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RESUMO 

 

A análise histopatológica do tecido ósseo ou mineralizado apenas é 

possível após a desmineralização tecidual que consiste em imergir as 

amostras em soluções ácidas ou quelantes. Este trabalho teve como 

objetivo testar diferentes procedimentos de desmineralização dos ossos, 

a fim de estabelecer o melhor valor destes em amostras fixadas em 

formalina e embebidos em parafina. Foram utilizados 130 discos de 

fêmur obtidos de 10 ratos Wistar machos adultos e distribuídos 

aleatoriamente em 5 grupos para desmineralização em soluções de ácido 

nítrico 5%, 10% e 20% (Grupo I), ácido fórmico 10%, 20% e 30% 

(Grupo II), ácido acético 10%, 20% e 30% (Grupo III), EDTA pH 7,4 a 

5%, 10% e 20% (Grupo IV) e solução de Anna Morse (Grupo V). 

Cortes seriados de 3 µm de espessura foram coradas com hematoxilina-

eosina (H&E) para calcular a porcentagem de lacunas ocupadas por 

osteócitos. Os cortes histológicos também foram coradas com Tricrômio 

de Masson e Picrosirius sob polarização e uma análise semi-quantitativa 

foi aplicada para verificar a integridade do tecido muscular adjacente ao 

osso e a preservação das fibras colágenas. Foi calculado o tempo (dias) 

e o custo (dólares) para a realização da desmineralização completa para 

cada solução. O Grupo I exigiu menor tempo e custo financeiro (0,8 a 

5,7 dias). A porcentagem mais elevada de lacunas ocupadas por 

osteócitos foi encontrada na desmineralização com a solução de ácido 

acético 10% (95,64% ± 0,95), seguido por ácido acético 30% (87,52 ± 

3,41%) e EDTA 5% (82,14% ± 4,02). Grupos III e IV necessitaram 

maior tempo para conclusão da desmineralização (48 a 79,8 dias). Entre 

todas as soluções, o ácido nítrico 5% apresentou menor custo em 

comparação com outras soluções (P < 0,001), enquanto o ácido acético 

30% teve maior custo para a conclusão da desmineralização. O Grupo 

IV teve a maior integridade muscular e do colágeno tipo I e II em 

relação aos demais grupos (P < 0.01). Assim, concluímos que a 

desmineralização com ácido acético 10% foi o mais eficaz na 

preservação do tecido ósseo, enquanto o EDTA 5% foi o melhor na 

manutenção do colágeno e do músculo adjacente ao osso. Ácido nítrico 

5% mostrou melhor equilíbrio entre tempo e o custo como solução 

desmineralizadora. 

 

Palavras-chave: Desmineralização. Osso. Músculo. Colágeno. 

 

 



ABSTRACT 

 

Histopathological analysis of bone and mineralized tissue is only 

possible after tissue demineralization consisting in immersing the 

samples in acid or chelating solutions. The aim of this study was to test 

different decalcification bone procedures in order to establish the best 

value of these in formalin-fixed and paraffin-embedded samples. 

Femurs were removed from ten adult male Wistar rats to obtain 130 

bone disks randomly divided into 5 groups that were demineralized with 

nitric acid solutions at 5%, 10%, 20% (Group I), formic acid at 10%, 

20% and 30% (Group II), acetic acid at 10%, 20% and 30% (Group III), 

EDTA pH 7.4 at 5%, 10% and 20% (Group IV) and Morse´s solution 

(Group V). Serial 3-μm-thick sections were obtained and stained with 

hematoxylin-eosin (H&E) to calculate the percentage of osteocytes-

occupied lacunae. The sections were also stained with Masson's 

trichrome in conjunction with picrosirius red under polarized light 

followed by a semi-quantitative analysis to verify the adjacent muscle to 

bone integrity and preservation of collagen fibers. It was measured the 

time in days for the complete demineralization for each solution and the 

financial cost in dollars was calculate for carrying out the solutions. 

Group I demanded the shortest time (0.8 to 5.7 days). The highest 

percentage of osteocytes-occupied lacunae was found with 10% acetic 

acid solution (95.64% ± 0.95) followed by 30% acetic acid (87.52% ± 

3.41) and 5% EDTA (82.14% ± 4.02). Groups III and IV required more 

time for demineralization (48 to 79.8 days). Among all solutions, 5% 

nitric acid required less cost compared with other solutions (P < 0.001) 

whereas 30% acetic acid required higher cost for the completion of 

demineralization. Group IV had the highest integrity for muscle and 

collagen type I and II (P < 0.01). Thus, we concluded that 

demineralization with 10% acetic acid was the most effective in 

preserving the bone tissue while 5% EDTA was the best in maintaining 

the collagen and adjacent muscle to bone. Five percent nitric acid 

showed the most efficient result as it balances both time and cost as 

demineralizing solution. 

 
Keywords: Demineralization. Bone. Muscle. Collagen. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O osso é um tecido conjuntivo especializado composto por 

elementos minerais e orgânicos, organizado para desenvolver, dentre 

outros, a função de sustentação do corpo. O esqueleto é constituído para 

suportar mecanicamente o organismo, além de servir de apoio para as 

contrações dos músculos esqueléticos transformando-as em 

movimentos, proporcionando proteção aos órgãos moles. Os ossos são 

reservatórios de cálcio, fosfato e outros íons, essenciais na manutenção 

dos níveis plasmáticos desses elementos. Apesar do aspecto 

aparentemente inerte, os ossos crescem e são ativamente remodelados 

durante toda a vida, sendo a homeostase do tecido ósseo controlada 

pelos fatores mecânicos, locais e gerais (Katchburian & Arana-Chavez, 

1999). 

No tecido ósseo há células que constituem os principais agentes 

de modificação da matriz óssea, como o osteoblasto, produtor da matriz 

orgânica que posteriormente é mineralizada e o osteoclasto que, quando 

ativado, remove esta matriz (Martin, 1994). 

A análise histopatológica de determinadas lesões em tecido 

mineralizado é possível após a desmineralização tecidual, que permite a 

remoção dos sais de cálcio e fosfato depositados sobre a matriz orgânica 

e a microtomia pelos métodos convencionais (Brown, 2007; Bancroft, 

2008).  

Um dos métodos mais comuns de desmineralização consiste em 

imergir as amostras em soluções ácidas ou quelantes. A escolha da 

solução desmineralizadora depende da urgência do caso, do grau de 

mineralização da amostra e das técnicas de coloração requeridas 

(Mattuella et al, 2007). 

As substâncias ácidas mais empregadas como 

desmineralizadores são: o ácido nítrico, ácido fórmico, ácido clorídrico, 

ácido acético, ácido pícrico, ácido sulfúrico, tricloroacético ou 

sulfossalicílico em diferentes concentrações. Já o EDTA (ácido 

etilenodiamino tetra-acético) é a substância quelante mais utilizada e 

atua capturando os íons de cálcio da camada externa do cristal de apatita 

(Kayhan & Algun, 2003; Reineke et al, 2006). 

Os ácidos, como por exemplo, ácido nítrico e clorídrico, 

contém propriedades que promovem uma desmineralização rápida. Sua 

utilização por longo período pode levar a grave deterioração do 

conteúdo celular, especialmente da cromatina nuclear (Srinivasan et al, 

2002). Para contornar tal problema, indica-se a utilização de agentes 

quelantes na desmineralização, como EDTA. A principal desvantagem é 
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que a desmineralização com EDTA ocorre lentamente, com um tempo 

de incubação de até várias semanas, dependendo do grau de 

mineralização tecidual (Kiviranta et al, 1980; Stevens et al, 1990). 

Sanjai et al. (2012) avaliaram seis soluções desmineralizadoras 

(EDTA, ácido nítrico a 5%, ácido acético a 5%, ácido fórmico a 10%, 

solução de ácido nítrico-formaldeído e solução de Perenyi) para 

desmineralização de 24 dentes de pacientes com idades entre 40-45 

anos. O EDTA foi considerado o melhor agente desmineralizador para 

preservação de tecidos duros e moles enquanto o ácido nítrico a 5% 

apresentou piores índices de degradação tecidual.   

Para melhorar o tempo de desmineralização promovido pelo 

EDTA, alguns autores têm associado o uso do micro-ondas, com 270 W 

de potência, a 45ºC durante 6h por dia, obtendo bons resultados, não só 

na redução do tempo em 50%, como também na conservação tecidual 

(Daisuke Ekuni et al., 2006; Hellstrom & Nillson, 1992).  

O ácido nítrico a 5%, apesar de muito utilizado devido ao 

reduzido tempo necessário para a desmineralização (Kayhan & Algun, 

2003), não preserva a morfologia celular de forma apropriada 

(Yamamoto-Fukud et al., 2000, Shibata et al., 2000). 

Anna Morse descreveu em (1945) um novo protocolo de 

desmineralização de tecidos mineralizados orais (dente e osso alveolar) 

utilizando a associação do ácido fórmico ao citrato de sódio (solução de 

Anna Morse). Após 10 anos de experimentação, 500 amostras teciduais 

desmineralizadas e 30.000 lâminas histológicas obtidas, o autor obteve 

melhores resultados quando comparado com o ácido nítrico que 

usualmente era empregado nas rotinas laboratoriais (Anna Morse, 

1945). 

Mattuella et al. (2007) obtiveram resultados mais favoráveis 

com a utilização da solução de Anna Morse para desmineralização de 

dentes decíduos humanos com lesão de cárie inativa quando 

comparados com a solução de EDTA, por requerer menor tempo de 

processamento das amostras e promover uma melhor preservação dos 

componentes celulares e da matriz extracelular do tecido pulpar. 

Os ácidos provocam danos nos tecidos, principalmente no que 

diz respeito às suas afinidades tintoriais. Os seus efeitos negativos 

verificam-se especialmente na fraca basofilia nuclear, o que pode 

comprometer o correto diagnóstico. Quanto mais fortes forem as 

soluções ácidas e mais duradouro for o processo de desmineralização, 

mais acentuados serão os efeitos indesejáveis. A desmineralização já foi 

introduzida há alguns anos. Contudo, não existe um protocolo 

generalizado à rotina hospitalar ou laboratorial, e ainda menos no 
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contexto da Patologia. Através do aumento da temperatura é possível 

acelerar o processo, no entanto é necessário ter cuidados para que isso 

não comprometa a estrutura tecidual e consequentemente, a imagem 

microscópica (Giberson & Demaree, 2001; Duarte et al, 2012). 

A preservação da integridade da estrutura tecidual após o 

processo de desmineralização é fundamental para a interpretação 

histopatológica. Embora haja uma grande variedade de agentes 

desmineralizadores, pouco tem sido explorado na literatura a respeito do 

uso de concentrações e metodologias adequadas para desmineralização 

efetiva de tecidos ósseos visando a manutenção da integridade tecidual 

e otimização do tempo para execução do processo. Diante disso, o 

presente estudo testou diversos protocolos de desmineralização, com 

fim de instituir aquele no qual seja possível desmineralizar peças ósseas 

em um menor tempo, com a máxima preservação dos tecidos, sem 

prejudicar a interpretação histopatológica.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A escolha deste tema ocorreu inicialmente pela necessidade do 

Laboratório de Patologia Bucal da Universidade Federal de Santa 

Catarina em processar amostras de tecidos mineralizados em alta 

qualidade e menor período de tempo. 

Embora haja na literatura diversos trabalhos que avaliem 

diferentes substâncias com efeitos de desmineralização em amostras de 

tecidos ósseos ou dentários, a literatura é escassa na avaliação da 

qualidade de tecido mole adjacente, bem como na avaliação dos custos 

financeiros e o tempo de desmineralização para a aplicação destas 

técnicas.  
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliação da preservação tecidual, custo e tempo de 

desmineralização de tecido ósseo submetido a diferentes protocolos: 

ácido nítrico 5%, 10% e 20%, ácido fórmico 10%, 20% e 30%, ácido 

acético 10%, 20% e 30%, soluções de EDTA 5%, 10% e 20%, e solução 

de Anna Morse. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Comparar o custo e tempo de desmineralização do tecido ósseo 

submetido a diferentes concentrações de desmineralizadores (ácido 

nítrico, fórmico, acético e Anna Morse) e quelantes (EDTA);  

Avaliar o preenchimento de lacunas por osteócitos em tecido 

ósseo submetido a diferentes protocolos de desmineralização; 

Avaliar a preservação do colágeno e tecido muscular adjacente 

ao osso após desmineralização.  
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4 ARTIGO 

 

Artigo formatado conforme nas normas da revista Bone (ANEXO 

A), com exceção do idioma e do formato das referências. 

 

Título 

Integridade tecidual, custo e tempo associados ao uso de diferentes 

agentes desmineralizadores para análise histológica do osso. 

 

Resumo 

Objetivo: testar diferentes procedimentos de desmineralização dos 

ossos, a fim de estabelecer o melhor valor destes em amostras fixadas 

em formalina e embebidos em parafina. Métodos: 130 discos de fêmur 

foram obtidos de 10 ratos Wistar machos adultos e distribuídos 

aleatoriamente em 5 grupos para desmineralização em soluções de ácido 

nítrico 5%, 10% e 20% (Grupo I), ácido fórmico 10%, 20% e 30% 

(Grupo II), ácido acético 10%, 20% e 30% (Grupo III), EDTA pH 7,4 a 

5%, 10% e 20% (Grupo IV) e solução de Anna Morse (Grupo V). 

Cortes teciduais de 3 µm de espessura foram corados com hematoxilina-

eosina (H&E) para calcular a porcentagem de lacunas ocupadas por 

osteócitos. Cortes adicionais também foram coradas com Tricrômio de 

Masson e Picrosirius sob polarização e uma análise semi-quantitativa 

foi aplicada para verificar a integridade do tecido muscular adjacente ao 

osso e a preservação das fibras colágenas. Resultados: A porcentagem 

mais elevada de lacunas ocupadas por osteócitos foi encontrada com a 

solução de ácido acético 10% (95,64% ± 0,95), seguido por ácido 

acético 30% (87,52 ± 3,41%) e EDTA 5% (82,14% ± 4,02). Grupos III 

e IV necessitaram maior tempo para conclusão da desmineralização (48 

a 79,8 dias) e o Grupo I exigiu menor tempo (0,8 a 5,7 dias). Entre todas 

as soluções, o ácido nítrico 5% apresentou menor custo em comparação 

com outras soluções (P < 0,001), enquanto o ácido acético 30% teve 

maior custo para a conclusão da desmineralização. O Grupo IV teve a 

maior integridade muscular e do colágeno tipo I e II em relação aos 

demais grupos (P < 0.01). Conclusão: A desmineralização com ácido 

acético 10% foi o mais eficaz na preservação do tecido ósseo, enquanto 

o EDTA 5% foi o melhor na manutenção do colágeno e do músculo 

adjacente ao osso. Ácido nítrico 5% apresentou melhor equilíbrio entre 

tempo e custo como solução desmineralizadora. 

 

Palavras-chave: Desmineralização; Osso; Músculo; Colágeno. 
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Introdução 

O processo de desmineralização é comumente utilizado na 

maioria dos laboratórios de Patologia para o exame microscópico dos 

tecidos mineralizados (Ehrlich et al, 2008, Farrell et al, 2015). Este 

método remove os sais de cálcio dos tecidos mineralizados tornando-os 

mais adequados para os cortes histológicos (Page et al. 1996). 

A desmineralização é realizada por soluções químicas, tais 

como ácidos minerais ou quelantes. Ácidos minerais possuem uma ação 

mais rápida enquanto os agentes quelantes oferecem uma maior 

preservação das estruturas histológicas (Leong 2009; Shibata et al. 

2000). O ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) é frequentemente 

utilizado como agente quelante para desmineralização de tecido ósseo 

(Pitol, et al. 2007). Como ácidos minerais, têm sido relatados para 

desmineralização óssea o ácido nítrico (Neves et al. 2011), ácido 

acético (Yoshioka et al. 2002), ácido fórmico (Gupta et al. 2014) e 

Anna Morse (Morse, 1945) em diferentes concentrações. 

Embora existam vários estudos que avaliem diferentes soluções 

com efeitos de desmineralização em amostras de tecido ósseo, a 

literatura é escassa em descrever como o tecido mole adjacente ao osso 

é afetado pelo processo de desmineralização, assim como os custos 

financeiros o tempo para a implementação destas técnicas. 

 

Material e métodos 

Todos os procedimentos para este estudo foram aprovados pelo 

Comitê de Ético Animal da Universidade Federal de Santa Catarina 

(protocolo n.00940). 

 

Animais e Preparo tecidual  

Dez ratos Wistar foram obtidos a partir do Centro de Criação 

Animal da Universidade Federal de Santa Catarina e mantidos à 21ºC ± 

1ºC em um ciclo claro/escuro de 12 h de luz. Os ratos tiveram acesso ao 

alimento (ração padrão comercial, Nuvilab® CR-1; Nuvital, PR, Brasil) 

e água ad libitum. Ratos apresentaram peso médio de 300 g e foram 

sacrificados por exposição a CO2 com decapitação subsequente.  

O fêmur de cada animal foi removido cirurgicamente e fixado 

em formalina tamponada a 10% durante 24 horas. Os espécimes foram 

secionados com fresa de dupla face circular acoplada a motor cirúrgico 

(modelo Blm350, Driller, Brasil) sob irrigação com solução salina 0,9% 

para obtenção de 130 discos ósseos com volume de 3mm
3
. A 

conferência do tamanho dos discos de osso foi realizada com 

micrômetro de precisão (Mitutoyo, Tóquio, Japão). Cerca de 25% do 
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perímetro de cada disco ósseo foi preservado o tecido muscular 

adjacente. 

 

Processamento de tecido e desmineralização  

Os 130 discos ósseos foram distribuídos randomicamente em 5 

grupos e desmineralizados a temperatura ambiente em soluções de ácido 

nítrico 5%, 10% e 20% (Grupo I), ácido fórmico 10%, 20% e 30% 

(Grupo II), ácido acético 10%, 20% e 30% (Grupo III), EDTA pH 7,4 a 

5%, 10% e 20% (Grupo IV) e solução de Anna Morse (Grupo V). 

As soluções de desmineralização foram submetidas à agitação 

repetida e substituídas por novas soluções a cada 24 horas e com 

volume suficiente para cobrir 20 vezes o volume de cada disco. A 

avaliação do processo de desmineralização foi realizada a cada 12 horas 

por método físico seguido por um método químico. O método físico 

envolveu agulhamento diário do osso cortical (agulha fina 30G, BD, 

Brasil) e o método químico foi o teste para detecção de cálcio na 

solução desmineralizadora (Farrell et al. 2015 ). 

Após a desmineralização, os discos ósseos foram lavados em 

água destilada, em seguida desidratados em uma série de crescente de 

etanol, diafanizados com xilol, embebidos em parafina líquida e sólida. 

Secções seriadas de 3 µm de espessura foram obtidos e corados com 

hematoxilina-eosina (H & E), Tricrômio de Masson e Picrosirius. 

 

Medição do tempo global e custo 

Foi medido o tempo em dias para a conclusão da 

desmineralização de cada solução. O custo financeiro em dólares para a 

realização das soluções foi baseado no cálculo do reagente necessário 

para obtenção do volume necessário para cobrir 20 vezes o volume do 

tecido (Suvarna et al. 2013) e o volume total para substituição a cada 24 

horas de cada solução até a completa desmineralização. 

 

Análise microscópica 

As lâminas histológicas foram fotografadas usando microscópio de 

luz (Axiostar, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) conectado à câmera 

(Cannon, A620, San Jose, CA, EUA) e analisadas com software ImageJ 

(1.45s Wayne Rasband Institutos Nacionais de Saúde, EUA ). Cortes 

corados com H&E foram examinados para calcular a porcentagem de 

lacunas ocupadas pelos osteócitos em sete campos sequenciados em 

aumento de 400x. 
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A análise semi-quantitativa foi aplicada para verificar a 

integridade do músculo adjacente ao osso e a preservação das fibras 

colágenas. Os cortes foram corados com Tricrômio de Masson em 

conjunto com Picrosirius sob polarização (Junqueira et al, 1979). Os 

critérios utilizados para as avaliações foram: inaceitável (-), baixa 

integridade (+), integridade moderada (++) ou alta integridade (+++).  

 

Análise estatística 

Os valores foram expressos em média ± desvio padrão. 

Diferenças no tempo, custo e percentual de lacunas ocupadas por 

osteócitos entre os grupos foram testadas usando ANOVA e teste de 

múltiplas comparações de Tukey post hoc. A integridade muscular e das 

fibras colágenas foram testadas usando o teste exato de Fisher. Valores 

de P < 0,05 foram considerados como estatisticamente significativos. O 

software estatístico SPSS versão 18.0 foi utilizado para as análises. 

 
Resultados 

 

Tempo e Custos Financeiros 

Em relação ao tempo de desmineralização, as soluções dos 

Grupos III (ácido acético) e IV (EDTA) necessitaram mais tempo para 

completar o processo de desmineralização. Entre todas as soluções 

testadas, a desmineralização com ácido acético 10% requereu mais 

tempo para finalização (79,8 dias) enquanto a utilização de ácido nítrico 

20% necessitou menor tempo (0,8 dias). Um tempo semelhante foi 

mostrado pelo ácido nítrico 5% e ácido nítrico 10% (5,7 dias). Foram 

encontradas diferenças significativas entre o desmineralizador mais 

rápido (ácido nítrico 20%) e outras soluções (P < 0,001), bem como 

entre a solução mais lenta (ácido acético 10%) e outras soluções (P < 

0,001). 

Os custos financeiros para a desmineralização estavam 

diretamente ligados à concentração das soluções e o tempo necessário 

para completar a preparação do espécime. Entre todas as soluções, ácido 

nítrico 5% exigiu um menor custo menor em comparação com outras 

soluções (P < 0,001), enquanto o ácido acético 30% exigiu o maior 

custo para a conclusão da desmineralização.  

Dados adicionais são apresentados na Tabela 1. 

 

Lacunas ocupadas por osteócitos 
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Grupos III (ácido acético) e IV (EDTA) tiveram uma maior 

porcentagem de lacunas ocupadas por osteócitos em comparação com 

os outros grupos (Tabela 1). 

O maior percentual de lacunas ocupadas pelos osteócitos foi 

encontrado com o ácido acético 10% (95,64% ± 0,95), seguido por 

ácido acético 30% (87,52% ± 3,41) e EDTA 5% (82,14% ± 4,02) 

(Figura 1). A pior porcentagem de preservação de osteócitos foi 

observada com o ácido nítrico 20% (8,33 ± 8,78%). Houve diferença 

estatística entre as soluções de ácido acético 10% e as demais soluções 

(P < 0,001), exceto para o ácido acético 30% (P = 0,057). 

 

Músculo e colágeno 

Alta integridade do músculo adjacente ao osso após a 

desmineralização foi observada apenas com ácido nítrico a 5% e EDTA 

a 5%. O tecido muscular foi considerado inaceitável de acordo com os 

critérios de avaliação para todas as concentrações de ácido acético 

(10%, 20% e 30%), ácido nítrico 20% e ácido fórmico 30% (Figura 1). 

O melhor resultado em termos de integridade do colágeno, 

incluindo o tipo I e III, foi observado com o Grupo IV (EDTA). Os 

piores resultados foram encontrados nos Grupos II (ácido fórmico) e III 

(ácido acético) (Figura 2). Houve diferença estatística entre todos os 

grupos em relação à integridade muscular e das fibras colágenas (P < 

0,01). 

 

Discussão 

Vários espécimes de tecido ósseos obtidos a partir de 

procedimentos cirúrgicos orais e ortopédicos são investigados para fins 

de diagnóstico. A seleção de uma solução adequada para a 

desmineralização em laboratórios de Patologia depende de vários 

fatores, tais como a preservação da celularidade, urgência na liberação 

de laudos anatomopatológicos, integridade do tecido mole adjacente ao 

osso e custos financeiros. Tanto quanto é do conhecimento dos autores, 

este é o primeiro estudo que comparou a interferência de um grande 

número de soluções quelantes e ácidas em tecidos ósseo e muscular, 

além da análise do tempo e custos envolvidos no processo. 

As soluções ácidas removem o carbonato de cálcio ou sais de 

fosfato presente nos ossos, realizando uma troca iónica que resulta na 

formação de um polímero solúvel de sal de cálcio. Há um grande 

número de agentes ácidos, incluindo ácidos fracos ou fortes, que podem 

ser aquosos ou alcoólicos. A utilização de soluções ácidas pode 

danificar a ultraestrutura do tecido mole principalmente quando a 



30 

 

desmineralização requer longo tempo ou a solução é utilizada em altas 

concentrações (Callis & Sterchi 1998, Leong, 2009). 

Ácidos fortes têm maior poder de desmineralização, causando 

danos aos tecidos, particularmente para os núcleos que são hidrolisados 

dificultando o uso subsequente de colorações nucleares. Este tipo de 

solução é comumente usado para o diagnóstico em caráter urgencial em 

rotinas laboratoriais. Para condições não urgentes, são aconselhados 

agentes quelantes (Suvarna et al. 2013). 

Ácidos fracos comumente utilizados como desmineralizadores 

são o ácido acético, ácido fórmico e ácido pícrico. O ácido acético e o 

ácido pícrico também são amplamente utilizados como fixadores 

teciduais e para desmineralização de tecidos ligeiramente mineralizados 

como o tecido embrionário (Skinner et al. 1997). No presente trabalho, 

o ácido acético 10% teve a maior porcentagem de ocupação de lacunas 

por osteócitos do que o ácido fórmico em todas as concentrações. 

Entretanto, o ácido fórmico necessitou de menor tempo para 

desmineralização do que o ácido acético. 

Ácido nítrico 5% e solução de Anna Morse apresentam bons 

resultados para uma desmineralização em curto período de tempo 

(Shibata et al. 2000), como observado em nossa pesquisa. Estas 

soluções são bem indicadas em laboratório de rotina, quando a seleção 

de um agente desmineralizador deve equilibrar o tempo para 

desmineralização e a integridade tecidual. 

Agentes quelantes como o EDTA são compostos orgânicos que 

se ligam aos íons cálcio formando quelatos. Este método é muito lento, 

porém não causa danos aos tecidos (Callis et al, 2008). A 

desmineralização pelo EDTA 5%, 10% e 20% não produziram artefatos 

para as colorações histológicas, ao contrário da desmineralização pelo 

ácido nítrico 20% que gerou artefatos para as colorações em H&E e 

histoquímicas. 

O EDTA é comumente usado como agente de desmineralização 

cuja ação quelante promove a desmineralização e preserva a morfologia 

do tecido ósseo (Frank et al. 1993; Emans et al. 2005; Pitol et al. 2007). 

A eficácia da solução de EDTA na desmineralização é influenciada pela 

concentração do pH e o tempo de exposição (Cury et al. 1981; 

O'Connell et al. 2000; Serper & Calt, 2002). Os valores de pH elevados, 

o número de grupos hidroxilas em excesso retardam a dissociação da 

hidroxiapatita, ao passo que o pH neutro ou baixo, a ligação de íons 

cálcio tendem a aumentar a dissociação de hidroxiapatita e a sua 

disponibilidade para a quelação (O'Connell et al. 2000). 
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No presente estudo, o EDTA, em todas as concentrações, teve 

alta porcentagem de lacunas ocupadas pelos osteócitos e preservação do 

colágeno tipo I e III. No entanto, o EDTA a 5% preservou melhor o 

músculo adjacente ao osso do que o EDTA a 10% ou 20%. 

Interessantemente, não houve relação entre o tempo de 

desmineralização e a preservação muscular com as soluções quelantes.  

Gupta et al. (2014) compararam a eficácia de vários agentes de 

desmineralização incluindo o ácido nítrico 10%, ácido fórmico 10% e 

EDTA na avaliação histológica dos componentes do tecido duro e mole 

de elementos dentais. O resultado mais eficiente em relação ao fator de 

integridade tecidual e o tempo foram obtidos com o ácido nítrico a 10%. 

No corrente estudo, o ácido nítrico 10% e ácido fórmico 10% tiveram 

resultados semelhantes em ambos os tecidos duros e moles. No entanto, 

o EDTA foi melhor do que os referidos ácidos na preservação dos 

tecidos. 

Mattuella et al. (2007) investigaram a eficácia do EDTA e a 

solução de Anna Morse para processamento de dentes decíduos 

humanos com lesões de cárie. Os autores descobriram que o EDTA 

causou alterações na arquitetura celular e tecidual devido ao seu longo 

período de tempo necessário para a desmineralização. No nosso estudo, 

o EDTA levou muito tempo para completar o processo de 

desmineralização o que não interferiu na preservação do tecido. No 

entanto, a diminuição da integridade do tecido foi associada com o 

aumento da concentração. 

Zappa et al. (2005) analisaram diferentes métodos para 

desmineralização de 288 dentes fixados em solução de formalina 10% . 

Ácido nítrico 7% e solução de ácido fórmico (HCOOH) com 70% de 

álcool etílico na proporção 1: 1 apresentaram piores resultados após a 

desmineralização para componentes dos tecidos duros e moles do dente 

quando em comparação com EDTA e outros agentes. Além disso, 

outros estudos (Singh S, K Sarkar, 2010; Sanjai K et al. 2012) também 

revelaram os melhores resultados utilizando EDTA. Por outro lado, 

Gupta et al. (2014) mostraram melhor preservação dos tecidos e 

qualidade da coloração com ácido nítrico a 10% do que o ácido fórmico 

10% ou EDTA. 

Em relação aos custos para desmineralização, a literatura é 

escassa sobre este aspecto. Os nossos resultados mostraram que os 

custos estiveram diretamente relacionados com a concentração das 

soluções e o tempo necessário para completar a preparação da amostra. 

Ácido nítrico 5% teve o menor custo e apresentou uma boa relação 
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entre o custo e preservação tecidual, tendo boa indicação para uso em 

laboratórios de Patologia. 

Algumas soluções removem os íons cálcio rápida e 

completamente, mas podem danificar a contraparte orgânica (Sanjai et 

al. 2012). Além disso, o tamanho da amostra de osso é um fator 

importante no processo de desmineralização (González-Chávez, 2013). 

De acordo com o tamanho da amostra, o volume da solução de 

desmineralização deve ser calculado para uma maior eficácia do 

processo e para a diminuição do tempo. 

Para a determinação do ponto final da desmineralização óssea, 

vários métodos têm sido sugeridos, tais como os métodos físicos, 

químicos ou radiográficos (González-Chávez et al. 2013; Farrell et al. 

2015). Teste físico foi feito no atual estudo usando a inserção de agulha 

no osso cortical. Uma vez que não é considerado como um método 

preciso, foi utilizado o método químico (teste de oxalato de cálcio) no 

corrente estudo o qual facilmente pode ser instituído como teste de 

rotina em laboratórios histopatológicos. 

Métodos alternativos como micro-ondas (Pitol et al. 2007; 

Cunningham et al. 2001) e irradiação por ultrassom (Hatta et al. 2014) 

têm sido propostos a fim de acelerar e melhorar a desmineralização. No 

entanto, as desvantagens destes métodos incluem o aumento da 

temperatura que poderia danificar o espécime, custo elevado e difícil 

reprodutibilidade em laboratórios de diagnóstico. 

Nossos achados mostraram que a desmineralização com ácido 

acético 10% foi o mais eficaz na preservação do tecido ósseo, enquanto 

o EDTA 5% foi o melhor na manutenção do colágeno e do músculo 

adjacente ao osso. Além disso, o ácido nítrico 5% apresentou melhor 

equilíbrio entre tempo e custo como solução desmineralizadora. 

Assim, embora a velocidade da desmineralização seja um 

critério importante para a desmineralização, outros fatores como a 

integridade do tecido, tempo e custo devem ser considerados para a 

investigação histológica. 
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Figura 1. Aspecto do osso cortical e tecido muscular após 

diferentes protocolos de desmineralização.  A, Comprometimento da 

preservação do tecido ósseo com o ácido nítrico 20%. B, Inaceitável 

integridade muscular (-) com a solução de ácido fórmico 30%. C, 

Aspecto do osso cortical com a solução de Morse. D, Pobre integridade 

muscular (+) com o EDTA 20% pH 7,4. E, Tecido ósseo com o ácido 

acético 10%. F, Moderada integridade muscular (++) com o ácido 

fórmico 10%. G-H Alto índice de ocupação das lacunas por osteócitos e 

preservação muscular (+++), respectivamente, com o EDTA 5% pH 7,4. 

Magnificação, 400x.  
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Figura 2. Identificação do colágeno marcado em azul pela 

coloração histoquímica Tricrômio de Masson no tecido ósseo submetido 

à desmineralização com ácido nítrico 20% (A), ácido fórmico 10% (D), 

solução de Anna Morse (G) e EDTA 5% pH 7,4 (J). Colágeno marcado 

em vermelho pela coloração histoquímica Picrosirius (B,E,H,K) e sob 

polarização destacando as fibras colágenas do tipo I (amarelo) e do tipo 

III (verde) (C,F,I,L). B,C Inaceitável preservação do colágeno (-) com 

ácido nítrico 20%. E,F, Pobre densidade de colágeno (+) com o ácido 

fórmico 10% H,I Moderada integridade de fibras colágenas (++) com a 

solução de Anna Morse. K,L Alta densidade de colágeno tipo I e III 

(+++) com o EDTA 5% ph 7,4. Magnificação, 400x.  
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APÊNDICE A - METODOLOGIA EXPANDIDA 

 
Aspectos éticos 

Este projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC), 

com o protocolo PP000940 (ANEXO A).  

 
Delineamento do estudo 

Estudo observacional descritivo e retrospectivo. 

 

Amostra  

Dez ratos Wistar machos adultos (120 dias) foram obtidos a 

partir do Centro de Criação Animal da Universidade Federal de Santa 

Catarina e mantidos à 21ºC ± 1ºC em um ciclo claro/escuro de 12 h de 

luz. Os ratos tiveram acesso ao alimento (ração padrão comercial, 

Nuvilab® CR-1; Nuvital, PR, Brasil) e água ad libitum. Ratos 

apresentaram peso médio de 300 g e foram sacrificados por exposição a 

CO2 com decapitação subsequente.  

 

Procedimentos operatórios 

Os procedimentos operatórios foram realizados utilizando 

instrumental esterilizado em autoclave por calor úmido e os 

pesquisadores utilizaram equipamentos de proteção individual (EPIs). 

Os animais foram tricotomizados nas regiões das duas coxas traseiras e 

posicionados em decúbito dorsal. Na sequência, foi realizada a 

antissepsia das áreas que foram operados com polivinilpirrolidona 

(PVPI) e colocados em campos cirúrgicos esterilizados. Para o acesso às 

regiões femorais dos animais, foi utilizado cabo de bisturi n
o
3 conectado 

a lâmina de bisturi n
o
15. 

O fêmur de cada animal foi removido cirurgicamente e fixado 

em formalina tamponada a 10% durante 24 horas. Os espécimes foram 

secionados com fresa de dupla face circular (22mm, Dhpro) acoplada a 

motor cirúrgico (modelo Blm350, Driller, Brasil) sob irrigação com 

solução salina 0,9% para obtenção de 130 discos ósseos com volume de 

3mm
3
. A conferência do tamanho dos discos de osso foi realizada com 

micrômetro de precisão (Mitutoyo, Tóquio, Japão). Todos os discos 

tiveram cerca de 25% do seu perímetro coberto por tecido muscular.  

Diante da amostra disponível, obtivemos um n de 10 ratos, 

perfazendo um total de 130 discos de tecido ósseo associados a tecido 

muscular. Cada fêmur gerou cerca de 6 a 7 discos uma vez que foram 
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descartadas as extremidades femorais tanto na região codilhar como na 

região de pata. 

 

Desmineralização e processamento dos espécimes 

Os 130 discos ósseos foram distribuídos aleatoriamente em 5 

grupos e desmineralizados a temperatura ambiente em soluções de ácido 

nítrico 5%, 10% e 20% (Grupo I), ácido fórmico 10%, 20% e 30% 

(Grupo II), ácido acético 10%, 20% e 30% (Grupo III), EDTA pH 7,4 a 

5%, 10% e 20% (Grupo IV) e solução de Anna Morse (Grupo V). 

As soluções de desmineralização foram submetidas à agitação 

repetida (47 agitações por minuto) com o auxílio de agitador de mesa 

(IKA Works, Brasil) e substituídas por novas soluções a cada 24 horas e 

com volume suficiente para cobrir 20 vezes o volume de cada disco. A 

avaliação da desmineralização foi realizada por método físico a cada 12 

horas seguido por um método químico. O método físico envolveu 

agulhamento diário do osso cortical (agulha fina 30G, BD, Brasil) e o 

método químico foi o teste para a detecção de oxalato de cálcio na 

solução desmineralizadora (Farrell et al. 2015 ). 

Após a desmineralização, os discos ósseos foram lavados em 

água destilada, em seguida desidratados em uma série de crescente de 

etanol, diafanizados com xilol, embebidos em parafina líquida e sólida. 

Secções teciduais de 3 µm de espessura foram obtidos e corados com 

hematoxilina-eosina (H & E), Tricrômio de Masson e Picrosirius. Na 

sequência, as lâminas foram desidratadas em série de álcool ascendente 

até o xilol e montadas com lamínulas fixadas com resina Entellan 

(Merck, Darmstadt, Alemanha). 

 

Medição do tempo e custo 

Foi medido o tempo em dias para a conclusão da 

desmineralização de cada solução. O custo financeiro em dólares para a 

realização das soluções foi baseado no cálculo do reagente necessário 

para obtenção do volume necessário para cobrir 20 vezes o volume do 

tecido (Suvarna et al. 2013) e o volume total para substituição a cada 24 

horas de cada solução até a completa desmineralização. 

 

Análise microscópica  

As lâminas histológicas foram fotografadas usando 

microscópio de luz (Axiostar,Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) 

conectado à câmera (Cannon, A620, San Jose, CA, EUA) e analisadas 

com software ImageJ (1.45s Wayne Rasband Institutos Nacionais de 

Saúde, EUA ). Cortes corados com H&E foram examinados para 

https://www.google.com.br/search?newwindow=1&espv=2&q=darmstadt+alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEorzzFT4gAxU4qMDbW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQB9LEutQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjY1-zD0t7JAhWFh5AKHeAMCEkQmxMIjgEoATAP
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calcular a porcentagem de lacunas ocupadas pelos osteócitos em sete 

campos sequenciados, em aumento de 400x e por um único observador 

(cego). 

A análise semi-quantitativa foi aplicada para verificar a 

integridade do músculo adjacente ao osso e a preservação das fibras 

colágenas. Os cortes foram corados com Tricrômio de Masson em 

conjunto com Picrosirius sob polarização (Junqueira et al, 1979). Os 

critérios utilizados para as avaliações foram: inaceitável (-), baixa 

integridade (+), integridade moderada (++) ou alta integridade (+++).  

No critério inaceitável (-), o tecido muscular apresentou-se 

amplamente desintegrado e não foram detectadas fibras colágenas 

preservadas. No critério baixa integridade (+), houve mínima 

preservação muscular e poucas fibras colágenas arranjadas 

frouxamente. Na integridade moderada (++), houve favorável 

preservação da morfologia muscular e fibras colágenas tipo I e II 

identificadas na polarização em média densidade. Na alta integridade 

(+++), houve integridade morfológica e celular do tecido muscular e as 

fibras colágenas do tipo I e II identificadas e arranjadas em alta 

densidade. 

 

Análises estatísticas  

Os valores foram expressos em média ± desvio padrão. 
Diferenças no tempo, custo e percentual de lacunas ocupadas por 

osteócitos entre os grupos foram testadas usando ANOVA e teste de 

múltiplas comparações de Tukey post hoc. A integridade muscular e das 

fibras colágenas foram testadas usando o teste exato de Fisher. Valores 

de P < 0,05 foram considerados como estatisticamente significativos. O 

software estatístico SPSS versão 18.0 foi utilizado para as análises. 
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ANEXO A – PARECER SUBSTANCIADO DO CEUA 
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ANEXO B – GUIA DE INFORMAÇÕES AO AUTOR 
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