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INTRODUCCION

Los neutrdfilos tienen una funcién fundamental en los mecanismos de defensa contra
los agentes microbianos.Son las células que mas rapidamente llegan al sitio de la
infeccion en la respuesta inmune innata y tienen una actividad fundamental en la
destruccién de los microorganismos.? La destrucciéon de los patégenos por los
neutrofilos es mediada por dos procesos fundamentales: la activacion del sistema
enzimatico NADPH oxidasa que permite la produccion de especies reactivas del oxigeno
durante el fendmeno conocido como estallido respiratorio; y la formacion del
fagolisosoma con destruccion de los patégenos por accion de las enzimas
lisosomales.!?

La actividad de la NADPH oxidasa fagocitica constituye una de las fuentes enddgenas
mas importantes de especies reactivas del oxigeno en el organismo. Ella cataliza la
transferencia de un electrén desde el NADPH hacia el Oz con la formacion del radical
superoéxido (0O27) y reacciones posteriores producen peréxido de hidrégeno (H202),
acido hipocloroso (HOCI) y otros productos microbicidas (OH, 10.), ya sea en el



espacio extracelular o en la vacuola fagocitica, que son capaces de ejercer efectos
téxicos sobre los organismos ingeridos o microbios extracelulares.®

Se han identificado al menos 5 componentes de la oxidasa. Dos unidos a la membrana
plasmatica: gp91-phox(phagocyte oxidase) y p22-phox, que juntos forman el
citocromo b558; y tres componentes citosoélicos p47-phox, p67-phox y p40-phox.2:3°

La prueba de reduccion del nitroazul de tetrazolio (NBT) por fagocitos activados es el
meétodo universalmente aceptado para medir la capacidad oxidativa mediante la
produccion de anién superéxido.! La deteccidon de defectos parciales requiere incluir
métodos mas sensibles, como la medicién directa o por quimioluminiscencia de
generacion de esta especie reactiva del oxigeno. ¢ EIl método mas actual y confiable
es la cuantificacion mediante la citometria de flujo previa estimulacion de los
neutréfilos con el forbol 12 miristato 13 acetato y el uso de la dihidrorodamina.*®

El NBT es una sal de tretrazolio soluble en agua, de color amarillo, con féormula
empirica CHNOCI y con peso molecular de 817,674 g/mol. El método se fundamenta
en el hecho de que el NBT en presencia de Oz es reducido a formazéan, una sustancia
de color azul-negro que se deposita como particulas insolubles dentro de las células.
Este ensayo es una prueba indirecta utilizada para evaluar desérdenes de la fagocitosis
y del sistema bactericida dependiente del oxigeno, y constituye la prueba esencial para
el diagndstico de la enfermedad granulomatosa crénica, inmunodeficiencia congénita
caracterizada por el defecto de la capacidad oxidativa.”

METODOS
Caracteristicas de la muestra

Se estudiaron 10 adultos supuestamente sanos (6 hombres y 4 mujeres) con un rango
de edad entre 21 y 33 afios, que acudieron como donantes al Departamento de
Medicina Transfusional del Instituto de Hematologia e Inmunologia, y que no habian
recibido medicamento en el mes anterior a la obtencion de la muestra.

Aislamiento de los granulocitos neutrofilos (GN)

A partir de 10 mL de sangre heparinizada (15 Ul/mL) se realiz6 la técnica descrita por
Boyum 8, que consiste basicamente en colocar la sangre diluida 1:1 en solucién salina
al 0,9 % sobre un gradiente de Ficoll-Paque Plus (densidad 1,077 g/mL) (GE
Healthcare, Suecia), para obtener un concentrado de hematies y de GN al que se le
realiz6 hemolisis 2 veces con una solucién isotdnica de NH4Cl a 4 °C. Los GN se
resuspendieron en solucién salina al 0,9 % y se ajustaron a 1x107 células /mL.

El porcentaje de GN fue siempre superior al 80 % y las células contaminantes fueron
linfocitos. La viabilidad de los GN se determiné por el método de exclusion del tripan
azul.

Obtencién del suero



Se extrajeron 5 mL de sangre por punciéon venosa, que se dejd coagular a temperatura
ambiente para su posterior centrifugaciéon y obtencién del suero.

Preparaciéon de la Candida albicans

Se empled una cepa cultivada en medio de agar Saboureaud que fue lavada 2 veces y
resuspendida en PBS; se contaron en camara de Neubauer y se ajustaron a 1 X
107 candidas/mL.

Medicién de la opsonofagocitosis

La fagocitosis fue estudiada mediante una modificaciéon del método de Leijhi y col®. Los
GN ya aislados y ajustados se enfrentaron a las Candidas albicans previamente
opsonizadas con el suero en una proporcion de 0,5 mL GN + 0,5 mL de Candidas
albicans + 0,5 mL de suero para el conteo de candidas extracelulares no fagocitadas
en los tiempos 0, 15 y 60 minutos. Las muestras fueron adicionadas a 0,3 mL de
solucion Turk's y contadas al microscopio Optico en camara de Neubauer. Los
resultados se expresaron en porcentaje de Candidas albicansextracelulares (no
fagocitadas) para cada periodo de incubacién. Se consider6 el tiempo O como el valor
equivalente al 100 % de Candida albicans no fagocitadas.

Preparacion de la solucién de NBT

La solucién de NBT (NBT Sigma- Aldrich, Reino Unido) se ajustd a una concentracion
de 2 x 1073 con bufferfosfato, a un pH de 7,2. Por ser una solucién fotosensible, su
preparacion y utilizacion fue protegida de la luz. Los neutréfilos fueron ajustados a 5 x
10%/mL y las Candidas albicans a 4x10°% /mL.

Método de NBT en laminas

A cada individuo se le extrajeron 4 mL de sangre heparinizada. Se incubaron en tubos
independientes: 1 mL de solucion de NBT al 0,1 % + 1 mL de glucosa al 0,2 %, a 37
°C durante 5 min. Al concluir este tiempo, en un tubo cénico se depositaron: 100 mL
de la muestra anterior + 50 mL de la solucion de NBT al 1 x 103+ 50 mL de solucion
de glucosa, que se incub6 a igual temperatura por 15 min, con agitaciéon a intervalos
de 5 min. Posteriormente se tomé una gota de sangre y se monté una lamina
portaobjeto, se fijé con etanol absoluto y se colore6 con Giemsa. Se contaron al
microscopio 100 células sin inclusiones citoplasmaticas formazan positivas (inclusiones
azul oscuro o negruscas) y con estas, y se determiné el porcentaje de reducciéon de
NBT 10,

Método de NBT estimulado en camara de Neubauer

Se incubaron previamente 50 mL de la suspensién de Candidas albicans con 20 mL de
suero, como fuente de opsoninas, durante 5 min a 37°C y posteriormente se le afiadio
a la mezcla anterior, 100 mL del NBT que se mantuvo en iguales condiciones durante
30 min. Finalmente, se cuantificé el nUmero de células formazan positivas
(correspondiente a células con precipitados citoplasmaticas de color negrusco) por
microscopia 6ptica *.

Analisis estadistico



A los niveles de la reduccién de NBT obtenidos por ambos métodos en los 10 individuos
sanos, se les calcul6 la mediana (n = 10) las que se compararon entre ambos grupos
(NBT por método

de lamina y estimulado) mediante la prueba no paramétrica U de Mann- Whitney con
un nivel de significaciéon de p d» 0,05.

Bioética

A los donantes se les explicé el objetivo del estudio, los posibles beneficios derivados
de los resultados y la ausencia de riesgos asociados. Todos dieron su consentimiento
informado para participar en el estudio.

RESULTADOS

Los niveles del indice opsonofagocitico en los donantes estudiados mostraron valores
dentro del rango de referencia normal para los tiempos de 15 y 60 min. Se observé
que en los 10 individuos estudiados la reduccién del NBT por el método de lamina y
estimulado fue normal. (tabla).

Los valores de la capacidad oxidativa de los neutréfilos por el método estimulado
fueron mayores que los obtenidos por el método convencional en lamina, y se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p d» 0,001) (tabla).

DISCUSION

Los valores normales del indice opsonofagocitico a los 15 y 60 min permiten corroborar
la presencia de niveles adecuados de opsoninas séricas que favorecen los niveles
alcanzados en la reduccion del NBT y la interpretacion de los resultados.

La estimulacién previa de los neutroéfilos con la candida extracelular opsonizada por la
presencia de inmunoglobulinas y componentes del complemento presentes en el suero
autoélogo, favorece el proceso de ingestion y destruccion de microorganismos®?. La
estimulacion del fagocito por unidon de microorganismos opsonizados a receptores de la
superficie celular facilita el ensamblaje del complejo enzimatico activo y la inducciéon
del estallido respiratorio en los neutréfilos.® El aumento de los niveles de la capacidad
oxidativa de estas células cuantificado mediante la técnica del NBT estimulado, en
relacion con el método convencional, corrobora la accién estimuladora de los
microorganismos opsonizados en la activacion del metabolismo oxidativo y la funcion
de la Candida albicans como agente inductor de la fagocitosis en similares condiciones
experimentales.3

En el método en lamina (convencional), el neutréfilo se encuentra en reposo y los
componentes de la NADPH oxidasa se encuentran en diferentes compartimentos de la
célula, lo que evita o no favorece su activacién,® por lo que la introduccién de este
método con estimulacién celular previa en laboratorios donde aun no se encuentra
disponible la aplicacion de la citometria de flujo, resulta de mayor confiabilidad para el
estudio del estallido respiratorio o capacidad oxidativa en enfermos con sospecha de



inmunodeficiencias primarias por trastornos primarios de la funcidon fagocitica y en el
diagnéstico de la enfermedad granulomatosa crénica.”
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