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RESUMO

O testiculo de mamiferos é um 6érgao suscetivel a agentes téxicos ambientais ou terapéuticos que
comprometem a espermatogénese, e a andlise dos tibulos seminiferos (parametros morfologicos e
morfométricos) é uma estratégia simples para avaliar alteracdes nesse processo. Assim, as estraté-
gias de coleta, fixagdo e coloragdo da amostra biolégica (tecido) sdo fundamentais para preservar as
caracteristicas morfologicas e garantir a eficicia da analise e precisdo do diagnéstico. Entretanto,
a fixagdo do material biolégico é uma das etapas mais criticas na preparacdo histolégica, princi-
palmente no testiculo. O objetivo, neste trabalho, foi avaliar diferentes estratégias de fixagao do
testiculo para padronizar uma técnica adequada as analises morfoldgicas do epitélio seminifero de
ratos. Ratos da linhagem Wistar foram sacrificados, e os testiculos, coletados em diferentes proto-
colos de fixagdo. A perfusdo com glutaraldeido 4% e inclusao do tecido pela técnica de historesina
foram considerados os métodos mais apropriados para realizar o processamento histolégico, pois a
morfologia dos tibulos seminiferos e o compartimento intersticial foram preservados.

Descritores: Agentes fixadores; Epitélio seminifero; Espermatogénese; Glutaraldeido 4%; Testiculo.

ABSTRACT

Testis of mammals is a susceptible organ to environmental toxic or therapeutic agents that
compromise spermatogenesis process, and seminiferous tubules analysis (morphological and
morph metric parameters) is a simple strategy to evaluate changes in the process. Therefore,
strategies for collection, fixation and staining of the biological sample (tissue) are essential to
preserve the morphological characteristics and ensure the effectiveness of the analysis and
accuracy of diagnosis. However, the fixation of biological material is one of the most critical
steps in histological preparing, mainly in the testis. Thus, the objective of this study was to
evaluate different strategies for fixing the testis to an appropriate technique for the analyses
of the morphological seminiferous epithelium of rats. Wistar rats were sacrificed and the
testis collected according to various protocols for fixation. The perfusion with glutaraldehyde
4% and inclusion by historesin technique were the most appropriate methods to achieving
histological processing, as the seminiferous tubules morphology and interstitial compartment
were preserved.

Key Words: Fixation; Glutaraldehyde 4%; Seminiferous epithelium; Spermatogenesis; Testis.
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INTRODUCAO

A organizagdo estrutural do testiculo
é altamente conservada entre os mamiferos
e nela sdo encontrados dois compartimentos
principais: o tubular, avascular, sem inerva-
¢Oes e constituido pela tdinica prépria (células
midides, fibras coldgenas e a membrana basal),
epitélio seminifero e limen; e o intersticial ou
intertubular em que se localizam as células de
Leydig produtoras de esteréides, vasos sangiii-
neos e linfaticos, nervos, fibroblastos, fibras do
tecido conjuntivo, macréfagos, linfécitos e, oca-
sionalmente, mastdcitos'.

O epitélio seminifero, revestindo a super-
ficie interna dos tibulos seminiferos, é formado
por dois tipos celulares distintos: as células da li-
nhagem germinativa e as de Sertoli, de linhagem
somadtica, responséaveis pela sustentacdo e nutri-
¢do das células germinativas?. No compartimento
tubular, as células germinativas estdo dispostas
de forma concéntrica, o que faz com que as cé-
lulas imaturas fiquem préximas da membrana
basal em outro compartimento: o basal (CB), e as
mais maduras, no adluminal (CA) que termina no
limen do ttibulo seminifero®.

A espermatogénese é um processo ciclico
altamente organizado e complexo que ocorre
nos tubulos seminiferos e passa por trés fases
essenciais: a primeira, a proliferativa, em que
as células sofrem sucessivas e rapidas divisdes
mitéticas; a segunda, a meidtica ou espermato-
citdria, na qual o material genético dos esper-
matdcitos é duplicado, recombinado e segrega-
do; por fim, a espermiogénica, em que células
hapléides (espermatides) se diferenciam em es-
permatozoéides — célula altamente especializada
e estruturalmente equipada para alcangar e fer-
tilizar o odcito.

As células espermatogénicas encontram-
se arranjadas nos tdbulos seminiferos, de for-
ma organizada e bem definida, constituindo
associacoes celulares que caracterizam estadios
do ciclo do epitélio seminifero. Na maioria dos
mamiferos, o arranjo dos estagios desse ciclo
é segmentado, e normalmente existe apenas

um estdgio por corte transversal do tdbulo®.
O conjunto dos diferentes estagios do ciclo ao
longo dos tubulos seminiferos, conhecido nos
mamiferos como onda espermatogénica, estd
relacionado, por exemplo, a liberagdo constan-
te de espermatozoides, a redugdo da congestao
de espermatozodides, se a espermiag¢do ocorres-
se sem sincronizag¢do, e a manutencao do fluxo
constante de fluido do tdbulo seminifero®.

A identificagdo dos diferentes estagios do
ciclo do epitélio seminifero é essencial para a
realizagdo de estudos quantitativos da esperma-
togénese. E importante para a compreensao da
espermatogénese normal bem como para a de-
terminacado de fases especificas do processo que
possam ser afetadas por um determinado trata-
mento ou droga®. A duragdo do ciclo do epitélio
seminifero é geralmente constante para uma
determinada espécie, entretanto varia entre es-
pécies diferentes; por exemplo, em ratos sao 14
estagios. Para um ciclo completo sdo necessa-
rios 13 ciclos®.

O testiculo humano é um 6rgdo susceti-
vel a agentes toxicos ambientais ou terapéuti-
cos que comprometem a espermatogénese por
diferentes mecanismos, como alteragdes na
espermiogénese, inducdo da apoptose nas cé-
lulas gaméticas, azoospermia e até infertilida-
de’. Na avaliacdo dos possiveis efeitos téxicos
de diferentes substdncias ou das disfuncdes
na espermatogénese, a andlise histopatolégica
do testiculo é considerada uma das estratégias
mais tradicionais para analisar os pardmetros
morfolégicos (aspecto qualitativo do epitélio
seminifero) e morfométricos (aspecto quantita-
tivo do epitélio seminifero) dos tibulos semini-
feros em condigdes patolégicas ou de diferentes
tratamentos em comparagdo com os individuos
normais®. Nesse contexto, as estratégias de co-
leta, fixagdo e coloracdo da amostra biologica
(tecido) sdo fundamentais para preservar as ca-
racteristicas morfoldgicas e garantir a eficdcia
da analise e precisdo do diagndstico.

Considerando o modelo de estudo para
avaliar possiveis alteragdes nos processos envol-
vidos na espermatogénese® dos ratos, a andlise



dos parametros morfolégicos e morfométricos
do compartimento tubular no testiculo revela-
se uma estratégia simples e efetiva no diagnods-
tico. Entretanto, a fixagdo do material biol6gico
é uma das etapas mais criticas na preparagao
histolégica, principalmente no testiculo. O tes-
ticulo de mamiferos é recoberto externamente
por uma cépsula de tecido conjuntivo denso, e
o grande espaco linfatico no interior do testicu-
lo do rato dificulta a fixagao desse 6rgao*, exi-
gindo uma metodologia especifica de fixagao
para sua preservagao; por isso, o objetivo, neste
trabalho, foi avaliar diferentes estratégias de fi-
xacdo do testiculo para padronizar uma técnica
adequada as analises morfolégicas do epitélio
seminifero de ratos.

MATERIAL E METODOS
Animais

Ratos machos, da linhagem Wistar, pesan-
do de 270 — 350g (n=15), fornecidos pelo Biotério
Central convencional com barreiras sanitarias
do Instituto Butantan, foram utilizados para a
realizacdo dos ensaios. Os animais foram man-
tidos com livre acesso a alimentacdo e a agua
e sob fotoperiodo a um ciclo luz-escuro (12
horas cada), em estante ventilada com exaus-
tdo (ALESCO), no Biotério de Experimentagao
Convencional de Mamiferos, do Laboratério
Especial de Toxinologia Aplicada (LETA), do
Instituto Butantan.

ESTRATEGIAS DE FIXACAO DOS
TESTICULOS

Imersdo em Liquido de Bouin e
inclus@o em parafina

Ratos adultos machos, da
Wistar, foram sacrificados com superdosa-

linhagem

gem de Xilazina® e Ketamina® (1:1) na dose de
0,6ml/300g da massa corpdrea do animal, de
acordo com as orienta¢des do Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal (COBEA), e, em se-

guida, submetidos a uma incisdo abdominal
(laparotomia longitudinal mediana retroumbi-
lical) para expor os testiculos a cavidade abdo-
minal e coleta-los. Os testiculos foram coletados
e fixados em Liquido de Bouin (4cido picrico sa-
turado 75%, formol 25%, acido acético glacial 5%)
por 4,5 horas, seccionados transversalmente com
o auxilio de um bisturi e mantidos por mais 4,5
horas no mesmo fixador. Na seqiiéncia, os testicu-
los foram lavados em agua destilada para retirar
o excesso de fixador e colocados por 24 horas no
etanol 70%. Apds a desidratagdo em concentragdes
alcoolicas crescentes (etanol 70% - 99%), o material
foi incluido em parafina’. Os cortes histolégicos (5
pm de espessura), obtidos por meio de micrétomo
automatico LEICA RM 2155 e corados pela técnica
de Tricromico de Mallory', sendo, posteriormen-
te, desidratados, diafanizados e montados em la-
minula aderida a lamina de vidro com béalsamo
do Canada "2, Os preparados histol6gicos foram
analisados, e as imagens, capturadas em fotomi-
croscopio Zeiss Axioskop?.

Imersdo em glutaraldeido 4% e
incluséo em parafina

Os animais foram sacrificados de acordo
com a descricdo do item Imersdao em Liquido
Bouin e inclusdo em parafina, e seus testiculos,
fixados em glutaraldeido 4% em tampao fosfato
0,05M, pH 7,3, por 24 horas, sendo seccionados
transversalmente ap6s quatro horas de imersao.
O material foi incluido, e os cortes histolégicos,
obtidos de acordo com o item anterior.

Perfus&o com Liquido de Bouin e
inclus@o em parafina

Os animais foram anestesiados com
Ketamina/ Xilazina 4:1, 0,6 ml por 300g de massa
do animal e passaram por perfusdo intracardiaca
com salina 09%, por aproximadamente 25 minutos.
Em seguida, a salina foi substituida pelo fixador
Liquido de Bouin por mais 25 minutos e, depois, co-
letados e recortados os testiculos, inseridos, por 24
horas, no mesmo fixador e lavados. O material foi
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incluido, e os cortes histolégicos, obtidos de acordo
com o primeiro item destas estratégias.

Perfus&o com glutaraldeido 4% e
inclus@o em parafina

Os animais foram anestesiados com
Ketamina/ Xilazina 4:1, 0,6 ml por 300g de mas-
sa do animal e passaram por perfusao intracar-
diaca com salina 0,9%, por aproximadamente
25 minutos. Em seguida, a salina foi substitu-
ida pelo fixador glutaraldeido 4% em tampao
fosfato 0,05M, pH 7,3, por mais 25 minutos. Na
seqiiéncia, coletaram-se e recortaram-se os tes-
ticulos, sendo incluidos no mesmo fixador por
24 horas. O material foi inserido, e os cortes
histolégicos, obtidos de acordo com o primeiro
item destas estratégias.

Perfusdo com glutaraldeido 4% e
inclus&o em historesina

Os animais foram anestesiados com
Ketamina/ Xilazina 4:1, 0,6 ml por 300g de mas-
sa do animal e passaram por perfusdo intracar-
diaca com salina 0,9%, por aproximadamente
25 minutos. Em seguida, a salina foi substituida
pelo fixador glutaraldeido 4% em tampao fos-
fato 0,05M, pH 7,3, por mais 25 minutos. Apds
esse periodo, foram coletados e recortados os
testiculos e inseridos no mesmo fixador por 24
horas e, ap6s serem desidratados em concentra-
¢Oes alcodlicas crescentes (dlcool 70% ao alcool
99%), incluidos no procedimento de historesi-
na. Os cortes histolégicos (2 pm de espessura)
foram obtidos do micr6tomo automético LEICA
RM 2155 com navalha de vidro. Em seguida,
foram lavados em dgua destilada (temperatura
ambiente) para serem colhidos em laminas de
vidro. Os cortes corados, por meio do método
de Hematoxilina/ Eosina '3, foram desidratados,
diafanizados e montados em laminula aderida
alamina de vidro com balsamo do Canadé&'- e,
por fim, os preparados histolégicos foram ana-
lisados e as imagens capturadas em fotomicros-
copio Zeiss Axioskop 2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A geracdo de novos métodos contracep-
tivos masculinos ndo-hormonais tem ocupado
grande destaque nos estudos da reprodugao
humana. Alguns enfocam a inibi¢do da esper-
matogénese, a maturacdo das espermaétides, a
motilidade dos espermatozéides, a alteragdo
dindmica dos complexos juncionais presentes
na barreira hematotesticular ou no bloqueio da
capacidade de o espermatozdide fecundar o 06-
cito™ 15,

As altera¢des nas dindmicas das jungdes
celulares, presentes na barreira hematotesticu-
lar de mamiferos, podem alterar todo o pro-
cesso de espermatogénese, levando até a dege-
neracao de células germinativas. O estudo de
moléculas que alteram a dindmica das jungdes
celulares presentes na barreira hematotesticu-
lar abrem novas perspectivas para o desenvol-
vimento de fdrmacos com propriedades contra-
ceptivas em animais, incluindo humanos, por
esse motivo, inicialmente, estudam-se os aspec-
tos morfolégicos e morfométricos do epitélio
seminifero nos cortes histolégicos provenien-
tes dos testiculos de ratos tratados pela via de
administragdo intratesticular e intraperitoneal.
Este estudo descreve algumas estratégias para a
fixagdo e preparacao histolégica do testiculo de
ratos como ferramenta para avalia¢do das subs-
tancias que interferem na espermatogénese.

Nos laboratérios de andlises clinicas sdo
realizados periodicamente exames histopato-
l6gicos que recorrem a histologia para avaliar,
por observagdo microscépica, os aspectos mor-
folégicos de diferentes tecidos provenientes de
autdpsia, cirurgia ou biépsia. Varios sao os mé-
todos de estudo dos tecidos, variando do estu-
do dos tecidos in vivo até aqueles que utilizam
os tecidos mortos. O método mais utilizado
em histologia é o preparado histolégico per-
manente (ldmina histolégica), e as principais
etapas para a obtengdo de laminas histolégicas
sdo: coleta da amostra, fixagdo, processamen-
to, desidratacdo, diafanizagao, inclusdo, micro-
tomia, colagem do corte a lamina, coloragao e



montagem', sendo a fixagdo do tecido uma das
etapas mais criticas do protocolo, pois os tra-
tamentos do material biol6gico com fixadores
inadequados podem alterar as caracteristicas
morfolégicas do tecido, ndo preservando a in-
tegridade das células, comprometendo, assim,
o diagnéstico. De fato, como pode ser visua-
lizado na Figura 1, a utilizacdo de diferentes
fixadores inadequados alteraram significativa-
mente os aspectos morfolégicos dos testiculos.

O primeiro método de fixagdo utilizado
foi a imersdo em Liquido de Bouin (acido picrico
saturado 75%, formol 25%, acido acético glacial
5%), seguida da inclusdo do material em parafi-
na. Como ilustra a Figura 1 (A e Al), o comparti-
mento intersticial ndo foi preservado apos esse
procedimento. Da mesma forma, na utilizagao
do glutaraldeido 4% em tampao fosfato 0,05 M,
pH 7,3 por imersdo e emblocamento em parafi-
na, a fixagao foi insatisfatéria, pois o espago lin-
fatico e as caracteristicas morfolégicas das célu-
las germinativas ndo foram preservadas com o
glutaraldeido 4% (Figuras 1 -B e B1).

A perfusdo prévia do animal com salina
0,9% antes da coleta dos testiculos, seguida da
utilizagdo de um fixador (Liquido de Bouin ou
glutaraldeido 4%) também nao foram satisfa-
toérias. A primeira tentativa foi com Liquido de
Bouin e inclusdo em parafina. Apesar de obter
melhores resultados, pois foi possivel visuali-
zar as de células de Leydig no compartimento
intersticial, os cortes nao foram fixados de forma
uniforme (Figura 1 — C e Cl). Da mesma forma,
a fixagdo através de perfusdo com glutaraldeido
4% e o tecido emblocado em parafina também
ndo foram satisfatérios, pois houve incompatibi-
lidade do fixador com a parafina (Figural-De
D1), como descrito na literatura®.

Por outro lado, a perfusdo com glutaraldei-
do 4% e inclusdo do tecido pela técnica de histo-
resina foi o método mais adequado para realizar
o processamento histologico, pois a morfologia
dos tidbulos seminiferos e o compartimento in-
tersticial foram preservados (Figura 2). Como
ilustra a Figura 3, observaram-se a integridade
das células germinativas em desenvolvimento

(espermatogonias e espermatdcitos primarios)
no compartimento basal (CB) e as células ger-
minativas mais maduras (espermatécitos secun-
déarios, espermatides circulares e alongadas) no
compartimento adluminal (CA), caracteristicas
fundamentais para a avaliagdo morfolégica e
morfométrica do epitélio seminifero.

A anélise dos parametros morfométri-
cos dos testiculos sdo de extrema importan-
cia, pois confirmam quantitativamente as ca-
racteristicas morfolégicas. Nesta andlise, sdao
necessarios 30 tibulos seminiferos circulares
no estadio VII/VIII do ciclo do epitélio ger-
minativo, selecionados aleatoriamente®, para
caracterizar o didmetro dos tibulos semini-
feros (em um), altura do epitélio germinativo
(em pm) e o didmetro do limen dos tdbulos
seminiferos (em um). Além disso, para anali-
se quantitativa dos diferentes tipos celulares
sdo utilizadas as mesmas imagens utilizadas
no estudo da morfometria, assim como, para
avaliagdo da capacidade de suporte das células
de Sertoli’®. Feitas essas observacgdes, verifica-
se que o protocolo de perfusdo com glutaral-
deido 4% e a inclusdo do tecido pela técnica
de historesina proporcionarao, em estudos fu-
turos, a avaliagdo de substancias de interesse
durante a espermatogénese com relagdo aos
parametros morfolégicos e morfométricos do
epitélio seminifero de ratos.

CONCLUSAO

A perfusdo com glutaraldeido 4% e inclu-
sao do tecido pela técnica de historesina foi o
método mais adequado para realizar o proces-
samento histolégico, pois foram preservadas
tanto a integridade das células germinativas
em desenvolvimento no compartimento basal
quanto as células germinativas mais maduras
no compartimento adluminal, caracteristicas
fundamentais para a avaliagdo morfoldgica e
morfométrica do epitélio seminifero. Por isso,
o protocolo descrito proporcionara, em estudos
futuros, a avaliagdo de substdncias de interesse
que interferem na espermatogénese.
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Figura 1: Aspectos morfolégicos do

compartimento intersticial e dos tabulos
seminiferos dos testiculos de ratos Wistar com
diferentes estratégias de fixacdo. A) Testiculo
fixado por imersdo em Bouin e incluido em
parafina (aumento de 40x e 100x); B) Testiculo
fixado por imerséo em glutaraldeido 4%

e incluido em parafina (aumento de 40x e
100x); C) Testiculo fixado por perfuséo com
Bouin e incluido em parafina (aumento de
40x e 100x); D) Testiculo fixado por perfus&o
com glutaraldeido 4% e incluido em parafina
(aumento de 40x e 100x)

Figura 2: Fotomicrografias de testiculo

de rato da linhagem Wistar fixado por
perfuséo com glutaraldeido 4% e incluido
pela técnica de historesina. a) aumento
em 40x; b) aumento em 100x; c) aumento
em 200x; d) aumento em 400x. observar a
preservacdo do compartimento intersticial
e as células germinativas

Figura 3: Aspectos morfolégicos do
epitélio seminifero do testiculo de ratos da
linhagem Wistar fixado apés por perfusdo
com glutaraldeido 4% e incluido pela
técnica de historesina. Os compartimentos

e as células estdo preservados.
Compartimento basal (CB), compartimento
adluminal (CA), lamen (LU), célula de Sertoli
(S), espermatogénia (Eg), espermatdécito (Es),
espermdtide arredondada (ER), espermdtide
alongada (EA)

ConScientiae Saude, 2008;7(2):227-233.
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