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EDITORIAL

Caros leitores,

A Equipa Editorial da mícron - Revista Técnica de Anatomia Patológica congratula-se com a 

apresentação da edição nº16 da revista.

É com imenso prazer que constatamos o interesse dos estudantes e profissionais da área de Anatomia 

Patológica na publicação de artigos científicos na nossa revista, o que se reflectiu no número de artigos 

que recebemos para esta edição.

Neste número são apresentados sete artigos científicos, sendo o primeiro referente a um Caso Clínico de 

Pneumatose Quística Intestinal.

Os restantes são artigos Originais de Investigação que se centram no estudo dos melhores procedimentos 

a adoptar em áreas relevantes no diagnóstico e investigação em Anatomia Patológica, como são: a 

fixação em cérebro fetal; a descalcificação em microondas; a aplicação de um protocolo combinado de 

Verhöeff & Tricrómio de Masson; a utilização de uma coloração alternativa de prata-metenamina para 

demonstração de membranas basais; a aplicação de métodos alternativos para detecção de fungos e a 

descrição técnica do modo de realização de técnicas imunocitoquímicas em lâminas previamente 

coradas.

Nesta edição criámos um novo “Espaço de Opinião”, onde os autores poderão debater sobre diferentes 

temáticas que considerem relevantes para o aperfeiçoamento científico na nossa área. Neste número 

serão apresentados argumentos sobre o termo mais correcto a adoptar quando falamos do fixador 

vulgarmente designado formol: será Formalina ou Formol? 

Visto estarmos num período de transição em relação à adopção do novo Acordo Ortográfico, nesta 

edição foram publicados artigos com as duas versões, de acordo com a escolha dos autores. Em edições 

posteriores será, apenas, adoptado o novo Acordo Ortográfico.

Esperamos que esta edição da mícron corresponda às expectativas de todos os leitores, reiterando o 

nosso agradecimento pela colaboração de todos os estudantes e profissionais da área de Anatomia 

Patológica na publicação de artigos científicos na nossa revista.
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RESUMO

A Pneumatose Quística Intestinal afecta principalmente o cólon e possui características macroscópicas 

patognomónicas, com presença de múltiplos quistos preenchidos por gás, na parede do trato 

gastrointestinal, que lhe confere aspecto de “favo de mel”.

Neste estudo de caso foi realizado o exame macroscópico de uma peça de sigmoidectomia pertencente 

a uma mulher de 81 anos com episódio de volvo da sigmoideia, na qual se observou uma área de mucosa 

com perda do normal pregueamento e aspecto mamilonado. Na parede cólica existiam múltiplos quistos 

sem conteúdo que histologicamente estavam delimitados por histiócitos, células gigantes 

multinucleadas e algumas células inflamatórias. Estes achados, conjuntamente com a análise 

macroscópica, conduziram ao diagnóstico de Pneumatose Quística Intestinal. 

PALAVRAS-CHAVE: Anatomia Patológica, Macroscopia, Patologia Gastrointestinal, Pneumatose 

Quística Intestinal.

INTRODUÇÃO

Caso Clínico

Apresenta-se o caso clínico de uma doente de 81 

anos com antecedentes de oclusão intestinal, 

que recorreu ao Serviço de Atendimento 

Permanente do Hospital Cuf Descobertas por dor 

abdominal. A doente foi internada devido a 

oclusão intestinal por volvo da sigmoideia. 

Procedeu-se à distorção do volvo por 

colonoscopia e à terapêutica com laxantes e 

enemas.

A doente foi posteriormente seguida em 

consulta, tendo-se repetido os episódios de sub-

oclusão já conhecidos antes do primeiro 

internamento. Realizou-se nova colonoscopia 

esquerda (com introdução do colonoscópio até 

aos 50 cm) onde foi identificada uma área de 

aspecto multinodular difuso da mucosa entre os 

20 e os 35 cm, com áreas de hiperémia, 

intervalada por zonas de mucosa com aspecto 

n o r m a l .  A h i p ó t e s e  d e s t a s  l e s õ e s  

corresponderem a Pneumatose foi referida no 

relatório. Procedeu-se a colectomia esquerda 

laparoscópica por volvo da sigmoideia 

recidivante.

Patologia

A Pneumatose Quística Intestinal (PQI), também 

conhecida por Pneumatosis Cystoides Intestinalis 

ou Pneumatose Coli [1], é uma situação clínica 

rara em que existem cavidades quísticas 

preenchidas por gás na parede do trato 

gastrointestinal (TGI) [2]. 

A realização de exames necrópticos demonstra 

que a incidência desta patologia é de 0.03% na 

população geral [3].

A PQI é normalmente identificada inicialmente 

n u m a  r a d i o g r a f i a  o u  t o m o g r a f i a  

computadorizada (TC) abdominal, sendo 

considerada como achado e não diagnóstico, já 

que a sua etiologia varia de condição benigna a 

doença do TGI fulminante [4]. Na Figura 1 [5] 

pode-se observar o aspecto de uma TC abdominal 

onde se identificam quistos com conteúdo 

gasoso.

Quando ocorre em crianças a PQI está 

usualmente associada com enterocolite 

necrotizante e pode ser fatal, podendo também 

estar associada a fibrose quística ou patologias 

cardíacas congénitas [6,7]. 

Nos adultos pode apresentar-se sob uma de duas 

formas conhecidas: a forma primária, mais rara e 

que se apresenta como um achado idiopático, ou 

a forma secundária (cerca de 85%) que aparece 

associada a doença pulmonar crónica obstrutiva, 

obstrução intestinal, esclerodermia, entre 

outros [2,7].

A PQI primária afecta usualmente o cólon 

descendente, enquanto a secundária 

tipicamente envolve o intestino delgado, 

podendo no entanto ocorrer por todo o TGI, 
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envolvendo o cólon, estômago ou ainda o esófago 

[4].

No caso estudado o mais provável é que a PQI seja 

secundária aos episódios de volvo, patologia na 

qual uma ansa da sigmoideia se dobra a nível do 

mesentério, causando obstrução e podendo levar 

a uma isquémia secundária [8]. 

Para compreender o aparecimento das cavidades 

quísticas surgiram várias teorias explicativas ao 

longo das décadas, uma das quais considera o 

deslocamento do ar libertado de bolhas nas 

doenças obstrutivas pulmonares ao longo dos 

planos retroperitoneais e o seu encarceramento 

na parede das ansas intestinais [2]. Outras 

teorias explicativas assentam na produção do gás 

no lúmen, por bactérias intestinais [1,2], ou por 

criptas de Lieberkühn inflamadas, penetrando 

através da muscular da mucosa, sendo 

posteriormente acumulado sob a forma de 

quistos submucosos [7]. Esta passagem do gás 

produzido pode estar associada ao aumento da 

pressão intraluminal que ocorre nas patologias 

de base ou pode ainda dever-se à introdução de 

gás durante um exame endoscópico [8].

Cerca de 50% dos casos tem resolução 

espontânea em várias semanas, com reabsorção 

do gás, mas havendo recorrência ocasional ou 

sendo as lesões severas, pode ser necessário 

recorrer a uma colectomia do segmento 

envolvido [2,8], como no caso apresentado. 

Tanto clínica como histologicamente a PQI pode 

Figura 1 - Quistos com conteúdo gasoso 
identificados na parede intestinal do cólon 
descendente proximal (círculo branco) em A 
e a nível do abdómen inferior (setas negras) 
em B, numa TC. A forma, densidade e localização 
são características de PQI.

ser confundida com doenças inflamatórias 

intestinais [1]. Esta patologia é geralmente 

segmentar e macroscopicamente a porção 

intestinal envolvida pode parecer esponjosa ou 

crepitante se os quistos forem de localização 

subserosa, podendo ser reconhecidos ainda no 

espécimen fechado. Em secção a parede 

intestinal tem aspecto em “favo de mel”, uma 

vez que se identificam múltiplos quistos 

preenchidos por gás. Individualmente os quistos 

podem ser milimétricos ou atingir dimensões 

entre 1-2 cm de diâmetro. Usualmente não se 

identificam comunicações com o lúmen [9]. 

Os quistos podem atingir qualquer camada da 

parede intestinal mas encontram-se localizados 

principalmente na submucosa ou na subserosa. A 

mucosa suprajacente aos espaços aéreos 

apresenta-se normalmente elevada e por vezes 

com aspecto pseudolipomatoso, uma vez que 

pode assemelhar-se à lipomatose, enquanto que 

a muscular própria está normalmente poupada 

[2]. Na Figura 2 pode-se observar o aspecto 

macroscópico da PQI. 

Histologicamente os espaços quísticos estão, na 

sua maioria, revestidos por células achatadas de 

origem mesenquimatosa ou histiocítica. Pode 

haver reacção inflamatória focal e, nos casos 

relacionados com doença da mucosa, há uma 

tendência para uma maior proliferação 

macrofágica e de células gigantes de corpo 

estranho [2]. 

A Anatomia Patológica além de permitir a 

confirmação diagnóstica de PQI pode contribuir 

para o diagnóstico etiológico final e diferenciar 

de outras formas com apresentação 

macroscópica semelhante, nomeadamente a 

doença de Crohn, com a qual se deve fazer um 

diagnóstico diferencial [2,7]. 

O objectivo deste trabalho é apresentar um caso 

clínico de PQI e focar os principais aspectos 

macroscópicos e histológicos desta patologia. 

Figura 2 - Segmento de cólon com 25 cm de 
comprimento onde se observam múltiplas cavidades 
quísticas sem conteúdo e de paredes internas lisas 
observadas em secção transmural. As cavidades 
não apresentam comunicações entre si, nem 
continuidade com o lúmen cólico.
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Figura 3 - Secção transmural a demonstrar múltiplas 
cavidades quísticas sem conteúdo (seta amarela) 
e a mucosa com uma área de aspecto mamilonado 
(seta azul). A mucosa adjacente (seta branca) 
está macroscopicamente normal.

Figura 4 - Pode observar-se a existência de cavidades 
quísticas (seta negra) sem conteúdo, na parede cólica,
 (40x).

quistos sem conteúdo e sem continuidade com o 

lúmen cólico, os maiores com 1 cm de diâmetro, 

de localização essencialmente submucosa, e que 

conferiam à parede um aspecto em “favo de 

mel”. 

Na gordura peri-cólica isolaram-se 21 gânglios 

linfáticos, o maior com 6 mm de maior eixo.

Análise Histológica

Na análise histológica observaram-se múltiplos 

espaços quísticos sem conteúdo ao nível da 

submucosa da parede cólica (Figura 4), 

delimitados por macrófagos e células gigantes 

multinucleadas, próximas das quais se 

observaram algumas células inflamatórias 

(Figura 5).

A mucosa cólica subjacente às cavidades 

quisticas revelou áreas com alterações 

isquémicas relacionáveis com volvo da 

sigmoideia (Figura 4).

Os anéis de anastomose não apresentavam focos 

de lesão e a mucosa adjacente era 

histologicamente normal.

Os gânglios linfáticos não tinham alterações.

Com carácter meramente ilustrativo e não 

diagnóstico foi efectuada imunomarcação com 

CD68 que comprovou a origem histiocítica das 

MATERIAL E MÉTODOS

Análise Macroscópica e Protocolo de Colheita

Foi realizado o exame macroscópico de uma 

peça, fixada em formol neutro tamponado a 10%, 

identificada como “sigmoidectomia”, com a 

seguinte informação clínica: “Episódio de volvo 

da sigmoideia”, que incluiu descrição 

macroscópica, baseada na literatura [8]. 

Efectuou-se descrição das dimensões e aspecto 

da peça, da área de mucosa afectada e dos 

quistos encontrados em secção transmural; 

colheram-se vários fragmentos para 14 cassetes, 

onde se amostraram os anéis de anastomose (2 

cassetes), as lesões quísticas (6), a mucosa 

“normal” (2), e os gânglios linfáticos (4). Foram 

captadas imagens ilustrativas do aspecto 

macroscópico da peça operatória.

Técnica Histológica

Os fragmentos seleccionados foram colocados 

em formol neutro tamponado a 10% durante 

cerca de 24h tendo sido posteriormente sujeitos 

a processamento overnight. Após a inclusão e 

microtomia as lâminas foram coradas com 

coloração de rotina Hematoxilina & Eosina no 

colorador automático para observação no 

microscópio óptico.

Técnica Imunohistoquímica

Para confirmação do revestimento dos espaços 

aéreos por células de origem histiocítica, foi 

posteriormente realizada a imunomarcação com 
®o anticorpo monoclonal CD68 da NeoMarkers  

(clone PG-M1), numa diluição de 1/100, através 

do sistema de detecção Bond Polymer Refine 
TMDetection (Leica Bond ), num dos blocos 

representativos da lesão, que resultou numa 

marcação de grânulos citoplasmáticos. 

Foram igualmente captadas  imagens 

representativas da histologia da patologia.

RESULTADOS

Análise Macroscópica

A anál ise macroscópica da peça de 

sigmoidectomia permitiu a observação de um 

segmento cólico com 25 cm de comprimento. 

Após a abertura da peça foi identificada uma 

área de mucosa com cerca de 10 cm de maior 

eixo na qual se verificou perda do normal 

pregueamento e aspecto mamilonado, como se 

pode observar na Figura 3. A área anteriormente 

descrita distava 7 cm da margem mais próxima. A 

restante mucosa mantinha o aspecto 

macroscópico normal.

Em secção, na parede cólica, existiam múltiplos 
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A correlação entre os dados clínicos, os achados 

macroscópicos e a análise histológica permitiram 

concluir que a parede intestinal continha lesões 

de PQI e a mucosa cólica alterações isquémicas 

relacionáveis com volvo da sigmoideia.

Para se efectuar uma análise macroscópica de 

qualidade é necessário fixar determinados 

padrões macroscópicos, pois existem patologias 

com características patognomónicas que 

orientam desde logo tanto a colheita de 

fragmentos, como o próprio diagnóstico, como 

no caso apresentado.

Com o incremento de competências por parte 

dos Técnicos de Anatomia Patológica na área da 

Macroscopia, é de extrema relevância uma 

formação constante bem como o intercâmbio de 

conhecimentos entre serviços.
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células de revestimento dos múltiplos quistos e 

facilitou a sua visualização (Figura 5).

DISCUSSÃO

Alguns dos achados macroscópicos deste caso, 

como o aspecto da mucosa, são comuns a 

algumas patologias do TGI, como doença de 

Crohn, lipomatose ou PQI. Porém, o aspecto em 

“favo de mel” da parede intestinal é 

característico de PQI, o que permitiu desde logo 

a orientação para o diagnóstico que foi 

posteriormente confirmado pelo estudo 

histológico. A Figura 6 [10] demonstra uma peça 

de colectomia com doença de Crohn em que é 

evidente a possível semelhança de aspectos 

macroscópicos da mucosa entre as duas 

patologias. Neste caso é a ausência da parede em 

“favo de mel” que permite excluir  

macroscopicamente a PQI.

Figura 5 - A imunomarcação com CD68 permite comprovar 
a origem histiocítica das células que revestem as cavidades 
quísticas (setas negras apontam para células gigantes 
multinucleadas) (400x).

Figura 6 - Peça operatória de colectomia com doença 
de Crohn, onde se observa mucosa ingurgitada, com padrão
 “pedra-de-calçada”. Este aspecto pode ser confundido 
com as alterações da mucosa numa PQI. 
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RESUMO

O exame de cérebros fetais é realizado em casos de morte fetal de causa desconhecida ou em casos de 

malformações. É realizado o exame macroscópico do cérebro fetal e das suas estruturas internas 

através da dissecação do órgão. O estudo microscópico é relevante para a observação do 

desenvolvimento e da correta localização das estruturas que compõe o cérebro, assim como na 

observação de malformações vasculares ou de tumores, para os quais as técnicas de histoquímica e de 

imunocitoquímica podem ser muito úteis. 

O exame macroscópico do cérebro fetal é difícil devido à sua consistência amolecida, que se mantém 

mesmo após fixação com o formol a 10%. A utilização de formol-zinco na fixação acrescenta firmeza ao 

tecido, facilitando em muito o manuseio dos tecidos no exame macroscópico. 

O objetivo geral deste estudo consistiu em comparar os efeitos da fixação em formol-zinco e em formol 

a 10% nas técnicas de diagnóstico complementar (histoquímica e imunocitoquímica). 

Foram estudadas 20 amostras, 10 fixadas em formol e 10 fixadas em formol-zinco, coletadas entre os 

anos de 2006 e 2010. 

Os resultados obtidos sugerem que a fixação com o formol-zinco não altera as propriedades tintoriais ou 

imunocitoquímicas das amostras, sendo portanto tão bom quanto o formol a 10% para o estudo 

microscópico deste material, mas com a vantagem de facilitar o exame macroscópico. 

PALAVRAS-CHAVE: Fixação, Formol-zinco, Histoquímica, Imunocitoquímica, Autópsia fetal

INTRODUÇÃO

O exame de cérebros fetais é realizado em casos 

em que a morte fetal não tem causa conhecida ou 

em casos de malformações. É realizado o exame 

macroscópico do cérebro fetal e das suas 

estruturas internas através da dissecação do 

órgão. O estudo microscópico é relevante para a 

observação do desenvolvimento dos feixes 

neuronais e da correta localização das estruturas 

que compõe o cérebro, assim como na 

observação de malformações vasculares ou de 

tumores, para os quais as técnicas de 

histoquímica e de imunohistoquímica podem ser 

muito úteis [1].

Nas autópsias fetais, existe uma considerável 

dificuldade na dissecação dos cérebros. Por este 

motivo e porque a utilização de um meio de 

fixação que permita um bom exame 

macroscópico é importante para um diagnóstico 

preciso, em 2009 o Serviço de Anatomia 

Patológica do Hospital Garcia de Orta passou a  
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usar como rotina do serviço a fixação dos

cérebros em formol-zinco, baseado no estudo 

realizado por Encha-Razavi et al [2].

Tendo em conta que na literatura disponível as 

referências sobre a utilização do formol-zinco e o 

seu efeito nas propriedades histoquímicas e 

imunocitoquímicas em tecido humano provêm de 

estudos cujos parâmetros e condições de 

investigação não foram uniformizados, 

concluímos tratar-se de uma questão pertinente, 

servindo de base para um estudo de investigação 

em condições controladas e padronizadas [3-7].

A maceração (processo de autólise intra-uterina) 

pode originar artefatos caraterísticos e alterar as 

propriedades histoquímicas e imunocitoquímicas 

dos tecidos. Após o parto, o processo de autólise 

continua à temperatura ambiente, podendo ser 

consideravelmente abrandado pela refrigeração 

do feto e pela fixação precoce dos tecidos. 

Contudo, as alterações macroscópicas e 

microscópicas podem ser estudadas para a 

estimativa do tempo decorrido entre a morte 
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fetal e a fixação. Mesmo fetos com marcada 

maceração podem ser estudados, sendo possível 

identificar algumas alterações após um exame de 

autópsia minucioso. A avaliação da maceração no 

nosso estudo é importante para excluir um 

possível viés originado na qualidade da amostra 

(casos e controlos) [1].

Em 1994, Beckstead apresentou um fixador à 

base de zinco, sem ligações cruzadas ou agentes 

coagulantes, mas com qualidades morfológicas 

mantidas [8].

O formol-zinco é um excelente fixador pois tem 

as qualidades não-coagulantes fixadoras de 

formol e as propriedades coagulantes fixadoras 

do zinco, podendo ser utilizado em todos os 

tecidos [9]. Reforça a fixação nuclear e 

citoplasmática prevenindo artefatos e 

preservando tanto a morfologia como as 

estruturas moleculares especialmente sensíveis 

à ação do formol, mantendo a sua 

imunorreatividade. É mais rápido e torna as 

macromoléculas suficientemente rígidas para 

suportar a desidratação. Raramente é necessária 

a recuperação antigénica e os anticorpos 

primários podem ser diluídos 2-10 vezes mais que 

o habitual. Retém a imunorreatividade após 

armazenamento a longo prazo, e pode ser 

utilizado com formol a 10% ou com formol neutro 

tamponado. O formol-zinco é utilizado como um 

fixador primário [8-10].

O objectivo do estudo é comparar o efeito do 

formol-zinco e do formol a 10% nas propriedades 

histoquímicas e imunocitoquímicas do tecido 

fetal.

MATERIAL E MÉTODOS

Seleção da Amostra

Foram utilizados blocos de parafina de cérebros 

fetais. Estes diferiram apenas no tipo de fixador; 

em metade dos casos foi utilizado o formol a 10% 

(10 controlos) e nos restantes o formol-zinco (10 

casos), sendo no total 20 blocos (N=20), um de 

cada caso.

Todos os blocos sofreram o processamento 

histológico (desidratação, diafanização e 

impregnação), sendo o procedimento 

protocolado de acordo com o utilizado no 

serviço. Como se tratou de casos de arquivo, 

pode ter ocorrido pequenas variações no 

processo.

Foram selecionados casos consecutivos com mais 

de 20 semanas de idade gestacional, dentro do 

período de 2006 a 2010, sendo excluídos casos 

com maceração severa. 

Realizaram-se lâminas coradas em Hematoxilina-

Eosina, do Sistema Nervoso Central e de tecido 

renal dos casos e dos controlos. Para realizar a 

qualificação e a quantificação do grau de 

maceração do feto usaram-se os cortes de 

hematoxilina-eosina do tecido renal, devido à 

maior sensibilidade deste às alterações de 

autólise e maceração, de modo a selecionarmos 

os casos e controlos que apresentavam melhor 

preservação, sendo excluídos aqueles com 

maceração severa [1].

Fixadores

Os fixadores utilizados foram o formol 

tamponado a 10%, solução comercial da Bio-

Optica, e formol-zinco (mistura alcoólica), 

solução comercial da Thermo Scientific, cujos 

ingredientes ativos são: sulfato de zinco, formol, 

metanol. Não foi possível obter as referências e 

os lotes dos fixadores devido ao longo intervalo 

decorrido entre a fixação e a seleção da amostra.

Seleção das Colorações

Neste estudo foram realizadas três técnicas, 

duas histoquímicas, o Chromotrope Aniline Blue 

(CAB) e o Violeta de Cresil, e uma técnica 

imunocitoquímica, a Sinaptofisina, aplicadas ao 

tecido do cérebro fetal dos casos e controlos. Na 

escolha das técnicas a utilizar, optou-se por 

aquelas que identificavam as estruturas 

principais do cérebro fetal e que são mais 

utilizadas neste tipo de rotina. Realizaram-se 

algumas lâminas teste, com cortes de diferentes 

espessuras (3 µm e 5 µm), tendo-se melhores 

resultados com cortes de 5 µm, devido à melhor 

visualização da morfologia histológica e dos 

cortes.

Colheita de Dados

Cada uma das lâminas realizadas foi observada 

ao microscópio ótico composto e avaliada por 

dois anatomopatologistas e um técnico de 

anatomia patológica experiente, utilizando uma 

tabela de avaliação graduada (Tabela I), 

elaborada e validada para o tipo de amostra e 

técnicas executadas. Os parâmetros utilizados 

foram a preservação morfológica, a preservação 

do corte, a sensibilidade, a intensidade e a 

marcação inespecífica. Foi atribuído a cada 

amostra um valor arbitrário de 0 a 4, onde 0 

corresponde a inadequado para interpretação e 

4, excelente para interpretação. Os avaliadores 

não sabiam em nenhum momento a que grupo 

pertencia cada lâmina.

Avaliação Estatística

O teste estatístico utilizado foi o Teste sobre 

igualdade de valores esperados de populações 

independentes com distribuição arbitrária e 

variância desconhecida.
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RESULTADOS

Relativamente à coloração histoquímica CAB, o 
formol apresenta uma média de 2,89 e o formol-
zinco 3,01 (Gráfico I). O valor-p é de 0,83.
Para a coloração histoquímica Violeta de Cresil, 
o formol apresenta uma média de 3,4 e o formol-
zinco 3,63 (Gráfico I). O valor-p é de 1,00. 
Já na marcação imunocitoquímica da 
Sinaptofisina, observa-se uma discrepância nos 
valores relativos ao formol e ao formol-zinco: o 
formol apresenta uma média de 2,74 enquanto o 
formol-zinco apresenta uma média de 3,32 
(Gráfico I). Nos parâmetros de preservação 
morfológica, de preservação do corte e de 
intensidade, tanto o formol quanto o formol-
zinco apresentam uma média acima de 3. Na 
marcação inespecífica, ambos têm uma média 
de 4. Na sensibilidade há uma diferença entre os 
dois fixadores: o formol apresenta uma média de 
1,63, enquanto o formol-zinco apresenta uma 
média de 3,13 (p=1,00). Os valores distintos do 
formol-zinco estão de acordo com a literatura 
sobre as vantagens da utilização do formol-zinco 
como  f i xador  pa ra  a s  técn i ca s  de  
imunocitoquímica [4,5,8-10].

No geral, a média total das colorações, 
relativamente ao formol, é de 3,01, 
relativamente ao formol-zinco é de 3,32, 
ligeiramente superior ao formol (Gráfico II). 
Estes valores de p não nos permitem aceitar nem 
rejeitar que o formol-zinco é melhor que o 
formol, uma vez que quanto mais perto de 0,1 
for o valor p, maior é a evidência da hipótese, o 
que não se verifica com valores próximos de 1.

DISCUSSÃO

Neste estudo tentámos diminuir a subjetividade 
com o recurso ao “estudo cego” e à utilização de 
tabelas numéricas com os diferentes critérios a 
avaliar.
As técnicas de coloração utilizadas limitam-se às 
caraterísticas de cada coloração, ou seja, a 
coloração CAB é específica para o colagénio e o 
Violeta de Cresil, por sua vez, é específico para 
substância de Nissl e neurofibrilas. Porém a 
partir destes achados é possível inferir que as 
propriedades histoquímicas de outras colorações 
apresentariam as mesmas alterações, ou 
alterações semelhantes às encontradas neste 
estudo.
Existiu dificuldade em encontrar o mesmo 

Tabela I - Critérios de avaliação

Gráfico I - Média total de cada coloração para cada fixador 
(em Y valores de 0 a 4 de acordo com a Tabela I)

Gráfico II - Média total de cada fixador 
(em Y valores de 0 a 4 de acordo com a Tabela I)

a) Histoquímica: Afinidade Tintorial; Imunocitoquímica: Especificidade
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número de blocos fixados em formol e em 
formol-zinco com maceração ligeira, o que pode 
ter influenciado ligeiramente os resultados (dois 
casos com maceração moderada no grupo fixado 
com formol contra apenas um no grupo de 
formol-zinco). Pelo mesmo motivo não foi 
possível realizar uma generalização dos 
resultados obtidos, devido a n=20 ser um valor 
baixo para cálculos de aproximação, quando o 
ideal seria n>30. 
Na imunomarcação da Sinaptofisina observou-se 
que a utilização do formol-zinco conduz a uma 
melhoria de qualidade ao nível visual, 
principalmente, nos parâmetros de sensibilidade 
e de intensidade, comparativamente à utilização 
do formol a 10%. Este achado está de acordo com 
o descrito na literatura, de que a fixação com 
formol-zinco melhora as técnicas de 
imunocitoquímica  [4,5,8-10].
Nas colorações histoquímicas a melhoria de 
qualidade com a utilização de formol-zinco em 
relação à utilização do formol não é tão 
significativa.
Os resultados obtidos sugerem que a fixação com 
o formol-zinco não altera as propriedades 
tintoriais ou imunocitoquímicas das amostras, 
sendo portanto tão bom quanto o formol a 10% 
para o estudo microscópico deste material, mas 
com a vantagem de facilitar o exame 
macroscópico.
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Com a finalidade de visualizar microscopicamente células e tecidos no estado mais perto possível do 

estado in vivo, aquando a remoção dos espécimes biológicos de um organismo vivo, é realizada a etapa 

de fixação.

A fixação realiza-se em Anatomia Patológica por várias razões, nomeadamente para impedir os 

processos de autólise e putrefacção, normais no estado post-mortem, preservando a amostra biológica. 

Assim sendo, o fixador deve inibir biomoléculas, em especial, enzimas proteolíticas que digerem e 

danificam as estruturas celulares. Para além desse facto, o fixador evita o fenómeno de putrefacção, 

pois apresenta toxicidade para os microorganismos mais comuns (bactérias, em particular), que podem 

existir numa amostra de tecido ou que de outro modo poderiam colonizar o tecido. 

O formaldeído (HCHO) é um gás, constituído por pequenas moléculas que se dissolvem rapidamente na 

água, na qual ao se combinarem quimicamente formam o metil hidrato, HO-CH -OH [1]. É nesta forma 2

que o formaldeído existe em solução aquosa e a reactividade química é a mesma que a do formaldeído. 

As moléculas de metil hidrato reagem umas com as outras e combinam-se formando polímeros. O 

líquido conhecido como formalina possui cerca de 37-40% de formaldeído e 60-63% de água, com a 

maioria do formaldeído sob a forma de polímeros de baixa densidade e polímeros de elevada densidade, 

os quais são insolúveis, sendo comercializados sob a forma de sólido branco - o paraformaldeído 

(Kiernan, 2000).  

O termo formalina refere-se à solução que contém 37% - 40% de formaldeído em solução aquosa. O 

termo “formol”, encontrado em alguns livros e comumente utilizado nos laboratórios de Anatomia 

Patológica, é errado, uma vez que a terminação -ol, sugere incorrectamente que o formaldeído é um 

álcool [2]. 

Desta forma e face a esta informação, deveríamos adoptar o termo científico “formalina” em 

substituição à terminologia incorrecta, mas utilizada na gíria dos laboratórios de Anatomia Patológica, 

“formol”, por forma a actualizar os nossos conhecimentos.
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Com o objetivo de simplificar a designação de compostos químicos à volta do Mundo, em 1919 foi criada, 

em Genebra, a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC). Trata-se de uma organização 

não-governamental (ONG) dedicada à Química, e é a autoridade que desenvolveu as regras para a 

nomenclatura de compostos químicos [1].

O formaldeído é o aldeído mais simples (HCHO) que se encontra no estado gasoso e é segundo a 

nomenclatura IUPAC denominado Metanal, da combinação de Metano, devido ao número de carbonos da 

estrutura, com o sufixo -al, devido ao grupo funcional principal, formilo (RCOH). 

O formaldeído, sendo um gás, é frequentemente vendido em solução aquosa com o nome comum de 

formol tamponado, um composto de 37-40% de formaldeído, água, metanol (impede a precipitação dos 

polímeros) e sais.

Habitualmente nos laboratórios de Anatomia Patológica a solução utilizada como fixador é tamponada 

de modo a reduzir o rendimento da reação de hidratação do metanal, que é sensível à adição de ácidos 

ou bases que mudam a polaridade da molécula, evitando a degradação da solução fixadora ao longo do 

tempo.

Mas afinal qual é a designação mais correta? Estudando os aldeídos em relação à sua reatividade com 

água, depressa se chega à conclusão que estes sofrem reações de hidratação, com ou sem catálise. Ao 

fazer-se reagir um aldeído com água, o aldeído sofre uma reação de adição onde o principal produto de 

reação é um hidrato (no caso do formaldeído, é o hidrato de formaldeído). Este hidrato é, nada mais 

nada menos, que um gem-diol, ou seja um composto que apresenta dois grupos hidroxilo (-OH), grupo 

este característico de álcoois [2].

Olhando então para os dois nomes em dúvida, o nome formol, não tem qualquer erro, pois apresenta o 

prefixo -ol, prefixo usado nas regras de nomenclatura desenvolvidas pela IUPAC quando o grupo 

funcional principal é um grupo hidroxilo (-OH).

O termo formalina, apesar de ser usado frequentemente, não consta da lista de nomenclaturas dos 

produtos químicos [3].
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RESUMO

A descalcificação é um processo longo que requer dias ou mesmo meses, no entanto, com o recurso a 

microondas (MW), este processo pode ser dimínuido. O principal objectivo desta investigação foi 

diminuir a duração do processo de descalcificação recorrendo à utilização de MW, mantendo a 

qualidade morfológica do tecido. Efectuou-se a comparação do método convencional com o protocolo 

com recurso a MW. Foram testadas duas soluções descalcificadoras, RDO e ácido nítrico a 5%. 

Testou-se a acção destes descalcificadores em osso compacto e osso esponjoso de suíno, uma vez que 

estes se assemelham na sua constituição histológica às amostras humanas. As amostras foram fixadas 

em formalina tamponada a 10%, descalcificadas, processadas e incluídas em parafina. Foram 

efectuados cortes em micrótomo de corrediça e corados com Hematoxilina-Eosina. 

As lâminas histológicas obtidas foram avaliadas por 4 observadores independentes com recurso a uma 

grelha de avaliação de acordo com os seguintes parâmetros: preservação tecidular, intensidade de 

coloração e contraste. Os resultados obtidos demonstraram não haver diferenças significativas entre os 

protocolos em estudo, e que a utilização de MW acelera o processo de descalcificação. Verificou-se que 

a descalcificação em MW de osso esponjoso com RDO (30,167) possui o score mais elevado e que o menor 

score foi obtido na descalcificação de rotina de osso compacto com RDO (6,750). 

A descalcificação em MW permite a obtenção de lâminas histológicas de qualidade comparável às 

obtidas com o método convencional e permite reduzir a duração do processo de descalcificação, 

podendo ser aplicado à rotina do laboratório de anatomia patológica.

PALAVRAS-CHAVE: Descalcificação, Ácido nítrico 5%, RDO, Microondas

INTRODUÇÃO

O estudo do tecido ósseo ou calcificado, através 

da técnica de rotina histológica requer uma 

etapa de descalcificação após a fixação, de modo 

a que o cálcio inorgânico seja removido da matriz 

orgânica de colagénio e, consequentemente, se 

possam obter cortes destes tecidos [1, 2].

Um dos métodos de descalcificação consiste na 

imersão dos fragmentos a descalcificar em 

agentes químicos ácidos que se ligam aos iões 

cálcio, produzindo  combinações solúveis na 

água, eliminadas pela lavagem e/ou 

neutralizadas [3,5]. Segundo Bancroft & Gamble 

(2008), a escolha do descalcificador é 

influenciada por quatro factores: urgência do 

caso, grau de mineralização, extensão da 

investigação e técnicas de coloração requeridas 

[3]. Qualquer ácido provoca alguns danos nos 

tecidos, especialmente no que diz respeito à sua 

coloração, especialmente a nível de basofília 

nuclear. Este problema é tanto mais evidente 

quanto mais fortes forem as soluções ácidas e 

quanto maior a duração da descalcificação [3].

O RDO é a solução comercializada mais difundida 

actualmente. É utilizado sobretudo para 

descalcificar peças pequenas e biópsias ósseas 

[5]. Pequenos fragmentos ósseos podem ser 

descalcificados num período de 1 a 2 horas e 

fragmentos de maiores dimensões em cerca de 6 

horas [11]. É rápido mas possui pouco poder de 

penetração [4]. 

O ácido nítrico é considerado um ácido forte, 

sendo o mais utilizado nos processos de 

descalcificação. Tem excelentes resultados, 

quer em rapidez, quer na conservação tecidular 

[5, 12, 13]. É utilizado sobretudo para 

descalcificar peças grandes, porque penetra bem 

nos tecidos [5]. Amostras com cerca de 0,5mm de 

espessura podem ser descalcificadas num 

período de tempo entre 30 minutos a 2 horas, 

enquanto que amostras muito espessas podem 
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requerer 6 horas ou mais, à temperatura 

ambiente, até à sua completa descalcificação 

[13]. 

Os processos de descalcificação convencionais 

são morosos, podendo levar dias a meses [6]. 

Este intervalo de tempo pode ser decisivo, no 

que diz respeito à morfologia do tecido e à sua 

antigenicidade, e pode também ser o suficiente 

para atrasar um relatório clínico [1].

A utilização de MW para processos como a 

descalcificação já foi introduzida há alguns anos, 

no entanto não existe uma aplicação 

generalizada à rotina hospitalar [8]. Estudos 

apoiam o facto de que a utilização de MW acelera 

o processo de descalcificação, sem que haja 

comprometimento da estrutura tecidular. Além 

do mais a utilização deste método não diminui a 

antigenicidade do tecido, nem impossibilita a 

sua utilização em técnicas de hibridização in situ 

[1], porque as MW não são fortes o suficiente 

para alterar ligações covalentes ou para quebrar 

as pontes de hidrogénio, permanecendo a 

arquitectura celular intacta [6, 9].

Tinling et al (2004), demonstraram que existe um 

aumento da taxa de descalcificação devido à 

exposição constante a MW e que esta é 

independente da temperatura. O mecanismo 

pelo qual a energia de MW torna constante a taxa 

de equilíbrio é ainda indeterminado [7]. Estudos 

sugerem que as MW induzem um aumento de 

temperatura que é responsável pelo aumento da 

taxa de descalcificação, uma vez que há um 

aumento  da  d i fusão  da  so lução  de  

descalcificação no tecido. Outros estudos 

defendem que a acção das MW não é aumentar a 

difusão da solução descalcificadora, mas sim 

promover uma maior disposição dos iões cálcio 
2+(Ca ) neste agente, devido ao campo 

electromagnético formado [6].

Neste estudo foi então avaliada a possibilidade 

de reduzir a duração do processo de 

descalcificação com recurso à utilização de MW, 

com o propósito de diminuir o período de tempo 

necessário para a saída de um resultado clínico. 

O principal objectivo desta investigação foi 

d iminuir  a  duração do processo de 

descalcificação recorrendo à utilização de MW, 

mantendo a qualidade morfológica do tecido. 

Para tal, efectuou-se a comparação do método 

convencional com o protocolo com recurso a MW, 

utilizando como soluções descalcificadoras o 

RDO e o ácido nítrico a 5%. 

MATERIAL E MÉTODOS

Este estudo foi realizado no laboratório de 

Histopatologia do Hospital Egas Moniz (HEM) e na 

Escola Superior de Tecnologia da Saúde de Lisboa 

(ESTeSL) mediante um pedido prévio de 

autorização, tendo em conta todas as 

considerações ético-legais. 

O material biológico utilizado consistiu em 36 

amostras de origem suína e sem manifestações 

patológicas.  

Foram obtidas peças ósseas de tíbia, perónio e 

costelas de suíno. As peças foram cortadas na 

porção média com o auxílio de uma serra circular 

vibratória e de um torno, no HEM.

Foram colhidos 36 fragmentos: 12 fragmentos de 

osso compacto, da diáfise de cada uma das três 

tíbias (quatro fragmentos por peça), com 

dimensões de 3cm x 2cm x 0,4cm; 12 fragmentos 

de osso esponjoso, da epífise de cada uma das 

três tíbias (quatro fragmentos por peça), com 

dimensões de 3cm x 1,9cm x 0,3cm; 12 

fragmentos de costela com dimensões de 0,2cm x 

1,5cm x 1cm e realizada a fixação com formalina 

a 10% tamponada.

As amostras foram transportadas até ao 

laboratório de histopatologia da ESTeSL, onde 

foram então separadas e colocadas em cassetes, 

devidamente identificadas. 

O método descrito por Dimitrius Pitol et al (2007) 

foi adaptado e utilizado para realizar a 

calibração do forno MW através da utilização de 

blocos solidificados de TBX/Agar/Giemsa 0,5% 

[6] de forma a mapear os pontos quentes e a zona 

fria do MW.

Procedeu-se à descalcificação de rotina de 

metade das amostras (n=18), tanto com RDO 

(n=9) como com ácido nítrico a 5% (n=9). Foi 

estabelecido, a priori, um período máximo de 3 

dias de descalcificação, no fim do qual as 

amostras que não estivessem descalcificadas não 

seriam avaliadas. Imergiram-se as cassetes em 

300ml de solução descalcificadora. A solução foi 

agitada duas vezes por dia. O controlo da 

descalcificação foi realizado, pelo mesmo 

investigador, com o auxílio de um bisturi, de hora 

a hora durante as primeiras 6 horas, após as quais 

foi feito de 24 em 24 horas. 

A descalcificação das amostras em MW (n=18), 

em RDO e em ácido nítrico a 5%, foi realizada 

segundo o método proposto por Madden e Henson 

[10]. Estabeleceu-se, a priori, um limite de 8 

ciclos de irradiação, ao fim dos quais as amostras 
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que não estivessem descalcificadas não seriam 

aval iadas. Pré aqueceu-se 300ml de 

descalcificador (num recipiente de 600ml) a 

800W durante 25 segundos. As cassetes com as 

amostras foram colocadas num cesto de plástico 

e mergulhadas na solução descalcificadora 

aquecida. Realizou-se agitação vinte vezes com 

agitador magnético. O recipiente contendo o 

descalcificador foi introduzido num banho de 

gelo, que já se encontrava na zona fria do forno 

MW, por forma a finalizar o processo de 

descalcificação. Do lado oposto colocou-se um 

recipiente com 100ml de água destilada e 

irradiou-se a 200W durante 15 minutos (1ºciclo), 

300W durante 15 minutos (2ºciclo), 400W 

durante 10 minutos (3º ciclo) e 200W durante 10 

minutos (4º ciclo). Finalmente, o recipiente foi 

retirado do MW, mas como a descalcificação não 

estava completa repetiu-se o 4º ciclo (do 5º ao 8º 

ciclos). O controlo da descalcificação foi feito 

com o auxílio de um bisturi no final de cada um 

dos ciclos. No final de ambos os processos de 

descalcificação os fragmentos dentro das 

cassetes foram lavados em água corrente 

durante 15 minutos. 

O processamento foi realizado no processador 
®MICRON  e os blocos impregnados e incluídos em 

parafina e cortados em micrótomo de corrediça 

Leica SM 2000 R a 3 µm. Os cortes obtidos foram 

co locados  em lâminas  dev idamente  

identificadas, codificadas numericamente, de 

modo a não influenciar a posterior avaliação. 

Todas as lâminas foram coradas manualmente 

com a coloração de Hematoxilina-Eosina.

A avaliação das lâminas foi efectuada de forma 

cega por 4 observadores independentes. Para 

tal, utilizou-se uma grelha de avaliação (escala 

de 0-4 valores) com os seguintes parâmetros: 

preservação tecidular (arquitectura tecidular, 

detalhe citoplasmático, detalhe nuclear, 

integridade da membrana citoplasmática e 

integridade da membrana nuclear); intensidade 

de coloração (capacidade de promover a 

visualização das estruturas tecidulares de forma 

evidente, de modo a perceber se há perda das 

capacidades tinturiais) e contraste (núcleo vs 

citoplasma).

Atribuíram-se factores de ponderação da 

seguinte forma: score final = 2x (preservação 

tecidular) + (intensidade de coloração) + 

(contraste), sendo que o score mínimo = 0, o 

score máximo = 48 e o score ≤ 24 foi considerado 

não satisfatório.

Os resultados obtidos foram submetidos a análise 

estatística através do Software Informático SPSS 

19.0 tendo sido aplicadas as seguintes medidas 

estatísticas: Estatística Descritiva, teste One-

Way-ANOVA e o teste post-hoc de Gabriel 

Gabriel, mantendo-se um nível de confiança de 

95%. Foi aplicado o teste de Levene para verificar 

a homogeneidade das variâncias, necessário para 

realizar o teste One-Way-ANOVA.

RESULTADOS

Verificou-se que os protocolos com recurso a MW 

foram os que tiveram menor duração, sendo o 

mais rápido a descalcificação de fragmentos de 

osso compacto e esponjoso com RDO com MW em 

1,167 horas e o mais lento o protocolo 

convencional com ácido nítrico a 5% em osso 

compacto com a duração de 51 horas (Gráfico I).
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Gráfico I - Dados referentes à duração do processo de descalcificação 
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Legenda: O.E. RDO MW - descalcificação em MW de osso esponjoso com RDO; C. RDO - descalcificação de rotina de costela com RDO;
 O.E. ácido - descalcificação de rotina de osso esponjoso com ácido nítrico 5%; O.E. RDO - descalcificação de rotina de osso esponjoso 
com RDO; C. ácido - descalcificação de rotina de costela com ácido nítrico 5%; C. RDO MW - descalcificação em MW de costela com RDO; 
O.E. ácido MW - descalcificação em de MW osso esponjoso com ácido nítrico 5%; O.C. ácido - descalcificação de rotina de osso compacto 
com ácido nítrico 5%; O.C. RDO - descalcificação de rotina de osso compacto com RDO
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Os resultados obtidos para os scores finais foram 

classificados numa escala de 49 unidades 

numeradas de 0 (mínimo) a 48 (máximo). 

O Gráfico II apresenta os valores médios dos 

s cores  f ina i s ,  ver i f i cando-se  que  a  

descalcificação em MW de osso esponjoso com 

RDO (30,167) possui o score mais elevado e que o 

menor score foi obtido na descalcificação de 

rotina de osso compacto com RDO com 6,750. 

Foram ainda comparadas as médias dos scores 

finais para o protocolo convencional e o 

protocolo utilizando MW (Gráfico III). Tendo em 

conta os valores médios para cada tipo de 

protocolo é possível constatar que o protocolo de 

rotina tem uma média final superior (27,42) à 

média final do protocolo que utiliza MW (24,76).

O protocolo convencional apresentou resultados 

com maior homogeneidade comparativamente 

com os resultados do protocolo com MW, desvio 

padrão = 0,74 vs 4.71, respectivamente. Não 

foram observadas diferenças estatisticamente 

significativas entre os dois protocolos (p= 0,433> 

p=0,05, teste t). 

Tendo em conta os valores médios para cada tipo 

de descalcificador é possível constatar que o RDO 

tem uma média final ligeiramente superior 

(22,93) à média final do ácido nítrico 5% (22,35), 

como verificado no Gráfico IV.

Gráfico II - Valores médios dos scores finais
Legenda: O.E. RDO MW - descalcificação em MW de osso esponjoso com RDO; C. RDO - descalcificação de rotina de costela com RDO;
 O.E. ácido - descalcificação de rotina de osso esponjoso com ácido nítrico 5%; O.E. RDO - descalcificação de rotina de osso esponjoso 
com RDO; C. ácido - descalcificação de rotina de costela com ácido nítrico 5%; C. RDO MW - descalcificação em MW de costela com RDO; 
O.E. ácido MW - descalcificação em de MW osso esponjoso com ácido nítrico 5%; O.C. ácido - descalcificação de rotina de osso compacto 
com ácido nítrico 5%; O.C. RDO - descalcificação de rotina de osso compacto com RDO
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O RDO apresentou uma maior dispersão de 

resultados comparativamente com o ácido 

nítrico a 5%, desvio padrão = 9,46 vs 4,68, 

respectivamente. Não foram observadas 

diferenças estatisticamente significativas entre 

os dois agentes descalcificadores (p= 0,916> 

p=0,05, teste t). 

DISCUSSÃO

Tendo em conta os resultados apresentados e o 

estado de arte actual sobre esta temática, pode 

dizer-se que foi possível diminuir a duração do 

processo de descalcificação de osso, utilizando-

se as MW. As amostras que seguiram este 

protocolo obtiveram menores períodos de 

descalcificação (1,167 horas para costelas e osso 

esponjoso em RDO e 1,25 horas para osso 

esponjoso em ácido nítrico a 5%). 

É importante referir que as amostras 

descalcificadas obtidas através do protocolo de 

descalcificação com uso de MW foram inferiores 

(n=7) em número às amostras descalcificadas 

obtidas com o protocolo de descalcificação de 

rotina (n=13). Tal poderá ficar a dever-se ao 

número de ciclos de irradiação em MW, que 

apesar de corroborarem com o descrito na 

literatura para a descalcificação com RDO [14], 

se mostraram insuficientes. Este facto poderá 

ser apoiado pela utilização de um tipo diferente 

de RDO que o utilizado no protocolo descrito na 

literatura - Full Strength RDO [15, 16]. 

A utilização de um banho de gelo para 

arrefecimento da solução descalcificadora 

poderá ter influenciado o tempo de 

descalcificação, já que este foi utilizado para 

reduzir o aumento da temperatura gerado pelas 

MW durante o processo [6]. Para alguns autores o 

tempo de descalcificação depende da 

temperatura no MW, assim sendo, altas 

temperaturas permitem uma descalcificação 

mais rápida pois o aumento da temperatura no 

sistema acelera o processo de difusão [6, 8]. No 

entanto, Kok & Boon (1990), postulam que o 

aumento da taxa de difusão deve-se a um 

aumento na energia vibracional ou a uma 

alteração do estado de polarização da solução 

descalcificadora induzido pelas MW, mesmo na 

ausência de um aumento significativo da 

temperatura [7].

De um modo geral a descalcificação com RDO 

obteve um valor médio ligeiramente superior ao 

obtido com a utilização de ácido nítrico a 5%, 

apoiando o facto da qualidade da coloração e dos 

detalhes histológicos após o seu uso ser 

excelente [5], no entanto não existiram 

diferenças significativas, concluindo que os 

resultados obtidos com o protocolo de rotina e o 

protocolo realizado em MW são idênticos.

Verificou-se ainda que a utilização de MW não 

influencia a coloração das lâminas, uma vez que 

os resultados obtidos com este método são 

comparáveis com os do método convencional. 

Assim sendo, com a utilização do MW não há 

perda acentuada das afinidades tinturiais dos 

tecidos. Este facto é justificado pela energia de 

MW não ser forte o suficiente para alterar 

ligações covalentes ou para quebrar as pontes de 

hidrogénio, logo a arquitectura celular 

permanece intacta [9].

A descalcificação em MW é um método útil que 

poderá ser aplicado aos laboratórios de anatomia 

patológica como parte da técnica histológica ou 

mesmo em laboratórios de pesquisa, já que este 

método permite a obtenção de resultados em 

tudo comparáveis aos obtidos com o método 

convencional, no que diz respeito à qualidade 

final da lâmina histológica. 

Como estudos futuros, sugere-se a avaliação da 

influência do processo de descalcificação por MW 

e a aplicação de técnicas imunocitoquímicas.
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RESUMO

Sendo os tecidos e os seus constituintes celulares incolores torna-se necessário recorrer a técnicas que 

permitam corar as diferentes estruturas. As colorações especiais permitem discriminar algumas delas, 

assumindo extrema importância na caracterização de determinadas patologias, nomeadamente as 

cardiovasculares. Nestas, são indispensáveis colorações como a de Verhöeff, para demonstrar fibras 

elásticas, e o Tricrómio de Masson, para diferenciar músculo, colagénio e eritrócitos.

Foi assim estabelecido como objetivo deste trabalho otimizar um protocolo combinado das técnicas de 

Verhöeff e Tricrómio de Masson verificando a validade desta abordagem em patologias 

cardiovasculares.

Ajustou-se um protocolo de coloração combinado de Verhöeff & Tricrómio de Masson aplicado a cortes 

histológicos correspondentes a placa de ateroma em aorta abdominal. Para controlo dos resultados 

obtidos foram também efetuadas para a mesma placa de ateroma Hematoxilina-Eosina, Verhöeff, 

Tricrómio de Masson e imunomarcação com o anticorpo anti-Actina do músculo liso. As lâminas 

resultantes da aferição do protocolo foram observadas de forma independente por duas patologistas.

Esta coloração combinada permite a caracterização simultânea de fibras elásticas, músculo, colagénio 

e eritrócitos, surgindo como uma ferramenta valiosa no estudo de patologias cardiovasculares. Trata-

se, pois, de um método mais rápido e menos oneroso do que o Verhöeff e o Tricrómio de Masson em 

separado, acrescendo a possibilidade de rentabilizar amostras tecidulares de pequenas dimensões, uma 

vez que se realizam as duas técnicas no mesmo corte histológico. É também possível a visualização de 

miofibroblastos sem recurso a Imunohistoquímica e como permite a distinção dos componentes 

tecidulares com ótimo contraste, é excelente para Histomorfometria.

PALAVRAS-CHAVE: Verhöeff, Tricrómio de Masson, Histoquímica, Patologia cardiovascular; 

Histomorfometria

INTRODUÇÃO

Os tecidos e os seus constituintes são incolores, 

sendo necessário recorrer a técnicas, como as 

“colorações especiais”, que permitam corar e 

discriminar as diferentes estruturas celulares 

[1]. Estas técnicas assumem extrema 

importância na caracterização de patologias, 

nomeadamente as cardiovasculares, sendo de 

destacar para estas a técnica de Verhöeff para 

evidenciar fibras elásticas, e o Tricrómio de 

Masson para diferenciar músculo, colagénio e 

eritrócitos [2].

Verhöeff

As fibras elásticas são coradas tanto por corantes 

ácidos como básicos, sendo inúmeras as técnicas 

disponíveis para a sua demonstração. O Verhöeff 

é o método mais utilizado [1, 3].

A solução de Verhöeff é composta por 

Hematoxilina, Cloreto de Ferro e Iodina. Sendo 

as fibras elásticas fortemente interligadas por 

pontes dissulfito, após um tratamento oxidativo 

pela Iodina, estas são convertidas em derivados 

aniónicos de ácido sulfónico, extremamente 

basofílicos e capazes de reagir com corantes 

básicos como a Hematoxilina. Concentrações 

elevadas de eletrólitos na solução corante 

potenciam a reação e inibem a ligação do 

corante à cromatina e ao RNA ribossomal [3].

Esta técnica pode ser combinada com uma 

simples coloração de contraste, ou com uma 

coloração tricrómica para tecido conjuntivo, 

sendo habitualmente utilizada a Picrofucsina de 

Van-Gieson [1]. A técnica de Verhöeff pode, no 

entanto, ser contrastada por uma modificação do 

Tricrómio de Masson. A combinação das duas 

técnicas faculta informação e detalhes 
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importantes sobre a constituição dos tecidos, 

surgindo como uma ferramenta valiosa no estudo 

de várias patologias, nomeadamente patologia 

cardiovascular, em biópsias e peças cirúrgicas ou 

em material de autópsia [4, 5].

Tricrómio de Masson

Muitas técnicas disponíveis para a caracterização 

diferencial do tecido conjuntivo designam-se por 

Colorações Tricrómicas, sendo usadas para 

diferenciar fibras de colagénio e fibras 

musculares [3]. O método mais utilizado é o 

Tricrómio de Masson que tem por base a 

utilização de corantes em soluções ácidas e 

envolve: coloração dos núcleos com 

Hematoxilina, coloração dos citoplasmas com 

corante vermelho, diferenciação com ácido 

fosfotúngstico ou fosfomolíbdico e coloração das 

fibras de colagénio com verde ou azul [1].

O princípio da coloração diferencial destas 

estruturas deve-se à formação, após a fixação, 

de redes proteicas tridimensionais insolúveis, 

com diferentes características: os eritrócitos 

possuem uma rede densa apenas com poros 

pequenos, enquanto as fibras musculares 

formam uma estrutura mais aberta com poros 

maiores; já o colagénio mostra a rede menos 

densa. Estas estruturas estão diretamente 

relacionadas com as reações dos corantes com os 

tecidos, uma vez que moléculas corantes com 

“baixo” peso molecular penetram e coram 

qualquer uma das três estruturas; moléculas de 

peso “intermédio” penetram no músculo e no 

colagénio; e as moléculas com “maior” peso 

apenas coram o colagénio, deixando o músculo e 

os eritrócitos por corar. Regra geral, sempre que 

moléculas corantes com pesos moleculares 

diferentes possuam dimensões que lhes 

permitam, a ambas, penetrar a mesma 

estrutura, prevalece a molécula de peso superior 

[3].

A fixação em Formaldeído, utilizada na rotina, 

não produz bons resultados com o Tricrómio de 

Masson sendo que, o tratamento dos tecidos com 

Ácido Pícrico permite melhorar a intensidade e o 

brilho da coloração [3].

Objetivo

Com base nestes princípios, foi definido como 

objetivo otimizar um protocolo combinado das 

técnicas de Verhöeff e Tricrómio de Masson 

verificando a validade desta abordagem em 

patologias cardiovasculares.

MATERIAL E MÉTODOS

Tendo por base os princípios desta metodologia 

combinada descrita na literatura e os protocolos 

a uso nos Serviços de Anatomia Patológica dos 

Hospitais de Santa Cruz e de Egas Moniz, 

circunscrito aos reagentes disponíveis no Serviço 

de Anatomia Patológica do Hospital de Santa 

Cruz, foram elaborados possíveis protocolos 

combinados de Verhöeff e Tricrómio de Masson. 

Algumas das variáveis testadas foram: 1) a ordem 

de execução das técnicas, 2) o tratamento do 

corte com Ácido Pícrico (quer entre as duas 

técnicas quer antes de ambas) e 3) a duração dos 

diferentes passos.
Estes foram aplicados a cortes histológicos 

correspondentes a placa de ateroma em aorta 

abdominal humana fixada em Formol tamponado 

a 10% e impregnada em Parafina, num total de 29 

lâminas. Para controlo da intensidade e 

especificidade da coloração combinada foram 

também efetuadas, para a mesma placa de 

ateroma, as seguintes técnicas: Hematoxilina-

Eosina (H&E), Verhöeff, Tricrómio de Masson e 

imunomarcação com o anticorpo monoclonal de 

ratinho anti-Actina do músculo liso, clone 1A4 

(Dako) diluído a 1:300 em TBS, por método de 

polímero indireto (Dako REAL™ EnVision™ 

Detect ion  System,  Perox idase/DAB+,  

Rabbit/Mouse) em aparelho automático 

Techmate Horizon (Dako). As lâminas obtidas 

foram observadas ao microscópio ótico (de forma 

independente) por duas patologistas e avaliadas 

qualitativamente para os seguintes parâmetros:
● Intensidade: Ausência de coloração 

(classificação inferior), Coloração muito fraca, 

Coloração fraca, Coloração moderada, 

Coloração intensa, Coloração muito intensa 

(classificação superior);
● Especificidade: Sem estruturas 

coradas (classificação inferior), Apenas 

estruturas inespecíficas coradas, Estruturas 

específicas e inespecíficas coradas, Apenas 

estruturas específicas coradas (classificação 

superior).

RESULTADOS

Verificou-se que quando a técnica do Tricrómio 

de Masson é executada antes da técnica de 

Verhöeff apenas permanecem marcadas as fibras 

elásticas, sendo as restantes estruturas 

descoradas com a aplicação da solução de 

Verhöeff. No entanto, quando a técnica de 

Verhöeff é executada em primeiro lugar observa-

se a marcação de todas as estruturas 

pretendidas.
Relativamente ao tratamento dos cortes com 

Ácido Pícrico, este não se apresentou uma mais-

valia, uma vez que interferiu com a marcação das 

fibras elásticas.
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Foi assim eleito o protocolo patente na Tabela I 

por se tratar do único cuja respetiva lâmina 

obteve, com unanimidade, a classificação 

superior para ambos os parâmetros. Por outras 

palavras, a única que apresentou coloração 

muito intensa e tendo apenas as estruturas 

específicas coradas.

Antes de serem corados com o protocolo 

combinado eleito, apenas se conseguem 

distinguir nos cortes as fibras elásticas, devido à 

sua refringência (Figura 1A). Após a incubação 

com a solução de Verhöeff observam-se as fibras 

elásticas a negro (Figura 1B), apresentando o 

restante tecido uma coloração pouco 

discriminativa. Depois de aplicada a solução de 

Fucsina-Orange, o tecido exibe uma tonalidade 

rosa, exceto as fibras elásticas que permanecem 

a negro (Figura 1C). A diferenciação com Ácido 

Fosfotúngstico permite descorar o colagénio, 

mantendo o músculo corado (Figura 1D) e, por 

último, o contraste com Verde Luz cora o 

colagénio de verde, atribuindo um tom violeta ao 

músculo e mantendo as fibras elásticas a negro 

(Figura 2).

Assim, este protocolo combinado cora as fibras 

elásticas e os núcleos de preto, as fibras 

musculares e o citoplasma de violeta, o 

colagénio de verde, e os eritrócitos de vermelho 

(Figura 2A). Além disso, é também possível 

demonstrar calcificações que coram de azul-

escuro (Figura 2B).

Comparando este método (Figura 3A) com as 

colorações utilizadas em rotina, a H&E não 

permite discriminar as 3 estruturas (Figura 3B), o 

Verhöeff permite a demonstração das fibras 

elásticas e uma fraca evidenciação das fibras 

musculares e das fibras de colagénio (Figura 3C) 

e com o Tricrómio de Masson apenas se observam 

as fibras musculares e as fibras de colagénio 

(Figura 3D).

A componente do Tricrómio de Masson confere à 

técnica combinada capacidade para, 

igualmente, identificar miofibroblastos (Figura 

4A), que são células com propriedades 

contrácteis por co-diferenciação muscular, cuja 

avaliação é importante nos casos de 

aterosclerose. Na H&E (Figura 4B) e no Verhöeff 

(Figura 4C), estas não se encontram 

evidenciadas. A imunomarcação para o anticorpo 

anti-Actina do músculo liso permite confirmar 

que as células identificadas correspondem de 

facto a miofibroblastos (Figura 4D).

1. Desparafinar e hidratar até à água  

2. Incubar com a solução de Verhöeff 20 min. 

3. Lavar em água corrente  

4. Diferenciar com Cloreto de Ferro aquoso a 2%  

(até permanecerem apenas coradas as fibras elásticas) 

 

5. Lavar em água corrente  

6. Colocar em Etanol a 95% 5 min. 

7. Lavar com água destilada  

8. Corar com solução de Fucsina-Orange 10 min. 

9. Lavar com água destilada  

10. Diferenciar com Ácido Fosfotúngstico a 1% 5 min. 

11. Lavar com água destilada  

12. Contrastar com Verde Luz 7 min. 

13. Lavar com água destilada  

14. Diferenciar com Ácido Acético a 1% 3 seg. 

15. Desidratar, clarificar e montar  

Nota: Todas as soluções utilizadas foram preparadas pelos autores com reagentes Merck. 

 - A Solução de Verhöeff (preparada extemporaneamente) é composta por 10mL de 
Hematoxilina a 5% em Etanol Absoluto, 4mL de Cloreto de Ferro aquoso a 10% e 4mL de 
Idodina Forte (2g Iodina re-sublimada, 4g de Iodeto de Potássio, 100mL Água destilada) 

 - A Solução de Fucsina-Orange é composta por 1g de Fucsina Ácida, 0.4g de Orange G, 
1mL de Ácido Acético e 300 mL de Água destilada 

 - O Verde Luz é composto por 2g de Light Green Yellow em 100mL de Ácido Acético a 1% 

 
Tabela I - Protocolo combinado Verhöeff & Tricrómio de Masson.

Figura 1 - Sequência da coloração com o protocolo 
combinado Verhöeff-Tricrómio de Masson. 
A- Corte descorado. 
B- Incubação com solução de Verhöeff. 
C- Incubação com solução de Fucsina-Orange. 
D- Diferenciação com Ácido Fosfotúngstico. 
(Verhöeff-Tricrómio de Masson, 400x)

Figura 2 - Pormenor das diferentes cores observadas 
com a técnica combinada. 
A- Artéria muscular para-aórtica e tecido conjuntivo envolvente 
(Verhöeff-Tricrómio de Masson, 400x). 
B- Calcificação (Verhöeff-Tricrómio de Masson, 200x). 
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DISCUSSÃO

A bibliografia existente acerca deste método 

combinado é escassa e não foi possível aos 

autores acederem a um protocolo previamente 

testado. Como tal, tendo por base os princípios 

de coloração de ambas as técnicas, os autores 

otimizaram o seu próprio protocolo.

Este assume extrema importância em patologias 

cardiovasculares, nomeadamente em placas de 

ateroma, para avaliação da espessura da íntima, 

caracterização mais detalhada do tipo e 

constituição da placa (ateroma/fibroateroma), 

bem como a sua antiguidade, incluindo ainda a 

identificação de miofibroblastos, aneurismas 

para avaliação da perda de elastina, dissecções 

da aorta, cardiomiopatias, patologia valvular; e 

síndrome de Marfan [2, 6].

Um aspeto importante desta técnica combinada 

consiste no facto do seu ótimo contraste de cores 

poder ser mais adequado para análise 

histomorfométrica, nomeadamente, na 

determinação da espessura da íntima e do rácio 

das camadas íntima/média com menor margem 

de erro nas leituras, do que a técnica de Verhöeff 

contrastada com a solução de Picrofucsina de 

Van-Gieson [7-12].

Assim, concluiu-se que:

1. Foi possível otimizar um protocolo 

combinado das técnicas de Verhöeff e de 

Tricrómio de Masson que demonstrasse 

simultaneamente fibras elásticas, musculares e 

de colagénio com ótimo contraste, sendo mais 

vantajoso que a técnica do Verhöeff utilizada 

isoladamente;

2. Com este método é possível a 

visualização de miofibroblastos sem recurso a 

técnicas imunocitoquímicas;

3. Rentabilizam-se amostras de 

pequenas dimensões, como no caso de biópsias 

de transplante (material diminuto que deve ser 

cortado a vários níveis e dos quais se passariam 

apenas a fazer duas lâminas: H&E e técnica 

combinada de Verhöeff & Tricrómio de Masson);

4. É um método mais rápido e menos 

oneroso que as duas técnicas em separado, visto 

apenas se realizar uma lâmina por caso, bem 

como, suprimir a utilização de alguns reagentes 

(solução de Van-Gieson de contraste na técnica 

de Verhöeff e Hematoxilina de Weigert para 

coloração dos núcleos no Tricrómio de Masson).

Afigura-se-nos, pois, tratar-se de uma 

otimização de técnicas de Histoquímica com 

aplicação prática, bons resultados e vantagens 

económicas.
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Figura 3 - Parede da artéria corada com diferentes técnicas. 

A- Verhöeff-Tricrómio de Masson. 
B- Hematoxilina-Eosina. 
C- Verhöeff. 
D- Tricrómio de Masson. (400x)

Figura 4 - Miofibroblastos da placa de ateroma 
com diferentes técnicas para comparação. 

A- Verhöeff-Tricrómio de Masson. 
B- Hematoxilina-Eosina. 
C- Verhöeff. 
D- Imunomarcação anti-Actina do músculo liso,
 clone 1A4 (Dako). (400x)
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RESUMO

A utilização de testes de controlo para a presença de fungos em material histológico é condicionada pelo 

acesso a material proveniente de doentes com infecções fúngicas. De modo a obter material micótico 

para controlo positivo em técnicas histoquímicas, descreve-se um método de obtenção de fungos a 

partir de bolor do pão. 

A preparação dos controlos positivos de bolor realizou-se mediante as metodologias de Cell block e de 
TMHistoGel , tendo as amostras sido processadas na rotina habitual de um laboratório de Anatomia 

Patológica. 
TMApós a realização da técnica de Grocott constatou-se que as amostras processadas por HistoGel  

mostraram maior concentração de fungos. Não obstante, os dois métodos utilizados cumpriram 

satisfatoriamente os requisitos exigidos à partida, tendo-se mostrado económicos, de fácil obtenção e 

seguros, podendo ser úteis na obtenção de fungos para controlos positivos em técnicas histoquímicas.

TMPALAVRAS CHAVE: Fungos, Grocott, Testes controlo, Histoquímica, HistoGel , Cell block

INTRODUÇÃO

A cultura de fungos apresenta-se actualmente 

como o “gold standard” do diagnóstico das 

infecções causadas por este patogénio, 

permitindo uma caracterização genotípica 

rigorosa da sua espécie e consequente 

identificação de uma linha terapêutica adequada 

[1-3], o que é importante sobretudo numa altura 

em que se observa o aumento da resistência a 

anti-fúngicos [4]. Não obstante, as técnicas de 

detecção de fungos em amostras citológicas e 

secções histológicas são utilizadas com 

frequência como uma primeira linha de 

diagnóstico, uma vez que possibilitam a 

obtenção de resultados rápidos e fiáveis sobre a 

existência de infecção fúngica, permitindo 

orientar o tratamento de forma correcta e 

atempada.

Como nem todos os fungos são detectáveis pela 

coloração de Hematoxilina e Eosina, 

especialmente quando presentes em pequenas 

quant idades,  rea l i zam-se  co lorações  

histoquímicas que permitam a visualização do 

microorganismo e ocasionalmente permitam a 

identificação com base em características 

morfológicas [5,6]. As colorações Periodic Acid 

Schiff e Grocott são provavelmente as mais 

usadas já que virtualmente permitem a detecção 

de todos os fungos [6]. Contudo, a utilização 

destas técnicas é limitada pela disponibilidade 

de material histológico que possa ser utilizado 

como controlo positivo, de forma a garantir a 

fiabilidade dos resultados [7]. 

A obtenção deste material é muitas vezes 

condicionada pela disponibilidade de doentes 

humanos com infecções fúngicas ou por 

restrições éticas ao uso de material sem 

autorização prévia e consentimento informado 

dos mesmos. Idealmente, o laboratório deveria 

dispor de um meio de acesso facilitado a 

amostras biológicas de fungos.

No presente trabalho foram seleccionados dois 

métodos para processamento das amostras, o 

Cell block (Thermo Scientific Shandon Cytoblock 
TMCell block) e o HistoGel  (Thermo Scientific 

TMRichard-Allan Scientific HistoGel ) que são os 

procedimentos mais utilizados em laboratórios 

de Anatomia Patológica para processamento e 

inclusão de material citológico. 

mícronRevista Técnica de Anatomia Patológica
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Apesar de o Cell block ser o método mais 
TMutilizado na prática laboratorial, o HistoGel  

tem vindo a ser testado como melhor alternativa 

essencialmente devido a dois aspectos: não 

requer fixação livre de fosfatos, e permite obter 

uma maior concentração de material com boa 

morfologia histológica. 

Pretende-se assim com este trabalho conseguir 

um método de obtenção de fungos e consequente 

processamento histológico desse material, que 

permita a sua utilização regular como controlo 

positivo na detecção de fungos por colorações 

histoquímicas.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram extraídos fungos de material em 

decomposição, obedecendo aos seguintes 

critérios: ser um método barato e de fácil acesso, 

sem implicações ético-legais, e que não 

constitua um perigo para a saúde humana. 

A colheita de fungos fez-se por raspagem de pão 

em decomposição (Figura 1), numa hotte, para 

um tubo tipo falcon com água destilada. Em 

seguida procedeu-se à sua centrifugação durante 

5 minutos a 1000 rpm (é possível colher 

directamente material micótico e não recorrer à 

centrifugação). Parte do material foi processado 

em Cell block (Thermo Scientific Shandon 
TMCytoblock Cell block) e parte em HistoGel  

(Thermo Scientific Richard-Allan Scientific 
TMHistoGel ).

Para o Cell block decantou-se a água e colocou-se 

formol a 10% (livre de fosfatos). Procedeu-se a 

uma nova centrifugação durante 5 minutos a 

2800 rpm tendo-se realizado o protocolo 

recomendado pelo fabricante. Processou-se no 

processador automático de tecidos Shandon 

Pathcentre, a partir do álcool a 70% (Figura 2).
TMPara o HistoGel  decantou-se a água e colocou-

se formol tamponado a 10%. Centrifugou-se a 

amostra e adicionou-se ao pellet obtido 
TMHistoGel  liquefeito (no microondas a 540W 

durante 40 segundos). Homogeneizou-se e 

centrifugou-se a 4000 rpm durante 1 minuto. 

Colocou-se no congelador durante 3 minutos 

para solidificação. Desenformou-se o pellet do 

tubo de centrífuga obtendo-se um cone que se 

seccionou longitudinalmente pelo vértice e que 

foi colocado numa cassete histológica e 

processado no programa de biópsias habitual do 

laboratório (Figura 3).

Nos blocos obtidos realizaram-se cortes 

histológicos com 3 μm de espessura e colocaram-

se em lâminas Superfrost™ , tendo em seguida 

sido corados seguindo a técnica de Grocott [7]. 

Foi utilizado um controlo positivo de pulmão 

infectado com fungos (Aspergillus fumigatus- 

Figura 4A).

Figura 1 - Obtenção de bolor a partir de pão.

Figura 2 - Fungos do pão pela metodologia Cell block

TM Figura 3 - Fungos do pão pela metodologia HistoGel

RESULTADOS

Verificou-se que é possível a detecção 

histoquímica de fungos tanto em lâminas 

provenientes de Cell block (Figura 4B e 4C) como 
TMde HistoGel  (Figura 4D e 4E)  com a técnica de 

TMGrocott. O método de HistoGel  apresenta 

contudo, maior concentração de fungos nas 

amostras processadas e não necessita de fixação 

livre de fosfatos, o que facilita a sua 

implementação, não havendo necessidade de 

mudar métodos estabelecidos, ou utilizar 

reagentes diferentes dos habituais na rotina 

laboratorial.
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Figura 4A- Controlo positivo, pulmão, 
Aspergiloma, Grocott (400x)

TMFigura 4E - Fungos do pão, HistoGel , Grocott (1000x)

TMFigura 4D - Fungos do pão, HistoGel , Grocott (400x )

Figura 4B - Fungos do pão, Cell block, Grocott (100x)

Figura 4C - Fungos do pão, Cell block, Grocott (100x)

DISCUSSÃO 

Tendo em conta a elevada densidade de fungos 

obtida pela raspagem do pão, a escolha do 

método poderá depender dos recursos do 

laboratório e das preferências dos utilizadores, 
TMjá que tanto o Cell block como o HistoGel  foram 

considerados satisfatórios, sem dificuldades de 

utilização ou de manipulação. 

Comprovámos que os métodos utilizados 

cumpriram satisfatoriamente os requisitos 

exigidos à partida, sendo de baixo custo, fácil 

obtenção e seguros. Realizaram-se técnicas 

simples, que utilizam materiais de uso corrente 

em laboratórios de Anatomia Patológica, e que 

permitem a identificação das estruturas 

micóticas sem a necessidade de alteração de 

qualquer protocolo já estabelecido na rotina  

laboratorial.

Conclui-se que os métodos testados podem ser 

úteis na obtenção de fungos para controlos 

positivos em técnicas histoquímicas e que têm 

aplicação num laboratório de Anatomia 

Patológica. Os autores consideram ainda que a 
TMutilização de HistoGel  é mais vantajosa para o 

processamento histológico de material micótico 

para realização da técnica de Grocott.
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RESUMO

A membrana basal, camada glicoproteíca, constitui o suporte físico dos epitélios. Alterações nas 

estruturas e função das membranas basais são observadas em várias patologias, nomeadamente, nas 

síndromes renais. A técnica de prata-metenamina, específica para marcação de membranas basais, 

contribui para o diagnóstico de patologias, principalmente da glomerulonefrite membranosa, 

glomerulonefrite membranoproliferativa ou diabetes, onde este folheto da matriz extracelular pode 

aparecer mais espessado.

O tempo do diagnóstico é um fator importante não só para o paciente que se encontra dependente do 

diagnóstico, como para medir a eficácia do laboratório de anatomia patológica. Assim, o 

desenvolvimento de técnicas que diminuam os tempos de procedimento sem comprometer os 

resultados é um dos caminhos a seguir para melhorar a resposta às patologias e necessidades dos 

pacientes. Neste trabalho aperfeiçoamos a técnica de coloração de prata-metenamina com o objetivo 

de reduzir o tempo de execução permitindo uma resposta mais rápida às necessidades dos pacientes. 

Neste sentido, foram aplicados em cortes de rim e pulmão de ratinho dois protocolos alternativos ao 

protocolo standard de prata-metenamina, nos quais a incubação na estufa foi substituída por uma 

incubação em banho-maria e no micro-ondas, respetivamente. Além disso, a concentração de alguns 

reagentes foi também modificada. O protocolo alternativo da coloração de prata-metenamina em 

banho-maria revelou excelentes resultados, uma vez que as imagens observadas foram semelhantes às 

obtidas com o protocolo standard, mas com uma redução bastante significativa do tempo de execução 

da técnica. 

PALAVRAS-CHAVE: Glicoproteínas, Coloração de prata-metenamina, Lâmina basal, Epitélio

INTRODUÇÃO

As membranas basais são encontradas em todos 

os tecidos do corpo humano como uma matriz 

flexível, separando células epiteliais, 

endoteliais ou mesoteliais dos tecidos 

conjuntivos, das células musculares ou de 

células do tecido nervoso, sendo a sua principal 

função o suporte físico dos epitélios. A 

membrana basal não é homogénea, estando 

dividida em três camadas: lâmina rara, lâmina 

densa e lâmina reticular, em que o conjunto da 

lâmina rara e lâmina densa constituem a lâmina 

basal [1]. A lâmina rara é composta por 

glicoproteínas complexas e encontra-se 

adjacente à base das células epiteliais, sendo a 

sua adesão estabelecida pela existência de 

integrinas. A lâmina densa é composta por uma 

rede de microfibrilhas, predominando o 

colagénio tipo IV associado a grande quantidade 

de glicoproteínas, nomeadamente de laminina e 

fibronectina, e de pequenas quantidades de 

proteoglicanos ricos em sulfato de heparano. A 

lâmina reticular é vista como uma rede de 

elementos fibrosos, nomeadamente de fibras 

reticulares ou colagénio tipo III associadas a 

proteínas e glicoproteínas, contínua com as 

fibras subjacentes ativas do tecido conjuntivo 

[2,3].

Alterações nas estruturas e função das 

membranas basais são observadas em várias 

patologias, nomeadamente nas síndromes 

renais. A espessura da membrana basal varia 

consoante o tecido, embora apresente 
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normalmente entre 15 e 50 nm. A membrana 

basal glomerular (MBG) é particularmente 

espessa num adulto saudável, podendo 

apresentar até 350 nm. Em casos de nefropatia 

membranosa ou diabetes, as membranas basais 

dos glomérulos são ainda mais evidentes, dada a 

sua maior espessura. Para uma análise mais 

correta destas estruturas, existem várias 

técnicas histoquímicas específicas disponíveis 

[2]. 

A coloração é uma etapa fundamental em 

histologia, uma vez que os tecidos necessitam de 

diferenciação ótica. Com a coloração de 

hematoxilina-eosina (HE), a maioria dos cortes 

histológicos apresenta pouco contraste para as 

membranas basais tornando difícil o diagnóstico 

de patologias que tenham estas estruturas como 

referência. Dado o seu conteúdo rico em 

hidratos de carbono, as membranas são 

fortemente positivas para a técnica de prata-

metenamina. Esta técnica permite demonstrar 

os polissacarídeos da membrana basal bem como 

da parede celular microbiana [4].

A técnica de prata-metenamina evidencia a 

membrana basal, tornando possível a 

visualização de alterações na sua estrutura e 

função [4]. Pela observação em microscopia 

ótica de cortes histológicos renais de pacientes 

com glomerulonefrite membranoproliferativa 

(GNMP) ou glomerulonefrite membranosa 

(GNM), verifica-se que a alteração das 

membranas basais em espessura é similar em 

ambas as patologias, embora nos cortes com 

GNMP também se verifique proliferação das 

células glomerulares [2]. 

O tempo do diagnóstico é um fator importante 

não só para revelar o estado do doente, mas 

também para traduzir a eficácia do laboratório 

de anatomia patológica onde se processam as 

amostras que irão permitir esse mesmo 

diagnóstico. Assim, o desenvolvimento de 

técnicas que diminuam os tempos de coloração 

sem comprometer a credibilidade dos resultados 

é um dos objetivos prementes para melhorar os 

tempos de resposta à patologia [5].

A técnica de prata-metenamina consiste numa 

reação de redução da prata pelos constituintes 

das membranas basais, depois da oxidação dos 

grupos 1,2-glicol, pelo ácido periódico, levando 

à produção de aldeídos. Estes aldeídos reduzem 

os iões de prata a prata metálica, tornando-a 

visível. A viragem é feita com cloreto de ouro e a 

prata não reduzida é removida com hipossulfito 

de sódio. Deste modo, é produzido um 

precipitado de prata nas membranas basais 

[4,6].

Tendo em conta os conhecimentos expostos, 

este trabalho teve como objetivo aperfeiçoar a 

técnica de prata-metenamina com o intuito de 

reduzir o tempo de execução e assim permitir 

uma resposta mais rápida em patologias 

específicas com vantagens para os doentes.

MATERIAL E MÉTODOS

O presente estudo foi realizado nos laboratórios 

de Anatomia Patológica do Instituto Politécnico 

de Saúde do Norte. 

Amostragem e Processamento dos Tecidos

O material biológico consistiu em amostras de 

rim e pulmão de ratinho processadas para 

obtenção de cortes histológicos. As amostras 

foram fixadas em formol tamponado a 10% 

durante 48 h e submetidas a um processamento 

automático, consistindo numa desidratação em 

série crescente de álcoois seguida de uma 

diafanização em xilol, terminando numa 

impregnação dos tecidos em parafina. 

De cada bloco foram realizados seis cortes de 4 

µm, dois para aplicação do protocolo standard 

de prata-metenamina [5,7] e quatro para 

aplicação do protocolo alternativo (dois cortes 

em que se utilizou o banho-maria e nos outros 

dois o micro-ondas [4]).

Coloração Standard de Prata-Metenamina

Os cortes foram submetidos a ácido periódico a 

0,5% durante 15 minutos. Seguiu-se uma 

incubação com solução prata-metenamina 

durante 90 minutos, numa estufa a 60ºC. A 

solução de prata-metenamina foi preparada 

imediatamente antes da sua utilização, a partir 

de uma solução stock de prata-metenamina com 

10% de solução de borato de sódio a 5% (a solução 

stock tinha a seguinte composição: metenamina 

a 3% com 4,8% de nitrato de prata a 5%.) Após a 

incubação adicionou-se cloreto de ouro a 0,2% 

durante 20 minutos, período em que ocorreu a 

viragem de castanho a negro. Os cortes foram 

então incubados em hipossulfito de sódio a 3% 

durante 2 minutos. Por último, os cortes foram 

contrastados com vermelho nuclear durante 3 

minutos. Entre cada um dos passos da técnica foi 

efetuada uma lavagem em água destilada. A 

coloração standard de prata-metenamina tem a 

duração de aproximadamente 2 horas e 10 

minutos [5,7].

Coloração Alternativa de Prata-Metenamina 

em Banho-maria

Os cortes foram submetidos a ácido periódico a 

2% durante 5 minutos e incubados em solução de 

prata-metenamina (descrita anteriormente) 

num banho-maria a 80ºC, durante 30 minutos. O
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Após a incubação adicionou-se cloreto de ouro a 
1% durante 1 minuto, verificando-se a viragem. 
Incubou-se em hipossulfito de sódio a 3% durante 
2 minutos e finalmente contrastou-se com 
eosina durante 3 minutos. Entre cada passo da 
técnica foi efetuada uma lavagem em água 
destilada. Esta coloração alternativa de prata-
m e t e n a m i n a  t e m  a  d u r a ç ã o  d e  
aproximadamente 41 minutos.

Coloração Alternativa de Prata-Metenamina 
por Micro-ondas
Os cortes foram submetidos a ácido periódico a 
2% durante 5 minutos e incubados em solução de 
prata-metenamina colocando-os num micro-
ondas a 450W durante 4 minutos. Após a 
incubação adicionou-se cloreto de ouro a 1% 
durante 1 minuto, de forma a ocorrer a viragem. 
Incubou-se em hipossulfito de sódio a 3% durante 
2 minutos e finalmente contrastou-se com 
eosina durante 3 minutos. Entre cada passo da 
técnica foi efetuada uma lavagem em água 
destilada. Esta coloração alternativa de prata-
metenamina por micro-ondas tem a duração de 
aproximadamente 15 minutos [4].

Montagem e Observação
Após a aplicação das várias técnicas de coloração 
descritas, os cortes foram montados com 

®Entellan , observados e fotografados num 
microscópio ótico Zeiss A1 com uma câmara 
fotográfica AxioCam IC3 acoplada ao 
microscópio.

RESULTADOS

Pela observação dos cortes histológicos de rim 
submetidos aos protocolos aplicados, as 
membranas dos epitélios dos túbulos renais e 
glomérulos renais apresentaram-se coradas de 
negro e as restantes estruturas apresentaram-se 
coradas de rosa (Figuras 1 a 4). No entanto, nos 
cortes onde se aplicou a técnica alternativa de 
prata-metenamina em banho-maria, os núcleos 
apresentaram-se mais evidentes (Figuras 2 e 4) 
quando comparados com os observados nos 
cortes onde se aplicou o procedimento standard 
(Figuras 1 e 3). As estruturas coradas de rosa 
apresentaram-se com tonalidades diferentes 
consoante a técnica utilizada, sendo um rosa 
mais claro nos cortes submetidos à técnica 
standard em comparação com os da técnica 
alternativa (Figuras 1 a 4). 
Paralelamente, resultados similares foram 
visualizados nos cortes de pulmão (Figuras 5 a 8). 
Os cortes histológicos, de ambos os tecidos, 
submetidos à coloração alternativa de prata-
metenamina por micro-ondas, apresentaram-se 
muito danificados, impedindo uma identificação 
clara das estruturas (Figuras 9 e 10). Mesmo nas 

situações em que foi possível a sua identificação, 

as alterações morfológicas das mesmas eram 

bem evidentes.  

Figura 1 - Corte de rim corado com a técnica standard 
de prata-metenamina. Observa-se o córtex renal 
com múltiplos glomérulos renais (G) onde também 
é possível visualizar a membrana basal corada a negro 
(seta). Também se observam túbulos (T) contorcidos 
proximais e distais corados de rosa.

Figura 3 - Corte de rim corado com a técnica 
standard de prata-metenamina. Face à maior 
ampliação, visualiza-se com mais detalhe a membrana 
basal (seta) dos glomérulos renais que aparecem marcadas 
de negro. Os túbulos (T) contorcidos proximais e distais 
apresentam-se com tonalidade rosa. 

Figura 2 - Corte de rim corado com a técnica 
alternativa de prata-metenamina em banho-maria. 
A membrana basal (seta) dos glomérulos renais (G) 
está corada a negro e os túbulos (T) contorcidos 
proximais e distais foram corados de rosa. 
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Figura 4 - Corte de rim corado com a técnica 
alternativa de prata-metenamina em banho-maria 
com maior ampliação. Visualiza-se com mais pormenor 
a membrana basal (seta) dos glomérulos renais corada 
de negro, em torno do glomérulo renal e dos capilares 
glomerulares. Os túbulos (T) contorcidos proximais 
e distais observam-se também com mais detalhe 
e corados de rosa.

Figura 7 - Corte de pulmão corado com a técnica 
standard de prata-metenamina com maior detalhe. 
Apenas se visualiza parte do bronquíolo (B) onde 
se observa a membrana basal (seta) corada de negro 
e o seu epitélio corado de rosa. Em torno da membrana 
basal encontra-se o músculo liso (M), em forma de anel, 
corado de rosa. 

Figura 6 - Corte de pulmão corado com a técnica 
alternativa de prata-metenamina em banho-maria. 
Observa-se o bronquíolo (B) com a membrana basal 
(seta), apresentando invaginações para o lúmen e corada 
de negro. Em torno da membrana basal encontra-se 
o músculo liso (M) em forma de anel corado de rosa. 
A membrana basal (seta) do vaso sanguíneo (V) também 
se apresenta corada de negro.

Figura 9 - Corte de rim corado com a técnica 
alternativa de prata-metenamina por micro-ondas. 
A morfologia do tecido apresenta-se bastante alterada 
face ao normal, em que os glomérulos renais (G) 
não se apresentam bem individualizados dos túbulos (T) 
contorcidos proximais e distais. 

Figura 5 - Corte de pulmão corado com a técnica 
standard de prata-metenamina. Observa-se o bronquíolo
 (B) com a membrana basal (seta) com algumas 
invaginações para o lúmen, corada de negro. 
O músculo liso (M) em forma de anel está corado 
de rosa. A membrana basal (seta) do vaso sanguíneo (V)
 também se apresenta corada de negro.

Figura 8 - Corte de pulmão corado com a técnica 
alternativa de prata-metenamina em banho-maria 
com maior ampliação. Visualiza-se a membrana basal 
(seta) corada de negro, onde é possível verificar 
a sua aparência reticular. As células do epitélio 
do bronquíolo (B) aparecem coradas de rosa. 
Entre as células epiteliais podem observar-se algumas 
de tonalidade mais escura correspondendo a células 
caliciformes. A rodear a membrana basal está o músculo 
liso (M) em forma de anel corado de rosa.
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Figura 10 - Corte de rim corado com a técnica 
alternativa de prata-metenamina por micro-ondas 
com maior ampliação. As alterações da morfologia 
do tecido são bem visíveis, em que não se distingue 
a membrana basal dos glomérulos renais (G),os quais 
também não se encontram bem individualizados 
dos túbulos (T) contorcidos proximais e distais.

DISCUSSÃO

Perante a similaridade dos resultados obtidos 

com a técnica standard e a técnica alternativa 

em banho-maria, e em ambos os tecidos, em que 

as membranas basais apareceram marcadas de 

negro contrastando com as restantes estruturas 

coradas de rosa, ficamos com a indicação que a 

técnica alternativa de prata-metenamina em 

banho-maria é tão fiável quanto a técnica 

standard. O facto de a técnica alternativa se 

realizar num intervalo de tempo muito mais 

reduzido torna-a uma técnica de elevada 

aplicabilidade laboratorial, vantajosa não só 

para o próprio laboratório, mas também para os 

pacientes que necessitem da aplicação desta 

técnica como meio de diagnóstico.

No entanto, e contrariamente aos resultados 

obtidos por outros autores [4], a aplicação da 

técnica alternativa por micro-ondas não se 

revelou uma técnica eficaz, face à destruição 

observada nos tecidos. Pelo que, a sua aplicação 

poderia comprometer o diagnóstico histológico 

dos pacientes.

É de salientar ainda que o aperfeiçoamento da 

técnica alternativa de prata-metenamina foi 

efetuado em duas etapas. Numa primeira fase 

apenas se substituiu a incubação na estufa por 

uma incubação em banho-maria, reduzindo o 

tempo dessa mesma incubação e obtendo 

resultados similares à técnica standard. Numa 

segunda fase, e com o intuito de diminuir ainda 

mais o tempo de incubação, aumentou-se a 

concentração dos reagentes, nomeadamente do 

ácido periódico e da solução de cloreto de ouro, 

obtendo-se novamente resultados similares ao 

procedimento standard. Os resultados 

apresentados foram os obtidos pela técnica 

alternativa de prata-metenamina com a inclusão 

dessas duas alterações ao protocolo standard, já 

que consideramos ser esse o protocolo otimizado 

face ao objetivo principal deste trabalho em 

reduzir o tempo de aplicação desta técnica.

Em conclusão, o objetivo pretendido com este 

trabalho foi alcançado. Foi encontrado um 

protocolo alternativo à técnica de prata-

metenamina utilizando um tempo muito inferior 

ao gasto na técnica standard, com obtenção dos 

mesmos resultados. Assim, o protocolo em que 

se utilizou o banho-maria é viável e pode ser 

utilizado como uma boa alternativa na obtenção 

de um diagnóstico mais rápido, mantendo a 

qualidade.
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RESUMO

O estudo anatomopatológico de biópsias prostáticas é frequentemente apoiado por técnicas 

imunocitoquímicas. Todavia, limitações no tamanho das amostras levam a que, por vezes, pequenos 

focos tumorais observados nas primeiras lâminas de Hematoxilina e Eosina (H&E) se percam nos cortes 

histológicos subsequentes, não permitindo a sua caracterização imunocitoquímica.

Com este trabalho pretende-se demonstrar a viabilidade de um método de transferência de tecido de 

biópsias prostáticas, previamente coradas com H&E, para lâminas carregadas electrostaticamente que 

possibilitem a realização de técnicas imunocitoquímicas. 

Foram avaliadas 20 biópsias prostáticas com diagnóstico de adenocarcinoma, tendo-se retirado do 

arquivo do Laboratório de Anatomia Patológica, uma lâmina histológica corada com H&E e o respectivo 

bloco de parafina. Procedeu-se à transferência dos cortes corados com H&E para lâminas carregadas 

electrostaticamente e ao corte histológico dos blocos para realização de técnicas imunocitoquímicas 

com os anticorpos anti - citoqueratina de alto peso molecular (clone 34ßE12, designada habitualmente 

por 34ßE12) e anti - Alpha methylacyl-Coenzyme-A-racemase (designada habitualmente por 

AMACR/P504S). Comparou-se a morfologia, observando-se 100% de preservação em todos os casos 

cortados de novo nos dois anticorpos, 95% no anticorpo anti - citoqueratina de alto peso molecular 

(clone 34ßE12) e 90% no anticorpo anti - Alpha methylacyl-Coenzyme-A-racemase (AMACR/P504S) em 

biópsias transferidas. A qualidade da marcação imunocitoquímica não ficou comprometida com a 

transferência de tecido nas lesões tumorais que se esperavam marcar. A intensidade da marcação foi 

maior nas lâminas submetidas a transferência de tecido (score 5 em 100% das amostras com 34ßE12 e 

95% com anti-AMACR comparativamente com score 4 em 100% das amostras cortadas de novo, em ambos 

os anticorpos).

O resultado deste estudo mostra que o método de transferência de tecido é viável em técnicas 

imunocitoquímicas e que a qualidade da marcação não é afectada no processo.

PALAVRAS-CHAVE: Transferência de tecido, Citoqueratina de alto peso molecular (clone 34ßE12), 

Alpha methylacyl-CoA-racemase (AMACR/P504S), Imunocitoquímica.

INTRODUÇÃO

O cancro da próstata é o tumor sólido mais 

comum diagnosticado em homens na Europa e 

nos Estados Unidos. Porém, nas duas últimas 

décadas a taxa de sobrevida aumentou de 67% 

para 89% [1,2].

O despiste do cancro da próstata através da 

determinação do antigénio específico da 

próstata (PSA) no soro e da ecografia prostática, 

levaram a uma detecção e diagnóstico mais 

precoce da doença, resultando num tratamento 

inicial mais célere com uma melhor sobrevida 

dos doentes [2].

O diagnóstico final de cancro da próstata é feito 

através do exame histológico de tecido 

prostático obtido através de biópsia eco-guiada 

ou resseção transuretral [3]. No entanto, a 

importância de uma detecção cada vez mais 

precoce do tumor, levou a que os resultados 

histopatológicos sejam realizados com um 

número cada vez mais reduzido de glândulas 

tumorais [4]. A interpretação da morfologia 

histológica visualizada pela coloração de rotina 
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no laboratório de anatomia patológica - a 

Hematoxilina e Eosina (H&E)  nem sempre é 

suficiente para o diagnóstico, razão pela qual se 

recorre à imunocitoquímica. Os marcadores 

util izados na rotina laboratorial são 

habitualmente uma citoqueratina de alto peso 

molecular (clone 34ßE12  expresso nas glândulas 

normais da próstata) e um marcador tumoral, 

anti - Alpha methylacyl-Coenzyme-A-racemase 

(AMACR - sobre expresso no tumor da próstata) 

[5]. 

O problema surge quando a necessidade de 

cortes histológicos sucessivos, leva a que o 

tumor desapareça do bloco de parafina. Alguns 

estudos [6,7] referem que esta situação poderia 

ser evitada se fossem efectuados cortes para 

lâminas adesivadas aquando do corte para a 

H&E. Estas lâminas seriam então reservadas para 

um eventual estudo imunocitoquímico. De 

acordo com os mesmos autores, este 

procedimento não garante que as células 

tumorais possam estar presentes nessas lâminas, 

já para não mencionar o custo associado ao 

número de lâminas que ficariam por utilizar. 

Outros estudos [8,9] referem a possibilidade de 

se efectuar a técnica imunocitoquímica nas 

lâminas previamente coradas com H&E mas em 

28% dos casos o corte descola durante a 

execução da técnica perdendo-se a lesão [8]. 

Em 1993, Mehta P. e Battifora H. descreveram 

um procedimento que possibilita a transferência 

de cortes da lâmina de H&E, sempre que o tumor 

tenha desaparecido do bloco de parafina [10]. 

Este ficou conhecido como método “Peel & 

Stick”. Posteriormente, vários autores 

publicaram artigos com aplicações deste método 

[11,12] e várias modificações têm vindo a ser 

feitas ao protocolo original, adaptado à 

realidade e experiência de cada laboratório.

Definiu-se como objectivo geral deste trabalho 

determinar a viabilidade do método de 

transferência de tecido para realização de 

técnicas imunocitoquímicas em biópsias 

prostáticas. Especificamente pretende-se: a) 

demonstrar um método de transferência de 

tecido de biópsias prostáticas previamente 

coradas com H&E para lâminas carregadas 

electrostaticamente e b) comparar a qualidade 

da marcação imunocitoquímica em cortes de 

biópsias prostáticas, previamente corados com 

H&E e transferidos para lâminas carregadas 

electrostaticamente, com novos cortes obtidos 

do bloco de parafina, avaliando a presença de 

marcação na lesão tumoral e a intensidade da 

marcação.

MATERIAL E MÉTODOS

Selecção de amostras para estudo

Foram seleccionados 20 casos de biópsia 

prostática com diagnóstico de adenocarcinoma. 

De cada caso retirou-se do arquivo do 

Laboratório de Anatomia Patológica do Centro 

Hospitalar de Lisboa Central EPE, o bloco de 

parafina e a lâmina histológica corada com H&E. 

O período em que as lâminas se encontravam no 

arquivo variou entre 6 dias a 6 meses. 

Como grupo de controlo foram utilizados cortes 

de biópsias prostáticas realizados a partir do 

bloco de parafina (dois cortes por caso). Para o 

grupo em estudo foram utilizados cortes de 

biópsias prostáticas previamente corados com 

H&E e sujeitos a transferência de tecido (dois 

cortes por caso). Em ambos os grupos foram 

u t i l i z a d a s  l â m i n a s  c a r r e g a d a s  
®electrostaticamente (SUPERFROST PLUS, 

Menzel-Gläser,Thermo Scientific, J1800AMNZ).

Método de transferência de tecido para 

realização de técnicas imunocitoquímicas a 

partir de lâminas coradas com H&E.

A transferência de tecido para lâminas 

carregadas electrostaticamente realizou-se 

modificando o método “Peel & Stick” [10]. O 

procedimento encontra-se descrito no Quadro I e 

é ilustrado na Figura 1. 

Realização da técnica imunocitoquímica

A técnica de imunocitoquímica foi realizada 

tanto no grupo controlo como no grupo em 

estudo, seguindo o protocolo habitual do 

laboratório, em equipamento automático 
®(Ventana BenchMark ULTRA, utilizando os 

anticorpos primários monoclonal mouse Anti-

Human Cytokeratin HMW Hight Molecular 

Weight, clone 34ßE12 (Dako-M0630), diluído a 

1:50 durante 20 minutos a 37ºC e Monoclonal 

Rabbit Anti-Human AMACR (α-methylacyl-

coenzyme-A racemase), clone 13H4 (Dako-

M3616) diluído a 1:250 durante 32 minutos a 

38ºC. A inibição da peroxidase endógena, 

amplificação, revelação e contraste foram 

realizadas com ultraView Universal DAB 

Detection Kit (Ventava  760-500). Terminada a 

técnica imunocitoquímica, as lâminas foram 

lavadas em água corrente e detergente, 

desidratadas em concentrações crescentes de 

álcool (75%, 90% e 99% - Proclínica) durante 1 

minuto em cada, diafanizadas em xilol (VWR-

28975.291) e montadas com meio de montagem 

sintético (Quick-D M-Klinipath 7010709T05).
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Quadro I- Procedimento de transferência de tecido a partir de lâminas coradas com H&E para lâminas 
carregadas electrostaticamente.

Figura 1 - Procedimento de transferência de tecido a partir de lâminas de H&E para lâminas carregadas electrostaticamente.
Adaptado do método “Peel& Stick”[10].
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A viabilidade do método foi analisada por 

avaliação microscópica por dois observadores 

independentes sem conhecimento prévio dos 

casos. Foram analisados dois parâmetros: a 

preservação morfológica dos tecidos sujeitos a 

transferência e submetidos à técnica 

imunocitoquímica e a qualidade da marcação 

imunocitoquímica. 

Para a preservação morfológica foi considerada a 

integridade do fragmento de biópsia prostática 

n o  g r u p o  s u j e i t o  a  t r a n s f e r ê n c i a ,  

comparativamente com o grupo controlo. Foi 

assinalado numa tabela “+” sempre que a 

morfologia das biópsias prostáticas se manteve 

preservada na lâmina transferida e “-“ quando os 

fragmentos se encontravam ausentes ou 

incompletos (não preservados).

Para a qualidade da marcação imunocitoquímica 

considerou-se a presença (“+”) e ausência (“-“) 

de marcação na zona tumoral e comparou-se a 

intensidade da marcação mediante a atribuição 

de scores de acordo com a seguinte escala de 

avaliação (Tabela I):

Foram considerados como critérios de exclusão a 

falta de preservação da morfologia na lesão 

tumoral após a transferência do tecido.

Os resultados foram analisados recorrendo a 

estatística descritiva utilizando o programa 
®Microsoft Office Excel 2010.

RESULTADOS 

Resultados da viabilidade do método de 

transferência de tecido

A transferência de tecido de biópsias prostáticas 

previamente coradas com H&E para lâminas 

carregadas  e lectrostat icamente e  a  

sub sequente  rea l i zação  da  técn i ca  

imunocitoquímica mostrou-se viável em todas as 

lâminas. Comparando o grupo controlo com o 

grupo em estudo, observou-se porém que 

relativamente ao anticorpo anti-34ßE12, uma 

das biópsias sujeitas a transferência 

apresentava zonas mal preservadas bem como 

em duas lâminas relativas ao anticorpo anti-

AMARC (preservação morfológica em 95% e 90% 

respectivamente- Tabela II). Ainda assim a zona 

da lesão tumoral não foi comprometida, tendo-

se incluído as amostras no estudo.

Resultados da marcação imunocitoquímica

Foi observada marcação imunocitoquímica na 

totalidade das amostras (casos controlo e 

biópsias sujeitas a transferência de tecido), em 

ambos os anticorpos em estudo (Tabela III).

Relativamente à intensidade da marcação 

imunocitoquímica, todas as amostras do grupo 

controlo (cortadas de novo) apresentaram um 

score 4 para ambos os anticorpos. As amostras 

sujeitas a transferência de tecido apresentaram 

uma marcação imunocitoquímica com maior 

intensidade do que as do grupo controlo em 100% 

dos casos marcados com anti-34ßE12 e 95% dos 

casos marcados com anti-AMARC (Tabela IV, 

Figura 2).

Tabela I - Grelha de avaliação da marcação imunocitoquímica 
para os anticorpos anti-34ßE12 e anti-AMARC em biópsias 
sujeitas a transferência de tecido e no grupo controlo.

Tabela II - Comparação da preservação morfológica 
do grupo submetido a transferência de tecido e do grupo 
controlo após realização da técnica imunocitoquímica 
com os anticorpos anti-34ßE12 e anti-AMARC.

Tabela III - Comparação da presença de marcação imunocitoquímica 
dos anticorpos anti-34ßE12 e anti-AMARC no grupo controlo 
e no grupo submetido a transferência de tecido.

Tabela IV - Comparação da intensidade da marcação dos anticorpos 
anti-34ßE12 e anti-AMARC no grupo controlo e no grupo submetido
 a transferência de tecido.
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Figura 2 - Comparação da intensidade da marcação imunocitoquímica das amostras controlo (A,C,E) 
com as amostras sujeitas a transferência de tecido (B,D,F)
A e B- Anticorpo anti-34ßE12 (100x)
C a F-  Anticorpo anti-AMACR (100x)

A

E

C

B

F

D



Maio de 2012                                                                                                                                            Edição nº 16

O
ri

g
in

al
 d

e 
In

v
es

ti
g
aç

ão

43

mícronRevista Técnica de Anatomia Patológica

DISCUSSÃO 

Há alguns anos que o método de transferência de 

tecido tem sido usado no nosso laboratório, 

particularmente em situações que não permitem 

a realização de novas secções histológicas. O 

motivo frequente para a realização deste 

m é t o d o  é  o  d e s a p a r e c i m e n t o  d e  

representatividade tumoral no bloco histológico 

apesar da visualização da lesão na lâmina de 

H&E. 

Tendo em conta os resultados deste estudo 

podemos constatar que o método de 

transferência de tecido permite a realização de 

técnicas imunocitoquímicas a partir de lâminas 

previamente coradas com H&E, com uma mínima 

destruição morfológica.

Para além da metodologia ser viável, os 

resultados da técnica imunocitoquímica 

mostraram-se bastante satisfatórios, tendo em 

consideração que todas as lâminas em estudo 

apresentaram marcação para os dois anticorpos 

utilizados.

Os resultados da técnica imunocitoquímica por 

este método são concordantes com os do método 

convencional (blocos cortados de novo), 

contudo, curiosamente observou-se um aumento 

de intensidade nas lâminas submetidas a 

transferência de tecido, comparativamente aos 

casos cortados de novo. A execução do corte 

histológico por diferentes profissionais e em 

diferentes equipamentos pode influenciar os 

resultados [14]. Porém, a consistência dos 

resultados da marcação imunocitoquímica das 

várias lâminas não nos permite concluir sobre 

este resultado. A perda de antigenicidade ao 

longo do tempo nos blocos histológicos do 

arquivo, também pode explicar a diferença de 

intensidade dos dois grupos de lâminas [15,16]. 

Ainda que não tenham sido observadas 

diferenças na marcação imunocitoquímica entre 

lâminas e blocos com 6 meses e 6 dias, esta 

hipótese só poderá ser comprovada se se 

aumentar o número de amostras e efectuar um 

estudo de correlação entre a intensidade da 

marcação e o tempo de arquivo dos blocos e das 

lâminas de H&E.

Refere-se como desvantagem da técnica a 

morosidade (no total demora cerca de uma 

semana).

Em suma, o método de transferência de tecido 

de biópsias prostáticas previamente coradas 

com H&E  pa ra  l âm ina s  ca r r egada s  

electrostaticamente mostrou-se viável, com 

preservação morfológica satisfatória mesmo 

após a exposição a alta temperatura aquando da 

realização de técnicas imunocitoquímicas. O 

presente estudo mostrou ainda que a qualidade 

da marcação imunocitoquímica não fica 

comprometida com a transferência de tecido, 

em termos de marcação das lesões tumorais 

esperadas e da intensidade da marcação. 

Como demonstrado, a execução do método é 

simples, acessível a qualquer laboratório de 

Ana tomia  Pa to lóg i ca  e  mu i to  ú t i l ,  

particularmente em casos onde se verifique a 

perda de pequenos focos tumorais nos cortes 

histológicos subsequentes do bloco de parafina, 

mas visíveis nas lâminas de H&E.
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A aceitação dos originais enviados para publicação é condicionada à avaliação pelo Conselho Científico da revista.
Nesta avaliação os artigos poderão ser:

a) aceites sem alterações;
b) aceites após as modificações propostas;
c) recusados.

A revisão dos trabalhos pelo Conselho Científico da revista é efectuado com o devido respeito pela 
confidencialidade do(s) autor(es).
O Conselho Científico fará, no máximo, duas revisões de cada artigo.

A mícron, como a maioria das revistas, não aceita trabalhos já publicados ou que tenham sido enviados para 
publicação noutras revistas, a não ser que estes se façam acompanhar pela devida autorização do editor. No caso de 
o trabalho ter sido apresentado num encontro científico este pode vir a ser considerado para publicação, desde que 
não tenha sido publicado na íntegra em qualquer acta ou publicação similar.
Os autores, a partir do momento em que enviam um trabalho para futura publicação na revista, assumem a inteira 
responsabilidade de todo o seu conteúdo.

NORMAS DE PUBLICAÇÃO

As normas para a uniformização dos trabalhos enviados para publicação em Revistas Biomédicas, The Vancouver 
style, foram elaboradas pelo Comité Internacional de Redactores de Revistas Médicas (CIRPM) e adoptadas pela 
mícron.
Os Trabalhos Originais não devem ter mais de 2000 palavras (excluindo resumo e referências bibliográficas) e 30 
referências bibliográficas. As tabelas, quadros, gráficos, ilustrações, figuras e/ou fotografias não podem exceder 2 
páginas A4.
Os artigos devem ser estruturados pela seguinte ordem:

a) Página de título;
b) Resumo e palavras-chave;
c) Texto;
d) Agradecimentos;
e) Referências bibliográficas;
f) Tabelas, quadros e gráficos;
g) Legendas das ilustrações, figuras e/ou fotografias;
h) Ilustrações, figuras e/ou fotografias;

Cada parte do trabalho deve ser iniciada numa nova página. Todas as páginas devem ser numeradas no canto inferior 
direito, começando na página de título.

A Página de título deve conter:
a) Título abreviado, conciso e explícito;
b) Primeiro nome, inicial do meio e último nome de cada autor;
c) Afiliação institucional de cada autor;
d) Nome, morada, e-mail e telefone do autor responsável pela correspondência referente ao trabalho.

A segunda página deve conter o Resumo (máximo de 250 palavras) e Palavras-chave (três a dez).
As páginas seguintes devem ser referentes ao Texto que deve ser dactilografado justificado e dividido em:
- INTRODUÇÃO;
- MATERIAL E MÉTODOS;
- RESULTADOS;
- DISCUSSÃO.
Estes títulos devem ser escritos em maiúsculas, a negrito e ajustados à esquerda da página. Os subtítulos devem ser 
escritos à esquerda da página e cada palavra começar com maiúscula.
Os sub-subtítulos também são dactilografados à esquerda da página mas só a primeira palavra começa com 
maiúscula.
A INTRODUÇÃO deverá ser uma exposição completa e sucinta do estado actual do conhecimento sobre o tema do 
artigo e expressar claramente as motivações e objectivos que levaram ao planeamento do trabalho.
Em MATERIAL E MÉTODOS deverão ser descritos os critérios de selecção do material em estudo e o desenho do 
mesmo com suficiente detalhe, de modo a que permita a reprodutibilidade do estudo. Os métodos estatísticos 
devem ser assinalados e as unidades do Sistema Internacional aplicadas. Nas experiências com seres humanos, 
deverá ser informado o comité ou comissão de ética institucional ou regional, e respeitados os princípios que 
constam da Declaração de Helsínquia (1983). A identificação dos sujeitos em estudo e de instituições hospitalares 
devem ser ocultados.
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Nos RESULTADOS devem ser escritos os dados relevantes. Os dados que constem de tabelas, quadros ou figuras não 
devem ser repetidos no texto e devem apenas salientar ou resumir as observações mais importantes.
A DISCUSSÃO deve dar especial atenção a aspectos novos ou significantes do estudo, reflectir sobre limitações e 
justificar erros ou omissões.
Deve ainda relacionar os resultados com outros estudos relevantes. As conclusões deverão ser correlacionadas com 
os objectivos propostos, evitando afirmações não directamente baseadas no trabalho efectuado. Podem incluir-se 
recomendações.
Os AGRADECIMENTOS devem ser dactilografados após o texto principal; os agradecimentos pessoais devem 
preceder os das instituições.
As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS devem ser referenciadas pela ordem que aparecem no texto, devendo ser 
identificadas em numeração Árabe, ao nível da linha, dentro de parêntesis rectos (ex.: [1,2-4]). A lista de 
referências deve conter todos os autores até ao máximo de seis; sempre que este número seja ultrapassado, deve-
se listar os primeiros seis seguido de et al. 
O tipo de referências utilizado deverá ser o recomendado pelo List of Journals Indexed in Índex Medicus. Se alguma 
referência se encontrar pendente de publicação deverá escrever-se “in press”.
A referência a comunicações pessoais não deve ser citada na lista de referências mas pode aparecer no texto entre 
parêntesis. Qualquer dúvida em relação à sua elaboração pode ser esclarecida em www.icmje.org.

Citar livro:
Apelido do autor inicial do primeiro nome. Título do livro. Edição (se não a primeira). Local de publicação: nome do editor; ano de 
publicação.
Exemplo: Frish B, Bartl R. Biopsy interpretation of bone and bone marrow: Histology and immunohistology in paraffin and plastic. 
2ª ed. Nova Iorque: Arnold Publishers; 1999.

Citar capítulo de livro:
Apelido do autor inicial do primeiro nome. Título do capítulo. In: Apelido do editor inicial do primeiro nome, editor.
Título do livro. Edição (se não a primeira). Local de publicação: nome do
publicante; ano de publicação. número das páginas do capítulo.
Exemplo: Blaxter P. Social health and class inequalities. In: Carter C, Peel J,
editors. Equalities and inequalities in health. 2ª ed. Londres: Academic Press; 1976. p.165-78.

Citar revista científica:
Apelido do autor inicial do primeiro nome. Título do artigo. Título da revista
(abreviado); número do volume (Issue number): número das páginas do artigo.
Exemplo: Fasano M, Theise N, Nalesnik M. Immunohistochemical evaluation of hepatoblastomas with use of the hepatocyte-
specific marker, hepatocyte paraffin 1, and polyclonal anticarcinoembryonic antigen. Mod Pathol 1998;11(10):934-938.

Citar página da internet:
Apelido do autor inicial do primeiro nome. Título da página. Título do site.
Último update. URL (Data de acesso).
Exemplo:  Hudson P. PM, Costel lo l iars:  former bank chief.  In:  The age. 16 Setembro 1998. 
http://www.theage.com.au/daily/980916/news/news2.html (16set1998)

As Tabelas, Quadros e Gráficos devem complementar a informação do texto e serem enviados em folha separada. 
Deve ser mencionada a sua posição no texto, numerados com caracteres Romanos pela ordem que aparecem no 
texto e ter um título apropriado. Todas as abreviações devem ser explicadas em nota de rodapé.

As Legendas das ilustrações, figuras e/ou fotografias devem ser escritas em duplo espaço, numa folha separada, 
com quatro linhas de espaço entre cada legenda.
As Figuras (ilustrações, figuras e/ou fotografias) devem ser numeradas segundo a ordem em que se encontram no 
texto, em numeração Árabe, identificadas como “Figura” e a sua posição no texto devidamente mencionada. A 
técnica realizada, bem como a ampliação das figuras apresentadas deverão ser mencionadas. As fotografias a cores 
ou a preto e branco devem ser enviadas em ficheiros TIFF ou JPEG, em tamanho real, dimensões  8x8 cm e com 
resolução de 300dpi.
Todas as imagens devem ser enviadas em ficheiros separados e não incluídas no texto.

Os Artigos de Revisão são estruturados em INTRODUÇÃO, APRESENTAÇÃO DO TEMA, REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS, 
Tabelas e Figuras. O texto não deve ultrapassar as 2500 palavras, excluindo o resumo (que não deverá exceder as 
200 palavras) e no máximo ter 60 referências bibliográficas.

A descrição de Casos clínicos será aceite sempre que relevantes nas áreas de interesse publicadas na mícron e que 
de alguma forma constituam um contributo valioso em termos tecnológicos e científicos. Os casos clínicos não 
podem ultrapassar as 1500 palavras, 10 referências bibliográficas e não devem conter mais do que 1 página A4 para 
tabelas, quadros e figuras.
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