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» El proceso de fagocitosis comprenc
pasos secuenciales: quimiotaxis, ac

e varios
herencia

de las particulas antigénicas a la su
los fagocitos, captacion / ingestion

verficie de

(fagocitosis) y muerte intracelular mediada

por mecanismos dependientes e
independientes del oxigeno.




Proceso de Fagocitosis
1.Quimiotaxis

2. Reconocimiento y Adhesion
Receptores endociticos (RC,RFc )y de

senalizacion(TLR)

3.Captacion e Ingestion (fagocitosis)
— degranulacion

4. Muerte o Degradacion
- O,-dependiente - H,0, ,HOC/, NO
| - O,-independiente - /isozima, proteinas
Bmcationicas, defensinas, lactoferrina




1-Quimiotaxis

- NT sensan y responden a gradientes de
concentracion de quimiotacticos e Cba,
leukotrienos, Histamina, citoquinas, etc.
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La presencia de Candida albicans en
determinados procesos infecciosos.

- Dafo en la integridad de la piel por maceracion de sus tejidos, heridas,
abrasion por quemaduras térmicas o quimicas y por presencia de
catéteres vasculares.

> Alteracion de la barrera mucocutanea por diabetes, uso de agentes
antimicrobianos, irritacion por incidencia de humo, uso de drogas
citotoxicas, corticoides, entubaciones nasogastricas o diafragmas.

> Disminucion del numero de células fagocitarias como resultado de
leucemia, granulomatosis, aplicacion de radiaciones o quimioterapia
contra el cancer.

- Defectos intrinsecos en las funciones de las células fagocitarias como
resultado de enfermedades granulomatosas cronicas y deficiencia de
mieloperoxidasa.

- Alteracion de la funcion fagocitaria causada por uremia, enfermedades
virales y el uso de corticoides y agentes antimicrobianos como
aminoglucosidos y sulfamidas.
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Pared de Candida Albicans

== Mannan @ N-acetylglucosamine
== Cell wall protein @ o-(1.3}-mannose
== [{l,6)-glucan @ o-(1.2}mannose
== [i-{1,3)}-glucan @ o-(l.6)-mannose
== Chitin © BH1.2)-mannose
O B-(L4)Fmannose
O B-16)-glucose
@ P-(13)-glucose

Figure 1| The structure of the Candida albicans cell wall. The schematic shows the major components of the cellwall
and their distributions. 3-(1,3}-glucan and chitin (poly-B-(1,4)-N-acetylglucosamine) are the main structural components,
and these are located towards the inside of the cell wall. The outer layer is enriched with cellwall proteins (CWP) that are
attached to this skeleton mainly via glycosylphosphatidylinositol remnants to -(1,6)-glucan or, for mannoproteins with
internal repeat domains (Pir-CWP), via alkali-sensitive linkages to B-(1,3)-glucan. The insets show the structure of the
glucan and mannan components.
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2-Reconocimiento v Adhesion

Dectin 1

Monocyte

Figure 2 | Cell populations and pattern-recognition receptors involved in
Candida albicans recognition. The main populations involved in the recognition

of C. albicans during the innate immune response are the monocytes, neutrophils and
macrophages. Dendritic cells are crucial for processing of, and antigen presentation to,
T cells, and thus to activation of specific immunity. The differential expression of pattern-
recognition receptors by these cell types is shown. CR3, complement receptor 3; FeyR,
Fcyreceptor; MR, mannose receptor; TLR, Toll-like receptors.
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Fagocitosis

> Los neutrofilos emiten pseuddpodos, en el interior
de la ceélula se formiagosoma.

- Fagosoma se fusiona con el lisosoma.

- Fagolisosoma: compartimiento acido con elevada
conc de hidrolasas y proteasas.

- Digestion del material fagocitado por las enzimas
activadas .




3-Fagocitosis
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Opsonizacion

» Particulasopsonizadason fagocitadas mas
eficientemente

» C3b y C4b son las principales opsoninas.

» Inmunocomplejos y antigenos recubiertos por opsgsrse
unen a se receptores CR3 ,FcP Aal nantrAfila /
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: (_“SI} /

N J i
\ /\ Phagocyte
Phagocytosis




3-Captacion e Ingestion

» DEGRANULACION

o

Granulos primarios o0 azurofilos Lisozima,

Mielopéroxidasa , elastasa , defensinas ,etc

Granulos secundarios o _especificosLactoferrina,

Gelatinasa , colagenasa, lisozima,etc

Deficiencia en degranulacion Chediak-Higashi, con
albinismo parcial, infecciones recurrentes, baaters

y micoéticas . Granulos anormalmente grandes en
neutrofilos y también en melanocitos, neuronas,
fibroblastos, etc.Los sitios de infeccion mas ados
son piel y sistema respiratorio superior e inferior




Granulos de los Neutrofilos
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Mecanismos dependientes de oxigeno
- Estallido respiratorio
» NADPH oxidasa : anion superoxido

» IROS:
1) radical hidroxilo (OH-)
2) oxigeno singlete (O.)
3) H202

» INOS

- Mecanismos Oxidativos

> I\_/II?O dependientes: OCI- : oxida moléculas- potencia la
isis.

Mecanismos independientes de oxigeno

» a) acidificacion fagosoma: potencia accion catalasas

» b) proteinas cationicas , /isozima, defensinas,
lactoferrina

ia de NADPH oxidasa — Enfermedad Granulomatosa cronica,
Omiccurrentes bacterianas y micoticas.



Estallido respiratorio
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Complejo NADPH - Oxidasa
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Complejo NADPH oxidasa
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Complejo NADPH oxidasa
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Opsonofagocitosis y lisis de Candidas
Albicans por PMNs




Separacion de los PMN

» La sangre periféerica se obtiene por puncion vegasacolocan
aproximadamente 2 ml sobre portaobjetos esmaltados.

» Se incuba a 37° C durante dos horas en camara hiimeda

» Se elimina el coagulo lavando el portaobjeto cdifebPBS
tibio.

Preparacion de la Candida albicans:

» La Candida se siembra en medio Sabouraud en pittauda y
se cosecha ocho horas después de sembrada, aseguman
viabilidad del 100%. Las candidas se lavan condol#BS para
eliminar residuos, centrifugando diez minutos agd&e

resuspenden en PBS agitando en Vortex para obtener




» Procedimiento:

» Sobre los portaobjetos a los cuales se han adhesdo
PMNSs, colocar 1 ml de la suspension de candidas
preparadas en distintas condiciones (Sin opsowizar
opsonizadas con los distintos sueros). Incubatan
células durante 30 minutos a 37° C en camara huméda.
finalizar el periodo de incubacion, las levaduras n
fagocitadas se eliminan por lavado con PBS tibf§ (3.
Los preparados se dejan secar al aire, se coloogan
Giemsa diluido (1/10), durante 10-15’ y se obsemfan
microscopio.

» La actividad fagocitica se expresa como el numero d
candidas ingeridas por 100 PMNSs. La actividadditie
__expresa como el porcentaje de candidas fagocitpgas
Besian muertas (imagenes fantasmas no tefiidas por el




Expresidon de los resultados:

» En sangre periférica de adultos jovenes y sanos, el
rango de actividad fagocitica de PMNS es de 300-400
candidas fagocitadas /100 PMNs. En cuanto a la
actividad litica del PMN, ésta es en sujetos noesde
12-17% para la C albicans.




candidas fagocitada
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= Se observa un neutrofilo con una candida en su interior
lisada.100X







Fin







