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Resumo

Na rotina de avaliação histológica, os fixadores mais adequados para o tecido ovariano para que se 
obtenha uma adequada análise morfológica do ovário e de suas células ainda não foram determinados. 
O correto processamento do tecido é fundamental para evitar erros de interpretação, como confundir 
degeneração folicular devido ao processo fisiológico de atresia folicular com sinais de degeneração 
devido à má fixação do tecido. Este estudo teve como objetivo identificar qual o melhor fixador e melhor 
período de fixação para análise morfológica da unidade funcional do ovário: o folículo. Para isso foram 
utilizados ovários (n=5) de cinco vacas adultas. Cada ovário foi divido em 12 fragmentos e submetidos 
a seis diferentes fixadores em dois tempos (12 e 24h). Foram analisados 150 folículos ovarianos por 
tratamento. Os melhores resultados foram obtidos com os fixadores Carnoy e Bouin, que apresentaram 
maior (P < 0,05) proporção de folículos viáveis após fixação por 12 ou 24h (88 e 83% para o fixador 
Carnoy vs. 79 e 73% para Bouin respectivamente). Conclui-se neste estudo que os fixadores Carnoy 
e Bouin são as melhores opções para preservar por até 24 h a morfologia de folículos pré-antrais em 
ovários bovinos.
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Abstract

There are no efficient fixatives for histological analyses of ovarian tissue that permit an appropriate 
morphological analysis of ovary and their cells. The correct processing of the tissue is essential to avoid 
misinterpretation between follicular degeneration due to the physiological process of follicular atresia 
with signs of degeneration signals due to poor tissue fixation. This study aimed to identify the best 
fixative and better fixation period for morphological analysis of the functional unit of the ovary: follicle. 
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Ovaries (n = 5) from five adult cows were collected from local abattoirs. Each ovary was divided into 
12 fragments and submitted to six different fixatives in two different times (12 and 24h). It was analyzed 
150 follicles per treatment. The best results were obtained with Carnoy’ and Bouin’s fixatives which had 
higher (P < 0.05) proportion of viable follicles after fixation for 12 or 24h (88 and 83% for Carnoy’s 
fixative vs. 79 e 73% for Bouin). It was concluded that Carnoy and Bouin fixatives are the best options 
to preserve for up to 24 h the morphology of preantral follicles in bovine ovaries.
Key words: Fixative, histology, ovary, preantral follicle

Introdução

O folículo é a unidade morfofuncional do ovário. 
É constituído por um oócito circundado por células 
da granulosa e da teca e possui atividade exócrina ou 
gametogênica. Os folículos pré-antrais representam 
mais de 90% de toda reserva de gametas femininos 
(SAUMANDE, 1991; FIGUEIREDO et al., 2007) 
e os oócitos inclusos nestes folículos representam 
excelente alternativa para a preservação e posterior 
propagação de animais de alto valor econômico ou 
em vias de extinção (CHAVES et al., 2008).

A análise histológica permite uma avaliação 
mais detalhada das estruturas foliculares. A base 
para uma boa preparação histológica é a fixação, 
que deve ser completa e adequada. Os principais 
objetivos da fixação incluem a inibição da autólise 
tecidual, coagulação ou endurecimento do tecido, 
preservação dos vários componentes celulares e 
tissulares, melhora na diferenciação óptica dos 
tecidos e, finalmente, facilitação da subsequente 
coloração (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). O 
tempo de fixação varia de acordo com o tamanho 
e constituição do tecido, poder de fixação e 
temperatura do fixador (CULLING; ALLISSON; 
BARR, 1985). 

Diversos fixadores têm sido empregados, como 
acetona, metanol, Bouin, formalina a 10%, periodato-
lisina, paraformoldeído, acetona-metil benzoato-
xileno e EDTA (BAUMGARTNER et al., 1988). 
Quando não fixadas corretamente as células e seus 
constituintes apresentam-se distorcidas e retraídas, 
o que dificulta a avaliação histológica (FOX et al., 
1985). A formalina a 10% para microscopia óptica 
e o aldeído glutárico em solução de 2 a 6% para 
microscopia eletrônica são os fixadores simples 
mais comumente utilizados (FOX et al., 1985). Os 

fixadores de natureza alcoólica necessitam menor 
tempo para fixação, o que acelera o período requerido 
para o processamento histológico, embora possam 
promover encolhimento, colapso e endurecimento 
dos tecidos pela coagulação das proteínas e ácidos 
nucléicos. O metanol ou ácido acético, classificados 
como fixadores desnaturantes ou coagulantes de 
proteínas condicionam aspecto diferente aos tecidos 
fixados, o que pode interferir negativamente nas 
análises estruturais (BUESA, 2008). O etanol 70%, 
pouco oneroso e de fácil preparo, pode ser utilizado 
com sucesso para fixação de tecido glandular, além de 
órgãos como rim e próstata, permitindo a satisfatória 
inclusão em parafina (GILLESPIE et al., 2002). 

Nos protocolos de histologia para tecido 
ovariano foi relatado o uso, com bons resultados, 
fixadores como o paraformaldeído a 4% (SILVA et 
al., 2004), Bouin (ANDRADE et al., 2005) e Carnoy 
(MATOS et al., 2004). Entretanto, um consenso 
sobre o melhor fixador e tempo ideal para fixação 
e adequada preservação das estruturas ovarianas 
permanecem incertos. Visando facilitar estudos 
morfológicos do tecido ovariano, considerando 
a importância deste órgão para a reprodução, o 
objetivo deste estudo foi comparar o efeito de 
diferentes fixadores e tempos de fixação sobre a 
morfologia de folículos pré-antrais em fragmentos 
ovarianos bovinos processados para histologia.

Material e Métodos

Coleta dos ovários 

Ovários (n=5) de cinco vacas não gestantes 
adultas Bos taurus indicus (Nelore) foram coletados 
em abatedouros. Imediatamente após a coleta, os 
ovários foram lavados em solução salina 0,9% e 
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divididos em 12 fragmentos com aproximadamente 
9 mm3 (3x3x1 cm) foram retirados do córtex de cada 
ovário. Em seguida, os fragmentos ovarianos foram 
imersos em seis diferentes fixadores por 12 ou 24 
h (Figura 1). Os fragmentos foram acondicionados 
individualmente em frascos de vidro contendo 
aproximadamente 20 vezes o volume da solução 
fixadora. Os fixadores utilizados foram: Álcool 70% 

(A-12 e A-24 – GILLESPIE et al., 2002), Bouin (B-
12 e B-24 – ANDRADE et al., 2005), Carnoy (C-12 
e C-24 – MATOS et al., 2004), Karnovsky (K-12 e 
K-24 – ABRAHÃO et al, 2004), Formol 10% (F-12 
e F-24 – SALMITO-VANDERLEY et al, 2002) e 
Paraformaldeído 4% (P-12 e P-24 – SILVA et al., 
2004). Cada ovário constituiu uma repetição.

Figura 1. Protocolo experimental utilizado em cada ovário para testar a eficiência de diferentes fixadores e tempos de 
fixação sobre a morfologia de folículos ovarianos pré-antrais.

Fonte: Elaboração dos autores.

Processamento histológico

Após fixados por 12 ou 24 h, os fragmentos 
foram acondicionados em álcool 70% por 
aproximadamente 24h. Para processamento 
histológico, os fragmentos foram desidratados em 
concentrações crescentes de álcool, diafanizados 
em xilol e incluídos em Paraplast Plus (Ted 
Pella, Inc – CA – USA). Posteriormente, foram 
realizados cortes seriados de 5 µm em micrótomo 
rotativo (Leica®, Wetzlar-Alemanha), seguidos 
de montagem em lâmina e coloração com ácido 
periódico de Schiff (PAS) e Hematoxilina. A leitura 
das lâminas foi realizada em microscópio óptico 
(Nikon®, Tokyo-Japão). Em cada tratamento foram 
avaliados 30 folículos por repetição, totalizando 150 
folículos. De acordo com a morfologia os folículos 
pré-antrais foram classificados como degenerados 
quando apresentaram um ou mais dos seguintes 

aspectos: retração do citoplasma, núcleo picnótico, 
vacúolos citoplasmáticos, deslocamento das células 
da granulosa e rompimento da membrana basal 
(LUCCI et al., 2002). 

Análise estatística

O delineamento experimental foi do tipo 
inteiramente casualizado com cinco repetições e 
12 tratamentos. Os dados de viabilidade folicular 
foram submetidos à análise de variância utilizando 
modelos mistos lineares (mixed models; SAS, versão 
9.1; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA), sendo que 
a porcentagem de folículos viáveis em cada ovário 
consistiu uma repetição. As comparações múltiplas 
entre os grupos experimentais foram realizadas pelo 
LS means. O nível de significância considerado foi 
P<0,05.
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Resultados

Foram avaliados 1800 folículos pré-antrais 
incluídos no tecido ovariano fixados em seis 
diferentes fixadores, durante 12 ou 24 horas. 
Tecidos fixados em Carnoy e Bouin por 12 e 24 

horas apresentaram maior porcentagem (P <0,05) 
de folículos morfologicamente viáveis (88 e 83% 
para o fixador Carnoy vs. 79 e 73% para o Bouin, 
respectivamente) comparado aos demais fixadores. 
Entretanto, ambos fixadores não diferiram (P >0,05) 
entre si (Figura 2). 

Figura 2. Porcentagem de folículos pré-antrais morfologicamente normais em tecidos ovarianos mantidos em seis 
fixadores diferentes por 12 ou 24 horas. Letras minúsculas indicam diferença a, b, c , d diferem entre si (P <0,05).

Fonte: Elaboração dos autores.

Tabela 1. Porcentagem de alterações morfológicas observadas em folículos ovarianos pré-antrais bovinos (n=150/
tratamento) mantidos em diferentes fixadores por 12 ou 24 horas. RC- retração citoplástica, VC- vacuolização do 
citoplasma, PC- picnose nuclear, DCG- deslocamento de células da granulosa, RMB- rompimento da membrana basal.

Tratamentos Classificação das Alterações Morfológicas (%)
Total RC VC PC DCG RMB

Álcool 70% 12 h 49 (74/150) 59 14 28 47 1
Álcool 70% 24 h 51 (77/150) 40 10 36 47 1
Bouin 12 h 21 (32/150) 28 22 56 34 3
Bouin 24 h 27 (41/150) 32 22 39 37 5
Carnoy 12 h 12 (18/150) 56 11 0 72 0
Carnoy 24 h 17 (25/150) 56 20 16 72 0
Karnovsky 12 h 60 (90/150) 43 12 19 60 6
Karnovsky 24 h 49 (74/150) 50 11 27 54 8
Formol 10% 12h 64 (96/150) 53 8 22 60 6
Formol 10% 24h 74 (111/150) 57 7 16 73 8
Paraformaldeído 4% 12h 79 (119/150) 66 10 8 76 5
Paraformaldeído 4% 24h 81 (122/150) 63 14 9 83 7

*RC- retração citoplástica, VC- vacuolização do citoplasma, PC- picnose nuclear, DCG- deslocamento de células da granulosa, 
RMB- rompimento da membrana basal.  Fonte: Elaboração dos autores.
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A porcentagem de alterações morfológicas 
identificadas nos folículos degenerados em cada 
tratamento está apresentada na Tabela 1. As 
principais alterações encontradas foram retração 
citoplasmática e deslocamento de células da 
granulosa. Estes defeitos eram frequentemente 
observados em conjunto. 

Discussão

No presente trabalho, apresentamos pela primeira 
vez uma comparação da eficiência de seis diferentes 
fixadores histológicos e dois tempos de fixação na 
preservação da morfologia de estruturas ovarianas 
de bovinos. O tipo de fixador utilizado pode 
preservar diferentemente detalhes morfológicos dos 
mais variados tipos de órgãos e células (BENNETT; 
WIRINCK; LEE, 1976; FERREIRA; CHIARINI-
GARCIA, 1992; SOARES et al., 2006). Embora 
diferentes fixadores sejam utilizados na rotina 
para a fixação do tecido ovariano, neste trabalho 
foi demonstrado que os fixadores Carnoy e Bouin 
apresentam melhores resultados em termos de 
manutenção da morfologia da estrutura ovariana em 
comparação aos demais fixadores testados. O melhor 
resultado de fixação é buscado principalmente em 
estudos que visem comparar a degeneração de 
folículos ovarianos pré-antrais (FOPA), uma vez 
que, os resultados tornam-se mais fidedignos quanto 
maior a eficiência do fixador.

A utilização da solução de Carnoy proporcionou 
a manutenção da estrutura ovariana, o que pode 
ser constatado pela alta porcentagem de FOPA que 
permaneceram morfologicamente normais após a 
fixação tecidual. Culling, Allisson e Barr (1985) 
descreveram que o Carnoy penetra rapidamente nos 
em diversos tecidos dando uma excelente fixação 
nuclear e preservação das estruturas. Tendo em vista, 
além da avaliação dos FOPA, também a pesquisa 
de patologias ovarianas por meio de histologia é 
interessante a validação de um fixador para este tipo 
de tecido. 

Os fixadores coagulantes, como a solução 
de Bouin podem causar despolimerização das 
proteínas tissulares, fazendo com que as células 
e tecidos apresentem aspecto não homogêneo, o 
que dificulta a observação de detalhes citológicos 
(COLE; SYKES, 1974; LOCQUIN; LANGERON, 
1983). Entretanto, cortes com aspecto histológico 
e coloração homogêneos, e de fácil avaliação 
dos detalhes foliculares foram observados nos 
tecidos ovarianos fixados com Carnoy e Bouin. Os 
folículos ovarianos degenerados fixados em solução 
de Bouin apresentaram alterações foliculares 
associadas à coloração do núcleo, como picnose 
nuclear, com 56 e 48% das alterações observadas, 
12 e 24h pós-fixação. A picnose nuclear foi descrita 
como o primeiro sinal de atresia folicular (JORIO; 
MARIANA; LAHLOU-KASSI, 1991; WOOD; 
MONTALI; WILDT, 1997). Portanto, as alterações 
relacionadas à picnose nuclear do oócito bovino 
podem ser decorrentes da atresia ovariana e não do 
processo de fixação utilizado. 

A retração tecidual foi outro fator relacionado 
ao tipo de fixador utilizado. Os folículos pré-antrais 
presentes no tecido ovariano fixado com formol 
10% ou paraformaldeído 4% apresentaram grande 
número de defeitos relacionados com retração 
citoplasmática e deslocamento de células da 
granulosa, assim como retração tecidual total. Os 
aldeídos, como a formalina, por serem fixadores não 
coagulantes, fazem com que as proteínas celulares 
assumam aspecto de gel transparente. Este aspecto 
é resultante das ligações cruzadas formadas entre 
as moléculas do fixador e as macromoléculas dos 
tecidos. Dessa forma, após o processo de fixação, 
muitas moléculas de água permanecem ligadas aos 
tecidos e às macromoléculas tissulares às quais a água 
normalmente se encontra associadas, resultando em 
maior estabilização estrutural e consequentemente 
melhor preservação histológica (FOX et al., 1985; 
SESSO, 1998) o que, no entanto, não foi observado 
quando utilizamos formol 10% ou paraformaldeído 
4% para fixação dos fragmentos ovarianos bovinos. 
Retração citoplasmática e deslocamento das células 



302
Semina: Ciências Agrárias, Londrina, v. 33, n. 1, p. 297-304, jan./mar. 2012

Santos, J. T. dos et al.

da granulosa também foram observados nos tecidos 
fixados no álcool 70%. De acordo com Buesa 
(2008), fixadores alcoólicos provocam altos índices 
de retração tecidual, o que justificaria tais alterações. 

	

Conclusões

Os fixadores Carnoy e Bouin são os mais 
indicados para a fixação do tecido ovariano, por 
período de 12 ou 24h, pois preservaram a morfologia 
dos folículos ovarianos pré-antrais.
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