
Comparação da coloração de H&E com Hematoxilina de Harris: 

Protocolo Convencional vs. Progressivo

Cátia Bernardino1, Giulia Trindade1, Rita Caramelo1, João Palma1,2, Amadeu Borges-Ferro1

Março de 2025

1Escola Superior de Tecnologia da Saúde de Lisboa, Instituto Politécnico de Lisboa. Lisboa, Portugal.

2Hospital de Vila Franca de Xira - Unidade Local de Saúde do Estuário do Tejo, E.P.E., Portugal. 



Coloração H&E

Técnica de coloração que permite evidenciar estruturas intra e extracelulares de cortes de tecido.
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Figura 1 – Lâmina de H&E de estômago pelo protocolo convencional (100x).

Fonte: Própria.

Hematoxilina 

de Harris

(1–14, 16, 17, 19, 20)

02



Coloração H&E

Coloração 

H&E

Diferenciador

ácido

Método 

Regressivo

Método 

Progressivo

Excesso de 

exposição à 

Hematoxilina

Exposição à Hematoxilina 

até alcançar a intensidade 

adequada

Figura 2 – Lâmina de H&E de testículo

pelo protocolo convencional (100x).

Fonte: Própria.

Figura 3 – Lâmina de H&E de testículo pelo

protocolo experimental 3 minutos (100x).

Fonte: Própria.
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Desenvolver um protocolo de coloração progressivo de H&E, com HH, que origine 

resultados qualitativamente semelhantes ao protocolo de H&E convencional.

Objetivo Geral
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Objetivo Específicos

• Comparar a qualidade da coloração entre o protocolo convencional e os protocolos 

experimentais.

• Determinar qual o tempo de incubação da HH, do protocolo progressivo, que apresenta o 

score mais elevado.



Variável

Variáveis e amostras em Estudo 

Independente Dependente

Protocolo de coloração aplicado. Qualidade da coloração obtida.
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Amostras: 
32 tecidos humanos não neoplásicos 



Protocolos
Tabela 1 – Protocolos de coloração de H&E: Convencional e Experimental. Fonte: Própria.
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Protocolo Convencional Hematoxilina & Eosina Protocolos Experimentais

10’ Xileno 10’

30’’ Etanol 100% 30’’

30’’ Etanol 96% 30’’

30’’ Etanol 70% 30’’

30’’ Água 30’’

10’
Hematoxilina de Harris

(Ref.:3801560, Surgipath®)
3’/4’/5’

45’’ Água 45’’

6’’ Ácido Clorídrico (0,5%) em Etanol 

70%

NA

7’ Água Corrente 7’

30’’ Etanol 96% 30’’

1’45’’
Eosina Y

(Ref.:3801600, Surgipath®)
1’45’’

1’ Etanol 96% 1’

1’ Etanol 100% 1’

1’ Etanol 100% 1’

1’ Xileno 1’



Escala qualitativa ordinal de 4 níveis, atribuindo um score para os seguintes parâmetros:

Preservação 

morfológica

Intensidade da 

coloração 
do citoplasma

Coloração não 

específica

Intensidade da 

coloração dos núcleos
Detalhe nuclear

Fator de ponderação 1 1 2 3 3

Tabela 2 - Fatores de ponderação do score final.

Preservação morfológica (PM);

Intensidade da coloração do citoplasma (ICC);

Coloração não específica (CNE);

Intensidade da coloração dos núcleos (ICN);

Detalhe Nuclear (DN).
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𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙=[(3×[𝐼𝐶𝑁+𝐷𝑁])+(2×[𝐶𝑁𝐸])+(𝐼𝐶𝐶+𝑃𝑀)]×3.333

Recolha de dados e Avaliação



Tratamento de dados

Verificar a consistência interna do instrumento de recolha de dados utilizando 
o Teste α de Cronbach.

Aplicação de ferramentas de estatística descritiva, nomeadamente medidas de 
tendência central e de variabilidade, a fim de avaliar a qualidade da coloração por 
método.

Determinação da normalidade e a homogeneidade das variâncias, de modo a aplicar 
o teste one-way ANOVA com o teste post hoc de Tukey com um α = 0,05, 
determinando a significância estatística.
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Resultados e Discussão

Teste alfa de Cronbach

0,852

Consistência interna

One-way ANOVA

F(3, 124) = 1,463, p = 0,228

Análise de Variância
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Resultados e Discussão

Gráfico 1 - Comparação da variável FS (score final) e os diferentes protocolos testados.
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Teste de Tukey

Sig. → 0,197

Nível de significância de 

α = 0,05



Resultados e Discussão

Hipótese Nula (H₀) Hipótese Alternativa (H1)

Se valor de p > 0,05 Se valor de p < 0,05

p = 0,197

Não há diferença significativa na 

qualidade da coloração entre os 

protocolos progressivos testados de 

coloração H&E com HH e o protocolo 

convencional de H&E. 

Declara que existe uma diferença 

significativa entre os protocolos 

progressivos testados de coloração 

H&E com HH e o protocolo 

convencional de H&E. 
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Figura 4 – Comparação dos protocolos de coloração. Imagens representativas da coloração de H&E de secções de

tecido com 4µm de espessura (100x). Fonte: Própria.
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Resultados e Discussão

Vantagens do Protocolo Progressivo

✓ Reduzir significativamente a duração da 

coloração;

✓ Eliminar a necessidade do diferenciador;

✓ Melhorar a eficiência e segurança do 

laboratório.

Adotar o tempo de exposição de 3 

minutos utilizando HH 

progressivamente sem diferenciador,

como alternativa ao método 

convencional.

Propomos,
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Conclusão

Foram desenvolvidos e avaliados 3 protocolos progressivos de coloração H&E com 

HH de modo a obter resultados de qualidade semelhantes ao método convencional.

Os resultados demostraram que a variação do tempo de exposição de HH entre 3 a 

5 minutos não impactou a qualidade da coloração.

A análise estatística confirmou a ausência de diferenças significativas entre 

protocolos, validando o protocolo progressivo como uma alternativa viável ao 

método convencional.

O estudo está alinhado com a literatura existente, que defende protocolos de 

coloração otimizados, permitindo a melhor preservação tecidual e qualidade da 

coloração.
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Conclusão

A ausência de diferenças estatísticas entre protocolos permite a seleção de um tempo 

de exposição de 3 minutos como protocolo preferencial.

Essa escolha permite a redução do tempo de coloração e elimina o diferenciador, 

simplificando o processo e dando resposta às preocupações de segurança e ambientais 

associadas ao método convencional.

O protocolo progressivo promove práticas histopatológicas mais seguras e eficazes, 

com potencial para melhorar as condições de trabalho e eficiência laboratorial.
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• Aumento da quantidade de material biológico;

• Utilização de material biológico com neoplasia;

• Exploração de outros fatores que possam afetar a coloração.

• Falta de validação prévia da ferramenta de recolha de dados;

• Quantidade limitada de material biológico;

• Contexto específico do estudo.

Perspetivas Futuras

Limitações
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