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Rivero Jiménez R. A. Valores normales para la técnica de reduccion intracelular del azul de nitrotetrazolio
(NBT) en leucocitos polimorfonucleares neutréfilos humanos. Rev Cub Med 22: 1, 1983. /

Es bien conocido el papel del leucocito polimorfonuclear neutrofilo en el fenémeno de la fagocitosis_v la
posterior digestion intracelular del material fagocitado al luchar contra las particulas infestantes que podrian
causar enfermedades. El azul de nitrotetrazolio (NBT) es una sustancia redox que se utiliza como
marcador intracelular para detectar actividad metabdlica en estas células. Los valores de reduccién del
NBT obtenidos en neutrdfilos de 71 individuos sanos, dan como media aritmética el 8,4% de células
formazan positivas con una desviacion standard de +4,0%. Estos resultados confirman los hallazgos de
otros investigadores. Esta técnica permite conocer la integridad funcional de esta importante célula
fagocitica en circunstancias basales.

* Licenciado en Microbiologia. Master en Inmunologia. Departamento de Inmunologia.
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** Especialista de | grado en Hematologia. Investigador Titular. Jefe del Departamento de
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INTRODUCCION

Si bien es conocido que el mecanismo de la fagocitosis llevado a cabo por micréfagos
y macrofagos es importante en la resistencia de los hospederos contra el material
particulado que penetra en el organismo, asi como contra el material dafiino engendrado
en él, la muerte intracelular que sigue a esa ingestién no lo es en menor grado.

Una variedad de sistemas intraleucocitarios son los responsables de la actividad
microbicida, y constituyen el armamento defensivo de la célula fagocitica mas pequeia: el
leucocito polimorfonuclear neutréfilo (PMN), "2

Obviamente, un defecto en la actividad microbicida puede ser el resultado de la falla
de un sistema o el producto de una combinaciéon de defectos en los mismos. Sin
embargo, en el laboratorio de diagnéstico inmunoldgico, solamente dos técnicas han
recibido un amplio uso, entre ellas la prueba de reduccién intracelular del NBT en
polimorfonucleares neutrdfilos humanos no activados.

MATERIALES Y METODOS

Donantes normales: Un grupo de 71 donantes que acudieron al Banco de Sangre se
seleccionan al azar para la realizacion de este trabajo. Tres mililitros de sangre periférica
se extraen y desfibrinan mediante agitacion con cuentas de vidrio.

Soluciones: 1) Se prepara una dilucién de azul de Nitrotetrazolio (NBT) al 0,1% en
solucién salina fisiolégica estéril (Na* 153 mEq C1' 153 mEq). 2) Se prepara una dilucién
de glucosa al 0,2% en solucion fosfato amortiguada (bufferada) (PBS) (140 mM NaCl; 4,5
mM Na2HPO.i; 1,3 mM NaH-P04) pH 7,2.

Tubos: Se emplean tubos plasticos de 10 mi de capacidad con fondo cénico.

Método: Para determinar el grado de reduccion del NBT se empled una modificacion
de la técnica de K. Okamura y colaboradores:? 0,2 mi de sangre venosa periférica
desfibrinada se mezcla con 0,1 mi de solucién de NBT al 0,1% y con 0,1 mi de solucion
de glucosa al 0,2% en el momento en que cada parte de esta mezcla haya alcanzado los
37°C de temperatura. A partir de la mezcla, se inicia la incubacion a 37°C en bafio de
Maria por un periodo de 15 minutos con agitacién manual cada 5 minutos. Al concluir la
incubacion, la mezcla se extiende sobre una lamina portaobjeto y se colorea por el
método de Giemsa (esquema 1).

El recuento de cada lamina se llevé a cabo con un lente de inmersiéon en aceite en un
microscopio de luz visible, se consideré como positivas
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aquellas células que poseian inclusiones celulares de color azul-indigo (formazan), y se expres6
el resultado en por ciento de células formazan positivas.

RESULTADOS

En los 71 casos normales estudiados, todos adultos, de ambos sexos, la media aritmética
del porcentaje de células formazan positivas fue de 8,4% con una desviacion standard de *
4,0% (grafico 1). A estos valores se le aplicé el test de Kolmogorov Smirnov para determinar su
normalidad estadistica dentro de un liquido de confianza de a = 0,05, resultando una
distribucion normal.* (grafico 2). Para controlar la reproducibilidad de la técnica se empled el
método grafico, pasando los valores obtenidos a una tarjeta. Como los datos se comportaron
como una distribucion normal, aproximadamente el 95% de ellos se movieron en el rango * 2
DS
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(limites de accién) para X £ DS, calculados segun las 20 primeras muestras y ploteando
las subsiguientes (grafico 3). Segun esta tarjeta no hubo cambios de precisiéon ni de
exactitud.

DISCUSION

Hoy se conoce que las particulas para ser fagocitadas necesitan que sustancias
inmunes llamadas opsoninas (anticuerpos y componentes del sistema complemento) las
recubran. Esto permitira el reconocimiento, por parte del fagocito, a través de receptores
en su superficie para el fragmento Fe y C3b. Luego del contacto entre la célula y la
particula, ocurre un incremento en la membrana celular, que se refleja en un aumento
sustancial del consumo de O; y una mayor produccién de peroxido de hidrégeno H,0, por
la célula activada®°®Ademas de las enzimas oxidasas a nivel de membrana celular, en el
citoplasma también se activaran las oxidasas dependientes del NADT y del NADP" que
participan del metabolismo celular en las vias glicoliticas de Embden-Meyerhoff-Parmas
y en las de pentosas, respectivamente.”®

El azul de nitrotetrazolio (NBT), 3,3'-(3,3-dimethoxy-4,4'-biphonylylene)- bis 2-(p-
nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazolium chloride, es un colorante redox téxico para el
hombre", que debe manipularse con cuidado para evitar dafios en la piel y las
membranas mucosas (especialmente la conjuntival).
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Tiene un color amarillo en su forma oxidada que pasa a azul-indigo (formazan) cuando se
reduce. En los tejidos, este colorante es capaz de comportarse como una sustancia liofilica, que
se adosa a la membrana de los fagocitos, los cuales la ingieren y reducen intracelularmente a
NBT. 2H (formazan) por accion, tal vez, de las oxidasas dependientes del NAD* y del NADP*;
asi el citoplasma se colorea con inclusiones formazan positivas.

La reaccioén bioquimica planteada para este sistema red-ox se muestra en el esquema 2.

Por tanto, esta técnica ha servido para determinar indirectamente si el proceso de glicdlisis y
su consiguiente generacion de NADPH* y NADH* se llevan a cabo correctamente y, a través de
esto, si el metabolismo celular produce suficiente H202 para la muerte intracelular de las
particulas infectantes.
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Los valores que arrojé nuestro estudio no se alejan de resultados encontrados
internacionalmente por otros investigadores de EE. UU. ingla-terra, Japén y otros, (grafico 4). B.
H. Park?® en 1968, demostro que la aplicacion de esta técnica a pacientes con infecciones
bacterianas en comparacion con controles sanos fue altamente positiva. Estudios posteriores
como los de Wicher,"® Koch,’" Okamura® y otros, han corroborado esta evidencia. Ademas se
han realizado estudios en algunas enfermedades en que esta prueba puede ser util para
detectar defectos funcionales del polimorfonuclear neutrdéfilo: en la enfermedad granuiomatosa
cronica, los déficits de glucosa-6-P-deshidrogenasa y otros donde hay valores nulos de
reduccion del NBT.

CONCLUSIONES

Se obtuvo una media de 8,4% de neutrdfilos formazan positivos con un rango normal desde
4,4% hasta 12,4%. En este estudio se aplico un método bioquimico indirecto para medir la
potencialidad oxidativa de los leucocitos polimorfonucleares neutrdéfilos y, por ende, es un buen
estimador de la actividad microbicida intracelular.

La técnica es sencilla y rapida. Por su economia, permite ser empleada para el estudio de
pesquisaje de grandes cantidades de muestras que
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6.

permiten detectar defectos funcionales groseros en las células fagociti@as (PMN)),
considerando como rango para el pesquisaje los valores normales comprendidos entre 8,4 +
4%.

SUMMARY

Rivero Jiménez, R. A. Normal values for nitroblue-tetrazolium (NBT) intracellular reduction technique in human
polymorphonuclear neutrophilic leukocytes. Rev Cub Med 22: 1, 1983.

The role of polymorphonuclear neutrophilic leukocyte on the phagocytotic phenomenon and posterior
intracellular digestion of phagocytized material struggling against infecting particles that should cause diseases,
is well known. Nitroblue-tetrazolium (NBT) is a redox substance that is used as intracellular marker in order to
detect metabolic activity in these cells. NBC reduction values obtained in neutrophils of 71 healthy individuals
gives, as arithmetical mean. 8,4% positive formazan cells with + 4,0% standard deviation. These results verified
the findings of other investigators. This technique allows to know functional integrity, under basal conditions, of
this important phagocytic cell.

RESUME

Rivero Jiménez, R. A. Valeurs normales pour la technique de réduction intracellulaire du bleu de nitrotétrazolium
(NBT) dans les leucocytes polymorphonucléaires neutrophiles humains. Rev Cub Med 22: 1, 1983.

Il est tres bien connu le rdle qui joue le leucocyte polymorphonucléaire neutrophile dans le phénoméne de la
phagocytose et I'ultérieure digestion intracellulaire du matériel phagocyté lors de lutter contre les particules
infestantes qui pourraient occasionner des maladies. Le bleu de nitrotétrazolium (NBT) est une substance red-ox
utilisée comme marqueur intracellulaire pour le dépistage de l'activitt métabolique dans ces cellules. Les
chaleurs de réduction du NBT obtenues sur des neutrophiles de 71 individus sains, offrent comme moyenne
arithmétique 8,4% de cellules formazan positives, avec un écart type de + 4,0%. Ces résultats confirment les
trouvailles d’autres chercheurs. Cette technique permet de connaitre l'intégrité fonctionnelle de cette importante
cellule phago- cytaire dans des circonstances basales.
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Macias Castro, |. Los accidentes cerebrovasculares como problema de salud publica. Sus posibilidades de
prevencién. Rev Cub Med 22: 1, 1983.

Los accidentes cerebrovasculares constituyen una causa importante de morbilidad y mortalidad en la mayoria de
los paises. En Cuba representan la tercera causa de muerte, y son responsables del 9% del total de defunciones
para todas las edades. En Cuba la prevalencia de las ECV es de 5% para los sujetos de 50 y mas afios y de 13%
para los de 65 y mas afios. La incidencia se calcula en los alrededores del 120 por 100 000

Trabajo presentado en el VIII Congreso Internacional de la Federacién Internacional de Higiene,
Medicina Preventiva y Medicina Social. México, D.F. Marzo, 1978.
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