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A crescente valorizagio de diagnosticos diferenciais em Anatomia Patoldgica conduziv @ procura recorrente das
coloragbes especiais que podem ser uma ferramenta de baixo custo e de facil execugao. Dentro das coloragoes
especiais o Tricrdmio de Masson tem como objectivo principal evidenclar as fibras de cok inio e recorre ds
solugdes corantes: hematoxilina férrica de Weigert, fucsing dcida/ponceau de xilidina e verde-luz; e aos dcidos
fosfomolibdicoy/fostotingstico e acético. O principal principio de actuacdo do Tricromio de Masson baseia-se na
diferenca de permeabilidade que existe entre as fibras de colagénio e os outros elementos do tecido. Quando
os componentes proteicos de um tecido sio expostos a um agente fixador ocorrem interaccoes entre as
proteinas do tecido, sendo formada uma rede proteica tridimensional e insolivel, sabendo-se que diferentes
proteinas formam diferentes tipos de rede com diferentes permeabilidades. Neste contexto surge © nosso
estudo, que pretende estudar & qualidade da coloragdo de Tricromio de Masson, comparando 6 variagoes a
téenica original, tendo como objectivo a identificacdo da variante que permite a maror qualidade de coloracdo.
Efectuamos um estudo de base quantitativa, com componente experimental, mas sem preocupacoes
generalizadoras, tendo coma testes positivos fragmentos de rim e definindo as variantes com base na utilizacao
de diferentes acidos em diferentes momentos.

Os resuitados oblidos evidenciam a perda de intensidade de coloragao pela nao utilizagao de qualguer acido na
tacnica do Tricrémio de Masson. Verifica-se ainda que a ndo utilizagdo do dcido acético na preparagao dos
solutos e como intensificador final também Implica perda de intensidade de coloracdo. Este estudo permite
concluir que, nos casos estudados, a variagéo que utilizou o dcido fosfotingstico e o dcido acético € a que
permite uma melhor qualidade de coloracdo das estruturas em estudo.

Palavras-chave:
Tricrémio de Masson; Variantes de protocolo.

Artigo aceite apds revisdo.




INTRODUGAO

Nos Ultimos anos a crescente valorizagao de diagndsti-
cos diferenciais em Anatomia Patoldgica (AP) conduziu
a procura recorrente das técnicas de histoquimica ou
coloractes especials que podem ser uma ferramenta
de baixo custo e de fadl execugao.

O termo Tricromio € aplicado em algumas destas colo-
raghes pois sao usados trés corantes [1]. Dentro das
coloragoes tricromicas focamas o Tricromio de Masson
que recorre as solugbes corantes: hematoxiling férrica
de Weigert, fucsina acida/ponceau de xilidina e verde-
luz. O prinapal principio de actuagdo do Tricromio de
Masson baseia-se na diferenca de permeabilidade que
existe entre as fibras de colagénio e os outros elemen-
tos do tecido[8], pois quando os componentes
proteicos de um tecido s3o expostos a um agente
fixador ocorrem interaccoes entre as proteinas do tedi-
do, sendo formada uma rede proteica tridimensional e
insoliivel, sabendo-se que diferentes proteinas formam
com os constituintes celulares diferentes tipos de rede
com diferentes permeabilidades. Assim, as proteinas dos
eritrocitos e musculo produzem uma “rede” bastante
densa com pequenos poros entre os elementos
proteicos e alguns tipos de colagénio s3o os que tBm a
“rede” menos densa e bastante porosa. Desta forma,
as moléculas corantes mais pequenas irdo penetrar em
qualquer dos tipos de tecido e as moléculas corantes
maiores s0 podem penetrar no colagénio deixando o
musculo e os eritrocitos sem cor[1]. Mais especifica-
mente podemos afirmar que a fucsina acida/ponceau
de xilidina com peso molecular 586/494 permite a colo-
racao final dos citoplasmas de eritrdcitos & misculo e o
verde-luz (pm - 793) permite a coloragao final do
colagénio [1, 31

Existem, no entanto, outros elementos intervenientes
na coloracdo com um papel fundamental, que sdo
apresentados em seguida.

Acido Fosfomolibdico/Acido Fosfotiingstico

Apés uma coloracao difusa de todos os elementos
pela fucsina acda/ponceau de xilidina, ha uma dife-
renciacdo pelo acido fosfomolibdico que para além
de fixar a cor no citoplasma retira-0 do colagénio,
passando a ter uma fungao de mordente para o
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corante seguinte — verde luz — que ird corar o
colagénio de verde[1]. O &cido fosfomolibdico (AFM)
e o acido fosfotungstico (AFT), sdo dcidos formados
pela conjugacao do acido fosférico com o ido molibdico
2 0 3o tungstico respectivamente. O AFM e o AFT
nao produzem reacches idénticas nas coloracdes
tricromicas, embora sejam semelhantes, actuando
como mordente para 0s corantes anicnicos utilizados
nestas coloragdes. Estes acidos também vao actuar
como agentes acidificantes da solugaof1]. O AFM é
utilizado na coloracdo do Tricromio de Masson na
maioria dos |aboratdrios de AP. No entanto, a utiliza-
cao do AFT em substituicao do AFM pode ser realiza-
da devido ao facto do primeiro ter caracteristicas
muito semelhantes as do segundo, tornando-se as-
sim relevante analisar os resultados de cada um, de
forma a seleccionar o mais eficiente.

Acido Acético

Os corantes utilizados para as fibras do tecido conjun-
tivo e colagénio sdo acidos, pelo que sdo dissolvidos
em &cido acético, o que vai permitir n30 SO conservar
as solugBes por mais tempo como intensificar a colora-
¢do e permitir que ela se mantenha inalterada a longo
prazo num arguivo de 1aminas [4].

Hematoxilina Férrica de Weigert

Os corantes utilizados para as fibras do tecido con-
juntivo e colagénio s3o acidos, pelo que & necessa-
ric corar o ndcleo com um corante
acido-resistente[1]. Apesar de alguns mecanismos de
accao da coloragao do Tricromio de Masson ja esta-
rem documentados ainda subsiste alguma
heterogeneidade de critérios relativamente @ escolha
do melhor protocolo para aplicagdo iaberatorial. Com
este trabalho procuramos realizar variagbes a Técnica,
pretendendo avaliar qual das alternativas demonstra
maior eficacia na qualidade de visualizacao das estru-
turas tecidulares com vista a fadilitar o diagnostico.

Objectivos
Partindo dos elementos anteriormente referidos fo-
ram constituidos vérios objectivos:

1 — Corar cortes histologicos pela coloragao do Tricromio
de Masson em seis variantes diferentes, que utilizam di-
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ferentes combinagbes de acidos como diferenciadores,
mordentes, acdificadores ou intensificadores finais.

2 — Avaliar a qualidade da visualizacdo das estruturas
tecidulares utilizando as seis variantes seleccionadas;
3 - Identificar a variacao que permite melhor qualida-
de na visualizacao das estruturas tecidulares;

MATERIAL E METODOS

0 método utilizado, enquadra-se nas referéncias do
paradigma quantitativo com uma base expenmental.
Dado o limitado ndmero de casos em estudo, ndo se
pretende generalizar ou extrapolar resultados e con-
clusbes. Optou-se por realizar um estudo prospectivo,
em que as observages sdo colhidas a partir do mo-
mento em que a investigagao comega [6].
Definiu-se como variavel independente, o tipo de téc-
nica do Tricrémio de Masson a utilizar. Com génese no
protocoic base — ver Tabela I - foram delineados seis
variantes (VAR I a VI) & técnica com base na utilizagdo
de diferentes acidos em diferentes momentos — ver
Tabela II.

Consideramos como variavel dependente, a qualidade
de coloracdo das estruturas tecidulares. A técnica que
tera maior qualidade na visualizagao das estruturas
tecidulares serd aquela que permite uma maior inten-
sidade de coloracio de: nicleos, eritrocitos, fibrina,

Tabela | - Protocolo base de Tricomio de Masson.

musculo liso e colagénio [, Il e IV,

Procedimentos Técnicos

O trabalho foi realizado recorrendo a fragmentos de
rim fixados em formol tamponado a 10% (bio-optica
05k01004) durante cerca de 24 horas, a temperatu-
ra ambiente (20°C). Posteriormente foram processa-
dos e incluidos em parafina. Dos blocos obtidos
realizaram-se 36 cortes histolégicos em micrétoma de
Minot (Leica-Dscl), que foram posteriormente utiliza-
dos para a execugao das diferentes variantes. A mon-
tagem das 1aminas foi feita em Entellan.

Tratamento de Dados

Para avaliar a qualidade de coloragdo das estruturas
tecidulares, as laminas coradas foram observadas em
microscopio Optico por quatro avaliadores indepen-
dentes, que utilizaram uma escala com 5 niveis para
a intensidade de marcagao (Tabela III). Para cada
uma das estruturas foi obtido um score de intensida-
de de coloracdo resultante da soma dos valores atri-
buidos por cada avaliador. Assim, obteve-se um score
parcial que variou entre 0 e 16 (sendo 0 o valor cor-
respondente a pior qualidade possivel e 16 o valor
correspondente a melhor). Posteriormente foi consti-
tuido um score final (que variou entre 0 e 80) para
cada variante, resultante da soma dos valores obtidos
para cada estrutura,

acético 1%

Reagentes Protocolo Resultados
Soluto A
Hematoxiina de Weilgert A + B 1 - Desparafinar & hidratar até & dgua destiada. Nucieos. Pretos
em partes iguais 2 - Hematoxiling de Weigert — 6 minutos (soluto A).
Soluto B 3 - Agua moma e a seguir dgua destiiada — 5 minutos. Masculo, eritrocitos, fibrina
-2¢c de Ponceau de Xilidine a 4 - Ponceau de Xilidine / Fuesina Acida — 10 minutos (soluto B). Varmeho
1% em acido scético a 1% 5 -Agua destilada.
-1¢c de Fucsina Acida a 1% 6 - Aplicar diferenciador/mordente — (soluto C) até o colagénio Colagénio; Verde

em dcido acético & 1% descorar.

Soluto C 7 - Contrastar com o Verde Luz ~ 10 segundos (soluto D)
Acido Fosfomolibdico a 1% 8 - Agua destilada.

Soluto D 9 - Diferenciar com Acido Acatico 1%.

Verde Luz a 2% em acido 10 - Desidratar, diafinizar @ montar com Entellan
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Var  Fosfomolibdico iéosfomngstico Sim Nao Sim Nao
1 v S s v x v x
[ X v v X v %
I v x x v X v
v X v X v X v
\'2 x x v x v X
Vi X X X v X v

Legenda: v- utilizagcdo do &cido x- nao utilizagédo do acido

Tabela lll - Intensidade de coloracdo

dade de colorag ‘Score DISCUSSAO
Nula 0
Fraca 1 Verificou-se que a ndo utilizagao de qualquer 4cido
Medla ,2 na técnica (VAR VI) implica que mdsculo liso,
- m 3 colagénio e fibrina ndo apresentem gualquer colora-
Mufetare 4 cao (Fig. 1), enquanto que a utilizacdo do acido
acético sem qualquer outro acido (VAR V) fez com
RESULTADOS

O score final mais elevada (80) foi atribuido a Var IT e
o score mais reduzido foi o da Var VI (20). A Var I
obteve um score final de 64, a Var 11T e a Var IV
obtiveram ambas 48 e a Var V obteve 36 - ver
Grafico 1.

Scores
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que apenas o0 misculo liso ndo apresente coloragao
(Fig.2). O facto de haver perda de intensidade de
coloracdo pela nao utilizacdo de qualquer acido na
técnica do Tricromio de Masson, vem confirmar as
afirmagoes feitas por Carson [3], que defende que a
coloragao do Tricrémio de Masson é mais eficaz quan-
Grafico I: Scores obtidos. do o meio € acido.
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Fig. 2: Var. V. Glomerulo de Malpighi.

A nao utilizagao do AFM ou do AFT (VAR V e VI)
diminuiu bastante a qualidade final da técnica provo-
cando a obtencao de scores finais bastante baixos.
Consequentemente, é possivel verificar que houve um
aumento da intensidade de coloragao na VAR I (Fig.
3) e na Var 11 (Fig. 4 e Fig. 5) que recorreram a utili-
zacdo dos referidos acidos. No entanto a VAR II (uti-
lizacdo do dcido fosfotingstico) destacou-se pela
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Fig. 4: VAR II. Glomérulo de Malpighi. 400x.

Fig. 5: Var. IL. Glomérulo Maipighi.

positiva com o score final mais elevado.

Estes factos permitem concluir que existe uma relacdo
entre o tipo de dcido utilizado (AFM/AFT) na colora-
¢ao de Tricromio de Masson e a qualidade de visualizacdo
das estruturas tecidulares; e que a utilizagao de acidos
na diluicdo dos corantes paralelamente 3 utilizacdo dos
acidos com papéis diferenciadores contribui para uma
mais eficaz visualizagao das estruturas tecidulares.

A variante que utilizou AFT é a que permite uma melhor
qualidade de coloragdo das estruturas em estudo (nd-
cleas, musculo liso, eritrécitos, fibrina e colagénio 1, II
e IV). Parece existir algum fundamento guimico para
esta conclusdo, pois apesar dos elementos que dao base
aos referidos acidos pertencerem ambos 30 mesmo gru-
po da tabela periodica (VI A), @ massa atdmica do AFT
é bastante maior (183.85) do que a do AFM (95.99),
para além da configuragao electronica do AFT ser [(xe)
4f1 5 d' 65?] o que mostra que € uma molécula mais
estavel do que o AFM [(kr) 4d* 5s1]. Assim, o AFT po-
dera exercer melhor a sua funcdo de mordente e de
diferenciador, visto a permeabilidade do tecido e o ta-
manho molecular do corante condicionarem a colora-
cao do Tricromic de Masson [1].

A utilizacdo do &cido acético na diluicdo dos corantes
parece também ser fundamental para uma boa visualizacso
das estruturas tecidulares, Assim, 0s corantes tém vanta-
gem em ser preparados com uma solugao de baixo pH
{1,5-3,0) tal como sugere Chang [4].

Parece também oportuno referir que a coloragdo nu-
clear ndo sofreu enfraquecimento ao longo das varia-
¢Bes utilizadas. Desta forma a utilizagao da hematoxilina
férrica de Weigert parece bastante adequada e resis-
tente aos meios acidos utilizados que sao potencial-




mente diferenciadores. Devido ao facto deste estudo
so ter sido feito em tecido proveniente de rim e num
numero limitado de amostras, ndo € possivel extrapolar
resultados para outras realidades laboratoriais. Contu-
do, achamos que deverd existir um método de colo-
ragao optimizado, e que cada laboratorio deve estar
integrado num sistema de controlo de qualidade. O
aumento de qualidade conduz 2 um aumento de
credibilidade & fiabilidade dos diagndsticos.

Este trabalho podera constituir ponto de partida para
estudos futuros que utilizem 2 técnica do Tricrdmio de
Masson analisando os custos implicados e os benefici-
os obtidos, uma vez que € importante aliar o melhor
ao menos dispendioso. Poder-se-30 testar ainda ou-
tras variagBes como a utilizagdo de um outro acido
(dcdo silicotungstico ou acido borotungstico).
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