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CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E FUNCIONAL DE CELULAS
ADERENTES DE BACO DE CAMUNDONGO

ELIZABETH PEREIRA SAMPA(Q, ANDRE LUIS MOREIRA & EUZENIR NUNES SARNO

A separacdo, caracterizagdo e ensaio funcional das células inflamatorias presentes no local de lesdo
t6m se tornado imperiosos no estudo de diversas doencas. Através da utilizagdo de métodos histoquimicos
para esterase e fosfatase dcida, bem como do Teste de Fagocitose e da coloragdo pelo Giemsa, realizados nas
células esplénicas de dez camundongos, foi possivel se caracterizar bem 0s componentes do Sistema Fagoci-
tico Mononuclear e distinguir os outros tipos de células presentes, além de permitir a quantificacdo diferen-
cial das mesmas.

A fungdo de fagdcitos mononucleares presentes no local de lesdo resulta da interagdo de varios me-
canismos moduladores da resposta imune local, determinando caracteristicas especificas 3s diversas doengas
(Basten et al., 1982). Sua caracteriza¢do explicita e diversos ensaios funcionais tém se tornado fundamen-
tais em seus estudos mais especificos.

Para que se estabelecessem padrdes técnicos adequados de separagdo e identifica¢do de células ade-
rentes tissulares, optou-se inicialmente pela identificagdo histoquimica e funcional em células esplénicas de
camundongos, realizando-se uma avalia¢io critica dos tipos celulares obtidos.

Foram utilizados dez camundongos albinos, “outbred”, cujo bago € macerado, as células ressuspen-
sas em MEM suplementado e incubadas a 370C em uma atmosfera imida com 5% de CO; (Hathcock et al.,
1981). Os métodos de caracterizagdo sdo feitos utilizando uma populagdo celular aderente (obtida apos 2
horas de cultivo) e aquelas mantidas em 48 horas de cultura. A histoquimica € feita através da detec¢do de
alfa-naftil acetato esterase (ANAE) e fosfatase acida (Fac) com incubag¢do das células por 2 horas em solu-
¢Oes contendo os substratos especificos (Li, Lam & Yam, 1973 e Poore et al., 1981). A caracteriza¢do fun-
cional, realizada através do Teste de Fagocitose segundo Hart & Young (1978), utiliza Saccharomyces cere-
visiae.

O percentual de células positivas para ANAE e Fac e daquelas que continham duas ou mais leve-
duras foi obtido por contagem de pelo menos 200 células por laminula, (em triplicata ou quadruplicata), e
expressos como a média + desvio padrido dos valores obtidos.

Através do Teste de Fagocitose, mondcitos e neutrofilos puderam ser identificados, no total de
42 6% + 1,3. Células blasticas vistas contendo a levedura foram caracterizadas como pertencentes ao Siste-
ma de Fagocitos Mononucleares, uma vez que precursores de neutrdfilos, rigidos e imoveis, s30 incapazes
de ingerir particulas (Stossel, 1974). Quanto a histoquimica, 35,5% * 0,66 c€lulas foram positivas para este-
rase, Mondcitos que coram difusamente em vermelho acastanhado foram o tipo celular predominantemente
encontrado, representando 30% * 0,42 do total. Células com padrdo de coloragdo para linfocitos T (presen-
ca de discreto granulo citoplasmdtico adjacente 8 membrana celular) foram também observadas (5,5% =
1,23). Para Fac, os valores obtidos foram: monécitos — 41,1% + 1,1; linfécitos T — 3,3% * 1,02; total —
44.4% * 1,16.

A grande variedade de células que compdem o bago tornou praticamente impossivel a obtengdo
de uma populagio aderente monocitica pura, como também, sua identificagdo por métodos que ndo his-
toquimicos e funcionais. Por exemplo, pelo Giemsa em 2 horas de cultivo, outros tipos celulares estavam
presentes (eosinofilos, células plasméticas, lintfocitos B e outras de diticil identiticagdo) os quais parecem
reter, como os neutrofilos, a capacidade de aderir a superficies como o vidro, mas morrem em dois a trés
dias (Drutz, Cline & Levy, 1974).

_ Quando as culturas foram mantidas por 48 horas, houve uma reducdo significativa da variedade
celular sendo estas constituidas predominantemente por células fagociticas mononucleares, como pode ser
observado pelo Giemsa e pela histoquimica (Esterase — 84,2% * 0,83 e Fac — 86% % 1,25).

SUMMARY

The separation, characterization and functional assay of the inflamatory infiltrate present in the
site of the lesion has been useful in the study of many diseases. Histochemical techniques for esterase and
acid phosphatase, as well as the Phagocytose test and the Giemsa staining were applied to the study of the
spleen-cell population of ten mice. A good characterization of the components of the Phagocytic Mono-
nuclear System and the identification and quantification of the total cell population were obtained.
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