., 2016), em comparagao com
a média do rebanho, o que pode refletir economicamente o setor de suinocultura.
Programas de triagem citogenética tém contribuido significativamente para reduzir a
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ocorréncia dessas alteragdes, melhorando a eficiéncia reprodutiva e genética dos
rebanhos (Danielak-Czech, et al., 2020).

O cariétipo com bandeamento G é o método de maior destaque na triagem
(Donaldson, et al., 2021), pois permite identificar alteragdes tanto numéricas como
estruturais permitindo identificar animais jovens que apresentem determinadas
alteracées antes de serem encaminhados para centros de inseminagédo. Ainda, a
caracterizacao citogenética pode auxiliar no desenho futuro de sondas para uso na
metodologia FISH (Hibridacdao in Situ Fluorescente), capaz de identificar arranjos
submicroscopicos imperceptiveis sob a ética da metodologia tradicional.

O Parana ocupa posicao de destaque na suinocultura nacional (ABPA, 2026),
com expressiva producao e participacdo no mercado internacional. Nesse contexto,
a importagdo de reprodutores, embora contribua para o melhoramento genético,
envolve custos, adaptacdo e riscos sanitarios. Assim, triagens citogenéticas na
producdo nacional sdo determinantes para garantir a reproducdo e o desempenho
dos animais, contribuindo para um melhoramento genético mais seguro e
sustentavel. Dessa forma, o objetivo deste projeto foi padronizar a metodologia de
cultura de linfécitos para cariétipo com bandeamento G, identificar padroes alterados
e incentivar a formagéo de recursos humanos na area de citogenética animal.

MATERIAIS E METODOS

Foram incluidos neste estudo seis animais saudaveis da espécie Sus scrofa
domesticus (pertencentes a Fazendo Experimental da UEM), manipulados de acordo
com a Lei n? 11.794/2008 e as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e mediante aprovacdo do Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) (CEUA N® 8953020525).

Inicialmente, 4-8mL de sangue venoso foi coletado e os linfécitos foram
cultivados de acordo com protocolo descrito por Moorhead et al. (1960) com
modificagdes. A cultura de linfocitos foi realizada em duplicata e incubada com meio
RPMI 1640 suplementado com 30% de soro fetal bovino e fitohemaglutinina. A
incubacao ocorreu por um periodo de 71h a 37°C, sendo adicionado colchicina até
completar 72h. Em sequéncia, o material foi centrifugado, hipotonizado e fixado em
laminas de vidro previamente lavadas.

O bandeamento G foi realizado conforme Seabright (1971; com
modificacées), e analisado em microscédpio Olympus BX51, com captura de
imagens pelo software Spectral Imaging, para identificacdo de alteracbes numéricas
e estruturais (delecdes, duplicacbes, cromossomo em anel, etc). O bandeamento C
para evidenciar regides cromossémicas com quebra, associagbes céntricas e
fragmentos acéntricos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foram encontradas dificuldades em padronizar os processos e
garantir metafases com menor grau de condensacao, visando garantir metafases
com boa resolucdo para as analises. Os suinos analisados apresentaram
composicao cromossémica (38, XX) sem alteracbes numéricas/estruturais (Figura
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1.A). Ajustes foram realizados em tempo/temperatura das etapas do bandeamento
para garantir aumento de resolucédo das bandas (Figura 1.B). Adicionalmente, foram
testados sutis variagdes no tempo de exposicao a colchicina, com objetivo de obter
metafases com menor grau de condensacao; viabilizando melhor resolucao final.
Para cada animal, foram analisados em média 10-20 metafases, onde foram
realizadas analises tanto numéricas como estruturais, confrontados com dados de
rearranjos descritos em literatura. A precisdo da analise depende exclusivamente da
resolucdo obtida no bandeamento, portanto o aprimoramento técnico torna-se
essencial para garantir eficiéncia e diminuir a taxa de recoleta, minimizando
sofrimento/desconforto animal. A aprendizagem e identificacao técnico-experimental
é indispensavel para aprimoramento das habilidades do profissional citogeneticista,
uma vez que o mercado carece de especialistas qualificados nessa area.
Conjuntamente, foi realizada a Banda C (Figura 1.C) para padronizacgéao,
caracterizacao e confirmacéo de casos de heterocromatina constitutiva aumentada,
comumente observadas em cromossomos acrocéntricos nos pares de 13 a 18.
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Figura 1. Imagens de bandeamento G e C. A. Cariétipo suino com baixa resolugdo de bandas G
(comeco da padronizagao). B. Cari6tipo suino com maior resolugéao de bandas G (final da
padronizacéo). C. Cromossomos suinos com a regido centromérica em destaque (Bandeamento C).

Os suinos analisados apresentaram composi¢cao cromossémica (38, XX) sem
alterac6es numéricas/estruturais e com composicdo heterocromatica normal. Esse
resultado é compativel com a literatura internacional de triagem citogenética em
suinos, que descreve baixa prevaléncia de translocacdes reciprocas na populacao
geral, em torno de 0,46% (Danielak-Czech, et al., 2020). Dessa forma, a auséncia de
alteracées cromossémicas na amostra analisada esta em conformidade com o
esperado, uma vez que o reduzido tamanho amostral (n=6) diminui a probabilidade
estatistica de identificacdo de portadores em uma populacdo na qual esse tipo de
anomalia apresenta baixa frequéncia.

CONCLUSOES

Através da padronizacdo do caridtipo com bandeamento G foi possivel
aumentar a resolugdo das bandas observadas nos caridtipos dos animais, sendo
possivel montar cariétipos completos através da identificacdo das bandas
caracteristicas de cada cromossomo. Ainda, foi possivel definir que todos os 6
animais analisados apresentam foérmula cariotipica considerada normal, nao
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apresentando alteracdes capazes de afetar sua fertilidade e desenvolvimento. Ainda,
o desenvolvimento da técnica é necessario para evitar complicacoes sob viés
econémico e/ou de saude/bem-estar animal. Ademais, a padronizacao do
bandeamento G serve como alicerce para o posterior desenvolvimento do projeto,
visando a aplicacdo de testes como FISH e eventual emissdo de laudos para
animais sintomaticos, garantindo um processo clinicamente seguro, fidedigno e
economicamente viavel.
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