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ESTUDO HISTOQUÍMICO DA FIXAÇÃO DO GLICOGÊNIO
HEPÁTICO NO COELHO (1)

HISTOCHEMICAL STUDY OF THE GLYCOGEN FIXATION IN RABBIT LlVER

LEONEL COSTACURTA (2)

SUMMARY

The author analyses the action of the picric acid, the Potassium bichromate,
the acetic acid, the mercuric chlorid in aquous solutions and the alcohol 95° in
glycogen fixation of the rabbit liver, which has received intravenous injections of
glucosic solutions. Sixty three different fixative solutions and the McManus method
were used. It was possible to observe that the Potassium bichromate, as the picric
acid, is an important ingredient in the fixative solutions of the glycogen liver.

INTRODUÇÃO

A preservação correta do glicogênio no in-
terior das células de diferentes tipos de teci-
dos orgânicos ainda continua sendo motivo
de novos e seguidos estudos. Em alguns te-
cidos (cartilagem hialina, epitélios estratifi-
cados escamosos) a fixação do glicogênio é
relativamente fácil; entretanto, em outros (te-
cido muscular cardíaco, rim, placenta), isto
é realmente difícil. No fígado, a preserva-
ção do glicogênio é moderadamente difícil
e os resultados obtidos com as soluções fixa-
doras, recomendadas em histoquímica, não
são concordantes nem convincentes. Esta é
a razão porque propuzemos estudar a ação
de diversas substâncias químicas sôbre o
glicogênio hepático, quer empregadas isola-
damente, quer formando soluções compos-
tas de dois, três ou quatro elementos.

As substâncias químicas utilizadas nesta
pesquisa foram o ácido pícrico, o formal, o
álcool, o ácido acético, o bricromato de po-
tássio e o sublimado corrosivo, tendo-se em
vista que as quatro primeiras são geralmen-
te integrantes de soluções fixadoras comu-
mente usadas em histoquímica, na preser-

vação do glicogênio dos tecidos orgânicos em
geral. Com isto, esperamos trazer mais uma
contribuição para o estudo da fixação do gli-
cogênio das células hepáticas.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizados na presente pesquisa frag-
mentos de fígado de coelho que recebeu pre-
viamente a dose diária de 10 ml de soluto
glicosado a 10%. O animal foi sacrificado
no segundo dia e fragmentos de fígado fo-
ram mergulhados imediatamente em 63 so-
luções fixadoras geladas a 4°C; estas solu-
ções eram combinações das seguintes subs-
tâncias químicas: ácido pícrico, formal, ál-
cool, ácido acético, bricomato de potássio e
sublimado corrosivo. Estas combinações en-
contram-se no quadro I.

Os fragmentos de fígado, após fixações, fo-
ram incluídos em parafina e, em seguida ob-
tidos cortes com 9 mícrons de espessura, os
quais foram distribuídos em uma série de
oito lâminas .contendo cada uma um número
de oito cortes conforme o quadro da pág. se-
guinte; foi obedecida a mesma ordem, em

(1) Realizado na Faculdade de Midecina de Ribeirão Prêto da U.S.P. e na Faculdade de Medicina
do Instituto de Ciências Biomédicas da U.S.P. Apresentado ao 5.° Congresso da Sociedade Bra-
sileira de Anatomia, realizado na Fac. Med, U. F. R., Recife, em junho de 1970.

(2) Do Departamento de Anatomia do Instituto de Ciências Biomédicas da U.S.P.
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A = Álcool 95°
B = Bicromato de potássio
c = Ácido acético

bora a última lâmina tivesse um número dI:'
cortes inferior a oito. Para a identificação
do glicogênio foi utilizado o processo de co-
loração de McMANUS 8 (1946).

RESULTADOS

o exame do material utilizado na preseIl-
te pesquisa permitiu observar inicialmente
que o ácido pícrico, o sublimado corrosivo, o
bicromato de potássio, o formol e o ácido
acético, quando empregados isoladamente em
soluções aquosas e também o álcool a 95°,
não preservam satisfatoriamente o glicogênio
no interior das células hepática, tanto da su-
perfície como da zona central dos cortes his-
tológicos. O álcool a 95° fixa o glicogênio
sob a forma de pequenas massas irregulares
intracelulares na periferia do corte como um
fenômeno de superfixação; o fenômeno de
fuga "Alkoholflucht" é acentuado (Fig. 1).

Nas preparações em que os fragmentos de
fígado de coelho foram submetidos à ação
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F = Formol
P = Ácido picrico
S = Sublimado

de Iixadores constituídos de duas das subs-
tâncias químicas em estudo, observa-se que:
a) Quando se acrescenta na solução aquosa
de ácido pícrico o sublimado corrosivo, for-
mo], ácido acético ou o álcool 95°, a preser-
vação do glicogênio no interior das células
hepáticas é melhor (Fig. 2) _ Quando à
solução aquosa de ácido pícrico se adiciona
o bicromato de potássio, o glicogênio se tor
na mais evidente, embora sob a forma de
grânulos irregulares, tanto nas células da
periferia como nas da zona central dos cor-
tes (Fig. 3). b) Quando, às soluções aquo-
sas de sublimado corrosivo, se adiciona o
ácido acético, formol ou bicromato de potás-
sio, o glicogênio das células hepáticas é mal
preservado; porém, a solução de sublimado
corrosivo em álcool 95°, faz com que o gli-
cogênio se evidencie íntra e extracelular-
mente sob a forma de grânulos de tamanhos
variados, especialmente na periferia dos cor-
tes. O fenômeno de fuga é acentuado.
c) A solução aquosa de bicromato de potássio
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Fig. 1 - Fixação do glicogênio hepático de
coelho em álcool 95°. Observar o fenômeno de
fuga, uma caractertstíca do efeito do tíxador

sôbre o glicogênio íntracetular.
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Fig. 2 - Nas combínações binárias a fixação
do glicogênio é melhor.

.
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Fig. 3 - Na combinação ácido pícr lco e bícro-
mato de potássio em solução aquosa, o gltco-
gênio hepático aparece sob a forma de grâ-
nulos irregulares, tanto na parte periférica

como na zona central do corte.

Fig. 4 - Com a solução de bicromato de po-
tássio em álcool 95°, a fixação do glicogênio é
feita em pequenas massas. O fenômeno da

fuga sempre está presente.

·1

Fig. 5 - Fixação do glicogênio hepático em
torrnot, ácido acétíco, bicromato de potássio e

ácido picrico em solução aquosa .

Fig. 6 - Fixação do gucogenio hepático em
ácido ptcríco, bicromato de potássio e formol

em solução alcoólica a 95°.
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à qual se adiciona o formol ou ácido acético
e a solução de bicromato de potássio em ál-
cool 95°, preservam o glicogênio hepático sob
a forma de massas irregulares na periferia do
corte histológico (Fig. 4). d) Com a adi-
ção de ácido acético glacial à solução aquosa
de formol a 10%, a preservação do glico-
gênio é má; quando sce adiciona álcool
95° à solução de formol a 10%, a fixa-
ção do glicogênio é semelhante àquela em
que é usado sômente o álcool 95°.

Entre as soluções compostas de três das
substâncias químicas em estudo na fixação
do glicogênio hepático, merecem ser desta-
cadas aquelas nas quais participaram o áci-
do pícrico, o bicromato de potássio e o ácido
acético em solução aquosa e a formada de
bicromato de potássio, ácido pícrico e for-
moI. Em ambas as soluções, o gligênio he-
pático apareceu sob a forma de grânulos in-
tracelulares e em áreas limitadas da super-
fície do corte histológico.

Das soluções compostas de quatro das subs-
tâncias químicas em estudo, destacaram-se
aquelas formadas de: a) formol, ácido acé-
tico gracial, bicromato de potássio e ácido
pícrico, em solução aquosa; b) ácido pí-
crico, formol, bicromato de potássio e álcool.
Em a, o glicogênio foi preservado sob a for-
ma de grânulos irregulares bem corados e
dispersos regularmente no citoplasma das cé-
lulas hepáticas tanto da periferia como da
zona central dos cortes histológicos (Fig. 5).
Em b, o glicogênio apareceu bem corado sob
a forma de massas irregulares nas células
hepáticas de tôda a superfície do corte, me-
nos da sua zona central (Fig. 6); o fenô-
meno de fuga pode ser observado na super-
fície do corte.

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

o presente estudo permitiu verificar que,
embora PASTEELS& LÉONARD11 (1935) te-
nham demonstrado que o ácido pícrico é o
fator indispensável na solução de Bouin-Allen,
o referido ácido, assim como o ácido acéti-
co glacial, o formol, o bicromato de potássio
e o sublimado corrosivo, quando utilizados
separadamente em solução aquosa, não se
mostraram eficientes na fixação do glicogê-
nio existente no interior das células hepáti-
cas do coelho.
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Na fixação em fase líquida constatou-se,
nas combinações de duas, três e quatro subs-
tâncias químicas estudadas, a existência de
interdependência de algumas destas substân-
cias, além da obrigatoriedade da participa-
ção do ácido pícrico na composição de solu-
ções fixadoras do glicogênio hepático. Os
artefatos de fixação, tais como o parecimen-
to do glicogênio dentro das células sob a for-
ma de grânulos ou pequenas massas irre-
gulares, a fuga do glicogênio "AlkohIflucht"
para o polo oposto ao de penetração dos fixa-
dores, a superfixação e a presença de grânu-
los de glicogênio nos espaços intercelulares,
foram relacionados a determinadas substân-
cias. Assim o fenômeno foi característico do
efeito do álcool, formol e ácido acético; a
presença de glicogênio sob a forma de finas
granulações é característica do efeito do bi-
cromato de potássio e do sublimado corrosi-
vo. O ácido pícrico fixa o glicogênio em
pequenas massas irregulares. Todos êstes fa-
tos nos levaram a considerar a escolha das
diferentes substâncias químicas em estudo,
na composição de uma solução fixadora do
glicogênio hepático do coelho. Embora in-
dicando a presença do glicogênio nas células
hepáticas, deve ser lembrado que o ácido pí-
crico não age precipitando o glicogênio, mas
sim imobilizando o substrato, provàvelmen-
te uma proteína (complexo glicogênio-proteí-
na), ao qual o glicogênio está ligado (Pas-
teels e Léonard, 1935). Então, a razão pe-
la qual êste ácido se torna indispensável na
fixação do glicogênio, é que êle melhora a
fixação do substrato.

Devido a existência dos diversos artefatos
da fixação em fase líquida do glicogênio, é
que vários autores procuraram outros meios
de fixação do glicogênio, tais como a crio-
dissecação e a congelação-dissolução (MAN-
CINI6, 1947 e 1948; LrSON5, 1949; BONDA-
REFF 2, 1957).

Na fixação em fase líquida em que par-
ticiparam quatro das substâncias químicas
estudadas, observou-se que, na maioria das
combinações quaternárias, a preservação do
glicogênio hepático não foi satisfatória, mes-
mo com aquelas em que o ácido pícrico es-
tava presente; em outras, embora com os ar-
tefatos apontados, o glicogênio foi evidente
e bem identificado pelo processo de coloração
de McManus. Entre estas, destacaram-se as
constituídas por: a) ácido pícrico, formol,
bicromato de potássio e ácido acético em
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solução aquosa; b) ácido pícrico, bicroma-
to de potássio e formol em solução alcoólica.
Estas soluções apresentam composlçao quí-
mica semelhante à daquela proposta por Gen-
dre para a fixação do glicogênio. Porém ne-
las, observa-se a presença do bicromato de
potássio e na primeira, a solução é aquosa.
Isto vem confirmar as observações de BAUER1
(1933), DEANE3 (1946), LILLIE 4 (1947),
MORGAN& MOWRY9 (1951) e MORRIONE&
MAMELOK10 (1952) que, em soluções aquo-
sas, se pode obter bons fixadores do glicogê-
nio. Assim, em ambas as soluções fixadoras
quaternárias, os resultados foram igualmente
satisfatórias na preservação do glicogênio das
células hepáticas, principalmente quando usa-
das a temperatura de 4°C, como foi observa-
do em uma experimentação preliminar.

RESUMO

o autor analisa a ação do ácido pícrico,
bicromato de potássio, ácido acético, formol
e do sublimado corrosivo, em soluções aquo-
sas e do álcool 95° no processo de fixação do
gIicogênio hepático de coelho que recebeu
previamente injeções endovenosas de solu-
ção glicosada. Usando 63 combinações das
substâncias químicas acima referidas e o
processo de identificação do glicogênio dos
tecidos orgânicos de McManus, ficou cons-
tadada a importância do bicromato de pO°
tássio, além do ácido pícrico, na composição
de soluções fixadoras do glicogênio hepático
de coelho, tanto em meio aquoso como al-
coólico.
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