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1. Apresentação
A citologia clínica é uma das formas de análise mais empregadas na prevenção 

ao desenvolvimento de lesões neoplásicas. Sua principal atuação reside no rastreio 
de lesões pré-malignas localizadas no colo do útero feminino, auxiliando na detecção 
precoce e favorecendo o tratamento dessas alterações. Com menor frequência, 
outros órgãos e tecidos também são alvos do rastreio pela técnica citológica para 
identifi cação de alterações celulares e lesões potencialmente malignas, tais como: 
mama, tireoide, pulmão, bexiga, mucosa bucal e mucosa anal. Novas ferramentas de 
prevenção surgem a cada dia, porém a citologia continua sendo a mais importante 
em se tratando de rastreio e detecção precoce.

Para maior confi abilidade dos resultados obtidos na citologia, é imprescindível 
observar algumas regras de coloração e montagem do material. Este manual visa 
direcionar as práticas de preparo do material, com foco em amostras da mucosa 
bucal, abordando formas de coloração a serem empregadas na técnica citológica na 
rotina do laboratório de patologia.

Este manual foi desenvolvido por estudantes de pós-graduação matriculados na 
disciplina Interpretação de Exames Complementares, ofertada pelo Programa de 
Pós-Graduação em Odontologia da Pontifícia Universidade Católica do Paraná (PUCPR), 
sob responsabilidade dos Professores Dra. Luciana Reis Azevedo Alanis, Dra. Aline 
Cristina Batista Rodrigues Johann, Dra. Renata Iani Werneck e Dr. Edvaldo Antonio 
Ribeiro Rosa. Um dos objetivos da disciplina era a elaboração de material técnico em 
áreas correlatas com carência de informação direcionada à prática odontológica. 



2. Coleta e processamento 
pela técnica de citologia 
esfoliativa 

Isabela Maria Vasconcelos Silva 

Liziane Cattelan Donaduzzi

Thiago Beltrami Dias Batista 
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A citologia esfoliativa é uma técnica utilizada para identifi cação de 
células com alterações displásicas, mas também serve como ferramenta 
para identifi cação de microrganismos e descrição de processos fi siológicos 
e infl amatórios dos tecidos. As amostras geralmente contêm variados 
tipos celulares representativos do local da coleta, assim como leucócitos, 
microrganismos e objetos estranhos. As principais vantagens da citologia são 
facilidade da coleta, rápida execução e possibilidade de obtenção de mais de 
uma amostra do mesmo local, caso necessário.1-3

2.1. Citologia convencional 

2.1.1. Materiais necessários

• Gaze;

• Álcool 70%;

• Espátula de madeira, aço ou poliuretano, ou escova; 

• Lâmina de vidro com extremidade fosca;

• Lápis para identifi cação;

• Fixador celular (spray ou álcool a 95%);

• Recipiente apropriado para transporte das lâminas.

2.1.2. Passo a Passo

I.  Identifi car a lâmina com os dados do paciente;

II.   Se a lâmina de vidro estiver engordurada ou suja, ela deve ser limpa e 
desinfetada com álcool a 70% com auxílio de uma gaze estéril. Resíduos de 
sujeira ou matéria aderida à lâmina podem comprometer o exame;

III.  Preparo do paciente;
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IV.  Coleta destinada a análise morfológica: realizar bochechos com soro 
fi siológico ou água por 1 minuto;

V.  Coleta destinada para análise de microrganismos: não realizar bochechos;

VI.  Raspar a área de interesse com espátula ou escova, obter a amostra com 
apoio fi rme contra a mucosa, vagarosamente;

VII.  Fazer a aplicação do material coletado na lâmina;

VIII. Quando utilizar espátula: o material coletado deve ser estendido em único 
sentido na lâmina de maneira uniforme, com suave pressão;

IX.  Quando utilizar escova: a escova deve ser rolada pela lâmina com 
suave pressão para deposição do material de forma homogênea em um 
único sentido;

X.  Realizar fi xação imediata em álcool absoluto (ou álcool 50% + éter 50%) ou 
spray fi xador. O spray fi xador deve ser aplicado a uma distância de 15-20 cm 
com quantidade sufi ciente para cobrir o material;

XI.  Após a fi xação, esperar a lâmina secar em posição horizontal;

XII.  A lâmina deve ser acondicionada em embalagem adequada (porta lâminas 
individuais ou laminários).

2.2. Citologia em meio líquido

A citologia em meio líquido foi desenvolvida com o intuito de melhorar a 
sensibilidade das análises citológicas. O método permite o preparo de lâminas com 
menor sobreposição de material, além de testes moleculares, geralmente utilizados 
para a identifi cação do HPV.1-3

Existem diversas marcas comerciais de kits para o preparo da citologia em 
meio líquido. A escolha da metodologia mais adequada irá proporcionar melhor 
experiência com esse tipo de material. Este manual visa descrever de forma genérica 
como são realizadas as coletas e preparos de citologia em meio líquido, sem focar 
em marcas específi cas.
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2.2.1. Materiais necessários

• Espátula de madeira, aço ou poliuretano, ou escova; 

• Lápis para identifi cação;

• Frasco com líquido preservativo.

2.2.2. Passo a Passo

I.  Identifi cação do frasco com líquido preservativo;

II. Preparo do paciente;

III.  Coleta destinada a análise morfológica: realizar bochechos com soro 
fi siológico ou água por 1 minuto; 

IV.  Coleta destinada para análise de microrganismos: não realizar bochechos;

V.  Raspar a área de interesse com espátula ou escova, obter a amostra com 
apoio fi rme contra a mucosa, vagarosamente;

VI.  Armazenamento da amostra. A amostra deve ser acondicionada diretamente 
no frasco contendo a solução preservativa por, no mínimo, 1 hora antes do 
processamento;

VII.  Quando utilizar escova: a cabeça da escova deve ser destacada e inserida no  
frasco com líquido preservativo;

VIII. Quando utilizar espátula: o coletor das células deve ser agitado dentro 
do frasco com líquido preservativo por 10 a 15 vezes para que as células 
se soltem.

O preparo do material em lâmina deverá ser realizado de acordo com a bula do 
produto adquirido. Em meios de conservação preparados manualmente, podem 
ser utilizadas técnicas de centrifugação para concentração e deposição do material 
em lâmina.



3. Coloração Papanicolaou

Layza Rossatto Oppitz

Valéria Kruchelski Huk

Thiago Beltrami Dias Batista
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A coloração de Papanicolaou foi desenvolvida e adaptada posteriormente 
para a identifi cação de alterações nucleares indicativas de displasia. Permite 
a defi nição de detalhes estruturais do núcleo, determina a transparência 
celular, diferencia elementos celulares cianófi los e eosinófi los, possibilitando 
melhor identifi cação dos tipos celulares, além de permitir a identifi cação de 
microrganismos e a visualização de alterações citopáticas causadas por vírus.2,3

3.1. Protocolo de coloração*

I. Mergulhar em álcool etílico absoluto por 1 minuto;

II. Mergulhar em água destilada por 1 minuto;

III. Mergulhar em hematoxilina de Harris por 1 a 3 minutos;

IV. Lavar em água corrente por 5 minutos;

V. Mergulhar em álcool etílico a 70%;

VI.  Mergulhar em álcool etílico a 95%;

VII.  Mergulhar em álcool etílico absoluto;

VIII. Mergulhar em Orange G por 2 minutos;

IX.  Mergulhar 3 vezes em álcool etílico absoluto;

X.  Mergulhar em EA-65 por 3 minutos;

XI.  Mergulhar em álcool etílico a 95%; 

XII.  Mergulhar em álcool etílico absoluto;

XIII. Mergulhar em álcool etílico absoluto;

XIV. Dar 3 banhos consecutivos em xilol por 1 minuto cada (o xilol pode ser 
substituído por secagem em estufa por 20 minutos a 60 ºC);

XV.  Montar com meio de montagem entre lâmina e lamínula.

* Tendo em vista a variedade de marcas existentes de corantes para coloração de Papanicolaou, o laboratório 
pode e deve ajustar os tempos de coloração de acordo com a aprovação do patologista/citologista.
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O número de cubas com álcool ou corante pode variar de acordo com o kit de 
coloração de Papanicolaou utilizado, bem como o tempo necessário em cada um 
dos corantes.

Alguns kits apresentam cubas em concentrações decrescentes de álcool 
para promover a hidratação do material no passo que antecede a coloração pela 
Hematoxilina de Harris.

Deve ser feita uma avaliação da necessidade de realizar a fi ltragem dos corantes 
e a troca das cubas com álcool em períodos pré-defi nidos. Esse tempo irá variar de 
acordo com a frequência de utilização e as condições de armazenamento do material.

A utilização do xilol nos últimos passos da coloração fi ca a critério do laboratório, 
lembrando que deve ser feita sempre dentro da capela de exaustão devido ao potencial 
tóxico do xilol.

3.2. Interpretação

O escrutínio da lâmina deve contemplar toda sua área e deve ser realizado em 
objetiva de 10x ao microscópio de luz. Sempre que for necessária a identifi cação de 
qualquer estrutura, ampliar com a objetiva de 40x.

As estruturas serão coradas de acordo com as seguintes propriedades:

Hematoxilina: corante básico de solução aquosa que cora estruturas ácidas 
(basofílicas/cianófi las), interagindo com ácidos nucleicos. Resulta em coloração azul 
escura do núcleo celular; reage com citoplasma de células escamosas.

Orange G: corante ácido, de base alcoólica, com dois grupamentos sulfônicos. 
Resulta em coloração amarela ou alaranjada dos componentes básicos (acidófi los/
eosinofílicos) do citoplasma de células escamosas maduras. Cora parcialmente 
hifas fúngicas.

EA-65: corante de base alcoólica, com afi nidade por estruturas basofílicas/ácidas 
(cianofílicas) e acidófi las/básicas (eosinofílicas). Cora de verde-luz grânulos oxifílicos 
do citoplasma de células escamosas menos maduras e de células glandulares.



4. Citologia a fresco com KOH

Layza Rossatto Oppitz 

Valéria Kruchelski Huk
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Método de coloração utilizado para identifi car estruturas fúngicas 

fi lamentosas ou leveduriformes presentes em material biológico. Essa técnica 

é utilizada para facilitar a visualização dessas estruturas, promovendo a 

dissolução de queratina e muco presentes na amostra.4

I.  Colocar uma porção da amostra a ser examinada em uma lâmina de 

microscopia;

II.  Colocar 1 ou 2 gotas de KOH (10 ou 20%) sobre a lâmina;

III.  Cobrir a preparação com uma lamínula;

IV.  Aquecer ligeiramente sobre a chama sem deixar ferver a mistura, para 

intensifi car a clarifi cação;

V.  Examinar a preparação após 20 minutos com microscópio óptico comum, 

inicialmente com a objetiva de 10x seguida por objetiva de 40x, com o 

diafragma fechado;

VI.  Uma releitura pode ser realizada após algumas horas. Nesse caso, guardar a 

amostra em câmara úmida.

Obs.: a concentração do KOH a ser utilizada varia de acordo com o material a 

ser observado. Quanto maior a quantidade de queratina e muco, recomendam-se 

maiores concentrações.

4.1. Interpretação

Observar o material em microscópio de luz com intensidade luminosa baixa 

e condensador afastado da lâmina. A regulagem do diafragma também deve ser 

ajustada para melhor observação. As estruturas fúngicas se apresentam refringentes. 

Confi rmar a identifi cação com objetiva de 40x.



5. Coloração por Ácido 
Periódico de Schiff (PAS)

Aaron Bensaul Trujillo Lopez

Alessandra Soares Ditzel

Paula Guerra Bubadra
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Método de coloração utilizado para observação de estruturas com alta 
proporção de carboidratos, como glicogênio, glicoproteínas, proteoglicanos, 
geralmente encontrados em tecidos conjuntivos, muco e membranas basais. 
Assim, essa coloração é utilizada para detecção de glicogênio, mucinas neutras, 
membranas basais e, principalmente, para evidenciar fungos e parasitas.5-8

A coloração PAS pode ser classifi cada em:

•  PAS sem digestão: na presença do glicogênio a coloração torna-se púrpura 
brilhante. Na presença somente de mucina a coloração será púrpura escura.

• PAS com digestão (PAS-D): indicada quando se pretende eliminar o 
glicogênio para observar apenas mucinas neutras epiteliais. Uma solução 
de amilase é utilizada; a amilase hidrolisa essencialmente o amido e o 
glicogênio no material analisado. Apresenta coloração púrpura escura.

5.1. PAS sem digestão – procedimento

I.  Colocar ácido periódico, que fi ca na geladeira, sobre as lâminas por 
20 minutos;

II.  Lavar em água destilada;

III. Deixar escorrer bem a água;

IV.  Colocar o reativo de Schiff, que fi ca na geladeira, sobre as lâminas por 
40 minutos;

V.  Lavar em água sulfurosa, 3 banhos de 5 minutos cada;

VI.  Lavar em água corrente;

VII.  Corar com Hematoxilina de Harris de 30 segundos a 1 minuto, dependendo 
da qualidade do corante;

VIII. Lavar em água corrente;

IX.  Deixar secar e prosseguir com a desidratação e a diafanização do material, 
caso necessário;

X.  Montar a lâmina com lamínula e meio de montagem.
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5.1.1. Interpretação

Os núcleos apresentam cor azul-arroxeado, devido a coloração pela hematoxilina 
de Harris. Reação Positiva: vermelho-púrpura, para fungos, glicogênio, mucina, fi brina, 
gotas de coloide, depósitos hialinos, membranas basais, etc.

5.2. PAS com digestão – procedimento 

I.  Deixar na solução de digestão pela diastase, previamente aquecida a 37 ºC, 
por 1 hora; 

II. Lavar as lâminas em água corrente;

III.  Mergulhar as lâminas em ácido periódico por 20 minutos;

IV.  Deixar escorrer bem o corante e lavar em água destilada;

V.  Escorrer toda a água da lâmina;

VI.  Mergulhar as lâminas no reativo de Schiff por 40 minutos;

VII.  Lavar em água sulfurosa, 3 banhos de 5 minutos cada;

VIII. Lavar em água corrente;

IX.  Corar com Hematoxilina de Harris de 30 segundos a 1 minuto;

X.  Lavar em água corrente;

XI.  Colocar as lâminas na bandeja e deixar secar o material. Proceder com a 
desidratação e a diafanização, caso necessário;

XII.  Montar a lâmina com lamínula e meio de montagem.

5.2.1. Interpretação

Os núcleos apresentam cor azul-arroxeado, devido a coloração pela hematoxilina 
de Harris. Reação Positiva: vermelho-púrpura, para fungos, mucina, fi brina, gotas de 
coloide, depósitos hialinos, membranas basais, etc.

Obs.: Nesse PAS, o glicogênio é digerido; portanto, não cora na cor púrpura brilhante.
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5.3. Solução de diastase

A concentração da solução de diastase a ser utilizada deve ser de 1 g/L de diastase 
do malte diluída em tampão fosfato (pH 6,0).



6. Coloração de GRAM

Aaron Bensaul Trujillo Lopez

Alessandra Soares Ditzel

Paula Guerra Bubadra
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Método de coloração, originalmente proposto por Gram, utilizado para 
identifi car grupos bacterianos por meio da sua estrutura, os quais se coram de 
maneira diferente, de acordo com a composição da sua parede celular.9,10

Após algumas adaptações da técnica, o violeta-de-metila vem sendo 
empregado ao invés do violeta-de-genciana. Por já conter um fi xador químico 
em sua composição, o uso do violeta-de-metila torna desnecessária a fi xação por 
chama, que poderia causar desestruturação da membrana e, consequentemente, 
coloração incorreta do material. O álcool acetona foi substituído por álcool etílico. 
Eventuais descolorações exacerbadas do material eram detectadas com o uso do 
álcool acetona. Outra alteração foi a substituição da fucsina pela safranina, que 

possui coloração mais diferenciada que o violeta, assumindo a cor vermelha clara.10

6.1. Procedimento

I.  Cobrir o esfregaço com violeta-de-metila e deixar por 15 segundos;

II.  Adicionar água ao violeta-de-metila na mesma proporção e deixar por mais 
45 segundos;

III.  Escorrer o corante e lavar em água corrente delicadamente;

IV.  Cobrir a lâmina com lugol 5% e deixar agir por 1 minuto;

V.  Escorrer o lugol e lavar em água corrente delicadamente;

VI.  Lavar a lâmina com álcool etílico (99,5º GL); este processo irá descorar o 
material. Parar o procedimento quando não for mais visualizada a remoção 
do corante;

VII.  Lavar em água corrente delicadamente;

VIII. Cobrir a lâmina com safranina e deixar agir por 30 segundos;

IX.  Lavar em água corrente delicadamente;

X.  Secar o material ao ar livre, podendo utilizar papel absorvente nas bordas e 
na parte inferior da lâmina;

XI.  Colocar uma gota de óleo de imersão sobre o esfregaço; 

XII.  Ler em objetiva de imersão.
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6.2. Interpretação

• Bactérias com parede celular espessa (gram-positivas) coram-se em roxo.

• Bactérias com parede celular delgada (gram-negativas) coram-se em vermelho.



7. Coloração AgNOR

Arieli Carini Michels 

Aldini Beuting Pereira Kitahara
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7.1. Técnica

As Regiões Organizadoras de Nucléolos (NORs) são componentes nucleolares 

que contêm um conjunto de proteínas argirofílicas, seletivamente coradas por prata, 

responsável pela síntese de ribossomos. Após a coloração de prata, as NORs podem 

ser facilmente identifi cadas como pontos negros exclusivamente localizados em toda 

a área nucleolar e são chamados de “AgNORs”.11,12

7.1.1. Passo a passo

Protocolo de coloração de prata proposto pelo Comitê Internacional para a 

quantifi cação de AgNOR.13

I.  Fixar os esfregaços em etanol 95%;

II.  Pós-fi xar a amostra por 30 minutos na solução de Carnoy (etanol absoluto: 

ácido acético glacial 3:1 v/v); 

III.  Hidratar por meio de álcoois graduados em água destilada;

IV.  Preparar uma solução de gelatina a 0,66% dissolvida em água ultrapura. 

Adicionar a essa solução ácido fórmico, de modo a formar uma solução fi nal 

de 0,33%; 

V.  Aquecer até 37 ºC;

VI.  Dissolver o nitrato de prata na solução de ácido gelatino-fórmico para fazer 

uma solução fi nal de 33%;

VII.  Imediatamente mergulhar as lâminas na solução obtida; 

VIII. Corar no escuro em temperatura constante de 37 ºC por 12 minutos;

IX.  Descartar a solução e lavar as lâminas em vários banhos seguidos de 

água destilada;

X.  Desidratar o material e seguir com a montagem da lâmina com lamínula.
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7.2. Interpretação

Observar o material corado em microscópio de luz. As proteínas NORs aparecem 
como pontos negros bem defi nidos dentro dos núcleos.



8. Coloração de Feulgen

Arieli Carini Michels 

Aldini Beuting Pereira Kitahara
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Esta técnica é destinada a coloração de DNA dupla fi ta para visualização de 
núcleos e micronúcleos.1

8.1. Procedimento

I.  Colocar as amostras em HCl 1M pré-aquecido a 60 ºC durante 10 minutos;

II.  Mergulhar as amostras no reagente de Schiff por 10 minutos; 

III.  Lavar as amostras em 3 banhos de metabissulfi to 0,05M por um período de 2 
minutos em cada banho; 

IV.  Lavar as amostras por 5 minutos em água corrente;

V.  Contra corar por alguns segundos em 0,01% fast-green FCF C.I. nº 42053 em 
95% etanol. Caso fi que muito forte, lavar ligeiramente em água corrente;

VI.  Completar a desidratação com etanol e xilol e prosseguir com a montagem 
do material. 

8.2. Interpretação

Realizar a leitura em objetiva de 40x. A cromatina nuclear aparece corada em 
vermelho-roxo intenso.
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O método da imunocitoquímica tem como objetivo identifi car antígenos 

(proteínas e moléculas presentes nas células e tecidos) de forma específi ca, 

por meio da fi xação de anticorpos com substâncias marcadoras, para posterior 

leitura em microscópio. Nesta técnica, os anticorpos específi cos se ligam às 

proteínas por intermédio de uma sequência única de aminoácidos, formando 

um complexo antígeno-anticorpo.

São os anticorpos que, quando fi xados em marcadores, oferecem a visão 

da presença desses antígenos nas células e tecidos. Essa ligação pode ocorrer 

através da conjugação de substância fl uorescente, formando um complexo 

antígeno-anticorpo identifi cado por fl uorescência; da conjugação de uma 

enzima como a peroxidase, que é amplamente utilizada, ou da conjugação por 

substâncias elétron-densas, como a ferritina e o ouro coloidal.14

A imunocitoquímica tem aplicação na detecção de doenças infecciosas, 

na avaliação de biomarcadores em neoplasias e na detecção de diferenciação 

celular em neoplasias.15

9.1. Método de detecção direta

A técnica consiste em utilizar um anticorpo (anticorpo primário) para se ligar 

diretamente ao antígeno da célula. Cada anticorpo com um marcador já fi xado à 

sua estrutura, que pode ser uma enzima ou fl uorocromo, liga-se em um epítopo de 

um antígeno.15

O método direto é mais utilizado em casos de imunofl uorescência e na detecção 

de antígenos altamente expressos. As principais vantagens da técnica são rapidez e 

especifi cidade, pois não é necessário o passo da adição dos anticorpos secundários.16

A principal desvantagem é a baixa sensibilidade. Como apenas um anticorpo 

liga-se em cada antígeno, ocorre baixa amplifi cação de sinal, o que pode ser agravado 

se a quantidade de antígenos na célula for limitada, acarretando na difi culdade 

de identifi cação.17
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9.2. Método de detecção indireta

É realizado quando a lâmina com o tecido ou células é exposta ao anticorpo 
específi co não marcado, originado em uma espécie de mamífero determinada. O 
material é lavado e o antígeno só pode ser observado ao microscópio após uma 
segunda imersão do material em solução contendo um segundo anticorpo marcado 
por fl uorescência. Esse segundo anticorpo deve ser originado em uma espécie 
diferente de mamífero, geralmente coelhos, camundongos ou ratos, ao qual é 
destinada a primeira imunoglobulina utilizada. A técnica indireta torna-se mais 
sensível do que a técnica direta, pois cada molécula de anticorpo pode fi xar cinco 
moléculas de anticorpo fl uorescente.1,14

9.3. Aplicação da imunocitoquímica

Há possibilidade de utilização de alguns anticorpos (Tabela 1), tais como TOP2A, 
Ki-67, p16, CINtec® PLUS (P16 INK4a e Ki-67) e ProExomo (TOP2 A e MCM2), para o 
rastreamento de carcinoma cérvico-vaginal em ensaios de imunocitoquímica.18-22 
No entanto, para o carcinoma de células escamosas bucal, relata-se apenas a 
imunocitoquímica para detecção de displasia e estágios precoces dessa lesão.23 
Assim, os ensaios de imunoistoquímica com marcadores, como antígeno nuclear de 
proliferação celular (PCNA), Ki-67 e p53 (Tabela 2), têm sido amplamente utilizados 
em lesões bucais.24-26
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Tabela 1 – Marcadores para carcinoma cérvico-vaginal por meio da técnica 
imunocitoquímica.

Marcador Função

TOP2 A
Enzima de DNA. Marcador tardio da carcinogênese cervical (lesão 
de alto grau).

Ki-67

Proteína nuclear e nucleolar detectada em células em proliferação. 
Em displasia e carcinoma, a expressão estende-se além de um 
terço do epitélio. Marcador relacionado ao risco de progressão de 
lesões precursoras para carcinoma.

P16 INK4a
Inibidor da cinase ciclino-dependente superexpresso em quase 
todas as lesões precursoras e carcinoma.

MCM2
Proteínas de manutenção do minicromossoma, aparecendo 
durante a replicação do DNA. Superexpressas na neoplasia cervical.

Fonte: TOP2 A21-22; Ki-6720- 21; P16 INK4a18; MCM222.

Tabela 2 – Marcadores para carcinoma de células escamosas por meio da técnica 
imunoistoquímica.

Marcador Função

PCNA
Proteína nuclear não histônica que permite verifi car a verdadeira 
fração proliferativa da entidade estudada.

Ki67
Marcador de proliferação celular associado ao ciclo celular. 
Marcador prognóstico.

P53
Proteína citoplasmática. Quando uma célula é exposta a agentes 
carcinogênicos, há aumento dos níveis de proteína p53.

Fonte: PCNA24; Ki6726; P5325.
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