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METODOS HISTOQUIMICOS PARA A IDENTIFICAGAO
DE LEUCOCITOS E MACROFAGOS

EUZENIR NUNES SARNO & LEILA MARIA MACHADO VIEIRA

Os autores descrevem a padronizacao de técnicas histoquimicas, fosfatase dcida,
alfa-naftilacetato esterase e peroxidase para identificacio de linfocitos e macrofagos em
tecido. Recomenda-se a fixagdo em formol sacarose tamponado e inclusdo em goma de
Holt como a mais eficaz jd que ndo so conserva a atividade enzimdtica, como também é

de realizacdo acessivel,

Os métodos histoquimicos para a detec¢do de atividade da esterase, fosfatase,
dcida e peroxidase sio os mais comumente utilizados para a identifica¢ao de linfocitos
e das células do sistema de fagécitos mononucleares (SFM), jd que estas enzimas fazem

parte do sistema enzimético contido nos seus granulos lisossomais (Job & Nadu, 1970:
Poore et al., 1981).

Primeiramente estas técnicas foram empregadas utilizando-se tecido fresco, sem
fixacao. Posteriormente foram feitas tentativas de fixagio para evitar a difusio enzimdtica
e aprimorar os resultados. A alternativa de utilizar sec¢des de bloco de parafina tem sido
tentada com o objetivo de tornar mais acessivel a rotina em patologia (Chilosi et al., 1981).

O presente trabalho teve por objetivo padronizar técnicas histoquimicas para
identificacdo de células do SFM em lesdes inflamatérias. Selecionaram-se quatro casos de
hansenfases polares, dois na forma tuberculdide e dois na forma virchowiana.

MATERIAL E METODOS

Cada fragmento de pele era subdividido em trés pequenos fragmentos, A, B, C,
0s quais eram submetidos aos seguintes tratamentos:

A) Embebido em Tissue-Tek e congelado em nitrogénio liquido, onde foi esto-
cado até o uso.

B) Fixacao em formol tamponado pH 7.0.
C) Fixag¢do em formol-sacarose-tamponado (Chilosi et al., 1981).

Os fragmentos A e C foram cortados em criostato Cryo-Cut 11, American Optical
a—160C em seccoes de 3 um. Seccdes do fragmento A eram submetidas a dois procedi-
mentos diferentes.

. Uma sec¢do era fixada em glutaraldeido (Bozdech & Bainton, 1981).

— Qutra sec¢do foi imediatamente submetida a coloragdo sem prévia fixagao.
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O fragmento B incluido em parafina era cortado em microtomo rotativo Leitz
em secgoes de 3 um, desparafinizadas e hidratadas.

Todas as secgOes pertencentes aos grupos acima citados foram submetidas ao
mesmo procedimento para detectar atividade de alfa-naftil acetato-esterase, peroxidase €
fosfatase-dcida, conforme descrito por Chilosi et al. (1981).

No material incluido em parafina a incubagio por ANA e FAC foi de quatro dias
e para PX de um dia.

Apés a incubacdo as secgbes eram (com excegdo das utilizadas para a pesquisa de
PX) contrastadas com verde metila a 1%. As secgoes para PX foram contrastadas com azul
de metileno 0,1 %.

RESULTADOS E COMENTARIOS

O aspecto histologico das lesdes ao HE era caracteristico das formas selecionadas.
Nos dois casos tubercul6ides a pesquisa de BAAR foi negativa, acontecendo o contrario
nos casos virchowianos, que foram positivos. Em todos observou-se a presenga de grande
ntimero de macrofagos, quer formando granulomas, na forma tuberculb6ide, quer com Ca-
racteristicas de células de Virchow na forma virchowiana.

Analisando as seccdes do grupo A verificamos que ha melhor conservag¢ao quan-
do logo ap6s o corte em congelagdo procede-se a fixacao em glutaraldeido. Naquelas nao
fixadas observa-se total difusdo das enzimas e opacificagao dos cortes.

Entretanto, foi com a fixacdo do fragmento de formol-sacarose que obtivemos
melhores resultados. Nestas seccdes os limites celulares sdo bastante nitidos, as enzimas
se mantém intracelularmente e a coloragdo € bastante eficaz. Dados estes s0 referentes
3 ANA e FAC. Ambas sio vistas com dois padroes. Na maioria das células identificadas
como linfécitos observa-se pequeno glébulo vermelho acastanhado (ANA) ou vermelho
(FAC) citoplasmitico adjacente 4 membrana celular, “dot-like” (Fig. 1). Em outras
células, identificadas como macréfagos observa-se coloragio vermelha difusa ou granular
citoplasmdtica quer se trate de lesdes de hanseniase tuberculdide ou lepromatosa, respec-

tivamente (Figs. 2 e 3).

A peroxidase foi somente detectada em poucos granuldcitos presentes. As sec-
¢oes do procedimento B (proveniente de fragmentos incluidos em parafina) somente
muito raramente mostraram algumas células positivas para ANA ou FAC.

Comparando os diversos procedimentos realizados consideramos ser a fixagao
em formol-sacarose, com pés-incubacao em goma de Holt, um excelente método para a
demonstracdo de atividade da alfa-naftil-acetato esterase e fosfatase dcida em macrofagos
podendo estas enzimas ser utilizadas como marcadores para linfocitos em tecido. Outra
vantagem do método ¢ que o mesmo fragmento depois de cortado no criostato pode ser
incluido em parafina para o procedimento de rotina e estocagem.

SUMMARY

The authors report techniques to detect acid-phosphatase, alpha-naphthyl este-
rase and peroxidase activity in lymphocytes and macrophages in cutaneous lesions of
Leprosy. They recomend fixation in formol sucrose buffered followed by inclusion in
gumma of Holt as the best method. This method mantain the activity and show sharply

the details of cells.
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Fig. 1 — Detecgdao de atividade da alfa-naftil acetato esterase. Identificacao de linfocitos atraves
de pontos escuros justa-membrana. Macr6fogos mostram difusa coloragao. 320x.

Fig. 2 — Detecgdo de atividade da fosfatase dcida em macrofagos presentes na lesdo cutanca da
hanseniase tuberculdide. Vé-se coloragio difusa citoplasmatica. 200x.
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Fig. 3 — Deteccdo de atividade da fosfatase acida em c€lulas de Virchow presentes na lesido cuta-
nea de hanseniase lepromatosa. Vé-se coloragio granular em torno de vactiolos citoplasmaticos.
200x. A direita detalhe das células. 320x.
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