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CARACTERIZACAO DOS MACROFAGOS PRESENTES NAS LESOES CUTANEAS
DA HANSENIASE: ESTUDO POR MONOCLONAIS

Euzenir Nunes SARNO (1), Fatima de Barros Fonseca ALVARENGA (2), Leila Maria Machado VIEIRA (2),
& Paulo R. Cotrim de SOUZA (3)

RESUMO

As lesoes cutaneas de 16 pacientes com hanseniase foram estudadas por imuno-
fluorescéncia com anticorpos monoclonais anti-monécitos (OKM1 e anti-MO) e anti-
Ia (OKIa). Foi avaliada a atividade de fosfatase acida utilizando-se naftol AS-B1

fosfato como substrato.

Os macrofagos parecem constituir uma populacido heterogénea em relacdo aos
antigenos estudados neste trabalho e quanto a atividade enzimatica. Em todas as
formas estudadas um grande ntiimero de células eram OKIa positivas.

UNITERMOS: Hanseniase; Macrofagos; Anticorpos monoclonais.

INTRODUCAO

Anticorpos monoclonais dirigidos contra
antigenos presentes na superficie celular, tem
sido um eficiente método para analisar sub-po-
pulacoées celulares no homem?. Se para as diver-
sas sub-populacodes de linfécitos (ly) foi possivel
obter monoclonais capazes de identificar todas
as células de uma determinada subpopulac¢ao®
para as células do Sistema Fagocitico Mononu-
clear (SFM) as dificuldades parecem maiores
uma vez que além de sofrerem um processo de
maturacao a partir da medula, os monécitos do
sangue alcancam o tecido e no local da inflama-
c¢do podem se diferenciar para células epitelioi-
des e células gigantes além de sofrerem modifi-
cacoes morfolégicas e funcionais!®. Nesse proces-
so de maturacdo e diferenciacao admite-se que
antigenos de membrana possam ser perdidos e
outros possam ser expostos dai, a diversidade

(1) Chefe do Setor de Hanseniase do Instituto Oswaldo Cruz.

observada pelos monoclonais para esta catego-
ria celular'2.

A hanseniase exibe um largo espectro de for-
mas clinicas variando da forma tuberculédide,
com alta imunidade, a forma virchowiana com
evidéncia de imunidade celular deprimida’. En-
tre as formas denominadas polares ha uma gama
de tipos mistos designados “borderline” na classi-
ficacao de RIDLEY e JOPLING!. Em todas as
formas as lesoes histolégicas se caracterizam pe-
los diferentes padrées de maturacao e diferen-
cia¢ao mostrados pelas células do SFM. Na for-
ma tuberculdide predominam as células epite-
lidides com formacao de granulomas. E na forma
virchowiana predominam os macréfagos madu-
ros, tipo histiéciticos com graus variados de va-
cuolizacao citoplasmatica. RIDLEY e JO-

(2) Professores Assistentes da Disciplina de Patologia Geral da Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
(3) Médico do Servico de Dermatologia do Hospital de Bonsucesso.
Endereco para correspondéncia: Fundaciao Oswaldo Cruz — Setor de Hanseniase — Av. Brasil, 4365 - Manguinhos - CEP 21.041

- Caixa Postal 926 - Rio de Janeiro, Brasil.
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PLING chamaram a atencao para correlacao en-
tre a diversidade do infiltrado celular e o grau
de resisténcia do hospedeiro'®.

O objetivo do presente trabalho foi analisar
adistribuicao das subpopulac¢ées de macrofagos
presentes nas lesées da hanseniase através de
3 anticorpos monoclonais. Dois deles dirigidos
contra antigenos monocitarios e outro contra
antigenos DR (Ia like).

MATERIAL E METODOS

Bidpsias — Foram selecionados 8 casos de
hanseniase do p6lo tuberculdéide do espectro
(formas tuberculéides e “bordeline” tuberculoi-
de) e 8 casos de hanseniase do pdlo virchowiano
(formas virchowiana e “‘bordeline” virchowiana).
Essas bidpsias eram obtidas por “punch’ (5 mm)
ou por procedimento cirdrgico. Cada biopsia era
dividida em 2 partes imediatamente apos a reti
rada. Um dos fragmentos era embebido em Tis-
sue-Tek e congelado em nitrogénio liquido até
o momento de processar para imunofluorescén-
cia, utilizando método descrito previamente
com detalhe!. Cortes de 5u foram obtidos em
Criostato Cryo-Cut II, American Optical. Apos
secar ao ar 30 minutos (min)em ambiente refrige-
rado, os cortes foram fixados em acetona por 10
min. e em seguida lavados 3 vezes por 10 min.
cada em tampado fosfato (PBS) pH 7,4. Os cortes
foram incubados a temperatura ambiente em ca-
mara umida, por 60 min. com anticorpos mono-
clonais OKIa, OKM1 (Orthoclone, Ortho Phar-
maceutical Co.)e anti- MO gentilmente fornecido
por Dr. Van Voorhis da Universidade Rockefe-
ller. Apés 3 lavagens em PBS pH 7.4 os cortes
foram incubados por 30 min., com IgG anti-ca-
mundongo biotinilada (Vector Lab.),lavadosem
3 banhosde PBS pH 74, e tratados com avidina-
fluoresceina por 30 min. Finalmente lavados em
PBS. fixados em formol tamponado a 10% sendo
as laminas montadas em Elvanol (polivinil al-
cool da Sigma).

A leitura foi realizada em Microscopio SM
20 Leitz-Dialux.

Apos exame dos cortes, fez-se a quantifica-
cao das células pela contagem por campos de
células positivas na derme para cada monoclo-
nal, contando-se um minimo de 10 campos para
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cada corte com objetiva de 40 e ocular de 10,
selecionando-se os campos onde havia maior
concentracao de células positivas. Esta selecao
de campos evitou que areas de derme sem infil-
trado fossem interpretadas como areas de infil-
trado negativas para o tipo celular examinado.
Um dos cortes do fragmento da biopsia conge-
lada foi corado pela hematoxilina — eosina (HE)
e as células inflamatoérias do SFM foram quanti-
ficadas da mesma forma que a contagem reali-
zada para os monoclonais.

O outro fragmento era submetido ao método
histoquimico para fosfatase acida como previa-
mente descrito!!. O fragmento era inicialmente
fixado 24h a 4°C em formol sacarose tamponado
pH 6,8!. Em seguida transferido para solucao de
Holt (sacarose 30 g, goma arabica 1 g e agua
destilada 100 ml). Apds 24 horas a 4°C o material
foilavado por 10 min. em agua corrente e depois
de secar em papel de filtro, foi embebido em Tis-
sue-Tek e congelado em nitrogénio liquido. Cor-
tes de 2u de espessura foram obtidos (Cryo-Cut
ID), utilizando-se laminas previamente albumi-
nizadas (5%). As seccoes foram incubadas em
uma solucao contendo tampéao acetato pH 5,0,
50 ml, naftol AS-BI fosfato (Sigma) 100 mg dissol-
vidos em 0,5 ml de dimetilformamida e 2 ml de
pararosanilina hexazotizada, por 30-60 min. a
37°C. Em seguida lavados 3 vezes em agua desti-
lada, 1 vezem PBS pH 7,4. Finalmente os cortes
eram contrastados com verde metila (1%) por
30-60 segundos para a coloracao de fundo, lava-
dos em agua destilada e apds secar montados
com Permount. Para leitura das células com ati-
vidade para fosfatase acida procedeu-se do mes-
mo modo gue para os monoclonais.

As laminas destinadas ao diagnostico histo-
i6gico (HE) assim como o Ziehl-Nielsen eram ob-
tidas do fragmento destinado a histoquimica.

Reagentes:

— OKIa da linha Orthoclone (Ortho Pharma-
ceutical Co.). Identifica células T ativadas,
macrofagos e linfocitos B;

— OKMI1 da linha Orthoclone (Ortho Pharma-
ceutical Co.). Identifica, monoécitos, neutro-
filos e macrofagos;

— Anti-MO (cedido por Dr. Van Voorhis — Uni-
versidade Rockefeller). Identifica monoécitos.
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— Anti-IgG de camundongo biotinilada obtida
em cavalo (Vector Lab.);

— Avidina-Fluoresceina (Vector Lab.);

— Naftol AS-BI fosfato (Sigma);

— Dimetilformamida (Sigma);

— Pararosanilina hexazotizada (Sigma)*;
— Verde Metila (Merck);

* Solucao estoque de pararosanilina: pararosa-
nilina hidroclérica 2 g, agua deionizada 40
ml, HC1 2N-10 ml. Pararosanilina hexazoti-
zada (PRH): Soluc¢ao estoque de pararosani-
lina 2 ml e nitrito de s6dio 4% -2ml.

RESULTADOS

A identificacao de células do SFM pela he-
matoxilina-eosina foi expressa como numero to-
tal de células.

A avaliacdo da atividade de fosfatase acida
que é umaenzima encontradanos vacuolos lisos-
somais identifica células do SFM com uma colo-
racao vermelha citoplasmatica dada sobre o
substrato naftol AS-BI fosfato. Nos casos de tu-
berculéides (Fig. 1), raras células gigantes mos-
tram citoplasma positivo, os macrofagos mos-
tram positividade citoplasmatica difusa mal de-
limitada. Algumas células com morfologia seme-
lhante as epiteliéides eram positivas, porém nao
se pode assegurar que todos o sejam. Nos casos
virchowianos (F'ig. 2) o citoplasma dos macro.
fagos exibiam grandes vacuolos confluentes com
conteudo enzimatico em geral concentrado na
periferia vacuolar. Algumas células continham
globias intra-vacuolares nos casos ‘‘bordeline”
virchowianos predominavam macroéfagos micro-
vacuolares com atividade enzimatica pronun-
ciada.

A identificacao de células positivas por imu-
nofluorescéncia com os anticorpos monoclonais
OKM]1, anti-MO e anti-Ia era determinada por
fluorescéncia em membrana ocupando toda a
superficie celular como também segmentos da
membrana. As células positivas para OKM1 nas
formas tuberculéides eram pequenas e redondas
(Fig. 3) tendo sob a imunofluorescéncia morfo-
logia semelhante a da marcacao de linfécitos em
geral por anticorpos monoclonais. Algumas cé-
lulas maiores eram também marcadas de forma

Flg. 1

Granuloma tuberculoide contendo maerdfagos, algu
mas células eplitelldides e células gigantes apresentando ativi
dade fosintase dcida. 40X

18

Fig. 2 — Foto 2! Lesdo lepromatosa mostrando macrofagos
vacuolizados contendo atividade engimiticn fosfatase dcida
perivacuolar. 40X

Fig. 3
das positivas. Anticorpo monoclonal OKM1, 40X

Granuloma tuberculdide apresentando células sola
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bastante ténue porém a correlacao morfologica
com o0 HE nao era precisa, nao se podendo carac-
terizar as células epitelioides e gigante quanto
a positividade para o OKM1.

Os macrofagos presentes nos casos vircho-
wianos exibiam heterogeneidade com relacao a
ambos os antigenos monocitarios detectados pe-
los monoclonais. A positividade variava de célu-
las com forte fluorescéncia a células negativas
notando-se varias com positividade segmentar
em membrana celular (Fig. 4), sem entretanto
haver correlagcao com a intensidade de fluores-
céncia e a carga bacilar. Alguns destes macro-
fagos exibiam autofluorescéncia.

O numero de células positivas para o OKM1
eanti-MO (Tabelas 1 e 2) eradiverso, bem inferior
ao total de células do SFM identificadas pelo
HE e pelo FAC, cujo total de células positivas
também era notavelmente inferior ao valor total
do HE.

A intensidade da fluorescéncia de membra-
na do OKla era bem forte em relacao aos outros
dcis anticorpos utilizados (Fig. 6) e a quantidade
de células bastante elevada (Tabelas 1e 2). Estas
células formavam amplos grupos corresponden-
do por vezes a totalidade de uma area do infil-
trado inflamatorio (Fig. 6).

A comparac¢ao entre os percentuais encon-

Fig. 4 — Infiltrado de macrdfago na lepra lepromatosa. Grande
numero de células positivas com diferente intensidade. Anti
corpo monaclonal OKMI1, 40X

trados para as formas tuberculéide e virchowia- Fig. 5 — Mesmo caso anterlor corado pelo anticorpe mono
na (Tabela 3) nos mostra que o percentual de  clonal Anti MO Quase todas as células sao positivas, 40X
TABLE 1

Distribuicao dos macrofagos identificados pelos monoclonais e por atividade de fosfatase acida nos casos de tuberculdides

Nome OKM! Anti MO OKIa FAC HE

MLS 35 = 8 34 =7 96 2 37 106 = 71 233 = 68
IMG 23+ 12 0 42 1 16 23 = 14 321 1 58
JDH 24 x4 24 + 6 69 + 18 19 = 235 + 43
JMS 26 = 11 34 9 53 1 27 18 = 348 + 66
MF'S 11 =10 37 75 = 27 45+ 15 266 = 155
NSG 8+8 0 61 + 20 42 + 9 277+ 114
ACS 0 61 25 18 35 « 6 257+ 137
MA 36 = 5 28 + 10 37 =5 43 = 11 180 = 46
Média (20,75 * 12,28 (16,12 = 14.30) (57.25 = 21.41) (41,37 = 26.49) (264,62 * 49,22)

FAC — Atividade fosfatase acida.
0 — Nenhuma célula positiva.
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TABLE 2

Distribuigao dos macrofagos identificados pelos monoclonais OKMI1 e anti-MO e por atividade fosfatase acida nos virchowianos.

Nome OKMI1 Anti-MO OKia FAC HE
FLM 14 =9 6= 6 45+ 16 43 = 16 115 =21
GBC 12 = 2 12 = 6 108 * 43 120 = 59 275 = 30
IIR 13 =1 34 £ 6 51 = 4 36+ 9 123 + 43
JMC 13 x4 10 + 4 15 = 3 36 = 11 118 * 65
ASP 14 8 45+ 10 53 = 7 158 = 18 207 * 60
APA 0 1= 1 0 44 =+ 4 211 + 58
DMCO 13 = 4 23 £ 4 12 = 3 81 + 23 169 = 89
JBN 12 £ 2 19 = 2 23 = 4 90 £ 22 207 = 15
Media 11,37 =435 18,75 = 13,87 38,37 = 32,04 76 + 42,12 178,12 + 53,44

Fig. 6 — Infiltrado de macrdfagos em lesdo lepromatosa exibin
do expressao de antigeno Ia-like em guase todas as células
Anticorpo monoclonal antl- DR, 40X

células OKlIa positivas era semelhante para am-
bos os grupos estudados embora este valor fosse
pelo menos duas vezes maior que o encontrado
com os marcadores monocitarios, com os quais
o percentual obtido foi baixo. Em relacao a ativi-
dade de fosfatase acida, nos casos de virchowia-
nos 42,66% das células com identifica¢cao morfo-
l6gica de fagociticas mononucleares apresenta-
vam atividade enzimatica enquanto que apenas
15,63% das células nos casos tuberculoide eram
positivas.

DISCUSSAQ

A utilizacao de anticorpos monoclonais na
identificacdo de macroéfagos presentes em lesoes

TABLE 3

Compara¢ao entre os percentuais obtidos nos casos de tuber-
culdides e virchowianos para cada marcador

OKM1 Anti-MO OKIa FAC
Casos T 7,84 6,09 21,63 15,63
Casos L 6,38 10,52 21,54 42,73
o = Meédia de células positivas X 100

Meédia de células contadas no HE

cutidneas da hanseniase demonstrou que essas
células constituem uma populacao heterogénea.

Foi demonstrado anteriormente que 75 a
84% das células aderentes provenientes da popu-
lagao mononuclear sangiinea de pacientes com
hanseniase eram identificadas por anticorpo an-
ti-monécito (OKM1), ndo sendo feita a marcacao
das células nas lesdes®. Outros autores porém
referem que o antigeno identificado pelo anti-
corpo OKMI1 esta presente em células histioci-
ticas, em lesbes, sem variacoes no espectro da
doenca’. No presente trabalho o nimero de célu-
las identificadas por anticorpos contra monéci-
tos foi em geral muito menor quando comparado
com a identificacdo pela coloracao de rotina
(HE). Isto pode ser devido ao tfato da identiticacao
de células do SFM pelo HE nao ser precisa pois
amorfologia em reag¢ées inflamatorias etambém
neoplasias nos mostram que nem sempre a iden-
tificacao morfolégica € precisa por isso a necessi-
dade de técnicas enzimaticas e imunohistolégi-
cas para caracterizacdo de populac¢des celulares.
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Outra explicacao para o pequeno numero de cé-
lulas do SFM marcadas pelos monoclonais é
uma possivel perda dos antigenos durante o pro-
cesso de maturacao a partir dos monécitos. Na
maioria dos casos o numero de células com ativi-
dade enzimatica também foi menor do que o to-
tal de células vistas no HE.

As observacoes sugerem que cada um dos
anti-mondécitos aqui usados identifica antigenos
diferentes embora nio fosse possivel assegurar
com nenhum deles a positividade para células
epitelidides ou células gigantes com técnica de
imunofluorescéncia, o que talvez pudesse ser vi-
sualizado com técnicas imunoenzimaticas como
a imunoperoxidase, com coloracao e contraste.
Ja aidentificacdo pela atividade de fosfatase aci-
da a identificacao morfolégica pode ser feita, no-
tando-se inclusive positividade em células com
morfologia epitelidide e em raras células gigan-
tes.

A diversidade de como as células de Virchow
exibem positividade para os anticorpos marca-
dores de mondcitos sugere que elas constituem
uma populacao heterogénea, heterogeneidade
que esta nao relacionada a carga bacilar ja que
tanto na forma LL quanto na BL o padrio de
positividade para as células de Virchow era se-
melhante.

Outroresultado interessante ¢ o numero ele-
vado de células OKIa positivas encontrado em
todos os casos com percentual semelhante nos
grupos estudados, o que sugere que uma defi-
ciéncia de células apresentadoras de antigeno
nao deve ser um fator importante na determi-
nacao da baixa resposta imune ao M. leprae,
como foientre outras hipoéteses, questionado por
outros autores?.

SUMMARY

Characterization of mononuclear phagocytes in
leprosy skin lesions: a monoclonal study.

The skin lesions from 16 leprosy patients we-
re studied by immunoflucrescence technique
using monoclonal antibodies against monocytes
(OKM1 and Anti-Mo) and Ia-like antigen. Acid
phosphatase activity was evaluated using naph-
thol AS-BI phosphate as substrate.

The macrophages seem to be a heteroge-
neous population in concern with the antigens
here studied as well as the enzimatic activity.
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Ia-like antigen was expressed in a great number
of cells throughout the clinical spectrum.
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