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ESTUDO HISTOQUIMICO DA FIXACAO DO GLICOGENIO

HEPATICO NO COELHOwm
RISTOCHEMICAL STUDY OF THE GLYCOGEN FIXATION IN RABBIT LIVER

LEONEL (ostTacURTA {93

SUMMARY

The author analyses the action of the picric acid, the Potassium bichromate,
the acetic acid, the mercuric chiorid in aguous solutions and the alcchol 95° in
glycogen fixation of the rabbit liver, which has received intravenous injections of

gluecosic solutions.
were used.

Sixty three different fixative golutions and the MeManus method
It was possible to observe that the Potassium bichromate, as the picric

acid, is an imporiant ingredient in the fixative solutions of the glycogen liver.

INTRODUQCAOC

A preservaciio correta do glicogénio no in-
terior das células de diferentes tipos de teci-
dos orglnicos ainda continua sendo motivo
de novos e seguidos estudos, Em alguns te-
cidos (cartilagem hialina, epitélios estratifi-
cados escamosos) a fixacfio do glicogénio £
relativamente facil; entretanto, em outros {te-
cido muscular cardiaco, rim, placenta), isto
é realmente dificil, Ne {izado, a preserva-
¢do do glicogénio & moderadamente dificil
¢ os resnitados obtidos com as solugbes fixa-
doras, recomendadas em histoquimica, nfo
sio concordantes nem convincentes. Esta é
a razdo porque propuzemos estudar a agfio
de diversas substincias quimicas sobre o
glicogBuio hepitico, quer empregadas isola-
damente, guer formando solugBes compos-
tas de doig, trés ou guatro elementos.

As substincias guimicas utilizadas nesta
pesquisa foram o acide pierico, o formel, o
dleool, o acido acético, o bricromato de po-
tissio e o sublimado corrosive, tendo-se em
vista que as guatro primeirss sdo geralmen-
te iniegrantes de solugBes f{ixadoras comu-
mente usadas em histoquimica, na preser-

vagio do glicogénio dos tecidos orghnicos em
geral, Com isto, esperamos trazer mais uma
contribuigio para o estudo da fixacio do gli-
cogénio das células hepaticas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados na presente pesquisa frag-
mentos de figado de coelho gque recebeu pré-
viamente a dose didria de 10 ml de soluto
glicosado a 10%. O animal foi sacrificade
no segunde dia e fragmentos de figado fo-
ram mergulhados imediatamente em 63 so-
luches. fixadoras geladas a 4°C; estas solu-
¢Oes eram combinaces das seguintes subs-
tAncias guimicas: acido pierico, formel, 4l
cool, Acido aeétien, bricomato de petassio e
sublimado corrosivo, FEstas combinagBes en-
contram-se no guadro L

(s fragmentos de figade, apds fixaches, fo-
ram incluidos em parafina e, em seguida ob-
tidos cortes com 9 microns de espessura, os
guais foram distribuides em uma série de
oite laminas ,contendo cada uma um nimero
de oito cories conforme ¢ quadro da pdg. se-
guinte; fol obedecida a mesma ordem, em

(1) Realizado na ¥Faculdade de Midecina de RibeirZo Préto da U.S.FP. e na Faculdade de Medicina

dgo Instituto de Cigncias Biomeédicas da USP.

Apreseniado ao 5.0 Congresso da Sociedade Bra-

siieira de Anafomis, realizado na Fac. Med. U.F.R., Recife, em junho de 1970,
{2) Do Departamento de Anatomia do Instituto de Ciéncias Blomédicas da i1.8.P.
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bora a Gltima l&minu tivesse um upimerv de
cortes inferior a oito, Para a identificagdo
do glicogénio foi utilizado o processo de co-

loragio de McManus® (1946},

RESULTADOS

(O exame do material utilizado pa presen-
te pesquisa perroitin observar inicialmente
que o &cido picrice, o sublimade corrosivo, o
hicromato de potéssio, o formol e o Aacido
acético, quando empregados isoladamente em
solugBes aquosas e também o éleool a 957
nio preservam satisfatdriamente o glicogénio
no interior das célnlas hepatica, tanto da su-
perficie como da zona central dos cortes his-
tolégicos. O alcool a 95° fixa o glicognie
sob g forma de pequenas massas irregulares
intracelulares na periferia do corte comeo um
fendmeno de superfixacfo; o fendmeno de
fuga “Alkoholflucht” & acentuado (Fig. 1).

Nas preparacies em que os fragmentos de
figado de coelho foram submetidos & aghe
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de fixadores constituidos de duas das subs
tincias quimicas em estudo, observa-se que:
a) Quande se acrescenta na solugio aquosa
de dcido picrice o sublimado corrosivo, for-
mol, &cido acético ou o lcool 95°, a preser-
vagio do glicogénio neo interior das células
hepiticas & melhor (Fig. 2). Quando &
solugo aguiosa de 4cide picrico se adiciona
o bicremato de potassio, o glicogénio se tor-
na mais evidente, embora sob a forma de
granules irregulares, tanto nas célules da
periferia como nas da zona central dos cor-
tes {Fig. 3}. b) Quando, as schugdes aquo-
sas de sublimado corresive, se adiciona o
acido acético, formol ou hicromato de potis-
sio, o glicogénio das células hepiticas € mal
preservado; porém, a solugio de sublimade
corrosive em dleool 95°, faz com que o gh-
cogénio se evidencie intra e extracelular-
mente sob a forma de grirulos de tamanhoes
variados, especialmente na periferia dos cor-
tes. O fendmeno de fuga & acentuade.
e) A soluclo aquosa de bicromato de potéssio
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Fig. 1 — Fixacdo do glicogénio hepético de Fig. 4 — Com a solucdo de bicromato de po-

coelho em Alcool 95°. Observar o fenémeno de téassio em Alcool 959, a fixacio do glicogénio é

fuga, uma caracteristica do efeito do fixador feita em pequenas massas. O fendtmeno da
sobre o glicogénio intracelular. fuga sempre est4 presente.

Fig. 2 — Nas combinacdes binarias a fixac#o Fig. 5 — Fixacédo do glicogénlo hepético em
do glicogénio é melhor. formol, acido acético, bicromato de potassio e
Acido picrico em solucdo aquosa.

Fig. 3 — Na combinacdo acido picrico e bicro- Fig. 6 — Fixacio do glicogénio hepatico em
mato de potassio em solucdo aquosa, o glico- acido picrico, bicromato de potassio e formol
génio hepético aparece sob a forma de gra- em solucdo alcodlica a 95°.

‘nulos irregulares, tanto na parte periférica
como na zona central do corte.
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& gual se adiciona o formol ou dcido acético
e & solucdo de bicromato de potdssio em al-
cool 95°, preservam o glicogénio hepatico sob
a forma de massas irregulares na periferia do
corte histologico (Fig. 43. d} Com a adi-
cio de acido acética glacial & solugio aguosa
de formel a 109, a preservacio do glico-
sénio 6 mé; quande sce adiciona 4leool
95¢ i solugio de formel a 10%, a fixa-
cio do glicogénio & semelhante aquela em
que é usade sdmente o 4lcool 957,

Entre as solugbes compestas de trés das
substincias guimicas em estudo na fixaclo
do glicogénio hepéatico, merecem ser desta-
cadas aquelas nas quals participaram o dci-
do picrico, o bicromate de potassio e o cido
acético em solugio aquosa e a formada de
bicromato de potassio, acido pierico e for-
mol. Em ambas as solucdes, o gligénic he-
patico apareceu sob a forma de grénulos in-
tracelulares e em 4reas iimitadas da super-
ficie do corte histelégico.

Das solucBes compostas de quatro das subs-
tincias quimicas em estudo, destacaram-se
aguelas formadas de: a) formol, &cido acé-
tico gracial, bicromato de potissio ¢ dcide
picrico, em solugic aquosa; k) acide pi-
erico, formol, bicromato de potassio e alcool.
Em @, o glicogénio foi preservado sob a for-
ma de granulos irregnlares bem corados e
dispersos regularmente no citoplasma das cé-
lulas hepdticas tanto da periferia como da
zona central dos cortes histologicos (Fig. 5).
Em b, o glicogénio apareceu bem corado sob
a forma de massas irregulares nas coclulas
hepéticas de 1dda a superficie do corte, me-
nos da sua zona central (Fig. 6}; o fend-
meno de fuga pode ser observado na super-
ficie do corte.

DISCUSEAO E CONCLUSAO

(b presente estudo permitin verificar que,
embora PastepLs & Lfowarp ' {1935) te-
nham demonstrado que o dcido picrico é o
{ator indispensével na solugio de Bouin-Allen,
o referido Acide, assim como o dcido acéti-
co glacial, o formol, o bicromato de potassio
¢ o sublimado corrosivo, quando utilizados
separadamente em solucio aquosa, nfio se
mostraram eficlentes na fixagle do glicogé-
nie existente po interior das células hepati-
cas do coelho,
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Na fixagio em fase liquida constatou-se,
nas combinagtes de duas, rés e quatro subs-
tincias quimicas estudadas, a existéneia de
interdependéncia de algumas destas substén-
cigs, além da obrigatoriedade da participa-
¢io do dcido picrico na composicio de solu.
¢oes fixadoras do glicogénio hepético. Os
artefatos de fixagdo, tais como o parecimen-
te do glicognio dentro das células seb a for-
ma de grénulos ou pequenas massas irre-
gulares, a fuga do glicogénio “Alkchiflucht™
para o polo oposto ao de penetragfio dos fixa-
dores, a superfixacio ¢ 2 presenca de grinu-
los de glicogénio nos espagos intercelnlares,
foram relacienados a determinadas substin-
cias. Assim o fendmeno foi caracteristico do
efeito do &lcool, formel e dcido acético; a
presenca de glicogénio sob a forma de finas
granulacles & caracteristica do efeito do bi-
cromate de potdssio e do sublimadoe corrosi-
vo. 0 &cide pierice fixa o glicogénio em
pequenas massas irregulares. Todos éstes fa-
tos nos levaram a considerar a escolha das
diferentes substincias quimicas em estudo,
na composicio de uma solugfo fixadora de
glicogénio hepitico do coelho, Embora in-
dicando a presenga do glicogénio nas células
hepéticas, deve ser lembrado gue o Acido pi-
crico nfo age precipitando o glicogénio, mas
sim imobilizando o substrato, provavelmen-
fe uma proteina {complexo glicogénio-protei-
na}, ao qual o glicogénio esti ligado {Pas-
teels ¢ Léonard, 1935;. Entfo, a razdo pe-
la qual éste acide se torna indispepsével na
fixagdo do glicogénio, & que é&le methora a
fixacdo do substrato.

Devido a existéncia dos diverses artefatos
da fixagdo em fase liguida do glicogénio, &
gue varios aulores procuraram oniros melos
de fixagio do glicogénio, tais como a erio-
dissecacio e a congelacio-dissolugio (Man-
cInNt %, 1947 e 1948: Lison %, 1949; Boxpa-
REFF 2, 1057).

Na fixagfo em fase liquida em que par-
teiparam quatro das substénecias gquimicas
estudadas, observou-se que, na malioria das
combinagbes quaternarias, a preservagho do
glicogénic hepdlice nfo fol satisfatbria, mes-
mo com aquelas em que o Acido picrico es-
tava presente; em oulras, embora com os ar-
tefatos apontados, o glicogénio fol evidente
¢ bem identificado pelo processo de coloragio
de McManus, Entre estas, destacaram-se as
constituidas por: a} Acido pierico, formel,
bicromate de potissio e dcido acético em
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soluglo aquosa; b) aeido picrice, bicroma-
to de potissio e formol em sohugio alcodlica.
Estas solugfes apresentam composi¢io qui-
mica semelhante & daquela propoesta por Gen-
dre para a fixacho do glicogénio. Porém ne-
las, observa-se s presenca do bicromato de
poldssio e na primeira, a solugfo & aquosa.
lsto vem confirmar as observagies de Bavpgr?
(1933), Drank?® (1946), Litiznt (1947),
Mogrcan & Mowsay * {1951) ¢ Morrrone &
Mamerok 2 {1952} que, em solugbes aquo-
sas, se pode obter hons fixadores do glicogé-
nio. Assim, em ambas as solugbes fixadoras
quaterpirias, os resultados foram igualmente
satisfatorias na preservacio do glicogénio das
células hepaticas, principalmente quande usa-
das a temperatura de 4°C, como foi ohserva-
do em mma experimentacio preliminar.

RESUMO

O aytor anazlisa a aglo do Acide picrico,
bicromato de poidssio, dcido acético, formol
¢ do sublimado corrosive, em solugSes aguo-
sas e do dloool 95° no processo de fixaciio do
glicogénio hepético de coelho gue recebeu
préviamente injecfes endovenosas de soli-
cio glicosada., Usando 63 combinagbes das
substincias quimicas acima referidas e o
processo de identificacio do glicogénio dos
tecidos vrgdnicos de McManus, ficou cons
tadada a bmportdncia do bicromate de po-
tissio, além do 4cido picrice, na composigio
de solugbes fixaderas do gliceglnio bepatico
de coelho, tanto em melo agquose como al-
codlice.
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