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1. RESUMO

Estudos imunohistoquimicos tém sido desenvolvidos rotineiramente utilizando a
parafina como meio de inclusdo. Entretanto a preservacdo da estrutura dos tecidos e
principalmente os detalhes celulares ficam comprometidos. Estudos recentes demonstram
que através da microscopia de luz de alta resolugdo € possivel reconhecer
morfologicamente os diferentes tipos espermatogoniais em roedores. Esse
reconhecimento foi possivel devido ao uso do glutaraldeido como fixador associado a
resina epoxi araldite como meio de inclusdo. Embora esse método forneca alta qualidade
morfolégica das imagens, impossibilita estudos imunohistoquimicos uma vez que o
glutaraldeido em altas concentragBes, associado a resina araldite, bloqueiam sitios
antigénicos das células. Desta forma, seria conveniente padronizar um método de estudo
que permitisse reconhecer as células morfologicamente e concomitantemente
possibilitasse avaliagbes imunohistoquimicas das mesmas células identificadas
anteriormente através da microscopia de luz. Na busca deste método, o presente projeto
utilizou como modelo o testiculo de camundongos tratados com o marcador de
proliferacéo celular BrdU para visualizar as células que se dividiram através da técnica de
imunofluorescéncia. Os testiculos destes animais foram fixados com paraformaldeido ou
com mistura de paraformaldeido associado ao glutaraldeido em baixa concentracao
(1,5%). Em seguida, pequenos fragmentos foram incluidos em resina hidrofilica LR White
e, para efeito de comparacao, incluidos também em parafina pelo método convencional.
Foi observado que o paraformaldeido ndo preservou adequadamente a morfologia
espermatogonial, independente do meio de inclusdo utilizado, apesar de ter apresentado
uma marcacdo imunofluorescente intensa. A adicdo de baixa concentracdo de
glutaraldeido permitiu a identificagdo morfolégica de todos os diferentes tipos
espermatogoniais de camundongos, a saber, espermatogdnias indiferenciadas (Aig) €
diferenciadas (A;, Az, Az, A4, In e B) quando incluidas em LR White e permitiu, ao mesmo
tempo, a marcacao imunofluorescente apesar de fluorescerem numa menor intensidade.
Conclui-se que o glutaradeido, mesmo em pequenas concentra¢des e, associado a uma
resina adequada, pode produzir resultados de alta resolucdo para avaliagbes

concomitantes entre morfologia e imunomarcacgao.

Palavras-chave: imunohistoquimica, espermatog6nia, BrdU, alta resolucéo
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2. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Estudos imunohistoquimicos tém sido desenvolvidos rotineiramente utilizando a
parafina como meio de inclusdo em diversos tipos de tecidos (Shi et al., 2002; Blanco &
Robinson, 2004; Galambos et al.,2008) inclusive em tecido testicular (DU & Loy, 1988;
lIwamura et al., 1994; Moisan et al., 2008). As técnicas imunohistoquimicas sao
empregadas principalmente para se entender os processos moleculares que ocorrem in
vivo. Entretanto, embora a parafina permita a realizagdo dessas técnicas, a qualidade
morfoldgica dos tecidos e principalmente os detalhes celulares ficam comprometidos.

Trabalhos recentes demonstram que através da microscopia de luz de alta
resolucdo (MLAR) é possivel reconhecer morfologicamente os diferentes tipos
espermatogoniais em roedores adultos (Chiarini-Garcia & Russel, 2001; Chiarini-Garcia et
al., 2003), sendo inclusive possivel distingui-los entre os tipos A indiferenciada (As, Apr,
Aa), tipo A diferenciada (A1, Az, As, A,), Intermediaria e espermatogbnia tipo B. Esse
reconhecimento foi possivel devido ao uso do glutaraldeido como fixador associado a
resina epoxi Araldite como meio de inclusdo. Embora esse método forneca alta qualidade
morfolégica das imagens, impossibilita estudos imunohistoquimicos uma vez que o
glutaraldeido em altas concentracdes associado a resina Araldite pode agir como
aprisionadores para algumas proteinas e acidos nucléicos bloqueando os epitopos das
células (Causton, 1984).

Na tentativa de resolver esta questdo entre parafina versus resina epoxi,
morfologia versus imunohistoquimica, tem sido cada vez mais frequente a utilizacdo da
resina hidrofilica LR White em técnicas de imunomarcacgéo (Souto-Padron, 2007). Essa
resina pode ser polimerizadas na auséncia de altas temperaturas, permitindo a
preservacéo da antigenicidade tecidual (Osamura et al, 1997).

E grande a aplicabilidade da resina LR White podendo ser utilizada para os mais
diversos tecidos (Osamura et al., 2000). Entretanto, até o0 momento, ndo se sabe se esta
resina pode preservar, tal como a araldite, a morfologia espermatogonial para avaliagbes
sob microscopia de luz de alta resolugcdo e também se ela permite o desenvolvimento de

métodos imunohistoquimicos concomitantemente.
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Objetivo Geral

Padronizar a técnica de imunofluorescéncia de alta resolugéo utilizando a resina

LR White para estudo de espermatogbnias de camundongos.

Objetivos Especificos

e Verificar comparativamente, o efeito de diferentes aldeidos como fixadores em
concentracdes variadas sobre a morfologia testicular e espermatogonial, em
fragmentos incluidos em parafina e em resina LR White;

o Determinar qual mistura de fixadores possibilite diferenciar morfologicamente os
diferentes tipos de espermatogdnias de camundongos, através da técnica de
microscopia de luz de alta resolucéo;

o Verificar através de reacdes imunohistoquimicas se as espermatogdnias podem
apresentar fluorescéncia para a bromodeoxiuridina (BrdU), que foi incorporada ao
nacleo espermatogonial apos injecdo da mesma vinte e quatro horas antes do
animal ser sacrificado;

e Determinar se as células que foram BrdU imunofluorescentes podem também
serem morfologicamente identificadas depois que as mesmas laminas forem

lavadas e coradas com azul de toluidina-borato de sédio.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Métodos de preparacgéao histolégica para estudos imunohistoquimicos

Existe uma grande variedade de métodos imunohistoquimicos para detec¢do de
antigenos em amostras bioldgicas. O principio basico da imunohistoquimica é a deteccdo
de uma molécula alvo com a utilizacdo de um anticorpo. Esse anticorpo pode ser marcado
por compostos que fornecem cor ou emitem luz visivel (uma vez excitados por uma luz
com comprimento de onda especifico) a microscopia de luz, ou apresetam
eletrondensidade a microscopia eletrébnica de transmissdo ou ainda a formacgéo de
elétrons secundarios e/ou retro-espalhados em microscopia eletrénica de varredura
(Souto-Padron, 2007).

A técnica de imunohistoquimica utilizando-se anticorpo marcado com um fluoréforo
foi registrada inicialmente nos trabalhos de Coons e Kaplan em 1950. Atualmente essa
técnica € amplamente utilizada seja para localizar diferentes receptores na membrana
celular, para localizar proteinas citoplasméticas e no interior de organelas na célula.

A fixacdo do material biolégico, etapa que antecede a imunohistoquimica, merece
alguns cuidados para que haja adequada preservagéo da antigenicidade tecidual. De um
modo geral o formaldeido nascente (recém preparado a partir do paraformaldeido) em
tampdo fosfato ou cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2 é o fixador de escolha.

Existem dois grandes grupos de técnicas imunohistoquimicas: técnica pré-incluséo
e a técnica de pds-inclusdo (Souza, 2007). Nos métodos de pré-incluséo a reagdo
imunohistoquimica precede as etapas de inclusdo de microtomia. E o método
normalmente indicado para estudos a microscopia eletrébnica. Ja nos métodos
imunohistoquimicos pés-inclusdo, como indica o termo, a reagdo imunohistoquimica é
aplicada diretamente aos cortes histoldgicos. E 0 método mais comumente utilizado e
emprega a parafina como meio de inclusdo, por ndo bloquear os sitios antigénicos,
favorecendo assim a reacdo com os anticorpos. No entanto, este método, tem como
desvantagem a baixa qualidade morfologica, ndo preservando bem detalhes citologicos

sob a microscopia de luz (Souza, 2007).
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3.2. Resina acrilica LR White para estudos imunohistoquimicos

Em estudos a microscopia eletrbnica de transmisséo, as resinas do tipo epoxi
(araldite ou epon) sédo certamente as mais utilizadas. Isso porque elas fornecem uma
excelente preservacdo morfolégica dos tecidos, permitindo a obteng&o de cortes ultrafinos
e possibilitam a visualizacdo de detalhes celulares em secc¢des ultrafinas que ndo sdo
possiveis de serem observados utilizando-se a parafina (Causton, 1984). No entanto as
resinas do tipo epoxi ndo sdo as mais indicadas para técnicas imunohistoquimicas pos-
inclusdo visto que podem produzir uma grande quantidade de ligacbes cruzadas
intermoleculares agindo inclusive como aprisionadores para algumas proteinas e acidos
nucléicos. Além disso, essas resinas possuem baixa absorcdo de agua devido a sua
natureza hidrofobica, sdo resistentes a luz e a altas concentracdes de oxigénio (Causton,
1984).

Na tentativa de resolver esta questdo entre parafina e resina epéxi, tem sido cada
vez mais freqliente a utilizacdo de dois grupos de resinas acrilicas em técnicas de
imunomarcacgdo: as acrilico-arométicas (LR White e LR Gold) e as acrilico-alifaticas
(Lowicryl e Unicryl) (Souto-Padron, 2007). Tanto a resina LR White quanto a Lowicryl
podem se infiltrar no tecido na auséncia de altas temperaturas, permitindo a preservacao
da antigenicidade tecidual (Osamura et al, 1997). Fazendo-se uma comparacéo entre a
preservacdo morfolégica de tecidos incluidos na resina LR White daqueles incluidos
rotineiramente em resina epoxi, Sakai e colaboradores (2005) afirmaram ndo haver
diferencas na ultraestrutura do tecido entre ambos os meios de incluséo.

A resina acrilica LR White utilizada no presente trabalho possibilita a manutencéo
de um ambiente polar durante a troca de solventes e resina, evitando a destruicdo de
ligacdes inter e intramoleculares, garantindo o carater antigénico da amostra. Além disso,
0 uso de baixa temperatura durante a desidratacdo e inclusdo, assim como a
polimerizagdo com luz UV também garantem uma melhor preservacao das caracteristicas
antigénicas das amostras (Souto-Padron, 2007).

A aplicabilidade da resina LR White na imunohistoquimica para estudos
ultraestruturais é extensa considerando a grande variedade de tecidos que podem ser
incluidos na mesma (Osamura et al., 2000). Segundo Bowes e colaboradores (2006) essa
resina pode ser utilizada para a inclusdo de diferentes tecidos tais como rins, figado,

coracdo, glandula adrenal e adeno hipdfise, com o objetivo de localizar a proteina
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fumarase. Em técnicas de microscopia eletrénica de transmissédo a resina LR White é
utilizada para localizar substancias de diferentes tamanhos moleculares em vérias
organelas celulares tais como reticulo endoplasmatico rugoso, complexo de Golgi,
granulos secretorios e vesiculas secretérias utilizando-se tecido da adenohipéfise (ltoh et
al. 1996; Osamura et al. 1997). Segundo Osamura e colaboradores (2000) a resina LR
White pode ser ainda utilizada para estudar a biologia de células secretoras de hormonios
peptideos mesmo em secc¢les ultrafinas. A resina LR White também pode ser utilizada
em técnicas imunohistoquimicas ultraestuturais poés-inclusdo de culturas de células
retindicas (Winkler et al., 2002) inclusédo de pellets de macréfagos (Ghrebi et al., 2007) e
de tecidos mineralizados (Aparicio et al., 2002).

Utilizando-se testiculo de rato, a resina LR White foi aplicada como meio de
inclusdo para imunomarcacao de actina no espago sub-acrossomal das espermatides
(Kann & Fouquet, 1989). Essa resina ja foi inclusive utilizada em andlises morfométricas
no estudo da distribuicdo do DNA de espermatdcitos humanos através da imunomarcacao
com particulas de ouro, além de ter sido também aplicada na detec¢cdo de genes
ribossomais humanos (Weipoltshammer, 2000).

Como mencionado acima, sdo muitas as aplicabilidade da resina LR White para
estudos a microscopia eletrénica de transmissao. Entretanto, em algumas situagfes esta
resina hidrofilica pode ser empregada em avalicdo sob a microscopia de luz. Consultando
a literatura verificou-se que sob determinadas condi¢des de fixag&do a resina LR White foi
utilizada com sucesso para localizacdo de moléculas da jungdo neuro-muscular (Lanuza
et al., 2007), localizacdo de miosina em fibras musculares (Thompson et al., 2000) e
localizagéo da proteina TGFB e de RNAm em pele humana (Slater & Mason, 1994). No
entanto, ndo foi encontrado nenhum estudo que procurasse correlacionar reacoes
imunohistoquimicas de tecidos incluidos em LR White com a identificagdo morfologica do

mesmo tipo celular imunofluorescente marcado.

3.3. Espermatogdnia utilizada como modelo experimental

O processo espermatogénico, ou espermatogénese € constituido de diferentes

etapas que ocorrem de forma coordenada no epitélio seminifero, culminando com a

formacdo dos espermatozéides. Entre estes processos 0s mais evidentes sédo (1) o



17

aumento do numero de células germinativas através de uma série de mitoses
espermatogoniais, (2) a divisdo meiodtica, com formacgéo das células haploides e (3) a
drastica diferenciacdo destas células hapldides, as espermatides, formando
espermatozoéides morfo-funcionalmente aptos para a fertilizacdo. Este processo tem inicio
com a divisdo das células-tronco, denominadas de espermatogoénias-tronco. Nos animais
sexualmente maduros, as espermatogdnias podem ser classificadas em dois grupos:
espermatogonias indiferenciadas (imaturas) e diferenciadas (maduras) (de Rooij, 1998; de
Rooij & Grootegoed, 1998; de Rooij & Russell, 2000). No primeiro grupo encontram-se as
espermatogonias A isoladas (Ais) também denominadas de espermatog6nias-tronco, as
espermatogonias A pareadas (Apr) e as espermatogonias A alinhadas (Aal). No segundo
grupo sdo descritas as espermatogonias do tipo A diferenciadas (Al, A2, A3 e A4),
intermediarias (In) e espermatogébnias do tipo B. O esquema a seguir (Figura 1) ilustra a
provavel constituicdo de diferentes clones no camundongo desde a espermatogdnia A
isolada (Ais) até a ultima geracéo de espermatogdnia, do tipo B (de Rooij & Russell, 2000;
de Rooij, 2001). O numero de geragbes de espermatogdnias diferenciadas varia nas

diversas espécies de mamiferos (Russell et al., 1990; de Rooij & Grootegoed, 1998).

0

Ais » Apr » Aal (Aal-4, » Aal-8 » Aal-16) = A1 » A2 » A3 » A4 > In» B

Figura 1. Divisbes mitéticas (cabecgas-de-seta preta) de cada um dos diferentes tipos de espermatog6nias da
fase proliferativa ou espermatogonial de camundongos. As espermatogdnias Ais sdo as células-tronco do
processo espermatogénico e, desta forma, tém a capacidade de se auto-renovarem (seta curva), Apr:
espermatogoOnia pareada, Aal: espermatogdnia alinhada, entre as Aal e Al (seta clara) ndo ocorre divisédo e
sim diferenciacéo celular. Al: espermatog6nia do tipo Al, A2: espermatogonia do tipo A2, A3: espermatogbnia
do tipo A3 e A4: espermatogdnia do tipo A4.

A caracterizacdo morfolégica das espermatogbnias A até meados de 2000 era
bastante precaria (Clermont & Bustos-Obregon, 1968; Oakberg, 1971; Huckins, 1978),
devido a baixa resolucdo das fotomicrografias e a inadequada preservagédo dos tecidos.
Estes fatores dificultavam a diferenciagdo com precisdo de detalhes morfolégicos das
espermatogonias, principalmente daquelas do tipo Al-A4, mostrando que as mesmas
possuiam particularidades. No entanto, estudos recentes em camundongos (Chiarini-
Garcia & Russell, 2001), ratos (Chiarini-Garcia et al., 2003), hamsters (Nascimento et al.,
2009), jumentos (Chiarini-Garcia et al., 2009) e sagiis (Alves-Freitas et al., em

preparacdo) demonstraram ser possivel caracterizar morfologicamente e com seguranca,
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0s Varios tipos de espermatogdnias A, através de técnica conhecida como microscopia de
luz de alta resolugéo (Chiarini-Garcia & Meistrich, 2008). Esta técnica baseia-se na alta
qualidade de fixagcdo com glutaraldeido e inclusdo em resina araldite dos testiculos,
aliados a pequena espessura (1 um) das secgbes histolégicas. A possibilidade de se
diferenciar morfologicamente estes tipos celulares entre si permitiu o estudo do
posicionamento destas células no perimetro dos tdbulos seminiferos. Estudos neste
sentido demonstraram, pela primeira vez, que as espermatogonias indiferenciadas estédo
posicionadas em locais especificos nos tdbulos seminiferos proximos ao intersticio e
consequentemente aos vasos sanquineos, denominados de nichos espermatogoniais.
Estes nichos foram identificados em camundongos (Chiarini-Garcia et al., 2001), ratos
(Chiarini-Garcia et al., 2003), hamsters (Nascimento et al., 2009) e jumentos (Chiarini-
Garcia et al., 2009).

Embora a morfologia permita reconhecer as espermatogbnias e estabelecer sua
cinética e nichos, essa andlise esta sujeita a erros decorrentes da relativa semelhanca
morfolégica de um mesmo tipo espermatogonial, motivo pelo qual o individuo que faz a
andlise deve utilizar véarios critérios morfolégicos. No entanto, quando os tecidos sdo
fixados em glutaraldeido e incluidos em resina plastica a base de glicol metacrilato,
apesar dos tecidos apresentarem boa qualidade citolégica, quando comparados com
tecidos incluidos em parafina, ndo foi possivel distinguir com certeza os diferentes tipos
espermatogoniais, mesmo por um individuo que utilize os diversos critérios morfologicos
(Chiarini-Garcia et al., 2009).

3.4. Marcacgédo espermatogonial com a bromodeoxiuridina

O bromodeoxiuridina (BrdU), um andlogo da timidina tritiada [H3], tem sido
largamente utilizada como marcador de proliferacdo celular. O BrdU ¢é incorporado
especificamente & molécula de DNA de células durante a fase S (sintese) do ciclo celular
(Rehen, 2007). Apés a incorporagédo do BrdU, a detecgcdo dessas células € baseada no
uso de anticorpos contra o BrdU (Gratzner et al. 1975). Apo6s o estudo de Gratzner, varios
outros anticorpos monoclonais anti-BrdU para identificacdo de células que incorporaram o
BrdU tem sido notificados e ha uma concordancia geral que os resultados obtidos com o
uso deste reagente correspondem de forma semelhante aqueles dados obtidos através de

radioautografia com timidina tritiada (Magaud et al., 1989).
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No caso das células espermatogoniais, pouco se conhece a respeito do controle
molecular envolvendo a sua auto-renovagdo e diferenciacdo, entretanto, utilizando a
técnica de marcacdo com BrdU, dentre outras, Wu e colaboradores (2008) afirmaram que
a caderina PB tipo curto promove a auto-renovacao das células tronco espermatogoniais.
Foram observadas culturas de células marcadas com BrdU mostrando um aumento da
proliferacdo de células tronco espermatogoniais quando as colbnias estavam infectadas
com vetor retroviral para caderina PB, se comparadas as culturas controles. A marcacao
imunohistoquimica para BrdU também tem sido utilizada para determinar quais tipos de
espermatogonias proliferam em quais estadios da espermatogénese, assim como para
determinar o tamanho dos clones de proliferagdo espermatogoniais em testiculos de
primatas (Ehmcke & Schlatt, 2008). A marcagdo com BrdU foi também essencial nesse
mesmo trabalho na caracterizacdo dos clones espermatogoniais ao indicar que o tempo
das células na fase S do ciclo celular estava sincronizado.

Como se pode observar o BrdU tem sido largamente utilizado em trabalhos
imunohistoquimicos para marcacdo de diversos tipos celulares, inclusive de
espermatogonias, seja para compreender 0 mecanismo molecular envolvido, seja para

acompanhar seu ciclo de auto-renovacao e diferenciacao.

3.5. Proteinas e genes expressos pelas espermatog6nias

Recentemente tém sido descritos varios marcadores moleculares para as células
da linhagem espermatogonial. Dos marcadores descritos até o presente momento, alguns
séo especificos das espermatogdnias do tipo A indiferenciadas (GDNF, Plzf, Ngn-3, Sox-
3) enquanto outros marcam especificamente espermatogdnias do tipo A diferenciadas,
Intermediéaria e tipo B (c-kit, Sohlh-1 dentre outros).

O PIzf (Zfp145) € um fator de transcricao testicular especifico de espermatogénias
Ais, Apr e Aal e possui um importante papel no controle da auto-renovacdo e manutencao
do pool dessas células (Costoya et al., 2004). Segundo Buaas e colaboradores (2004) as
células onde o Plzf é expresso sdo mantidas em estado indiferenciado e a perda da
funcéo do Plzf faz com que as células se diferenciem a custa da auto-renovacao. Analises
histologicas de seccgdes testiculares de camundongos Zfpl45-/- apresentaram

degeneracdo dos tubulos com deplecdo das espermatogbnias (Costoya et al., 2004).
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Logo o Plzf estaria envolvido no equilibrio entre auto-renovacdo e diferenciacdo das
células espermatogoniais indiferenciadas.

Ao contrario do Plzf, o Sohlh 1 é fortemente expresso em espermatogobnias Al, A2,
A3, A4, Intermediaria e tipo B, ou seja, espermatogbnias diferenciadas (Ballow et al.,
2006). Estudos com camundongos knockouts para o Sohlh 1 indicaram que as
espermatogonias tronco (indiferenciadas) sao capazes de proliferar em testiculos adultos,
mas sao incapazes de diferenciar em espermatocitos. Desta forma, o Sohlh 1 esti
diretamente envolvido no processo de diferenciacdo espermatogonial e a sua auséncia
promove a esterilidade (Ballow et al., 2006).

A identificacdo imunohistoquimica de espermatogdnias vem permitindo um maior
entendimento da evolucdo espermatogonial e mecanismos moleculares que ocorrem in
vivo. Embora o método paraformaldeido/parafina permita a identificacdo de algumas
espermatogonias através de seus marcadores, esse método ndo permite a identificacdo
morfolégica das mesmas. Caso tal identificacdo fosse possivel, comprovariamos dentre
os diversos tipos espermatogoniais, qual deles estariam sendo marcados pelo anticorpo.
Desta forma, a padronizacdo de um método que permitisse a identificacdo
imunohistoquimica e ao mesmo tempo a identificacdo através da microscopia de luz de
alta resolucdo permitiria 0 estudo acurado dos diferentes tipos espermatogoniais em

relacéo aos varios marcadores conhecidos na atualidade.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados 4 camundongos machos adultos da linhagem C57BL6, todos com
idade entre 115 e 160 dias. Estes animais foram obtidos junto ao Centro de Estudos do
Cancer M.D. Anderson, da Universidade o Texas, em Houston, EUA, onde foram
mantidos sob fotoperiodo de 12 horas claro por 12 horas escuro e recebendo comida e
agua a vontade. Os procedimentos desenvolvidos neste projeto foram aprovados pela
Associacdo Americana para Cuidado com Animais de Laboratorio, de acordo com
regulamentacdo da USDA e DHHS da NIH.

4.2. Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais, de acordo com as

diferentes concentracdes de fixadores.

(1) 4% paraformaldeido em tampéo cacodilato 0.05M pH 7.2 (n=2)
(2) 4% paraformaldeido + 1.5% glutaraldeido em tampéo cacodilato 0.05M pH 7.2 (n=2)

Os fixadores foram preparados no maximo 24 horas antes de serem utilizados, e
armazenados em geladeira até o momento da fixacdo por perfusdo intravascular.
Utilizou-se formaldeido nascente, preparado a partir do paraformaldeido (Merck -1.04005)
e o glutaraldeido grau Il ou bioldgico (50%) da EMS (Cat # 16520).

4.3. Coleta e Fixacao dos Testiculos

Os camundongos receberam cada um uma injecdo intraperitoneal de

bromodeoxiuridina (BrdU — Sigma, Cat # B5002) na propor¢gdo de 60mg/Kg de peso
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corporal. Vinte e quatro horas apés a injecédo de BrdU os animais foram anestesiados com
Tiopental (Thiopentax - Cristalia) na proporcdo de 30 mg/kg de peso corporal, via
intraperitoneal, e os testiculos fixados por perfusdo intravascular. Aproximadamente 15
minutos antes do procedimento de perfusdo intravascular, injetou-se, por via
intraperitoneal, heparina (Liquemine - Roche) na dosagem de 125 Ul/kg de peso corporal
para evitar coagulagao intravascular durante o processo de perfusdo. Apoés este periodo,
procedeu-se a abertura da cavidade toracica com o objetivo de expor o cora¢do. Um
cateter (20G - 1,1mm) foi introduzido no ventriculo esquerdo e o leito vascular lavado com
solugéo salina 0,9%, a uma pressédo de aproximadamente 80 mmHg. Apds a retirada do
sangue com a solucéo salina, procedimento que durou de 5 a 10 minutos, o procedimento
de fixacdo iniciou-se através da perfusdo com os diferentes tipos de fixadores, como
mencionado anteriormente, por um periodo de aproximadamente 25 minutos. Em
seguida, os testiculos foram orquiectomizados, pesados e recortados em pequenos
fragmentos de 1 a 2 mm de espessura. Estes fragmentos foram re-fixados por imerséo no
mesmo tipo de fixador por cerca de 12 horas, a 4°C. Este procedimento baseou-se em
método j& descrito por Sprando (1990) e Chiarini-Garcia & Meistrich (2008).

4.4. Incluséo e microtomia em parafina e resina LR White

Os fragmentos dos testiculos direitos de cada animal foram incluidos em parafina
(Merck, Cat # 1.11609) através de método convencional. Dos blocos foram obtidos cortes
histologicos de 5um de espessura, coletados em laminas histologicas cobertas com silano
(Sigma, A3648), para evitar o descolamento do corte durante 0 processamento
imunohistoquimico. Este material serviu como controle para as reacgles
imunohistoquimicas, visto que conhecidamente dariam reacao positiva.

Os fragmentos dos testiculos esquerdos foram incluidos na resina hidrofilica LR
White (Polysciences, Cat # 17411), para isso os fragmentos foram desidratados em
concentracdes crescentes de alcool 50, 70, 90% (20 minutos cada) e 100%, duas vezes
de 20 minutos. Apds o ultimo &lcool absoluto, os fragmentos foram lentamente infiltrados
em uma mistura de etanol 100% e LR White na propor¢cdo 1:1 durante 12 horas,
posteriormente infiltrados na mesma mistura na propor¢cdo 1:3 por mais 12 horas e,

finalmente em resina LR White pura, por mais 12 horas. Durante toda a infiltragdo, os
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tecidos foram submetidos a um processo de homogeneizacdo lenta, em equipamento
especial para este fim e & temperatura ambiente. A soluc¢éo de incluséo, foi constituida de
uma mistura de resina LR White mais o catalisador (Polysciences, Cat # 17413) numa
proporgao de 10uL para cada 10mL de resina. Os fragmentos de testiculo foram incluidos
em cépsulas BEEM (Ted Pella, Inc. Cat # 130-2) completamente preenchidas pela resina
e tampadas evitando ao maximo o contato com o oxigénio. As cépsulas foram entéo
levadas para estufa a 60°C, onde permaneceram por aproximadamente 12 horas, para
polimerizagdo. Dos blocos foram obtidos cortes semifinos de 1um de espessura utilizando
microtomo Reichert Jung modelo 1140/Auto Cut e navalhas de vidro. Estes cortes
histolégicos foram colocados em laminas de vidro silanizadas para evitar que
descolassem durante as reac¢des imunohistoquimicas e coloragdo histolégica com azul de

toluidina-borato de sédio.

4.5. Métodos imunohistoquimicos para marcacédo do BrdU

Parte dos métodos imunohistoquimicos foram realizados no Departamento de
Radiacdo Oncoldgica do Instituto do Cancer M.D. Anderson da Universidade do Texas e

parte no Laboratério de Biologia Estrutural e Reproducéo (Laber).

Para a identificacdo de células em proliferacdo, foram realizados ensaios de
imunohistoquimica com o marcador de proliferacdo celular BrdU. Para isso, as sec¢fes
cujos fragmentos foram incluidos em parafina foram desparafinizadas através de lavagens
sucessivas em xilol, seguido de re-hidratacdo em alcool (100%, 90% e 70% e agua). Os
cortes histolégicos incluidos em LR White ndo tiveram a resina retirada dos tecidos e
foram processadas diretamente para a hidratagdo. A partir desse momento, todas as
etapas a seguir foram as mesmas para as secc¢des incluidas em parafina e em LR White.
Os cortes foram hidratados em agua destilada e submetidas a solu¢cdo de protease a
0.1%, por uma hora, a temperatura ambiente. ApGs lavagens sucessivas em PBS (tampéao
fosfato salina), os cortes foram submetidos a desnaturacdo, para recuperacao antigénica,
em solucao de 2N HCI, por 50 minutos, a temperatura ambiente, em seguida a reagao foi
neutralizada por imerséo das laminas em 0,1M borato de sédio, por 2 minutos. Os cortes
foram permeabilizados em PBS/Triton X-100 (0,2% PBS-T) e incubados em soro normal

equino para bloquear ligacdes inespecificas, por 30 minutos, a 37°C, antes de serem
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incubados com anticorpo primario anti-BrdU (1U-4, diluicdo 1:100), por uma hora, também
a 37°C. O anticorpo primério foi diluido em PBS-T, com soro normal equino a 10% (Sigma
Cat # HO146), e ndo foi adicionado as secc¢des escolhidas como controle negativo.
Depois de lavados em PBS-T, os cortes foram incubados com anticorpo secundario,
cabra-anti-camundongo IgC , conjugados com FITC (diluicdo 1:100) ou Alexa Fluor-594
(diluicdo 1:300), ambos por uma hora a 37°C. O anticorpo secundario foi diluido em PBS-
T, com 10% de soro normal caprino (Sigma Cat # G9023). As laminas foram novamente
lavadas em PBS-T e montadas com meio de montagem para imunofluorescéncia
contendo iodeto de propidio (para as laminas marcadas com FITC) e DAPI (para as

laminas marcadas com Alexa Fluor-594).

A analise do material foi realizada em microscépio de epifluorescéncia, no qual
foram obtidas fotomicrografias. Inicialmente as laminas foram fotografadas com DAPI e o
iodeto de propideo que fluorescem os nucleos das células de uma forma indiscriminada
guando se utiliza filtros de comprimento de onda de a 350nm e 536nm, respectivamente.
Em seguida, os filtros foram mudados para aqueles que excitam os fluorocromos FITC
(490nm) e Alexa Fluor-594 (594nm) que seriam especificos para os anticorpos anti-BrdU
utilizados pra marcar as espermatogénias que dividiram no periodo de 24 horas apoés
injecdo do BrdU. Posteriromemente as imagens das células marcadas com BrdU (FITC ou
Alexa Fluor-594), foram sobrepostas com aquelas imagens dos nucleos marcados com
DAPI ou iodeto de propideo para visualizacdo das células de interesse, ou seja as
espermatogdnias marcadas para o BrdU. Além disso, foi feito um mapemento da lamina
em contraste de fase, ou seja, permitir a identificagdo dos tubulos seminiferos que outrora
estavam fluorescentes, depois de retirada a fluorescéncia através de lavagem com agua

destilada e de serem corados com azul de toluidina-borato de sédio.

4.6. Métodos de avaliagcdo morfologica

Apbs analise sob microscopia de fluorescéncia e captura de imagens digitais das
espermatogdnias marcadas para o BrdU, estas laminas foram desmontadas, ou seja, a
laminula foi retirada e as laminas foram lavadas com agua, secas em chapa quente
(~60°C) e posteriormente coradas com azul de toluidina-borato de soédio a 1% e,

finalmente, montadas com Entellan (Merck).
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Além da identificacdo dos diferentes tipos espermatogoniais apds a
imunohistoquimica, também foram realizados estudos de laminas que ndo passaram pela
imunofluorescéncia, para se observar se 0 processamento imunohistoquimico iria interferir

de alguma forma na identificacdo das espermatogénias.

Os diferentes tipos espermatogoniais indiferenciados e diferenciados foram
caracterizados baseando-se em estudo prévio desenvolvido por Chiarini-Garcia & Russell
(2001) sob microscopia de luz de alta resolucdo. Imagens digitais no mesmo campo e
aumento daquelas obtidas nas avalia¢cdes imunofluorescentes foram obtidas utilizando a
camera fotogréfica digital Q-Color 3 da Olympus acoplada ao fotomicroscépio Olympus
BX-41. As imagens digitais foram posteriormente ajustadas quanto a resolucao (600 dpi),
foco, contraste e escala de cinza (curva sigmdide) utilizando o programa Adobe
Photoshop. Estas imagens foram comparadas com aquelas obtidas nos estudos de
imunofluorescéncia com o objetivo de verificar se aquelas mesmas células marcadas

anteriormente para o BrdU podiam ser identificadas morfologicamente em camundongos.
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5. RESULTADOS

5.1. Identificagcdo morfolégica das espermatogdnias em diferentes fixadores e meios

de incluséo sob microscopia de luz

O método para identificacdo dos diferentes tipos espermatogoniais indiferenciados
e diferenciados foi baseado em estudo prévio desenvolvido por Chiarini-Garcia & Russell
(2001).

5.1.1. Testiculo e espermatogdnias fixados em 4% paraformaldeido

¢ Incluidos em parafina
Apés fixacdo por perfusdo intravascular com paraformaldeido, inclusdo em
parafina e obtencé@o de cortes histoldgicos de 5um de espessura, os tubulos seminiferos
apresentaram-se dispersos com grandes espacos vazios entre eles (Fig. 2A-B). O tecido
intersticial p6de ser observado livre entre os tubulos seminiferos formando estruturas
livres. No epitélio seminifero podem ser observadas as células de Sertoli e as células
germinativas (Fig. 2B), mas sem distincdo morfolégica precisa entre diferentes tipos

celulares.

O processamento paraformaldeido/parafina ndo preservou adequadamente 0s
detalhes citolégicos dos diferentes tipos espermatogoniais de camundongos. Foi possivel
agrupar, com dificuldade, as espermatogbnias em apenas trés tipos, aquelas do tipo A, In
e B. A associagdo entre este processamento e a espessura do corte histolégico, de 5
micrémetros, ndo permitiram discriminar morfologicamente os diferentes subtipos de

espermatogonia do tipo A indiferenciadas e diferenciadas — A;, A, Az e A4 (Fig. 3).

e Incluidos em LR White
Os testiculos fixados em paraformaldeido, incluidos em LR White e cortados com
1um de espessura, apresentaram, a semelhanca do observado naqueles incluidos em

parafina, grandes espac¢os vazios artefactuais entre os tubulos seminiferos (Fig. 2C-D).
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No epitélio seminifero, as células germinativas foram observadas espalhadas, com
bastante espaco entre elas (Fig. 2D), espagos maiores que aqueles vistos nos cortes de

parafina.

BN

A fixacdo em paraformaldeido associado a incluséo em LR White também né&o
permitiu a distincdo dos diferentes tipos de espermatogbnias do tipo A, tal como
observado na inclusdo em parafina. Foi possivel identificar as espermatogbnias apenas
como do tipo A (como um unico grupo, sem distingdo entre os diferentes subtipos) e

espermatogonias In e B (Fig. 3).

5.1.2. Testiculo e espermatogbdnias fixadas em 4% paraformaldeido + 1,5%

glutaraldeido

¢ Incluidas em parafina
Os testiculos fixados em paraformaldeido + 1,5% de glutaraldeido, incluidos em
parafina e cortados com 5um de espessura, apresentaram a morfologia tubular e o
espaco intersticial bem preservado (Fig. 2E-F). Os tubulos seminiferos estdo justapostos

uns aos outros sem espaco artefactual entre eles.

Adicionando-se 1,5% de glutaraldeido ao paraformaldeido 4%, observou-se que
ndo houve melhora na qualidade morfoldégica das espermatogbnias. Mais uma vez, foi

possivel apenas identificar as espermatog6nias como do tipo A, In e B (Fig. 3).

e Incluidas em LR White
Ao adicionar 1,5% de glutaraldeido a solucé@o de paraformaldeido, e apos incluséo
em LR White e obtengéo de cortes de 1um de espessura, constatou-se que a morfologia
tubular e o espaco intersticial estavam muito bem preservados (Fig. 2G-H), isto €, os
tubulos seminiferos apresentavam-se justapostos e as células de Sertoli e germinativas

encontravam-se coesas e de forma compacta.

A fixacdo em paraformaldeido acrescido de 1,5% de glutaraldeido, associado a
inclusdo em LR White, permitiu a identificacdo morfologica de todos os tipos

espermatogoniais de camundongos (Aing, A1, Az, Az, Ay, In, B) (Fig. 3).
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5.2. Imunofluorescéncia de espermatogbnias marcadas com diferentes

fluorocromos para BrdU, fixadas em 4% paraformaldeido

Apbs o procedimento imunohistoquimico, o material foi analisado sob microscopia
de fluorescéncia, no qual foram capturadas imagens digitais das espermatogbnias
marcadas para o BrdU. Para comparacdo da intensidade e especificidade da
fluorescéncia, foram utilizados dois tipos de fluorocromos: a combinagdo iodeto de

propideo + FITC e a combinacdo DAPI + Alexa Fluor 594.

5.2.1. Incluidas em parafina

A marcacgdo com iodeto de propideo assim como o DAPI foram utilizadas para a
visualizagdo dos nucleos celulares (Fig. 4A e 4D respectivamente). De acordo com o
resultado observado, a visualizacdo dos nucleos foi ligeiramente melhor utilizando-se o

DAPI do que o iodeto de propideo.

As seccdes fixadas com 4% paraformaldeido e incluidas em parafina mostraram
tubulos seminiferos com marcagdo para o BrdU tanto utilizando o fluorocromo FITC
guanto o Alexa Fluor 594 (Fig. 4B e 4E respectivamente). Quando as marcacdes para
nacleo foram sobrepostas as marcagbes para o BrdU, constatou-se que o0s nucleos
marcados para o BrdU coincidiam com aqueles localizados na base do epitélio seminifero

onde sabidamente estao presentes as espermatogonias (Fig. 4C e 4F).

5.2.2. Incluidas em LR White

Assim como realizado nas seccdes de parafina, foram testados os mesmos dois
tipos de fluorocromos para o BrdU incorporado as espermatog6nias fixadas em 4%

paraformaldeido: as combinacdes iodeto de propideo + FITC e DAPI + Alexa Fluor 594.

A intensidade de fluorescéncia para a marcacao nuclear com iodeto de propideo e
DAPI mostrou-se semelhante (Fig. 5A e 5D respectivamente), apesar de terem sido

menos intensas que quando incluidas em parafina (ver adiante).

As seccOes fixadas com 4% paraformaldeido e incluidas em LR White também

demonstraram fluorescéncia para o BrdU tanto utilizando o fluorocromo FITC quanto o
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Alexa Fluor 594 (Fig. 5B e 5E, respectivamente) com leve background em ambas as
figuras quando analisadas ao microscépio de fluorescéncia. Utilizando esse método,
também foi constatado que as marcacdes das espermatogbnias para o BrdU coincidem

com as posicdes das espermatogbnias no epitélio seminifero (Fig. 5C e 5F).

5.3. Imunofluorescéncia de espermatogbnias marcadas com diferentes

fluorocromos para BrdU, fixadas em 4% paraformaldeido + 1,5% glutaraldeido

5.3.1. Incluidas em parafina

Utilizando-se como fixador 4% paraformaldeido + 1,5% glutaraldeido, também
foram testados os mesmos dois tipos de fluorocromos: iodeto de propideo + FITC ou a
combinacgdo DAPI + Alexa Fluor 594.

A intensidade de fluorescéncia para a marcacdo nuclear mostrou-se ligeiramente
melhor com DAPI (Fig. 6D) do que com o iodeto de propideo (Fig. 6A) nas seccgbes

incluidas em parafina.

As secc0es fixadas com 4% paraformaldeido + 1,5% glutaraldeido e incluidas em
parafina apresentaram fluorescéncia para o BrdU utilizando os dois tipos de fluorocromos:
FITC e Alexa Fluor 594. Entretanto a intensidade de fluorescéncia mostrou-se mais
acentuada com o fluorocromo Alexa Fluor 594 do que com o FITC (Fig. 6E e 6B,
respectivamente). Quando as marcagfes para nucleos sdo sobrepostas as marcacgoes
para o BrdU, a visualizagdo das espermatogbnias marcadas pelo BrdU torna-se mais
nitida utilizando-se a combinagdo DAPI + Alexa Fluor (Fig. 6F) do que a combinacao
iodeto de propideo + FITC (Fig. 6C).

5.3.2. Incluidas em LR White

A marcacédo nuclear com DAPI (Fig. 7D) mostrou uma intensidade de fluorescéncia

ligeiramente maior do que a marcagcdo com iodeto de propideo (Fig. 7A), mais uma vez



30

com leve background em ambas as figuras quando observadas ao microscopio de

fluorescéncia.

Assim como nas secc¢Oes incluidas em parafina, as sec¢bes fixadas com 4%
paraformaldeido + 1,5% glutaraldeido e incluidas em LR White também apresentaram
melhor fluorescéncia para o BrdU utilizando-se o fluorocromo Alexa Fluor 594 (Fig. 7E) do
que o FITC (Fig. 7B). Assim como em parafina, as sobreposi¢ces dos nucleos das
espermatogonias tornam-se mais nitidas utilizando-se a combinagdo DAPI + Alexa Fluor
594 (Fig. 7F) do que a combinacao iodeto de propideo + FITC (Fig. 7C).

5.4. Comparagcdo da imunofluorescéncia de espermatogdnias marcadas com o

mesmo fluorocromo em diferentes meios de inclusao

De acordo com os resultados anteriores, a visualizacdo das espermatogodnias
marcadas com a combinacdo DAPI + Alexa Fluor 594 foi melhor do que a combinacdo
iodeto de propideo + FITC. Por esta razdo as comparacdes a seguir foram feitas apenas

com o fluorocromo DAPI + Alexa Fluor 594 que ofereceu melhor resultado.

5.4.1. Fixadas em 4% paraformaldeido

A visualizagdo dos nucleos marcados com o DAPI foi melhor nas seccgbes
incluidas em parafina do que nas incluidas com LR White (Fig. 8A e 8D,

respectivamente).

A intensidade de fluorescéncia na marcagéo para o BrdU com o Alexa Fluor 594
também foi mais intensa nas secc¢des incluidas em parafina (Fig. 8B) do que naquelas em
LR White (Fig. 8E).

Como era de se esperar, quando as imagens sdo sobrepostas, as secc¢oes fixadas
com 4% paraformaldeido apresentaram maior intensidade de fluorescéncia nas
espermatogdnias marcadas pelo BrdU quando incluidas em parafina (Fig. 8C) do que nas

seccdes fixadas com 4% paraformaldeido e incluidas em LR White (Fig. 8F).
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5.4.2. Fixadas em 4% paraformaldeido + 1,5% glutaraldeido

Semelhante ao resultado anterior, a visualizagdo dos nucleos marcados com DAPI

foi melhor nas secg¢des incluidas em parafina (Fig. 9A) do que em LR White (Fig. 9D).

A marcacdo para o BrdU com o Alexa Fluor 594 também foi mais intensa nas
seccdes incluidas em parafina do que naquelas incluidas em LR White (Fig. 9B e 9E,

respectivamente).

Quando as imagens sdo sobrepostas, as seccOes fixadas com 4%
paraformaldeido + 1,5% glutaraldeido apresentam espermatogbnias marcadas para o
BrdU com intensidade de fluorescéncia maior nas seccdes incluidas em parafina (Fig. 9C)
do que naquelas incluidas em LR White (Fig. 9F). Embora tenha uma intensidade de
fluorescéncia menor, a visualizagdo das espermatogonias foi mais pontual nas secc¢des

incluidas em LR White isto é, a fluorescéncia foi vista na forma de varios pontos

individuais sobre o nucleo das espermatogobnias

5.5. Identificagdo morfolégica das espermatogdnias, sob microscopia de luz, apés

processamento imunohistoquimico para o BrdU

Apbs analise sob microscopia de fluorescéncia e captura de imagens digitais das
espermatogdnias marcadas para o BrdU, estas laminas foram desmontadas, lavadas e
coradas com azul de toluidina-borato de sddio para analise sob microscopia de luz
convencional (ver materiais e métodos). O método para identificacdo morfolégica dos
diferentes tipos espermatogoniais indiferenciados e diferenciados foi mais uma vez

baseado em estudo prévio desenvolvido por Chiarini-Garcia & Russell (2001).

5.5.1. Espermatogénias fixadas em 4% paraformaldeido

¢ Incluidas em parafina
Quando as laminas utilizadas na imunofluorescéncia foram desmontadas e
coradas, a identificacdo morfolégica sob microscopia de luz das espermatogbnias

marcadas para o BrdU dessas mesmas espermatogobnias torna-se dificil devido a baixa
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qualidade na preservacdo tecidual (Fig. 10), ndo sendo possivel a identificacdo

morfolégica das espermatogbnias marcadas.

e Incluidas em LR White
Em relagdo as laminas incluidas em LR White, ap6s a imunofluorescéncia e
remontagem das laminas, a identificacdo de algumas espermatogdnias marcadas pelo
BrdU torna-se possivel devido a melhor preservacéo tecidual. Foi possivel a identificacéo

de espermatogobnias do tipo A, In e B (Fig. 11).

5.5.2. Espermatogdnias fixadas em 4% paraformaldeido + 1,5% glutaraldeido

¢ Incluidas em parafina
Apbs a imunofluorescéncia e remontagem das laminas, a morfologia dos tubulos
seminiferos e das espermatogdnias sob microscopia de luz ndo ficou bem preservada,
dificultando a identificacdo dos componentes teciduais (Fig. 12). Semelhante ao resultado
das espermatogébnias fixadas em 4% paraformaldeido e incluidas em parafina, também
ndo foi possivel distinguir através da morfologia nenhum dos tipos espermatogoniais

marcados para o BrdU.

e Incluidas em LR White

Apbs a adicdo de 1,5% glutaraldeido, a fixacao foi nitidamente melhor quando as
espermatogdnias foram incluidas em LR White. Mesmo apdés o processamento
imunohistoquimico e a remontagem das laminas, foi possivel identificar todos os tipos
espermatogoniais, independente do fluorocromo ser FITC (Fig. 13) ou Alexa Fluor 594
(Fig. 14), tal como séo descritos pelo método de microscopia de luz de alta resolucao
(Chiarini-Garcia & Russell 2001). Através dessa técnica foi possivel inclusive a
identificacdo de pré-leptétenos marcados pelo BrdU, ou seja, as espermatogbnias tipo B
incorporaram o BrdU antes das mesmas se dividirem em pré-leptétenos. Desta forma, em
LR White foi possivel a identificagdo de espermatog6nias do tipo A indiferenciada (Aind),
do tipo A diferenciada (A1, A, Az e Ay, espermatogbnias intermediarias (In) e

espermatogonia do tipo B (B).
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4% Paraformaldeido
Inclusdao em Parafina

; . 4 B55

4% Paraformaldeido + 1,5% glutaraldeido
Inclus&@o em Parana

Inclusao em LR White

e k Sl G — At I Tl P o _
Figura 2- Secgdes transversais de tibulos seminiferos submetidos a diferentes
fixadores e meios de inclusdo. Setas = tecido intersticial. Barras: A,C,E,G, 90um e
B,D,FH, 45um. Coloragao: azul de toluidina-borato de sddio.
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Inclusdo em Parafina
4% PF

4% PF + 1.5‘3@ G
)

Inclusdo em resina LR White
4% PF

g T Wy,

Figura 3 - Identificacdo dos diversos tipos espermatogoniais submetidos a diferentes fixadores e meios

de inclusdo. Aind, espermatogdnia A indiferenciada; A, espermatogénia A; A1, espermatogdnia A1;

A2, espermatogdnia A2; A3, espermatogbnia A3; Ad, espermatogénia A4 In, espermatogdnia intermediaria;

B, espermatogdnia do tipo B; P, paraformaldeido; G, glutaraldeido. Barra = 10pm. Colorag&o: azul de toluidina-
borato de sddio.
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Comparacio entra diferentes fuorccromes prapamados para marcacdo de Brdll, em cores histolégicos de
wibules seminilaros fixades com 4% de parafcemaidaido e incluldos am parafing

Figuras 44 -C. imurncfiuormechnes pars localizacho de Brdll em esparmaioginins de camundongos (cabeies de sein). On S0Bulkom
sTHRITSNE fornm Anados oom 4% o8 paniormaiceiin, incisdos am pEming & DoMa00s oOm 5P O ESpassUns. A, KO0 08 peoiecen
B, FTC; C, cormbinmcdn odivka e propides + FITC

Figurss 40-F_ imuncfucsescbnois para locokeagdo de Bril) em sspemaiogireas de camundongos |caboecas o sotn). Os fitados
sl fonae Tiondoy oo 4% da paewkormabdaton, o oo o parafnm & oorindod oo S 0o epiisrn. & DA, B, Alses Fludd
504 G, pombinadchs DWPT « Alscs Flsos S04

Comparagao entre diferentes fluorocromos preparados para marcagao de BrdU, em cortes histolégicos de
tibulos seminiferos fixados com 4% de paraformaldeido e incluidos em resina LR White

Figuras 5A-C. Imunofluorescincia para localizacho de Brdl em espermatogdnias de camundongos (cabegas de seta). Os Wibulos
saminiferos foram fixados com 4% de paraformaldeido, incluidos em resina LR White & cortados com 1pm de espessura. A, ivdelo de
propiden; B, FITC; C, combinagio iodeto de propideo + FITC.

Figuras 5D-F, Imunoflucrescéncia para localizacao de Brdl) em espermatogdnias de camundongos (cabecas de sela). Os lbulos
saminiferos foram fixado com 4% de paraformaldaido, incluidos em resina LR White @ cortadas com 1pm de espessura, A, DAPL; B, Mexa
Fluor 584; C, combinagho DAPI + Alexa Fluor 584




37

Comparacio entre diferentes fluorocromos preparados para marcagio de BrdU, em cortes histolégicos de
tibulos seminiferos fixados com 4% de paraformaldeido + 1,5% glutaraldeido e incluidos em parafina

Figuras GA-C. Imunoflucrescéncia para localizacho de BrdU em espermatogbnias de camundongos (cabecas de seta). Os tibulos
seminifaros foram fixados com 4% de paraformaldeido + 1.5% de giutaraldeido, incluidos em parafina @ corados com Sum de espessura
A, iodeto de propideo; B, FITC; C, combinagdo icdato de propidea + FITC.

Figuras 60-F, Imunofluoresciéncia para localizacho de Brdl em espermalogbnias de camundongos (cabecas de sela). Os tibulos
saminiferos foram fixados com 4% de paraformaldeide + 1,5% de ghutaraldeido, incluidos @m parafina e cortados com Spm de espessura.
A, DAPT; B, Alexa Fluor 584, C, combinagao DAPI + Alexa Fluor 584,

Comparagio entre diferentes fluorocromos preparados para marcagio de BrdU, em cortes histologicos de
tibulos seminiferos fixados com 4% de paraformaldeido + 1,5% glutaraldeido e incluidos em resina LR White

Figuras TA-C. Imunofluorescéncia para localizagdo de BrdU em esparmatogdnias de camundongos (cabegas de seta). Os Wibulos
seminiferos foram fixados com 4% de paraformaldeido + 1.5% de glutaraldeldo, incluidos em resina LR White e cortados com 1pm de
espessura. A, iodelo de propideo; B, FITC, C, combinacho lodeto de propidec + FITC,

Figuras TD-F. imunofluorescéncia para localizagio de Brdll em esparmatogdnias de camundongos (cabecas de seta). Ds libulos
seminifaros foram fixados com 4% de paraformaldeido + 1.5% de glutaraldeido, incluidos em resina LR White & cortados com 1pm de
espessura. A, DAFI; B, Alexa Fivor 584; C, combinagao DAP] + Alexa Fluor 554,
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Comparagao da imunofluarescéncia de espermatogdnias marcadas para Brdl, em cortes histolbgicos de
tibulos seminiferos com 4% de paraformaldeido e incluidos em parafina ou em resina LR White

Figuras BA-C. Imunoflucrescdncia para localizagho de Brdl em esparmatoginias de camundongos (cabegas de seta). Os libulos
seminifaros foram fixados com 4% de paraformaldeido, incluidos em parafina e cortados com Spm de espessura, A, DAPI; B, Alexa Fluor
504; C, combinaciio DAP| + Alexa Fluor 594

Figuras 8D-F. Imunofiuorescéncia para localizacdo de Brdl em espermatognias de camundongos (cabecas de seta). Os tWibulos
seminifencs foram fados com 4% de paraformaldaido, incluidos em resina LR White @ cortados com 1um de aspassura. A, DAPI; B, Alexa
Fluor 594; C. combinagio DAP| + Alexa Fluor 584,

Comparagdo da imunofluorescéncia de espermatogdnias marcadas para BrdU, em cortes histolégicos de
tibulos seminiferos fixados com 4% de paraformaldeido + 1,5% glutaraldeido
g incluidos em parafina ou em resina LR White

Flguras 9A-C. Imunofluorescéncia para localizagio de Brdl em esparmatoginias de camundongos (cabecas de seta). Os tibulos
seminiferos foram fixados com 4% de paraformaldeido + 1.5% de glutaraldeldo, incluidos em parafing e cortados com Sum de espessura
A, DAFPI; B, Alexa Fluor 584; C, combinagao DAP| + Alexa Fluor 584,

Flguras 9D-F. imunofluorescéncia para localizaciio de Brdl em espermatogdnias de camundongos (cabecas de seta). Os tbulos
saminiferas foram fixados com 4% de paralormabdaido + 1.5% de glularaldeido, incluidos em resina LR While @ cortados com Tum da
espessura. A, DAPI; B, Alexa Fluor 534; C, combinagdo DAP| + Alexa Fluor 584,



Figura 10. Fetomicrografia de imunofluansssinga (colofida) mosirands espormatoginias marcadas paca o BrdU {rosa), @ o mesmo cofte em azul da
Inluidina-baraio (imagem ceniral preto @ branco) ndicanca as mesmas oélulas orcundadas na imagem de flucresolncia. A secilo fol fouda com 4%
pamadformaldedde incluida em panafing & comtada com Sum de espessurs. As gquatro folomicrografias [Merals mostram detalhes da imagem central
dectBCANGD B MEBTES espermaloginias mancadas pelo Brdll

Figura 11.Fofomicrografia de ucrescénoa de oblulas germinalivas marcodas par o
Bl Eecill, aem varmedh (ks Fluor ). sobreposta a uma folomicrografia de ke corda palo
arul de boduidina-borata. A secto ol Rods com 4% paraformaideida, inchilds am LR
White & cortada com 1pm de espessur. As folomicrografins em prsto @ branoo rofensme
S 58 A coras comespondenies, corados com azul de inlulding boralo de sdio, identificanda
wmun-cmw ; e edpermatogieia (A} @ pré-lepitiencs (Pl) marcadcs na folomecrogeafia
carlral.
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Figura 12. Folomicrografia de munoflucresciings (oolonda] mostrando espermaloginias mancadas para o Bedl (perpural, em secries

foradas com 4% paraformaldaido + 1,8% glutaraldeida, incluldas em parafina @ corladas com Spm e espassura, As fotomicrografias em
predo @ branco refenem-5 & COMEs COMUSPONGENLEs, Comdes com Aol do lofukding bomis de stdo, mestmnde a morologia das mesmas
cubas vislas na Buohescingia (cincsos).

Figura 13. Folomicrografia de fluorescéncia de células germinstivas marcaedas para o BrdU em verdae (FITC), sobreposta & fotomicrografia de luz preto
B branco corsda pelo azul dé toluidina-borato de sddio, A secgho fo ixada com 4% paraformaideido + 1.5% ghularaldeido, ncluida em LR While o
zortada com Tpm de espessura. As folomicrografias em prelo @ branco referem-se B cones comespondentas, corados com azul de tolulding borato de
sidio, identificando morfologicamente espermatogdnia (A) & pré-leptdtenos (P1) marcados na folomicrografia central,
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C—
Figura 14. Fotormicrografia de uorescincia de espermatogdnias mancadas para o Broll em vermedho {Alexa Fluor), sobreposta a uma
fotomicrografia de luz preto e branco corada pelo azul de toluidina-borate de sddio. A seccho foi fixada com 4% paraformaldeido + 1.5%
glutaraldeido, inclukda em LR Whita e corada com 1pm de espassura. As folomicrografias lalerais am preto & branc relerem-se a coneas
corespondentes, corades com azul de toluidina boralo de sbdio, identificande morfalogicamante espermatogiing indiferenciada (Adnd),
espermatogdnias do tipo B (B) @ milcss esparmatogonial (MI). Observar que & espermatogines Alnd nio estd marcada pelo Alexa Fluos,
indicando que nilo So dividiu durante as 24 horas em que o BrdUl foi injetada,
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7.DISCUSSAO

Técnicas fluorescentes tem sido empregadas na atualidade de forma rotineira no
desenvolvimento de estudos nas diferentes areas das ciéncias biolégicas e médicas.
Dentre os métodos mais empregados estdo aqueles que utilizam anticorpos marcados
com fluorocromos para identificar sitios antigénicos especificos para os mais diversos
constituintes celulares. O método de preparagdo dos tecidos para avaliagdes
imunohistoquimicas mais utilizado na atualidade emprega a formalina como fixador
associada a inclusdo em parafina. Entretanto, apesar da fluorescéncia se mostrar
adequada, a preservagdo morfolégica das estruturas marcadas pelo fluorocromo fica
comprometida, dificultando a identificacdo de detalhes citolégicos. Em determinadas
situacdes experimentais, quando € necessario a identificagdo morfolégica daquela
estrutura marcada pelo fluorocromo, este método formalina/parafina ndo é adequado. Na
tentativa de resolver este impasse comparamos, no presente trabalho, os efeitos de
diferentes fixadores e meios de inclusdo sob marcacdo imunofluorescente de
espermatogbnias e ao mesmo tempo verificamos a possibilidade de identificar
morfologicamente as mesmas células marcadas anteriormente, agora pela microscopia de
luz convencional. Constatamos que a adi¢do de 1,5% glutaraldeido na solucao fixadora
aliada a inclusdo na resina hidrofiica LR White permitiu a identificacdo das
espermatogdnias pelo método imunofluorescente e, ao mesmo tempo, permitiu a

identificacdo morfolégica das mesmas.

5.1. Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia para BrdU das espermatogodnias fixadas em paraformaldeido
e incluidas em parafina foi semelhante aquela descrita na literatura por outros autores
(Ehmcke & Schlatt, 2008; Wu et al., 2008). Constata-se uma imunofluorescéncia intensa e
homogénea sobre as espermatogdnias fixadas em 4% paraformaldeido, com pouco ou
nenhum background. No entanto quando o glutaraldeido é adicionado & solugédo de
paraformaldeido, mesmo em pequenas concentracdes (1,5% neste caso), houve reducao
da intensidade de fluorescéncia sobre as espermatogébnias. De fato é sabido que a
fixacdo € de extrema importancia para o sucesso de uma deteccdo imunohistoquimica,

pois dependendo do antigeno a ser detectado, o tipo e a concentragdo do agente fixador



43

podem inviabilizar sua detec¢do (Ramos-Vara, 2005). O glutaraldeido € classificado de
fixador ndo coagulante porque faz com que as proteinas assumam o aspecto de um gel
transparente, estabilizando estruturalmente as macromoléculas tissulares, estabelecendo
ligagbes cruzadas entre os componentes estruturais, sem distorcé-los (Sesso, 2007,
Souto-Padron, 2007). Essas ligagdes cruzadas garantem uma boa preservacéo estrutural,
podendo, no entanto modificar a estrutura de determinadas moléculas, mascarando seus
sitios antigénicos (Souto-Padron, 2007). Desta forma acreditamos que a adicéo de 1,5%
de glutaraldeido, apesar de ter reduzido a intensidade de fluorescéncia, néo foi suficiente
para bloquear por completo os sitios antigénicos, permitindo a marcacao fluorescente das

espermatogonias.

Outro fator que pode estar relacionado com a redugdo da intensidade de
fluorescéncia pode ser a espessura de corte. Enquanto as espermatogénias incluidas em
parafina foram cortadas com espessura de 5um, aquelas incluidas na resina LR White
tinham a espessura de corte 5 vezes menor (1um). Dessa forma, cortes espessos
implicam numa maior quantidade de sitios antigénicos, possibilitando um elevado niamero
de anticorpos conjugados com fluorocromos associados a mesma espermatogonia,

resultando numa maior intensidade de fluorescéncia.

Além disso, a intensidade de fluorescéncia pode estar relacionada com o meio de
inclusdo. Enquanto em parafina as secgbes sofrem desparafinizagdo antes do
processamento imunohistoquimico, as secc¢fes incluidas em LR White ndo passam por
nenhum método de retirada da resina, o que pode resultar num menor numero de sitios

antigénicos disponiveis, diminuindo a intensidade da fluorescéncia.

A imunofluorescéncia espermatogonial das secg¢des incluidas na resina hidrofilica
LR White, como dito anteriormente, ofereceram uma menor intensidade de marcacao
gquando comparado a intensidade em parafina. Entretanto, em LR White as
espermatogdnias marcadas para o BrdU mostraram uma marcacdo mais pontual na
regido nuclear, quando observado em grande aumento sob microscopio de fluorescéncia.
Além disso, a aparéncia pontual da fluorescéncia pode estar relacionada a uma menor

sobreposicéo dos fluorocromos, devido a menor espessura de corte na resina.

Outro achado que julgamos importante salientar foi a presenca de background nos

fragmentos de testiculos incluidos em resina LR White. Observamos um background mais
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elevado em LR White do que aquele presente nas secc¢des em parafina quando o fixador
foi o paraformaldeido. Quando adicionamos 1,5% de glutaraldeido observamos
background ainda mais intenso nas secc¢des de LR White. Até o momento, ndo se sabe
ao certo o motivo de tal resultado, entretanto acreditamos que possa estar relacionado
com a nao retirada da resina, resultando em ligagGes inespecificas e/ou uma conhecida
auto-fluorescéncia produzida pelo glutaraldeido (Collins & Goldsmith, 1981; Baschong et
al., 2001).

Foram utilizadas duas combinacdes de fluorocromos (iodeto de propideo + FITC e
DAPI + Alexa Fluor 594) na tentativa de determinar qual delas forneceria uma melhor
visualizagdo das espermatogdnias marcadas para o BrdU, quando aplicassemos 0s
diferentes métodos de fixacdo e inclusdo propostos no presente trabalho. Os resultados
obtidos foram semelhantes aqueles encontrados na literatura (Tokuda et al., 2007). No
presente trabalho, a combinacdo DAPI + Alexa Fluor 594 proporcionou uma fluorescéncia
espermatogonial mais intensa quando comparado com a combinacao iodeto de propideo
+ FITC. Consultando a literatura, ndo encontramos referéncia semelhante sobre este

nosso achado.

5.2. Microscopia de luz

Foram realizados dois tipos de estudos morfolégicos sob microscopia de luz
comparando os efeitos de fixadores e meios de inclusdo sobre a morfologia dos testiculos
e das espermatog6nias: (1) um estudo avalia a preservacao morfologica dos testiculos e
das espermatogbnias depois de cortados e corados com azul de toluidina-borato, e (2) o
outro estudo também procura avaliar morfologicamente os testiculos e as
espermatogdnias corados com azul de toluidina-borato sé que apds terem sido
submetidos ao processamento imunohistoquimico. Este segundo método de avaliagéo
teve como objetivo verificar se o processamento imunofluorescente prejudicaria a

morfologia do 6rgdo e das células germinativas.

Os testiculos fixados em paraformaldeido foram morfologicamente mal
preservados independente do tecido ter sido incluido em parafina ou resina. O tecido
intersticial apresentou espacos vazios entre ele e os tubulos seminiferos, semelhante a

uma extensa retracdo dos tecidos, em ambos os meios de inclusdo. Inicialmente, este
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achado sugere que esta retracdo deve estar relacionada com a fixagdo. No entanto, é
conhecido que o paraformaldeido é um fixador que provoca pouca retracdo dos tecidos
(Fox et al., 1985), tornando este resultado contraditério. Acreditamos que este artefacto
possa estar relacionado com uma ruptura entre os tubulos seminiferos e o tecido
intersticial no momento em que o testiculo foi recortado em pequenos fragmentos com
uma lamina. Quando se faz fixacdo com paraformaldeido, por imersdo ou perfuséo, o
tecido ndo adquire a mesma rigidez do que quando fixado com glutaraldeido. Desta
forma, as fracas ligag6es cruzadas formadas pelo formaldeido n&o resistem a pressao do
corte e se rompem provocando este artefacto. A preservagdo do epitélio seminifero,
quando o testiculo foi incluido em LR White, também ndo apresentou resultado
satisfatorio, com vazio artefactual entre as células germinativas, ao contrario daquele
epitélio seminifero incluido em parafina que se apresentou compacto e repleto de células.
Acreditamos que esta diferenca ndo reflete a verdade quanto ao numero de células
germinativas e que, provavelmente, esté relacionada a espessura de corte. Como o corte
histolégico em LR White foi de apenas 1um, quando comparado ao de Sum em parafina, o
menor numero de células estaria relacionado a uma sobreposi¢cédo de estruturas 5 vezes
menor no material incluido em resina plastica. Mas, de qualquer forma, houve alteracéo
morfolégica do epitélio apos fixacdo apenas com paraformaldeido pois apés a adigédo do
glutaraldeido na solucdo fixadora as células de Sertoli e germinativas foram vistas
bastante coesas no epitélio seminifero mesmo quando o tecido foi cortado com 1um de

espessura.

Quanto & morfologia espermatogonial o paraformaldeido ndo forneceu qualidade
suficiente para distinguir os diferentes tipos espermatogoniais. De fato, a identificacdo das
espermatogodnias tipo A, In e B foi menos duvidosa quando o tecido foi incluido na resina
LR White do que naqueles incluidos em parafina, provavelmente porque as sec¢des em
resina eram 5 vezes mais finas, proporcionando uma melhor visualizagdo de pequenos
detalhes do nucleo espermatogonial. Estudos desenvolvidos em camundongos por
Oakeber (1971) e em ratos por Huchins (1978), que utilizaram fixagcdo em Zenker-formol,
inclusao em parafina e cortes histolégicos de 5um de espessura, demonstraram também
a presenca dos diferentes tipos espermatogoniais de roedores (Aing, A1, Az, Az, A4, In € B)
tal como descrito por Chiarini-Garcia & Russell (2001) e Chiarini-Garcia et al. (2003),
respectivamente, que utilizaram fixacdo em glutaraldeido, inclusdo em resina araldite e

cortes semifinos de 1um de espessura. No entanto, os trabalhos desenvolvidos na década
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de 1970 néo utilizaram especificamente a morfologia para diferenciar os diferentes tipos
espermatogoniais. Huckins (1978) utiliza avaliacdo das espermatogonias in toto, isto €,
através de uma técnica onde os tubulos seminiferos séo preparados inteiros (sem cortes
histolégicos) e as espermatogdnias sdo visualizadas por transparéncia dentro do epitélio.
Esta visualizacdo se faz alterando a altura do micrométrico do microscépio (de Rooij &
Russell, 2000). Neste caso as células foram identificadas por estarem isoladas ou em
associacdo de pares ou multiplos deles. Células isoladas seriam as espermatogbnias A
isoladas (Ai), aquelas pareadas (com pontes citoplasméticas entre elas) seriam as
espermatogbnias A pareadas (A,) e assim por diante (Clermont & Bustos-Obregon,
1968). Ja o estudo desenvolvido em camundongos por Oakberg (1971), separou as
espermatogonias nos seus diferentes tipos avaliando o ciclo celular das mesmas através
do uso de timidina tritiada. Diante do exposto acima, e observando as fotomicrografias
dos trabalhos de Oakberg (1971) e Huckins (1978), os nossos achados apdés inclusdo em
parafina sdo semelhantes aqueles encontrados por eles. Isto é, utilizando apenas a
morfologia celular, o método paraformaldeido/parafina ndo permite classificar os

diferentes tipos espermatogoniais, apenas as do tipo A, In e B.

Ao se adicionar o glutaraldeido foi observada uma notavel melhora na qualidade
de preservacgéo dos tecidos incluidos em parafina e na resina LR White. O glutaraldeido é
considerado um excelente fixador por ser ndo coagulante e por estabelecer ligacdes

cruzadas intra e intermoleculares (Fox et al., 1985; Sesso, 2007).

Os testiculos que foram fixados com 4% paraformaldeido + 1,5% glutaraldeido e
incluidos em parafina apresentaram uma boa qualidade estrutural, com preservagéao tanto
do intersticio quanto do epitélio seminifero. Entretanto, no que se refere a qualidade
espermatogonial, quando incluidos em parafina a identificacdo dos diferentes tipos de
espermatogonias continuou restrita as do tipo A, In e B. A alta espessura das sec¢des
associada a uma baixa preservacdo de detalhes celulares impossibilita a identificagcdo dos
demais tipos espermatogoniais. A situagdo parece se agravar quanto se tenta identificar
as espermatogbnias que passaram pelo processamento imunohistoquimico e foram
marcadas para o BrdU. Isto €, ap0s a avaliacdo imunofluorescente, quando as laminas
foram remontadas, a qualidade morfologica piorou dificultando mais ainda a identificagéo

dos diferentes tipos espermatogoniais.
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Tal como esperavamos, quando os testiculos foram fixados com paraformaldeido
+ 1,5% glutaraldeido, incluidos em LR White e cortados com 1um de espessura, a
qualidade morfoldgica foi nitidamente melhor. Apds terem sido submetidas ao processo
imunofluorescente, as laminas histolégicas mantiveram sua morfologia intacta,
continuando possivel identificar as espermatogbnias que antes estavam marcadas para o
BrdU. A resina LR White forma uma “malha” no tecido e nado é retirada, nem durante o
processamento para microscopia de fluorescéncia, nem durante o processamento para
microscopia de luz (Bozzola & Russel, 1999). A néo retirada da resina possibilita maior

preservacéo tecidual e, por esse motivo, preserva a morfologia das espermatogoénias.

Constatamos que a resina por si s6 ndo foi suficiente para manter a qualidade
morfolégica das espermatogobnias pois quando se utilizou apenas o paraformaldeido como
fixador, ja ndo foi mais possivel identificar, com certeza, os diferentes tipos
espermatogoniais. Concluimos que como a melhor qualidade fornecida pela resina néo
foi suficiente para identificar todos os tipos de espermatogénias, decididamente o fixador

também possui um importante papel nesse processo.

Inicialmente, pensou-se em utilizar a resina pléstica glicol metacrilato para se fazer
avaliagbes morfolégicas e imunohistoquimicas neste mesmo material. E sabido que nos
tecidos incluidos em metacrilato podem ser feitas rea¢des imunohistoquimicas (Chiarini-
Garcia et al,, 2009b). Entretanto, quando se tentou identificar morfologicamente os
diferentes tipos espermatogoniais pelo método de microscopia de luz de alta resolucao
(Chiarini-Garcia & Russell, 2001; Chiarini-Garcia et al., 2003; Nascimento et al., 2009;
Chiarini-Garcia et al., 2009a) a distincdo morfolégica entre os diferentes tipos celulares
nao foi possivel (Chiarini-Garcia et al., 2009b; Alves-Freitas D, em preparacédo.; Drumond

AL, 2006; Rezende CA, 2007; informacdes pessoais).

Estes achados, em conjunto, demonstram que o glutaradeido, mesmo em
pequenas concentracdes, e associado a uma resina adequada, pode produzir resultados
de alta resolucdo para avaliacbes concomitantes entre morfologia e imunomarcacdo
através de técnicas de microscopias de luz e microscopia de imunofluorescéncia numa

mesma secg¢ao, respectivamente.
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8. CONCLUSOES

As ponderagbes, em conjunto, dos varios parametros estudados, permitiram-nos

chegar as seguintes conclusodes:

1.

w

A combinacédo paraformaldeido/parafina ndo preservou detalhes nucleares e so
possibilitou a identificagdo morfolégica das espermatogbnias do tipo A
indiscriminadamente, Intermediéria e espermatogdnia tipo B;

A combinagdo paraformaldeido/LR White possibilitou apenas a identificacdo das
espermatogbnias tipo A de uma forma generalizada, Intermediaria e
espermatogodnia tipo B;

A adicdo de glutaraldeido a solucdo fixadora ndo melhorou a preservagéo
morfoldgica das células incluidas em parafina, possibilitando a identificacdo das
mesmas espermatogoénias tipo A, Intermediéria e tipo B;

A mistura de 4% paraformaldeido + 1,5% glutaraldeido associado a inclusdo em
resina LR White permitiu a identificacdo morfolégica de todos os tipos
espermatogoniais de camundongos, a saber, espermatogdnias indiferenciadas,
espermatogonias diferenciadas (A;, Az, Az e Ay), intermedidrias e tipo B, através
da técnica de microscopia de luz de alta resolucao.

A parafina oferece uma excelente visualizacdo das espermatog6nias marcadas
para o BrdU tanto utilizando-se o fixador paraformaldeido quanto o fixador
paraformaldeido + 1,5% glutaraldeido, independente do tipo de fluorocromo
utiizado; entretanto ndo permite a identificagdo morfolégica do tipo
espermatogonial marcado;

A resina hidrofilica LR White também permitiu a visualizacdo das espermatog6nias
marcadas para o BrdU em ambos os fixadores, embora numa intensidade de

fluorescéncia menor;

. A identificagdo imunofluorescente das espermatogdnias marcadas pelo BrdU

concomitante com a identificacdo morfolégica de todos os tipos espermatogoniais
s6 foi possivel quando essas células foram fixadas com paraformaldeido + 1,5%

glutaraldeido e incluidas na resina hidrofilica LR White.
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