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Resumo: A citogenética é uma ferramenta eficaz na identificação de espécies de mamíferos, 
especialmente de roedores, além de auxiliar na compreensão das relações evolutivas e na 
conservação de diversos táxons do grupo. Os protocolos in vivo são úteis devido ao seu baixo custo, 
mas apresentam divergência metodológica, precisando ser frequentemente ajustados. Neste estudo, 
apresentamos um método para a análise citogenética de pequenos mamíferos a partir da medula 
óssea femoral, demonstrando a importância dessa padronização frente às outras abordagens. 
Aplicamos a técnica de Ford e Hamerton (1956) com atualizações: 1) adequação das quantidades e 
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concentrações de soluções utilizadas (colchicina e solução hipotônica); 2) descrição detalhada das 
etapas; 3) utilização de centrífuga como método de separação; 4) adição de procedimento de 
montagem de lâminas, o qual melhora a visualização de metáfases. Seis protocolos citogenéticos 
foram comparados em etapas importantes da preparação da amostra. Houve diferença na 
concentração das soluções de colchicina entre todos os métodos, e entre o tempo de ação da solução 
(de 15 minutos a 6 horas), etapas cruciais para a condensação dos cromossomos e geração de boas 
metáfases. Deste modo, destacamos que a metodologia apresentada em nosso estudo contribui com 
a padronização de um protocolo citogenético in vivo indicado para pequenos mamíferos, que 
possibilita o aproveitamento do material e redução no número de animais sacrificados para ajustes de 
metodologia, gerando amostras viáveis desde as primeiras tentativas.

Palavras­chave: citotaxonomia, cariótipo, roedores, marsupiais, protocolo.

CYTOGENETICS OF SMALL MAMMALS FROM BONE MARROW EXTRACTION: A MORE DETAILED 
DESCRIPTION OF THE IN VIVO TECHNIQUE WITH ADJUSTMENTS

Abstract: Cytogenetics is an effective tool for identifying species of mammals, especially rodents, 
and for understanding evolutionary relationships and conserving several taxa of the group. In vivo 
protocols are useful due to their low cost, but they present methodological divergence and need to be 
frequently adjusted. In this study, we present a method for the cytogenetic analysis of small 
mammals from femoral bone marrow, demonstrating the importance of this standardization compared 
to other approaches. We applied the technique of Ford and Hamerton (1956) with updates: 1) 
adjustment of the quantities and concentrations of solutions used (colchicine and hypotonic solution); 
2) detailed description of the steps; 3) use of centrifugation as a separation method; 4) addition of a 
slide mounting procedure, which improves visualization of metaphases. Six cytogenetic protocols 
were compared in important stages of sample preparation. There was a difference in the 
concentration of the colchicine solutions between all the methods, and between the solution's action 
time (from 15 minutes to 6 hours), crucial stages for condensing the chromosomes and generating 
good metaphases. In this way, we highlight that the methodology presented in our study contributes 
to the standardization of an in vivo cytogenetic protocol suitable for small mammals, which makes it 
possible to take advantage of the material and reduce the number of animals sacrificed for 
methodology adjustments, generating viable samples from the very first attempts.

Keywords: cytotaxonomy, karyotype, rodents, marsupials, protocol.

INTRODUÇÃO

Desde a década de 1960, estudos cito­
genéticos empregando técnicas convencionais 
de coloração e bandeamento de cromossomos 
têm sido conduzidos em vertebrados (Breen, 
2015). No início de 1970, as análises dos carió­
tipos de pequenos mamíferos no Brasil eram 
predominantemente baseadas em coloração 
convencional, e as descrições limitavam­se aos 
números diplóides e fundamentais (Di­Nizo et 
al., 2017), constituindo o que chamamos de “ci­
togenética clássica”. Com o passar dos anos e 
maior acessibilidade às diferentes técnicas em 
citogenética, houve diversos avanços no estudo 
de detalhes da estrutura cromossômica, a partir 
do emprego de técnicas de coloração diferencial 
(Ferguson­Smith, 2015; Goodpasture & Bloom, 
1975), bandeamento, uso de fluorescência (Pin­
kel et al., 1986), uso de radioisótopos (Padue & 

Gall, 1969) e citogenética molecular (Viegas­Pe­
quignot et al., 1989), contribuindo para avançar 
no conhecimento da história evolutiva dos orga­
nismos (Ferguson­Smith, 2015).

No entanto, a citogenética clássica ainda 
mantém sua relevância como uma ferramenta 
eficaz na identificação de espécies e resolução 
de problemas taxonômicos (Dobigny & Yang, 
2008), bem como na compreensão das relações 
evolutivas (Graphodatsky et al., 2011) e conser­
vação da biodiversidade (Potter & Deakin, 
2018). Tal relevância é observada em estudos 
envolvendo gêneros de roedores com alta simi­
laridade morfológica entre as espécies (Bonvici­
no & Geise, 1995; Bonvicino et al., 2003; 
Brandão et al., 2022; Dobigny et al., 2002; 
Weksler & Bonvicino, 2005), na compreensão da 
divergência cromossômica em marsupiais, os 
quais têm apresentado uma distribuição bimo­
dal, com a maioria das espécies exibindo 2n=14 
ou 2n=22 (Sharman, 1974; Hayman, 1989; Oli­



100

Rev. Biol. Neotrop. / J. Neotrop. Biol., Goiânia, v. 20, n. esp., p. 98­107, 2023

veira & Miranda, 2015), e até mesmo para me­
lhor entender mecanismos de especiação, dado 
que o estudo da variação cariotípica é conside­
rado muito relevante para reconhecer espécies 
geneticamente isoladas (Brandão et al., 2022; 
Patton, 2004; Weksler & Bonvicino, 2005).

As análises citogenéticas em pequenos 
mamíferos não­voadores podem ser realizadas 
por meio da técnica de preparação citológica a 
partir da medula óssea, com injeção subcutânea 
de colchicina, conforme descrito por Ford & Ha­
merton (1956). O órgão em questão apresenta 
intensa atividade hematopoiética, o que resulta 
em uma maior quantidade de células passando 
pela divisão mitótica (Guerra & Souza, 2002). 
No entanto, alguns estudos apresentam diver­
gências quanto aos métodos empregados para 
essa mesma técnica (Ford & Hamerton, 1956; 
Patton, 1967; Silva, 1994; Guerra & Souza, 
2002; Kasahara, 2009; Geise, 2014). As dife­
rentes abordagens nos protocolos de citogenéti­
ca para pequenos mamíferos podem ocasionar o 
desperdício de materiais, tempo, recurso finan­
ceiro, e também da vida do animal, pela tenta­
tiva de otimizar os métodos da pesquisa.

Neste estudo apresentamos um método 
padronizado para a análise citogenética de pe­
quenos mamíferos a partir da extração de me­
dula óssea. O método proposto visa aumentar 
a  eficácia na obtenção de cromossomos mitóti­
cos, o que demonstra a relevância dessa padro­
nização em contraste com abordagens clássicas.

MATERIAL E MÉTODOS

A metodologia ajustada foi conduzida no 
Laboratório de Ecologia e Biogeografia de Ma­
míferos, na Universidade Estadual de Goiás, e 
também no Instituto de Biodiversidade e Sus­
tentabilidade ­ NUPEM/UFRJ. As capturas e co­
letas de pequenos mamíferos foram licenciadas 
no Instituto Chico Mendes de Conservação da 
Biodiversidade (ICMBio, nº 17418­1, 69328­1, 
69328­2, 79453­1), também foram protocola­
das pelo comitê de ética em pesquisa com ani­
mais da Universidade Estadual de Goiás e da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro (CEUA­
UEG, protocolo N. 009/19, CEUA­UFRJ­Macaé 
MAC021). A técnica apresentada neste trabalho 
foi adaptada da técnica de Ford e Hamerton 
(1956), a partir de algumas modificações já 
previstas em outros trabalhos (Guerra & Souza, 
2002; Geise, 2014).

MATERIAIS E SOLUÇÕES UTILIZADAS

­ Bisturi e tesoura cirúrgica.
­ Seringas de 1 e 5 ml (com agulha hipodérmica 
0,3.13 mm­1).
­ Placa de petri pequena (5 ml).
­ Tubos falcon 15 e 50 ml.
­ Banho­maria.

­ Pipetas Pasteur.
­ Centrífuga (manual ou digital).
­ Lâminas de microscopia.
­ Placa aquecedora (ou bico de bunsen).
­ Solução de colchicina a 0,5% (50 ml de água 
destilada e 0,15 g de colchicina).
­ Solução hipotônica de KCL a 0,075 M (50 ml 
de água destilada e 0,28 g de KCL).
­ Solução fixadora Carnoy (na proporção de 3 
partes de metanol para 1 de ácido acético glaci­
al [3:1]).
­ Solução de Giemsa a 5% (100 ml de água 
destilada e 5 ml de Giemsa).

Por se tratar de materiais com certa toxi­
cidade, recomenda­se o uso de equipamentos 
de proteção individual e capela de exaustão, 
principalmente na preparação da solução fixa­
dora e solução de colchicina. Essa última solu­
ção pode ser fracionada e armazenada em 
congelador, sendo possível manter um frasco 
em geladeira, desde que com uso frequente, 
por até 6 meses (Guerra & Souza, 2002).

PROCEDIMENTOS

1 ­ Com o animal vivo, é injetada a solução de 
colchicina a 0,5%, na proporção de 1 ml a cada 
100g da massa do animal. A injeção deve ser 
intraperitoneal e realizada com agulha hipodér­
mica, na parte ventral do animal, no quadrante 
inferior direito. Recomenda­se injetar a solução 
com o  animal posicionado de cabeça para bai­
xo, para evitar que os órgãos vitais sejam atin­
gidos. Após a injeção, esperar 1:30h para a 
ação da colchicina.
2 ­ Para a eutanásia do animal é recomendado 
o uso de métodos aprovados pelas resoluções 
vigentes do Conselho Nacional de Controle so­
bre Experimentação Animal (CONCEA), como 
por exemplo, a injeção de anestésicos (Sikes et 
al., 2016). Os anestésicos xilazina e cetamina 
são então aplicados em superdose, para induzir 
a morte do animal (Favoretto et al., 2019), após 
1:30h da aplicação de colchicina. Recomenda­se 
que as injeções sejam intraperitoneais.
3 ­ Confirmada a morte do animal, é então de­
ferida uma incisão ventral com bisturi, partindo 
do ventre ao ânus do animal. A abertura deve 
ser apenas de tamanho suficiente para a expo­
sição do quadríceps, para isso deve­se liberar a 
pele do ventre e da região da coxa. Avistado o 
quadríceps, com uma tesoura cirúrgica sem 
ponta, a articulação do fêmur com a tíbia e fí­
bula é desconectada, o mesmo é feito com a 
articulação entre o quadril e o fêmur. Com um 
bisturi e auxílio de uma pinça, é feita a raspa­
gem e retirada total da musculatura ainda presa 
ao fêmur.  Com a tesoura sem ponta, são corta­
das as epífises do fêmur, que é transferido para 
uma placa de petri pequena (5 cm de diâme­
tro).
4 ­ Rapidamente, para que não haja coagulação 
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da medula, é preciso “lavar” o canal do fêmur 
com 5 ml de solução hipotônica de KCl (KCl 
0,075M). Com a ajuda de uma pinça dentada 
para segurar o fêmur, e de uma seringa, a solu­
ção hipotônica é injetada pelo canal do fêmur 
até que a medula seja toda extraída sobre a 
placa de petri. O processo pode ser repetido 
(reaproveitando o líquido que ficou na placa), 
até que o osso fique totalmente limpo, e só en­
tão o fêmur pode ser descartado. Caso ainda 
haja fragmentos medulares, é preciso sugar e 
liberar o líquido com a seringa diversas vezes, a 
fim de descompactar o material medular. Ao fa­
zer isso, deve­se tomar cuidado para não apli­
car muita pressão no êmbolo ou provocar 
bolhas, pois isso pode danificar o material.
5 ­ Transferir essa solução para um tubo falcon 
de 15 ml,  completar com solução hipotônica 
até a marcação de 10 ml, e inverter o tubo 3 
vezes, para possibilitar o choque hipotônico. Le­
var ao banho maria por 30 min a 37 ˚C.
6 ­ Após o banho maria, adicionar 1 ml de fixa­
dor Carnoy gelado) e homogeneizar, invertendo 
o tubo outra vez. Colocar na centrífuga a 1500 
rpm por 10 minutos (se for a centrífuga manual 
são 5 minutos).
7 ­ Após a centrífugação, desprezar o sobrena­
dante e adicionar mais 10 ml de fixador Carnoy 
gelado. Homogeneizar com a pipeta Pasteur e 
voltar para a centrífuga, repetindo o passo 7 por 
mais duas vezes.
8 ­ Após finalizar, adicionar 10 ml de Fixador 
Carnoy e armazenar a amostra no congelador.
PREPARAÇÃO DAS LÂMINAS

O ideal é que as lâminas para microscopia 

estejam extremamente limpas para esse pro­
cesso. Para isso, as lâminas podem ser limpas 
manualmente com álcool 70% e papel macio, e 
submergidas em água destilada gelada até o 
momento da deposição da amostra, para prote­
ger a lâmina da impregnação de plumas e ou­
tras sujidades.
9 ­ Para a deposição da amostra na lâmina, é 
crucial que se pingue o material a uma distância 
mínima de 30 cm (Fig. 1). A distância que a go­
ta percorre entre a pipeta e a lâmina faz com 
que haja rompimento da membrana celular, dis­
persando os cromossomos. De 1 a 3 gotas de 
amostra já é o suficiente.
10 ­ Após esse processo, é preciso chacoalhar a 
lâmina vigorosamente, a fim de promover o es­
palhamento da amostra (Fig. 1). Como a amos­
tra é conservada em solução contendo ácido 
acético, os equipamentos de proteção (luvas de 
vinil ou de látex sem pó, jaleco, óculos) são es­
senciais.
11 ­ As lâminas são então colocadas em placa 
aquecedora, em uma temperatura de 50ºC 
graus, por aproximadamente 2 minutos (Fig. 1). 
Este processo também pode ser feito no bico de 
bunsen, mergulhando a lâmina em metanol an­
tes da deposição da amostra, e flambando em 
seguida.
12­ A coloração comum é feita com Giemsa, e 
pode ser feita logo após a secagem das lâmi­
nas. A solução possui Giemsa a 5%, e com cin­
co minutos de imersão, as lâminas ficam 
coradas de forma satisfatória.

Fig. 1. Processo de montagem das lâminas para visualização de metáfases. A. Deposição da amostra 
a uma distância mínima de 30 cm. B. Agitação da lâmina para o espalhamento do material. C. 
Fixação e secagem das lâminas em placa aquecedora.

Fig. 1. Procedure for preparing slides to visualize metaphases. A. Applying the sample at a minimum 
distance of 30 cm. B. Shaking the slide to spread the material. C. Fixing and drying the slides on a 
hot plate.
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RESULTADOS

Na literatura são apresentados diferentes 
protocolos possíveis de serem feitos em campo 
(que não utilizam meio de cultura) a partir da 
medula óssea (Tab. 1). Apesar de todos serem 
utilizados e sugeridos para o mesmo grupo ta­
xonômico, há diferenças entre os métodos.

Um dos primeiros protocolos a serem 
aplicados foi o de Ford & Hamerton (1956), que 
utilizava telas de nylon para filtração e limpeza 
do material celular. Em relação ao uso da cen­
trífuga para a lavagem e refinamento do mate­
rial, houve divergências nos métodos quanto ao 
tempo e velocidade de rotação do aparelho 
(Tab. 1).

Há diferença na concentração da solução 
de colchicina em todos os protocolos, variando 
de 0,01% a 2%. As duas metodologias mais 
utilizadas por trabalhos de citogenética, de Ford 
& Hamerton (1956) (1227 citações) e Guerra & 
Souza (2002) (443 citações) apresentam uma 
significativa diferença na concentração da solu­
ção de colchicina (0,175% menor no protocolo 
de Ford & Hamerton), etapa importante do pro­
cesso, uma vez que o uso desta solução está li­
gada ao bloqueio do ciclo celular em metáfase, 
permitindo a obtenção dos cromossomos.

O tempo de ação da solução de colchicina 
(após aplicada no animal), também diverge en­

tre técnicas. Ford e Hamerton (1956) e Guerra 
& Souza (2002) sugerem o período de 1 a 2 ho­
ras, enquanto Kasahara (2009), Silva (1994), 
Geise (2014, p. 221) e Patton (1967) sugerem 
15 minutos, 1 hora, 40 a 60 minutos de ação e 
3 a 6 horas de ação respectivamente.Ou seja, 
há uma variação no tempo de ação de 4:45h 
entre os protocolos.

O protocolo apresentado neste estudo, foi 
testado em 17 espécies e 43 indivíduos. Apesar 
das adaptações do protocolo serem inicialmente 
direcionadas para pequenos mamíferos não­vo­
adores, morcegos também apresentaram resul­
tados satisfatórios com o procedimento (Tab. 2)

As metáfases se apresentam espaçadas, 
com cromossomos bem condensados e sem so­
breposição (Fig. 2). A hipotonização e a deposi­
ção da amostra a certa distância, são os 
processos que melhoram, de fato, a visualiza­
ção, ao provocar o espalhamento (pouca ou au­
sência de sobreposição), ajudando na 
individualização dos cromossomos.

DISCUSSÃO

É válido que haja diversos protocolos e 
adaptações  dentre laboratórios na citogenética, 
porém, mudanças significativas em certos pas­
sos podem comprometer totalmente o material, 
impossibilitando a visualização e utilização dos 

Tab. 1. Passos chave de diferentes técnicas citogenéticas a partir da extração de medula óssea de 
pequenos mamíferos.
Tab. 1. Key­steps of different cytogenetic techniques for from bone marrow extraction of small 
mammals.
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Tab. 2. Espécies analisadas com o protocolo descrito no presente estudo, respectivos números de 
exemplares cariotipados (N), números diploides (2n), número de braços autossômicos (NF) e número 
de células metafásicas analisadas (Met).
Tab. 2. Species analyzed following the protocol described in the present study, number of individuals 
karyotyped (N), diploid number (2n), number of autosomal arms (NF) and number of metaphasic 
cells examined (Met).

dados. Variações na montagem das lâminas, 
podem ser realizadas e testadas diversas vezes, 
já a falha na preparação da amostra celular, in­
valida todo o processo, pois não há segundas 
chances a partir de um mesmo indivíduo.

As maiores variações encontradas nos 
métodos envolvem o uso da colchicina: concen­
tração e tempo de ação. De forma geral, proto­
colos mais recentes sugerem maior 
concentração de colchicina (exceto em Geise, 

2014), mas a alta concentração não parece es­
tar associada à via de aplicação, visto que, a via 
intraperitoneal possui absorção mais rápida do 
que a via subcutânea, e permite a injeção de 
maiores volumes, sendo a mais indicada para 
pequenos mamíferos, se tomados os devidos 
cuidados na aplicação (Favoretto et al., 2019).

Ao se utilizar de um método invasivo, que 
causa a morte do animal, é de suma importân­
cia que todas as informações coletadas sejam 
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Fig. 2. Metáfases obtidas a partir do protocolo apresentado no presente estudo. A. Marmosops 
incanus (Lund, 1840) (2n = 14). B. Cryptonanus agricolai (Moojen, 1943) (2n = 14). C. Chiroderma 
villosum (Peters, 1860) (2n = 26). D. Oligoryzomys nigripes (Olfers, 1818) (2n = 62); E. Nectomys 
squamipes (Brants, 1827) (2n = 56). F. Necromys lasiurus (Lund, 1841) (2n =34).

Fig. 2. Metaphases obtained from the protocol presented in this study. A. Marmosops incanus (Lund, 
1840) (2n = 14). B. Cryptonanus agricolai (Moojen, 1943) (2n = 14). C. Chiroderma villosum (Peters, 
1860) (2n = 26). D. Oligoryzomys nigripes (Olfers, 1818) (2n = 62); E. Nectomys squamipes (Brants, 
1827) (2n = 56). F. Necromys lasiurus (Lund, 1841) (2n =34).

maximamente aproveitadas, sendo direcionadas 
a estudos morfológicos, taxonômicos, genéticos 
e moleculares (Gentile et al., 2023). Protocolos 
confusos ou muito divergentes fazem com que a 
equipe de pesquisa tenha que testar e ajustar o 
método, resultando na morte de alguns ani­
mais, que nem sempre tem suas amostras ge­
néticas totalmente aproveitadas.

A visualização e identificação correta dos 

cromossomos depende de uma boa técnica. A 
utilização de colchicina e tratamento hipotônico 
das células trazem avanços nessa questão, por 
proporcionarem melhor espalhamento e indivi­
dualização dos cromossomos mitóticos, possibi­
litando uma análise segura do cariótipo 
(Kasahara, 2009). Por isso, estes passos devem 
ser descritos de forma minuciosa, para que a 
execução gere a observação do número e mor­
fologia dos cromossomos de forma clara.
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É certo que a citogenética clássica não 
mostra todos os detalhes cromossômicos, mas é 
a partir dela que foram feitos os protocolos atu­
ais. Nos últimos 40 anos, técnicas de bandea­
mento e de hibridização in situ por fluorescência 
(FISH) têm desempenhado um papel significati­
vo na elucidação de variações e rearranjos cro­
mossômicos sucedidos durante a evolução das 
espécies (Di­Nizo et al., 2017; Ferguson­Smith 
& Trifonov, 2007). Se hoje se sabe sobre a in­
tensa variação cromossômica de roedores (Na­
gamachi et al., 2015; Romanenko et al., 2012) 
e sobre o alto grau de conservação dos cromos­
somos de marsupiais (Deakin, 2018; Silva et 
al., 2017), é devido a boa execução de técnicas 
clássicas que envolvem puramente a visualiza­
ção da morfologia e número cromossômico, ali­
ada às técnicas atuais para algumas espécies.

Apesar do progresso em protocolos atu­
ais, a utilização de preparações citogenéticas in 
vivo, coloração convencional com Giemsa e 
bandeamento ainda representam a base do es­
tudo cromossômico, além de uma alternativa 
economicamente viável que continua a ser em­
pregada atualmente (Di­Nizo et al., 2017). Des­
ta forma, acreditamos que a metodologia 
adotada neste estudo contribui com a padroni­
zação de um protocolo citogenético in vivo indi­
cado para pequenos mamíferos, que possibilita 
o aproveitamento do material e a diminuição de 
animais sacrificados para eventuais ajustes de 
metodologia, gerando amostras viáveis desde 
as primeiras tentativas.
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