HISTOLOGIA MEDICA, IV: 193—202 (1988)

NATURALEZA DE LOS MACROFAGOS EN LA DEGENERACION
POST-TRAUMATICA DEL NERVIO PERIFERICO. ESTUDIO
INMUNOCITOQUIMICO

THE NATURE OF MACROPHAGES IN THE LESIONAL ZONE OF
CRUSHED PERIPHERAL NERVES. INMUNOCYTOCHEMICAL STUDY

+ A. BORREGO, J. BOYA, A. LOPEZ-CARBONELL y J. CALVO

Departamento de Histologia. Facultad de Medicina. Universidad Gomplutense.
Madrid.

Recibido, 12 de Julio de 1988. Aceptado, 5 de Noviembre de 1988

RESUMEN

Se estudia con métodos inmunocitoguimicos la naturaleza de los macrofagos enla zona
de lesion de nervios periféricos sometidos a compresién. En los nervios normales, las
proteinas de los neurcofilamentos son especificas para los axones neuronales y las
proteinas S-100 y Glial Fibrilar Acida para las células de Schwann. La lisozima es
abundante en los macrofagos hematdgenos. La vimentina esta presente tanto en las
células de Schwann como en los leucocitos sanguineos. Segun el patron de inmunotin-
cion frente a un conjunto de marcadores celulares antigénicos concluimos que los
macrofagos de la zona lesional del nervio ciatico de rata sometido a compresion derivan
fundamentalmente de los monocitos sanguineos extravasados.
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SUMMARY

The nature of macrophages in the lesional zone of 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 nerves are largely derived
from exudated blood monocytes.
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INTRODUCCION

Las téenicas inmunocitoquimicas permiten
localizar de modo especifico y selectivo, antige-
nos presentes en las células y los tejidos. En el
nervio periférico normal, las células de Schwann
expresan antigenos citoplasmaticos caracteristi-
cos, como la proteina S-100 (18, 19), o las pro-
teinas de los filamentos intermedios vimentina
(1, 27) y proteina acida gliofibrilar (1, 7, 9, 17).

Los neurofilamentos son tripletes de protei-
nas que constituyen los filamentos intermedios
presentes exclusivamente en las prolongaciones
axonicas neuronales (27, 34). La lisozima es una
hidrolasa lisosémica caracteristica de fagocitos
hematdégenos (23), que nunca se ha descrito en
las fibras nerviosas normales o en degeneracion
Walleriana.

La compresion traumatica de los nervios
periféricos induce la aparicion en la zona de la
lesion de numerosas células con caracteristicas
macrofagicas. La deteccion por métodos inmu-
nocitoquimicos de determinantes antigénicos
caracteristicos de tipos celulares determinados
puede contribuir a aclarar el origen y natura-
leza de las células espumosas todavia 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 tres-se alimentaron con pienso prensado y
agua "ad libitum", y se mantuvieron con un ciclo
luminico de 18 horas y temperatura entre 15° y

18° C.

Los animales se sacrificaron por decapita-
cién previa anestesia etérea 5 y 7 dias tras la
compresion mecanica del tronco del nervio cia-
tico expuesto quirirgicamente en la mitad del
muslo. En todos los casos la operacidon se realizo
en cohdiciones asépticas, utilizando pinzas
"Kocher" y comprimiendo durante 5 segundos
en todos los casos con la misma intensidad. La
piel se suturé con puntos de seda. En todos los
casos se vigilé la recuperacion postoperatoria de
los animales. No se registraron muertes ni com-
plicaciones sépticas de la herida quirargica.
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Los nervios ciaticos lesionados de los anima-
les sacrificados en cada periodo se disecaron
cuidadosamente. Tras identificar el engrosa-
miento fusiforme de la zona de lesién 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 inmersion.

Para el estudio microscopico de rutina los
nervios se fijaron en liquido de Bouin 18 horas a
temperatura ambiente. El tejido se incluyé en
parafina de modo convencional y los cortes des-
parafinados e hidratados se tineron con hema-,
toxilina/eosina (H/E).

Las muestras destinadas al estudio
inmunocitoquimico se fijaron 2-4 horas a 4°C en
formalina al 10% pre-enfriada, posteriormente
lavadas en tampoén cacodilato 0.1M, pH 7.2 a
4°C, durante 12-16 horas. El tejido se incluyé
en parafina empleando tiempos cortos (alcohol
de 70/96/100/Xilol, 15 min/3x7 min/2x5 min) y
parafina de punto de fusion bajo (54°C), du-
rante 40-90 min a 56°C. Los cortes se estiraron
en un bafio templado (45°C) y se montaron en
portas secos revestidos por cromo-gel.

Procedimiento de inmunotincién: Segin se
detalla en la tabla I, los cortes se desparafi-
naron en xilol, la actividad peroxidasa endégena
se bloqued con un 2% H202 en metanol (5 min)
y linalmente se hidrataron secuencialmente en
alcoholes de graduacion 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 5% de suero no inmune de
cerdo (NSS) para los anticuerpos monoclonales
y 1% de ovoalbamina. Todos los anticuerpos vy
antisueros fueron adquiridos a Dako Inc.

(Dinamarca). Como control positivo se utiliz6 el

tejido adecuado para cada antigeno. Los con-
troles negativos se realizaron omitiendo el anti-
cuerpo primario en cada caso.

La inmunolocalizacion de los antigenos pro-
teina S-100, proteina acida gliofibrilar (GFA) y
lisozima (LYZ), se realizé6 por un método de pe-
roxidasa anti-peroxidasa (PAP), modificado de
Taylor (33), segiin se detalla en la tabla II. Para
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cada antigeno utilizamos antisuero policlonal de
conejo diluido adecuadamente (Tabla III). 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 inmunolocalizacién de los antigenos vi-
mentina (VIM) y neurofilamento (NF), se realizé
seglin un método de peroxidasa indirecto adap-
tado de Taylor (33), detallado en la tabla III.
El marcaje se consiguié con anticuerpo peroxi-
dado de conejo anti-raton diluido 1:35 en PBS.

En todos los casos la actividad peroxidasa se
revel6 utilizando una diluciéon fresca de
0.003% DAB (Sigma) y 0.03% H202 en PBS.
Tras lavar en destilada se aplicé un contraste
nuclear tenue con hematoxilina (1 min) y los
cortes fueron deshidratados, aclarados y mon-
tados en DePex (Serva).

TABLA 1
15 m

5% NSS, 1% Ovoalbimina en PBS

Antisuero policlonal de conejo 30 m

Lavado en PBS 3 x 5 m

Antisuero puente (cerdo anti-conejo)
30 m '

Lavado en PBS 3 x S5 m

Complejo PAP de conejo 15 m

Lavado en PBS 3 x 5 m

Revelado de la actividad peroxidasa
con DAB + H202 5 m
TABLA 11 S-100 GFA LYZ VIM NF
1:420 1:300 1:400 1:8 1:250

TABLA II1
PBS 15 m
Anticuerpo monoclonal (ratén) 30 m
Lavado en PBS 3 x 5 m
Anticuerpo de conejo anti-ratén
marcada con peroxidasa 30 m
Lavado en PBS 3 x 5m
Revelado de la actividad peroxidasa

con DAB + H209 5 m

5% NRS, 1.% Ovoalbimina en

RESULTADOS

En el estudio realizado con técnicas de ani-
linas convencionales siete dias tras la compre-

sién traumatica experimental del nervio ciatico

A. BORREGO Y COLS.

de rata, aparecen en la zona de la lesion nume-
rosas células con caracteristicas macrofagicas,
niacleo redondeado pequefio y citoplasma am-
plio, multivacuolado, de aspecto granular (Fig.
1). Estos macréfagos se localizan entre las célu-
las de Schwann de los cordones de Biingner, ca-
racteristicos de la regeneracién nerviosa. Las
células de Schwann de estos cordones presentan
citoplasma palido alargado, nicleos elongados vy
se disponen alineadas longitudinalmente pa-
ralelas al eje mayor del nervio.

El estudio del cabo distal en todas las técni-
cas empleadas siempre se realizéo a 0.5 cm de
distancia de la zona de la lesion. En este punto,
las fibras nerviosas en degeneracion Walleriana,
muestran vacuolas ovoideas de mielina de as-
pecto vacio, perfectamente alineadas siguiendo
la direccion de las fibras nerviosas (Fig. 2). En
la zona estudiada, las células espumosas sélo
aparecian ocasionalmente y en general, la canti-
dad de células espumosas, resulté ser minima a
lo largo del cabo distal.

Proteina acida gliofibrilar:

La inmunolocalizacién de esta proteina
fibrilar citoplasmatica, es muy positiva en todas
las células de Schwann de los cordones de
Biingner en la zona de la lesién (Fig. 3). Las cé-
lulas espumosas son negativas. Solo algunos de
estos macréfagos presentan material granular
intravacuolar positivo probablemente corres-
pondiente a restos de citoplasma de células de
Schwann (Fig. 3). En el cabo distal, la po-
sitividad perivacuolar es muy manifiesta en las
{ibras nerviosas en degeneraciéon (Fig. 4). En
este tramo, aparte de las células de Schwann,
no se aprecian otras células positivas. Los aci-
mulos citoplasmaticos perinucleares en las
células de Schwann aparecen como areas longi-
tudinales intensamente positivas, generalmente
bordeadas por vacuolas degenerativas.

Proteina S-100:

El patréon de inmunotincién para este anti-
geno es muy superponible al descrito para la
proteina acida gliofibrilar. En ningiin caso se
observaron células espumosas positivas en los
segmentos de nervio estudiados. En la zona de
la lesién las células espumosas resultaron nega-
tivas (Fig. 5). Como se ha descrito para el anti-
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Fig. 1. Zona de lesion. H/E. x370. Numerosos macrofagos dotados de un citoplasma espumoso y finamente granular llenan los espacios entrc las
células de Schwaan de los cordones de Biingner. Nétense las diferentes caraeteristicas nucleares de ambos tipos celulares.

Fig. 2. Cabo distal. H/E. x370. Fibras nerviosas en degeneracion Walleriana. No se observan células espumosas.

Fig. 3. Zona de lesion inmunotefiida para proteina GFA. x370. Las células de los cordones de Biingner aparecen inmunotefidas intensamente.

Fig. 4. Cabo distal inmunotefiido para proteina GFA. x370. Obsérvese ¢l refuerzo periférico de las vacuolas en las células de Schwann en
degeneracidn, asi como la positividad citoplasmatica en estas células. No se observan células espumosas.

Fig. 5. Zona de lesion inmunoteiiida para proteina S-100. x370. Las células de los cordones de Biingner muestran una intensa inmunotincion
citoplasmatica.

Fig. 6. Cabo distal inmunotefido para proteina S-100. x370. Las células de Schwann de las fibras nerviosas en degeneracién Walleriana
mnestran una positividad citoplasmatica intensa y difusa. Las "bandas" positivas corresponden a citoplasma perinuclear de las células de
Schwann.

Fig. 7. Zona de lesiéon inmunotefida para vimentina. x370. Tanto los macréfagos como las células de los cordones de Biingner son intensamente
positivos. Nétese el refuerzo perivacuolar y la granulacioén intravaeuolar en las células espumosas.

Fig. 8. Cabo distal inmunotenido para vimentina. x370. El citoplasma de las células de Sehwann en degeneracién muestra una inmunotincién
intensa y difusa. Las "bandas" positivas corresponden al aeimulo perinuclear de citoplasma.

Fig. 9. Zona de lesién inmunoteiida para lisozima. x370. Se observan numerosos macréfagos entre las células de Schwann de los cordones de
Biingner, todos ellos dotados de abundantes granulos citoplasmiticos intensamente positivos.

Fig. 10. Cabo distal inmunotenido para lisozima. x370. Fibras nerviosas en degeneracion Walleriana. No se observan células positivas.

Fig. 11. Zona de lesion inmunotefida para proteinas de neurofilamentos. x370. Se observan neuritas delgadas, sinuosas, tefiidas positivamente
entrc las células de Schwann de los cordones de Biingner.

Fig. 12, Cabo distal inmunotediido para proteinas de neurofilamentos. x370. Se aprecian segmentos axénicos dilatados de diferentes tamaios en
las fibras nerviosas en degeneracién.



MACROFAGOS EN DECENERACION NERVIOSA

geno GFA, con frecuencia se detecté un mate-
rial granular positivo en el interior de las vacuo-
las fagociticas 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 resultd
totalmente negativo. A lo largo del cabo distal
las células de Schwann de las fibras en degene-
racion Walleriana mostraron inmunotincién del
citoplasma muy intensa en las zonas perinuclea-

res (Fig. 6).

Vimentina:

En la zona de la lesion, las abundantes célu-
las espumosas, y las células de los cordones de
Biingner, muestran una inmunorreaccién posi-
tiva muy intensa en el citoplasma. En las c¢lulas
espumosas, la lincién consiste en un refuerzo
neto de las vacuolas citoplasmaticas (Fig. 7).

En el cabo distal, las células de Schwann de
las fibras nerviosas en degeneracion Walleriana

"son intensamente positivas (Fig. 8). La inmuno-
rreaccién es mas marcada e¢n la periferia de las
vacuolas degenerativas y sobre todo en los acia-
mulos perinucleares de citopiasma visibles en
cortes tangenciales de la superficie de la célula

de Schwann (Fig. 8).

Lisozima:

Los macréfagos espumosos son muy abun-
dantes en la zona de la lesién y se localizan en-
tre las células de los cordones de Biingner. To-
das estas células muestran citoplasmas con in-
munorreaccion positiva granular para este anti-
geno (Fig. 9). En la vecindad de vasos dilatados
cercanocs a la zona de lesion aparecen asimismo
células espumosas positivas de nacleo esférico

pequefio. Los polimorfonucleares extravasados,

o en el interior de las luces vasculares, distin-
guibles morfolégicamente por su nucleo polilo-
bulado, también presentan positividad granular
citoplasmatica.

Las células de Schwann del cabo proximal,
los cordones de Biingner de la zona de la lesion
y las células de Schwann en degeneracion ovoi-
dea del cabo distal son totalmente negativas a
este marcador (Fig. 10). Esta negatividad con-
trasta con las células espumosas positivas, pre-
sentes exclusivamente en la zona de la lesién,
alineados junto a las fibras nerviosas en degene-
racion Walleriana.
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Iin el cabo distal, estudiado a un centimetro
de la zona de la lesion, no aparecen células po-
sitivas exceptuando alglin polimorfonuclear in-
travascular. Morfolégicamente tampoco apare-
cen células espumosas en este segmento.

Neurofilamentos:

‘n la zona de la lesién, se observan tramos
longitudinales de grosor variable, tefiidos
intensamente, que corresponden claramente a
los segmentos axénicos en vias de degeneraciéon
en ¢l interior de las células de Schwann (Fig.
I1). Con frecuencia se observan particulas posi-
tivas granulares en el seno del citoplasma de cé-
lulas espumosas dispuestas en hilera, aparen-
temente en posiciéon endoneural, asi como entre
medias de fibras nerviosas en degeneracion.

Ein el cabo distal, la mayor parte de las
células de Schwann contienen tramos positivos
de distinto grosor y longitud (Fig. 12), no apre-
ciandose células espumosas con material posi-
tivo en el citoplasma.

DISCUSION

La lesién traumatica experimental del nervio
ciatico de rata, conlleva, cinco dias tras la
operacién, la aparicién en la zona de compre-
sion. de numerosas células espumosas con ca-
racteristicas macrofagicas. El origen y natura-
leza de estas células todavia es motivo de
discusion.

Las distintas poblaciones de macréfagos que
constituyen el Sistema Mononuclear Fagocitico
se distinguen muy dificilmente entre si por cri-
terios morfolégicos (29). La identificacién es
pricticamente imposible cuando los macréfagos
estan estimulados y fagocitan activamente.

Las técnicas inmunocitoquimicas permiten
detectar de modo muy selectivo y especifico,
determinantes antigénicos presentes en las célu-
las y los tejidos (33). Algunos de estos antigenos
son muy caracteristicos de células presentes en
los nervios normales y pueden utilizarse en la
identificaciéon de células en los nervios en dege-
neraciéon postraumatica.

La vimentina es una subunidad proteica de
57000 D, correspondiente a filamentos de ta-
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maiio intermedio (8-10 nm). presente en diver-
sas células (2. 12, 30), incluidas las células de
Schwann de los nervios periféricos normales (1)
y los leucocitos sanguineos (13). Por este motivo
puede ser utilizado como marcador genérico de
macréfagos y de células de Schwann en el estu-
dio inmunocitoquimico de la degeneracion Wa-
lleriana.

La proteina S-100 corresponde a la subuni-
dad proteica extraida del encéfalo de bovidos
(24), aparentemente involucrada en el trans-
porte transmembranico de calcio (3). Esta pro-
teina, a pesar de encontrarse en células de dis-
tintos tejidos normales (33), se considera muy
caracteristica de células de Schwann de nervios
periféricos (18, 19, 32) y nunca se ha descrito
en células leucocitarias.

La proteina acida gliofibrilar forma parte de
los filamentos intermedios (27) y es caracteris-
tica de células gliales del Sistema Nervioso
Central (10). Este marcador se ha descrito asi-
mismo en células de Schwann de nervios perifé-
ricos normales, mielinicos y amielinicos (1, 7,
11) asi como en nervios en degeneracion Walle-
riana (5, 7). Su distribucién en el nervio perifé-
rico es por tanto completamente superponible a
la de la proteina 8-100, aunque su presencia es
altamente especifica de células gliales.

La lisozima es un enzima bactericida lisosé-
mico caracteristico de células derivadas de la
médula 6sea. particularmente abundante en
monocitos (6, 20, 22, 28). Este enzima nunca se
ha descrito en células de Schwann de nervios
periféricos normales, ni activadas de nervios en
degeneracion Walleriana o en regeneracion.

Las células espumosas se han detectado
morfologicamente .y por métodos inmunotito-
quimicos, siete dias tras la operacion, s6lo ¢n la
zona de la lesién, apreciandose una distribucién
muy superponible por ambos métodos. Inmuno-
citoquimicamente, estas células presentan un
patrén de tincién caracteristico de maerofagos
hematogenos (lisozima + vimentina +). resul-
tando negativos para marcadores de celulas de
Schwann (S-100 - GFAP -), También por méto-
dos de inmunolocalizacién hemos podido con-
firmar la ausencia de este tipo de maeréfagos a
lo largo del cabo distal.
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Los macrofagos residentes, en los tejidos de
cualquier organo, pueden tener un origen a par-
tir de células monocitarias circulantes (23), y en
este caso pueden conservar la actividad lisozima
(23). En este caso. con los métodos empleados,
resulta imposible delimitar ambas poblaciones.
Sin embargo, los macrdéfagos residentes del en-
doneuro de un nervio normal representan
aproximadamente menos de un 1% del total de
células (25, 31). Diversos autores indican la im-
posibilidad de divisién mitotica de estas célu-
las. Nosotros no hemos podido encontrar figuras
mitSticas de células espumosas y las mitosis
presentes pertenecen a las células de Schwann
de los cordones de Biingner dada su disposiciéon
paralela al eje mayor del nervio y la tincién del
citoplasma de las células con marcadores pro-
pios de células de Schwann. Estudios realizados
en nervios degenerados en camaras semipermea-
bles implantadas en el peritoneo indican que la
participacion de los macriéfagos endoneurales es
menospreciable (4).

Diversos autores propugnan la capacidad
fagocitica de las células de Schwann (5. 21). e
incluso su transformacién en macriofagos (8), en
la degeneracion Walleriana de los nervios pe-
riféricos. Sin embargo, estudios ultraestructu-
rales indican que la pérdida de la vitalidad del
axon conduce a la activacion de las células de
Schwann quiescentes del nervio normal, que ex-
pulsan el cilindro de mielina con el segmento de
axon correspondiente (15, 16, 26).

El cultives in vivo (4, 31), de nervios
degenerados en implantes peritoneales, las
células de Schwann se comportan de modo ana-
logo y persisten viables. Los cilindros de mielina
expulsados s6lo sufren cambios compatibles con
la degeneracion Walleriana clasica cuando se
utilizaron como barrera membranas semiperme-
ables cuyo poro permite la entrada de macréfa-
gos peritoneales. Por tanto, parece impres-
cindible la intervencion de macrdfagos exégenos
para conseguir la degradaciéon y eliminacién de
los segmentos axénicos y la vaina de mielina.

Nosotros., con nuestro estudio
inmunocitoquimico, demostramos que las célu-
las de Schwann quiescentes o activadas nunca
contienen lisozima. utilizado como marcador
caracteristico de macréfagos hematbégenos y si
otros como las proteinas S-100. la proteina
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acida gliofibrilar y la vimentina. Los macroéfagos
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 macréfagos
por su actividad lisozima y vimentina. Por los
motivos razonados anteriormente, la mayoria
deben corresponder a macréfagos exudativos
derivados de monocitos circulantes y sélo algu-
nos pueden derivar de macroéfagos residentes.
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