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RESUMEN 

Se estudia con métodos inmunocitoquímicos la naturaleza de los macrófagos en la zona 
de lesión de nervios periféricos sometidos a compresión. En los nervios normales, las 
proteínas de los neurofilamentos son específicas para los axones neuronales y las 
proteínas S-100 y Glial Fibrilar Acida para las células de Schwann. La lisozima es 
abundante en los macrófagos hematógenos. La vimentina está presente tanto en las 
células de Schwann como en los leucocitos sanguíneos. Según el patrón de inmunotin
ción frente a un conjunto de marcadores celulares antigénicos concluimos que los 
macrófagos de la zona lesional del nervio ciático de rata sometido a compresión derivan 
fundamentalmente de los monocitos sanguíneos extravasados. 
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SUMMARY 

The nature of macrophages in the lesional zone 01 crushed peripheral nerves has been 
studied immunocytochemically. In normal nerves, neurofilaments are specific for neuro
nal axons and S-100 protein and Glial Fibrillary Acidic Protein for Schwann cells. 
Lysozyme is abundant in hematogenous phagocytes. Vimentin is present in both 
Schwann cells and blood leukocytes. According to the pattern of immunostaining 
observed with a pannel of antibodies against cell-characteristic antigens we conclude 
that macrophages in the lesional zone of crushed rat sciatic neNes are largely derived 
from exudated blood monocy1es. 
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INTRODUCCION, 

Las técnicas inmunocitoquímicas permiten 
localizar de modo específico y selectivo, antíge
nos presentes en las células y los tejidos. En el 
nervio periférico normal, las células de Schwann 
ex presa n antígenos ci toplasmá ticos ca racterÍsti
cos, como la proteína S-lOO (18, 19), o las pro
teínas de los filamentos intermedios vimentina 
(1,27) Y proteína ácida gliofibrilar (1, 7, 9, 17). 

Los neurofilamentos son tripletes de proteí
nas que constituyen los filamentos intel·medios 
presentes exclusivamente en las pl·olongaciones 
axónicas neul·onales (27,34). La lisozima es una 
hidrolasa lisosómica cal·acterística de fagocitos 
hematógenos (23), que nunca se ha descrito en 
las fibras nerviosas normales o en degenel·ación 
Walleriana. 

La compresión tl·aumática de los nervios 
periféricos induce la aparición en la zona de la 
lesión de numel·OSas. células con car·acterísticas 
macl·ofágicas. La detección por métodos inmu
nocitoquímicos de determinantes antigénicos 
característicos de tipos celulares deter·minados 
puede contl"ibuir a aclal·ar· el origen y natur·a
leza de las células espumosas todavía no esta
blecido. 

MATERIAL Y METODOS 

En nuestro estudio hemos utilizado ratas al
binas Wistar· adultas como modelo experimen
tal. · Los animales, alojados en jaulas en grupos 
de tl·es· se alimentar·on con pienso pl"l'!nsado y 
agua liad libitum", y se mantuvieron con un ciclo 
lumínico de 18 horas y temperatura entr·e 15° y 
18° C. 

Los animales se sacrificar·on por decapita
ción previa anestesia etérea 5 y 7 días tras la 
compl·esión mecánica del tr·onco del ner·vio ciá
tico expuesto quirúrgicamente en la mitad del 
muslo. En tocios los casos la operación se realizó 
en cohdicioues asépticas, utilizando pinzas 
"Kocher" y comprimiendo durante 5 segundos 
en todos los casos con la misma intensidad. La 
piel se suturó cun puntos de seda. En todos los 
casos se vigiló la recuperación postoperatol"Ía de 
los animales . No se .·egistrar·on muertes ni com
plicaeiones sépticas de la herida q ui rúrgica. 
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Los nervios ciáticos lesionados de los anima
les sacrificados en cada periodo se diseca ron 
cuidadosamente. Tras identificar el engrosa
miento fusiforme de la zona de lesión en el 
tronco nervioso, se extrajo 1 cm de nervio a cada 
lado del mismo. Los nervios, una vez colocados 
rectos sobre una tablilla y atados sus extremos 
fueron siempre fijados por inmersión. 

Para el estudio microscópico de rutina los 
nervios se fijaron en líquido de Bouin 18 hOl·as a 
temperatura ambiente. El tejido se incluyó en 
parafina de modo convencional y los cortes des
parafinados e hidratados se tiñeron con hema-. 
toxilina/eosina (H/E). 

Las muestras destinadas al estudio 
inmunocitoquímico se fijaron 2-4 horas a 4°C en 
formalina al 10% pre-enfr·iada, posteriol·mente 
lavadas en tampón cacodilato O.IM, pH 7.2 a 
4°C, durante 12-16 horas. El tejido se incluyó 
en parafina empleando tiempos cortos (alcohol 
de 70/96/100/Xilol, 15 min/3x7 min/2x5 min) y 
pal·afina de punto de fusión bajo (54°C), du
rante 40-90 min a 56°C. Los cortes se estiraron 
en un baño templado (45°C ) y se montaron en 
portas secos revestidos por cl·omo-gel. 

Procedimiento de inmunotinción: Según se 
detalla en la tabla 1, los cortes se desparafi
naron en xilol, la actividad peroxidasa endógena 
se bloqueó con un 2% H202 en metanol (5 min) 
y finalmente se hidrataron secuencialmente en 
alcoholes de graduación decreciente hasta lle
varlos a PBS 0 .05M, pH 7.4. 

Todos los anticuerpos utilizados como pri
marios se diluyeron en PBS 0.05M pH 7.4, su
plementado con 50/0 de suero no inmune de 
cerdo (NSS) para los anticuerpos monoclonales 
y 1% de ovoalbúmina. Todos los anticuerpos y 
antisueros fuel·on adquil·idos a Dako Ine. 
(Dinamarca). Como contr·ol positivo se utilizó el 
tejido adecuado para cada antígeno. Los con
troles negativos se realizaron omitiendo el anti
cuerpo primal·io en cada caso. 

Lainmunolocalización de los antígenos pro
teína S-lOO , pr·o teína ácida gliofibrilar (GFA) y 
lisozima (LYZ), se realizó por un método de pe
roxidasa anti-peroxida~a (PAP), modificado d e 
Taylor (33), según se detalla en la tabla 11. Para 
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cada antígeno utilizamos antisuero policlonal de 
conejo diluido adecuadamente (Tabla lB). El 
antisuero de cerdo anti-conejo diluido 1:35 en 
PBS y el complejo PAP de conejo diluido 
1:250 se emplearon respectivamente como anti 
cuerpo puente y complejo terciario. 

La inmunolocalización de los antígenos vi
mentina (VIM) y neurofilamento (NF), se realizó 
según un método de peroxidasa indirecto adap
tado de Taylor (33), detallado en la tabla IIl. 
El marcaje se consiguió con anticuerpo peroxi
dado de conejo anti-ratón diluido 1:35 en PBS. 

En todos los casos la actividad peroxidasa se 
reveló utilizando una dilución fresca de 
0.003% DAB (Sigma) y 0.03% H202 en PBS. 
Tras lavar en destilada se aplicó un contraste 
nuclear tenue con hematoxilina (l min) y los 
cortes fueron deshidratados, aclarados y mon
tados en DePex (Serva). 

TABLA 1 5% NSS, 1% Ovoalbúmina en PBS 
15 m 

Antisuero policlonal de conejo 30 m 
Lavado en PBS 3 x S m 
Antisuero puente (cerdo anti-conejo) 

30 m 

Lavado en PBS 3 x S m 
Complejo PAP de conejo 15 m 
Lavado en PBS 3 x S m 
Revelado de la actividad peroxidasa 

con DAB + H202 S m 

TABLA 11 S-lOO GFA LYZ VIM NF 
1:420 1:300 1:400 1:8 1:250 

TABLA III 5% NRS, 1% Ovoalbúmina en 
PBS 15 	 m 

Anticuerpo monoclonal (ratón) 30 m 
Lavado en PBS 3 x S m 
Anticuerpo de conejo anti-ratón 
marcada con peroxidasa 30 m 
Lavado- en PBS 3 x S m 
Revelado de la actividad peroxidasa 

con 	 DAB + H2025 m . 

RESULTADOS 

En el estudio realizado con técnicas de ani
linas convencionales siete días tras la compre
sión traumática experimental del nervio ciático 
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de rata, aparecen en la zona de la lesión nume
rosas células con características macrofágicas, 
núcleo redondeado pequeño y citoplasma am
plio , multivacuolado , de aspecto granular (Fig. 
1). Estos macrófagos se localizan entre las célu
las de Schwann de los cordones de Büngner, ca
racterísticos de la regeneración nerviosa . Las 
células de Schwann de estos cordones presentan 
citoplasma pálido alargado, núcleos elongados y 
se disponen alineadas longitudinalmente pa
ralelas al eje mayor del nervio. 

El estudio del cabo distal en todas las técni
cas empleadas siempre se realizó a 0 .5 cm de 
distancia de la zona de la lesión. En este punto, 
las fibras nerviosas en degeneración WalIeriana, 
muestran vacuolas ovoideas de mielina de as 
pecto vacío, perfectamente alineadas siguiendo 
la dirección de las fibras nerviosas (Fig. 2). En 
la zona estudiada, las células espumosas sólo 
aparecían ocasionalmente y en general, la canti 
dad de células espumosas, resultó ser mínima a 
lo largo del cabo distal. 

Proteína ácida gliofibrilar: 
La inmunolocalización de esta proteína 

fibrilar citoplasmática, es muy positiva en todas 
las células de Schwann de los cordones de 
Büngner en la zona de la lesión (Fig. 3). Las cé
lulas espumosas son negativas. Sólo algunos de 
estos macrófagos presentan material granular 
intravacuolar positivo probablemente corres
pondiente a restos de citoplasma de células d e 
Schwann (Fig. 3). En el cabo distal, la po
sitividad perivacuolar es muy manifiesta en las 
fibras nerviosas en degeneración (Fig. 4). En 
este tramo, aparte de las células de Schwann, 
no se aprecian otras células positivas. Los acú
mulos citoplasmáticos perinucleares en las 
células de Schwann aparecen como áreas longi
tudinales intensamente positivas , generalmente 
bordeadas por vacuolas degenerativas. 

Proteína S-lOO: 
El patrón de inmunotinción para este antí 

geno es muy superponible al descrito para la 
proteína ácida gliofibrilar. En ningún caso se 
observaron células espumosas positiva s en los 
segmentos de nervio estudiados. En la zona de 
l~ lesión las células espumosas resultaron n~ga
üvas (Fig. S) . Como se ha descrito para el antí 
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Fig. 1. Zona de lesión . H/E. x370. Num erosos mael'ófagos dotados de un (' ~jtopla5ma espumoso )' fin amente granular llenan los espa cios eD tre las 
células de Sc hwann de los tordones dp. Büngnel', NÓIe.nse la s difel'cntes caraeterísticas nucl~ares d e a mbos tipos celulares. 

Fig.. 2. Cabo distal. I-I/E. x370 . Fi bras nerviosas en df"generaciú n Wa ll('riana. No se obst:rvan células esp umosas . 

Fig. 3. Zona de lesión inmunoteñitla para proteína GFA. x370. Las células de los cordones d e nüngner aparecen inmunoteñidas intensamente. 

Fig. 4. Cabo distal inmunoteñido para protcina GFA, x370. Obsérvese el refuerzo periférico de las vacuolas en las células de Schwann en 
degeneración, así como la posi tividad citoplasmálica en estas células. No se observan células espu mosas. 

Fig. 5. Zona de lesión inmunot eñ ida para proteína 5-100. ,,370. La8 células dl~ los co rdon es de Büngner muestran una intensa inmunotinción 
citoplasmática. 

Fig. 6. Cabo distal inmunoteñido para proteína 5- 100. x370. Las cé lul as de Schwann de las fibras nerviosas e n degeneración Walleriana 
mnestr a n una positividad citoplasmálica int ensa y difusa. Las "bandas ll positivas corresponden a ci toplasma perinuclear de las cé lulas de 
Schwann. 

Fig. 7. Zona de lesión lnmuJloteñida para vime nlina. x370. T an to los macrófagos COmO las células de los cordones de Büngner son intensamente 
positivos. Nótese el "efuerzo perivacuolar y la gra nulación intra vaeuolar en las células espumosas. 

Fig. 8. Cabo distal inmunoteñido panl vimentina. x.370 . El citoplasma de las células de Sehwann en degeneración muestra una inmun ot inc ión 
intensa y difu sa. Las "bandas" positivas co rresponden al aeúmulo perinuclea r de citoplasma. 

Fig. 9. Zona de lesió n inmunoteñida para lisozima. x370. Se obsel'van numerosos macrófagos en tre las células dI'! Schwann d e lo s co rdones de 
l3üngner, todos ellos dotados de abundantes gránulos citoplasmá ticos intensamente positivo!). 

F'ig. 10. Cabo distal inmunotcñido para lisozima . x370. Fibras nerviosas en degeneración Walleriana . No se observan células posiÜvas. 

Fig. 11. Zon~ de lesión inmunoteñida para prote,ínas de neurofilamentos. x370. Se ob~ervan neuritas delgada~ , ~ inuosas~ teñid as pos itiv amen te 
entrc las células de Schwann de los co rd ones de Büngner·. 

FiS· 12. Cabo distal inmunoteñido para proteínas .de neul·ofi lamentos. x370. Se apreciaD segmentos axónicos dilatados de diferentes tamaños en 
las fibras n~rviosas en degener·ación. 
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geno GFA, con frecuencia sc detectó un mate
rial granulal' positivo en el interior de las vacuo
las fagocíticas de las células espumosas , proba
blemente correspondiente a fragmentos de cito
plasma de células de Schwann (Fig. 5). El resto 
del citoplasma de las células espumosas resultó 
totalmente negativo. A lo lal'go del cabo distal 
las células de Schwann de las fibras en degene
ración Wallerian a mostraron inmunotinción del 
citoplasma muy intensa en las zonas perinuclea
res (Fig. 6). 

Vimentina: 
En la zona de la lesión, las abundantes célu

las espumosas, y las células de los cordones de 
.Büngner, mues t,'an una inmunorreacción p osi
tiva muy intensa en el citoplasma. E n las células 
espumosas, la ti nción consiste en un ,'efuerzo 
neto de las vacuolas cÍloplasmáticas (Fig. 7). 

En el cabo distal, las células d e Schwann de 
las fibras nerviosas en degene,'ación Walleriana 


. son intensamente posi ti vas (F ig. 8). La inmuno

rreacción es más marcada e n la periferi a d~~ las 

vacuolas degenerativas y so IJre tono en 10 H acú

mulos perinucl pares de citoplas ma visibles en 

cortes tangenciales de la superficie de la célula 

de Sehwann (Fig. 8). 

LisozÍma: 
Los macrófagos espumosos son muy abun

dantes en la zona de la lesión y se localizan en
t"e las células de los cordones d e n üngner. T o
das estas células muestran citoplasmas con in 
munorreacción positiva granular para este antí 
geno (Fig. 9). En la vecindad de vasos dilatados 
cercanos a la zona de lesión aparecen asimismo 
células espumosas positivas de núcleo esférico 
pequeño. Los polimorfonucleares extravasados, 
o en el interior de la s luces vasculares , distin- ' 
guibles morfológicamente por su núcleo polilo
bulado, también presentan positividad granular 
citoplasmática. 

Las células d e Schwann del cabo proximal , 
los cordones de .Büngnel' de la zona de la lesión 
y las células de Schwann en degeneración ovoi
dea del cabo distal son totalmente n egativas a 
este marcador (Fig. 10), Esta negatividad con
trasta con las células espumosas positivas, pre
sentes exclusivamente en la zona de la lesión, 
alineados junto a las fibras nerviosas en degene
,'ación WalIeriana, 

E n el cabo distal, estudiado a un centímetro 
de la zona de la lesión, no aparecen células po
sitivas exceptuando algún polimorfonucleal' in
Lravascular. Morfológicamente tampoco apare
el:n células espumosas en este segmento. 

Neurofilamentos: 
E n la zona de la lesión, se observan tramos 

lo n gitudinales de grosor variable, teñidos 
iutensamente, que cOITesponden claramente a 
los segmentos axónicos en vías de degeneraóón 
en e l interior de las células de Schwann (Fig. 
11 ). Con frecuencia se observan partículas posi
Livas granulares en el seno del citoplasma de cé
lulas espumosas dispuestas en hilera, aparen
temen te en posición endoneural, así como entre 
medi as de fi bras nerviosas en degeneración. 

En el cabo distal, la mayor parte de las 
células de Schwann contienen tramos positivos 
flt' distinto grosor y longitud (Fig. 12) , no apre
ciánd ose cé lulas espumosas con material posi
tivo en el citoplasma. 

DISCUSION 

La lesión traumática experimental del nervio 
('iático de rata , conlleva, cinco días tras la 
ope ración, la aparición en la zona de compre
,: ión, de numerosas células espumosas con ca
racLel'ísticas macrofágicas. El orjgen y natura
leza d e estas células todavía es motivo de 
discusión. 

Las distintas poblaciones de macrófagos que 
con ~tituyen el Sistema Mononuclear Fagocítico 
se distinguen muy difícilmente entre sí por cri 
ledos morfológicos (29). La identificación es 
IH'ác ticamente imposible cuando los macrófagos 
est án estimulados y fagocitan activamente. 

Las técnicas inmunocitoquímicas permiten 
de tectar de modo muy selectivo y específico, 
Jelel'mir'lantes antigénicos presentes en las célu
las y los tejidos (33). Algunos de estos antígenos 
son muy caracte'rÍsticos de células presentes en 
los nervios normales y pueden utilizarse en la 
identi ficación de células en los nervios en dege
ne l'ación postraumá tica . 

La vimentina es una subunidad proteica de 
57000 D, correspondiente a filamentos de ta
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ma ño intermedio (8-10 nm), pl'escnte en diver
sas células (2, 12 , 30), inclu..iclas las células de 
Scbwann de 108 nervios perifér-icós nm'males (1) 
y los leucocitos sanguíneos (13), Por este motivo 
pued e ser utilizado como marcador genérico de 
mac ró fagos y de 'élu las de Schwann en pi C6tll
d io inmunocitoquúrnco de la degeneración Wa
lleriana , 

La JH'oLcÍDa S-l OO corre pvnde a la subun i
dad p r oteica extraída del encéfalo de bóvillos 
(24), aparentemente involucrada en el trans
porte transmembránico de calciv (3) , Esta pro
teína, a pesar de encontrarse en ,'élulaicl de dis 
tintos tej idos normalc ' (33) , se consid,'ra muy 
¡;aracterístira dt' células de Schwann ele nervios 
periféricos (18, 19, 32 ) Y nunra Re ha dcscl'ilo 
I'n c¡'lulas leueociLarias, 

La PI'olpina ácida gliofibrila,' forma parte de 
los filamentos intermedios (27) y es eararterÍs
liea de células gliales d 1 Sistema Nervioso 
Ccntl'al (10), Estp marl'ador se ha dpserito asi
mismo en células de S,'hwann de nervios pí'ri fé
r icos normales. mielínico y amielín i l~os (L 7. 
11 ) a sí t;()mv \:n nCl'vios en Ilegencral'Íón Walle
r iana (5, 7) , Su dist.-ibución en el nervio perifé
r ico es porlanto completamentc slIpe['ponible a 
la de la proteína S-100, HlInque su presencia es 
a ltamcnte específica de células gliales . 

La lisoz ima I'S un enzima baclel'irilla lis()só
011<' 0 eararterístico dc células dpl'ivatlas lh~ la 
médu la ósea. partieularmcnLt' abundante en 
monoeitos (6. 20 , 22, 28), Es te enzima nllnea se 
h a d esc l'Í to cn céJulaH tic Sehwalln de nervios 
pedI é rieos normales, ni áctivadas de nervios en 
degeneración Wallcriana o en rpgenernción. 

L as células espumosas se han Jctcl'tadl 
modc lógica mente .y por métollos inmunoblo
químicos , siete días tra s la npPl'arión, sólo en la 
zona de" la les ión, a preciándose una distribución 
muy supet'ponibJc por ambos métodos, [nmuno
cituquÍmicamente , estas células presentan un 
pah'ón de tinción caral'teríslieo elc mal-rófaglls 
h ma tógenos (I isozima + vinwntina +) . resul 
tando negativos pal'a mal'cndores de c'plulas eje 
Sc'hwann (S- lOO - GFAP -), También pnr méto
dos d e inmu noloealización hemos pocl ido con
fi rmar la ausencia dc este tipo ele macrófngos a 
lo largn del cabo distal. 
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Los maerófagos residentes, en los tej idos de 
cualquier órgano, pueden tener un origen a par
tir de eélulas monoeitarias ~irrlllan tes (23), y en 
este caso pueden conservar la artividatl lisozima 
(23), En este .:a o, con los método emplt>ados, 
resulta imposible delimilal' ambas pohlal:iones, 
Sin emha"go , los mac'rófagl)S resiJenLes del en
doneul"I) de un nervio normal l'cpI'esentan 
aproximadamente mpnos de un 1% del to tal de 
células (25. 31 ), Diversos autores indican la im
posibilidad de división mitbtica ele estas célu
las, Nosotros nI) hmnos podido enc:onlral· figu r as 
mitóticali ele c'plulas espumosas y las mito is 
prl'sentes pel'teneeen a la ' célula s de Sehwanll 
de los j'ol'dones de Büngner liada su disposic ión 
paralpla al ejl~ mayor dpl nervio y 111 linc ión del 
citoplasma de las células ('on marcadores pro
pios de células de Sehwann, Estudios realizados 
cn nervios de~encrados en cámara¡¡ semipe"mca
bIes implantada,; en \·1 [lI'l'iLoneo indil'nn flue la 
partiripación de los mal'rMagos elllloneu r ales I~S 

menosprrC'iahle (4). 

Oivf'r~\l s auLol'cs IJI'opugnan la ('apaciJad 
fagol:ítira de las células de S{~hwann (S, 21), e 
indwlO su lI'ansformaeión en macrófagos (8 ) , en 
la Jc¡?;eneración WaLll~.-iana de Ins nf'rvios pc
riférieos, Sin t>m ha I'!;o , estudios ult r apstrlldu 
nlle~ inruean (Iue la p¡'nlida de la vitalida\1 df' 1 
axón (:onduc:e a la aCliva"ión de las ('i>lu las de 
SehwanD quiesl"t'ntes del nI'" io 1100'mal. q ue ex
pulsan el r.ilindro dc lIlit>lilla \'on f'1 sCf,'TIwnto de 
axón cOI...p~pcmdi~nte (15. 16. 26). 

El eultivos in vivo (4, 31 ) , 111" ne .-vi os 
degenerados en implante ' peritonea les, la s 
células cJe Schwann se l'ompm'tall de modo aná
logo y persistell viah les, Lo~ d linlJ.-us de mielina 
I'xpulsaJos sólo 'ufl't~n camhios c~ompalibll!s eon 
la dl'generat'i ú n Walll"l'iana dásiea cuando se 
utilizaron romo ban'era memhl'ana ~ semiperme
ahles cuyo poro permite la entrada de macrófa
gos peritonealt's, Por' I~lnto, I'an>(' impres
cindihlc la intervl'nciún de lllaf:rÍlfag08 \'xógellol'; 
para cons~guir la J,'graJación y e1iminac:iólI Je 
los egmentos axónicns y la vatua de mit>linil . 

Nosotro s . (~Oll nuestl'o e s tudio 
inmunocilOquimico, demostramos que las célu
Las de Schwann qujescentcs o ar. tivadas n lLOca 
rOlltípnen lisozima, utilizad fl r omo ma rcad ol' 
canwterístico Je marrófagos ht>malóge nos y sí 
otros I'hmo la )J1'oleínas S- l OO, la rroteín a 
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ácida gliofilirilar y la vimentina. Los macrófagos 
tisulares pueden tener un origen a partir de cé
lulas monocitarias y en ese 'caso pueden conser
var la actividad lisozima (23). Todas las células 
espumosas, son identificadas como macrófagos 
por su actividad lisozima y vimentina . Por los 
motivos razonados anteriormente, la mayoría 
deben corresponder a macrófagos exudativos 
derivados de monocitos circulantes y sólo algu
nos pueden derivar de macrófagos residentes. 
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