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Resumen: 

 

El ganglio gástrico (GLN) es un órgano linfoide secundario localizado en la primera 

curvatura (menor) del estómago; este ganglio entra en contacto con un gran número de 

antígenos (Ags) principalmente provenientes de la dieta y la microbiota presente en el 

tracto gastrointestinal. Se sabe poco acerca de este ganglio, estudiarlo es importante para 

entender el sistema inmune del tracto gastrointestinal. Previamente en el laboratorio se 

realizaron estudios en el GLN, en los que se encontró una población celular CD4+ en una 

frecuencia alta dentro de la zona folicular, comparándolo con el ganglio inguinal (ILN), 

un ganglio distante y no relacionado a las mucosas. Dado que diversas poblaciones 

celulares expresan CD4 (macrófagos, células dendríticas y linfocitos T) quisimos 

identificar y caracterizar la población de células CD4 positivas intrafoliculares mediante 

la expresión de otras moléculas presentes ya sea en macrófagos (CD206, CD169, ⍺-Naftil 

esterasa), en APCs (CD11c) o LcT (THY-1, CD3, TCR ab y gd.). Nuestros resultados 

mostraron que las células CD4 positivas intrafoliculares también expresaron marcadores 

característicos de linfocitos T: CD3, THY-1 and TCRab. Además dentro de la zona 

folicular del GLN hay una mayor frecuencia de células TCR ab+FOXP3+ (fenotipo 

parecido a linfocitos T reguladores) comparado con el ILN, lo cual podría explicarse por 

el microambiente del GLN donde hay una gran exposición antigénica. 
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Abstract: 

 

Gastric Lymph Node (GLN) is a secondary lymphoid organ located in stomach’s first 

curvature; this lymph node is in contact with a wide variety and quantity of antigens 

coming mainly from food and the microbiota of the gastric tract. Currently, little is known 

about this lymph node because we want to understand the immune system of gastric tract 

it´s important to study it. On previous work on GLN in our research group, we found a 

highly frequent population of CD4+ cells within the follicle, compared to that same 

population in the Inguinal Lymph Node (ILN), used as control. As several cell types 

express CD4 in their surface (macrophages, Dendritic cells and T lymphocytes) we 

wanted to identify and characterize the intrafollicular CD4-positive population through 

the expression of other molecules present either in macrophages (CD206, CD169, ⍺-Naftil 

esterase), APCs (CD11c) or LcT (THY-1, CD3, TCR ab and gd). Our results showed that 

the intrafollicular CD4-positive cells also express characteristic T lymphocyte markers: 

CD3, THY-1 and TCRab. Furthermore, within the GLN-follicle there is a higher 

frequency of TCRab+FOXP3+ cells (Regulatory T cell-like phenotype) compared to the 

ILN, which could be explained by the GLN microenvironment and its high antigenic 

exposure. 
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INTRODUCCIÓN: 

 

El tracto gastrointestinal  

 

El tracto gastrointestinal es una estructura en forma de tubo constituido por la boca, el 

esófago, el estómago, el intestino delgado, el intestino grueso, el recto y el ano (1, 34). 

También forman parte de este sistema órganos glandulares como las glándulas salivales, 

el hígado, la vesícula biliar y el páncreas (30). 

 

El epitelio del tracto gastrointestinal varía dependiendo de las funciones que se realicen 

en él (34). El esófago está cubierto por un epitelio plano estratificado que ayuda a que los 

alimentos se trasladen de un lado a otro. El estómago está recubierto por epitelio columnar 

estratificado, además cuenta con glándulas secretoras que ayudan a la degradación. Por 

último, el intestino está cubierto por epitelio estratificado columnar con vellosidades y 

microvellosidades que permite la absorción de los nutrientes provenientes de los alimentos 

(1,11). 

 

Las funciones principales del tracto gastrointestinal incluyen digestión, absorción de 

nutrientes, movimiento y transporte de nutrientes (así como agua y los electrolitos desde 

el exterior al interior del organismo). La digestión se realiza por la secreción de sustancias 

para transformar las macromoléculas provenientes de los alimentos en moléculas 

pequeñas que proporcionan los nutrientes a las células (21, 30).  

El tracto gastrointestinal está constantemente en contacto con un gran número de Ags de 

la microbiota comensal, de los alimentos y microbios potencialmente patógenos, entre 

otros (34). En este microambiente intervienen células del SI innato y adaptativo, las 

Células Presentadoras de Antígenos (APCs) como los macrófagos (Mfs) y las Células 

Dendríticas (DCs) desempeñan un papel importante, orquestando en los ganglios 

linfáticos las respuestas contra patógenos y previniendo respuestas inmunitarias 

inflamatorias en contra de la microbiota comensal y los Ags provenientes de los alimentos 
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en los ganglios linfáticos, Placas de Peyer (PP) y en los tejidos asociados a la mucosa del 

intestino (MALT). (30)  

 

Ganglios linfáticos 

  

Los ganglios linfáticos son estructuras en forma capsular compuestos por tejido 

fibrovascular y tejido linfoide, principalmente linfocitos (38, 50). El tejido fibrovascular, 

compuesto por células endoteliales, reticulares y tejido conectivo, forma un saco; dentro 

de él se forman compartimientos con una malla reticular con el espacio necesario para los 

linfocitos, DC, Mfs, entre otras células (13).  

 

En la parte superior del ganglio se localizan varios conductos aferentes que se ramifican 

dentro del saco, conduciendo el flujo de entrada de linfa al ganglio y el flujo de salida es 

el conducto eferente que se localiza en la parte basal del ganglio. Por este mismo conducto 

entra una vénula y una arteriola que se ramifica dentro del ganglio, las ramificaciones se 

hacen más delgadas conforme se acercan a la parte apical del ganglio. (13). 

 

Las células reticulares se encargan de sostener y mantener los vasos linfáticos y 

sanguíneos, mientras las células endoteliales ayudan a la circulación de fluidos (38). 

 

Los ganglios linfáticos están distribuidos a través del cuerpo estratégicamente y funcionan 

como filtros del SI y sitios de encuentro entre células linfoides y antígenos, los Lc T y B 

interactúan con otras células del SI como las APCs tales como las DCs y Mfs (18). Como 

consecuencia de estas interacciones se inician y/o llevan a cabo diferentes procesos como 

activación, diferenciación y proliferación de células del SI (38, 54).  

Los ganglios tienen tres compartimientos principales: la corteza, la paracorteza y la 

médula, estos compartimentos están delimitados por la distribución de poblaciones 

celulares como los LcT y B (13). Los linfocitos B (LcB) se organizan en la región de la 

corteza alrededor del borde del ganglio linfático, formando folículos. Dentro de estos 
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folículos se encuentran las Células Dendríticas Foliculares (FDCs), que funcionan como 

soporte y depósito de Ags para los LcB. Los linfocitos T (LcT) se encuentran adyacentes 

a los folículos de los LcB en el área medular, donde las Células Reticulares Fibroblásticas 

(FRCs) apoyan el funcionamiento de éstos. (50) 

Aunque los ganglios linfáticos tienen una estructura y una función muy similar, existen 

diferencias entre ellos, los tejidos con los que se relacionan, así como las poblaciones 

celulares y la cantidad de antígenos que reciben modifica sus funciones y su tamaño (por 

la actividad que posee el ganglio) (13).  

 

Poblaciones celulares del ganglio linfático 

Los linfocitos provienen de precursores de la medula ósea, de donde pueden migrar al 

timo, madurar ahí y diferenciarse en un linfocito T (LcT), para migrar después hacia los 

órganos linfoides secundarios. En cambio, los LcB salen de médula ósea hacia la 

circulación como LCB vírgenes, que pueden pasar al bazo para concluir su maduración 

(20, 52). 

 

Linfocitos B 

 

Los LcB son leucocitos que poseen un receptor especifico llamado BCR (B cell receptor) 

que se encuentra en la membrana celular y está formado por una cadena ligera y una 

cadena pesada de inmunoglobulina, junto a estos se encuentran unas proteínas invariantes 

llamadas Iga e Igb que funcionan para llevar a cabo la señalización (48). Los LcB pueden 

diferenciarse en la médula ósea, el hígado (sólo en etapa fetal), el bazo y en la periferia 

(48). 

 

Los LcB son los responsables de la respuesta humoral, no necesitan de la presentación del 

Ag por las APCs, ya que son capaces de reconocer por sí solos a los Ags y diferenciarse 

a células productoras de anticuerpos. Los Linfocitos B y T mantienen una relación 
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constante mediando las respuestas inmunológicas en contra de los Ags así como regulando 

las propias acciones del SI. (19, 48). 

 

En la zona folicular de los ganglios linfáticos se lleva a cabo la reacción de Centro 

Germinal (CG) donde los LcB son los principales participantes pero la cooperación con 

un subtipo de LcT es indispensable. De la reacción del CG se generan las células 

productoras de anticuerpos, que por medio de varios eventos celulares y moleculares 

generan anticuerpos con alta afinidad a sus Ags, y los LcB de memoria. Además, aquí se 

realizan procesos de regulación específicos para obtener los anticuerpos de alta afinidad 

y minimizar los anticuerpos autoreactivos (21, 41). 

 

Linfocitos T 

 

Los LcT se diferencian de otros leucocitos por poseer un receptor característico presente 

en la membrana celular llamado TCR (T cell receptor). El TCR es un heterodímero 

compuesto por dos cadenas polipeptídicas: cadena de receptor de células T alfa (TCRa) 

y beta (TCRb) que se encuentran enlazadas por un enlace disulfuro (26). El TCR atraviesa 

la membrana celular para mandar señales dentro de la célula y para realizar esta función 

necesita la presencia de receptores complementarios, los cuales definen la respuesta 

inmune del linfocito T (10). Algunos de los co-receptores del TCR son el CD3, CD4 y 

CD8. 

 

Los LcT son los encargados de la inmunidad celular destruyendo células infectadas o 

activando otras células del SI. Se diferencian principalmente en linfocitos CD4+ y CD8+ 

(40). Las moléculas CD4 y CD8 son proteínas de superficie, importantes para que el TCR 

pueda reconocer péptidos provenientes de los antígenos asociados a moléculas MHC clase 

II generalmente Ags extracelulares (CD4) como es el caso de parásitos extracelulares, 

bacterias, hongos, etc. y MHC clase I Ags intracelulares (CD8) como es el caso de los 

virus que generalmente son parásitos intracelulares (41). 
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Las respuestas inmunes de los LcT hacia un estímulo pueden ser: la expansión clonal, la 

producción de citocinas, quimiocinas y células citolíticas que median la respuesta inmune 

adaptativa (10). Estas respuestas pueden ser moduladas por condiciones del 

microambiente en el que se encuentren los LcT en el cual puede haber microorganismos, 

productos liberados por los microorganismos y por la activación de los PRRs (pattern 

recognition receptor) (20). 

 

Los LcT, CD4 y CD8 tienen la capacidad de diferenciarse en células efectoras y células 

de memoria (10). Las células T efectoras y de memoria son responsables de combatir 

patógenos durante una exposición inicial a un Ag y en los reencuentros con los Ags, 

respectivamente (28). Existen varias subpoblaciones de LcT: Th1, Th2, Th17, Tregs, T 

foliculares, etc. Estas subpoblaciones de LcT se clasifican de acuerdo al perfil de citocinas 

que secretan, a los factores de transcripción que expresan, las interacciones con otras 

células y a los receptores presentes en su superficie, que en ciertos casos les permite migrar 

a zonas específicas. (12) 

 

Respecto a algunas de las subpoblaciones de LcT, los linfocitos T reguladores (Tregs) 

juegan un papel importante en la tolerancia ante los antígenos exógenos y endógenos, 

modulan las respuestas de los LcB y limitan el tamaño del Centro Germinal (GC); se 

definen por ser LcT CD4+ y por expresar el factor de transcripción FOXP3. (55) Mientras 

que los linfocitos T foliculares (Tfh) son una población celular localizada dentro de los 

folículos de los ganglios linfáticos, realizan funciones para la formación, mantenimiento 

y crecimiento del centro germinal (GC) (12). Los Tfh interactúan principalmente con los 

LcB de los centros germinales, aquellos que tengan una mayor afinidad por su Ag 

recibirán señales de sobrevivencia y proliferación por parte de las Tfh. (1, 12)  

 

Macrófagos  

 

Los macrófagos (Mfs) son células fagocitarias profesionales que internalizan y degradan 

partículas, que al ser degradadas pueden ser liberadas y mostradas de forma procesada 
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para alertar a células del SI. Los Mfs actúan de forma rápida ante la llegada o el 

reconocimiento de un Ag. (17, 50) 

 

Los Mfs pueden estar presentes en la mayoría de los tejidos del organismo, siendo una de 

las primeras barreras de defensa ante Ags, patógenos, materia inorgánica, etc. (8). Estas 

células pueden producir un gran número de sustancias (citocinas inflamatorias, 

antiinflamatorias, especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, además de producir el 

complemento que ayudara a la opsonización de los Ags), a estas células se les dan nombres 

específicos respecto a su localización en el organismo, por ejemplo: en Piel-células de 

Langerhans, en cerebro-Microglia., en hígado-células de Kupffer, ojo-macrófagos 

intraoculares, pulmón-macrófagos alveolares, bazo-macrófagos del bazo, intestino-

macrófagos intestinales, hueso-osteoclasto. (1, 32) 

 

Los Mfs de los ganglios linfáticos se encuentran distribuidos principalmente en tres zonas: 

Mfs del seno subcapsular (que expresan la molécula CD169 en su superficie) (9), Mfs de 

la zona medular y los Mfs del cordón de la médula del ganglio. Estos Mfs pueden estar 

presentes en dos condiciones básicas: en “reposo” y en condiciones de inflamación (36). 

Se sabe que los Mfs de la zona del seno subcapsular pueden capturar Ags, procesarlos, 

migrar con estos Ags (procesados) y transportarlos a los LcB de la zona folicular de los 

ganglios linfáticos (49), esto permitirá a los LcB que inicien una respuesta ante estos Ags, 

también se cree que pueden transportar complejos Antígeno-Acs  (56). Se sugiere que los 

Mfs CD169+ podrían tener funciones inmunológicas muy importantes, como participar 

en el mantenimiento de la tolerancia dentro de los ganglios linfáticos y el bazo, 

comunicándose con las DCs y acumulándose dentro de los folículos (9); además de ser 

capaces de capturar exosomas secretados por otras células y regular su acceso a los 

órganos linfoides (9).  

Con base en sus propiedades inflamatorias Se ha clasificado a los Mfs en dos tipos: Mfs 

con activación clásica o M1; y Mfs con propiedades antiinflamatorias, Mfs de activación 

alterna o M2; estas propiedades se deben a los diferentes programas metabólicos y 

sustancias que liberan (principalmente citocinas) que posee cada grupo. (34, 46). Los Mfs 

de tipo M1 se distinguen por expresar altos niveles de MHC-II y presentar moléculas en 
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su membrana como CD68, CD80 y CD86; además de poseer propiedades en contra de 

patógenos como liberación de citocinas pro-inflamatorias (IL-1β, IL-12, IL-18 y TNFα), 

propiedades anti microbianas y de destrucción de tejidos.(6) En cambio, los Mfs M2 

expresan niveles altos del receptor de manosa (MMR) o CD206, CD163, MGL1 y MGL2, 

poseen un perfil antiinflamatorio, secretan citocinas como CSF-1, IL-10 (en grandes 

cantidades), IL-4, IL-13 y TGF-B, responden a infecciones por helmintos, hongos y 

parásitos, además de estar presentes en reacciones alérgicas. (9).  

 

Células Dendríticas  

 

Las DCs son células presentadoras de Ags profesionales (APCs), se especializan en 

comunicarse con los LcT, los activan presentando antígenos procesados mediante el MHC 

y liberando citocinas, los LcT responden a amenazas hacia el SI y ante la auto reactividad. 

Para mantener la homeostasis y evitar las respuestas inflamatorias las DCs del tracto 

gastrointestinal emplean mecanismos de tolerancia, esto les permite mejorar la respuesta 

adaptativa. Las DCs del intestino en ratón se caracterizan principalmente con CD11c y 

CD103 (34).  

 

Ganglio Gástrico 

 

Hasta el momento en el ratón se han caracterizado un total de 22 ganglios linfáticos 

diferentes. En la región abdominal se encuentran varios ganglios linfáticos relacionados 

con el tracto gastrointestinal y las principales arterias de la zona abdominal: pancreático-

duodenal, asociado al yeyuno, los ganglios mesentéricos, cólico y el gástrico (52) 

 

En el ratón el Ganglio Gástrico es un ganglio único (no pareado) que se encuentra en la 

curvatura menor del estómago. (52) Hay muy poca información acerca de este ganglio, 

tanto en ratón como en humano. En el humano hay una mayor cantidad de ganglios 

relacionados con el estómago, donde la mayoría de ellos se encuentran en pares o en 

paquetes a diferencia con el ratón que es un ganglio único (53). 
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Los ganglios linfáticos relacionados con el estómago en el humano se clasifican de 

acuerdo a la localización ya sea del estómago o de las arterias que pasan a través del 

estómago (15, 42). En humano los ganglios linfáticos que se encuentran en una zona 

similar a los del ratón son los ganglios paracardiales, que están a lo largo de la rama 

cardioesofágica (42). La mayoría de los estudios en ganglios humanos de esta zona 

anatómica son realizados en el contexto de alguna patología como cáncer gástrico, donde 

los ganglios linfáticos aumentan su tamaño respecto a ganglios sanos, además de que el 

tracto gastrointestinal se ve afectado en sus funciones, sobre todo por la obstrucción del 

tracto. Con base en esto se buscan técnicas para pronosticar la enfermedad o técnicas para 

realizar gastrectomías parciales que podrían evitar la propagación de la enfermedad (53). 

 

 

 

Justificación: 

 

En los ganglios linfáticos se inician las respuestas inmunológicas adaptativas, donde la 

estructura, la organización y la composición celular son muy importantes. El ganglio 

gástrico es uno de los ganglios que primero entra en contacto con antígenos provenientes 

tanto de la dieta, como de microorganismos comensales y patógenos potenciales, entre 

otros. Por lo tanto, describir su organización y composición celular en detalle será 

importante para entender la respuesta inmune propia del tracto gastrointestinal.  
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Objetivo: 

 

Identificar y caracterizar fenotípicamente a las células CD4+ dentro del área folicular del 

Ganglio Gástrico (GLN) murino, comparándolo con un ganglio no relacionado al tracto 

gastrointestinal como el Ganglio inguinal (ILN), en condiciones basales. 

 

Objetivos particulares: 

 

• Analizar la expresión de moléculas características de macrófagos (Mfs) (CD206, 

CD169) en células CD4+ dentro del área folicular del GLN comparándolo con el ILN 

en ratón, mediante microscopia de epifluorescencia. 

• Identificar si las células CD4+ intrafoliculares del GLN y del ILN son macrófagos 

mediante la tinción histoquímica de ⍺-Naftil esterasa, que caracteriza a todo tipo de Mfs.  

• Analizar la expresión de la molécula CD11c (APCs), en células CD4+ dentro del área 

folicular del GLN comparándolo con el ILN en ratón, mediante microscopía de 

epifluorescencia. 

• Evaluar la expresión de moléculas características de linfocitos T (THY-1, CD3, TCR ab 

y TCR gd) en células CD4+ dentro del área folicular del GLN comparándolo con el ILN, 

mediante microscopia de epifluorescencia. 

• Si la población celular CD4+ intrafolicular expresa marcadores característicos de LcT, 

evaluar marcadores distintivos de LcT foliculares (Tfh) como PD-1; y de LcT 

reguladores (Tregs) FOXP3, mediante microscopia de epifluorescencia. 
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MATERIALES Y METODOS  
 
Animales 

Se utilizaron ratones adultos de la cepa BALB/c de 6 a 8 semanas de edad, libres de 

parásitos intestinales y patógenos específicos, provistos por el bioterio del CINVESTAV. 

Los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical. Todos los experimentos se 

hicieron siguiendo las normas de manejo humanitario de ratones, especificado en la NOM-

062-ZOO-1999. 

Anticuerpos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anticuerpo  Marca  # Catálogo  
CD4 purificado  BD Pharmingen  550278  
IgG Rata isotipo  Jackson  012-000-003  
B220 purificado  ascitis  -------- 
THY 1.2 anti ratón 
biotinado  

Bector Dickinson  Lot. M0655  

Alexa 488  Invitrogen  A11008  
  

Estreptavidina Alexa Fluor 
610  

Invitrogen  532359  
  

CD 206 biotinado Bio-Rad Serotec MC4-2235B 

CD169 purificado Bio-Rad Serotec  MCA947 

CD3 purificado anti-
Hamster 

BD Pharmingen 550275 

EstreptavidinaAlexa Fluor 
594 anti-Hamster 

Invitrogen 567281 

CD 11 c anti-Hamster  BD 553800 

CD4 biotinado BD Pharmingen  01072D 

TCR ab biotinado BD Pharmingen 1554-90 

FOXP3 eBioscience 14-5773-82 

TCR gd BD Pharmingen 553175 
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Histología  

 

Después del sacrificio de los ratones, se extrajeron los ganglios gástricos (GLN) y los 

ganglios inguinales (ILN). Los órganos fueron incluidos en medio de criopreservación 

(Jung Tissue freezing medium) y a partir de ellos se obtuvieron crio-cortes de 4 a 6 µm de 

grosor utilizando el criostato Leica CM1520. Las muestras se fijaron con acetona a -20ªC 

por 15 minutos antes de ser utilizadas para los marcajes.  

 

Inmunofluorescencia 

 

Una vez obtenidos, los cortes de ganglio se fijaron a un porta objetos, se lavaron 3 veces 

con BSA 0.2% en PBS 1X durante 10 min cada lavado. Posteriormente se bloqueó con 

BSA1%+FSB1% durante 30 min a 37°C. Se agregaron los anticuerpos primarios, se 

incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente (TA), posteriormente se realizaron tres 

lavados de 10 min con BSA 0.2%, se agregaron los anticuerpos secundarios, se incubaron 

durante 1 hora a TA en oscuridad y las estreptavidinas se incubaron de 15 a 25 min en 

oscuridad. Finalmente, las muestras se lavaron al menos 10 veces con BSA 0.2% y se 

montaron en glicerol al 90%.  

 

El marcaje de las moléculas en estudio fue observado y registrado en un microscopio de 

epifluorescencia Olympus BX51 con objetivos de aumentos iniciales de 4X, 10X y 40X. 

Las imágenes fueron interpretadas en el software Image J con la extensión Fiji. (National 

Institutes of Health, NIH, USA). 

 

Ensayo de a-Naftil esterasa 

 

Se utilizaron un total 9 ganglios linfáticos, en grupos de 3 en 3 experimentos 

independientes. Mediante este ensayo de inmunohistoquímica es posible identificar a los 

macrófagos, los cuales poseen grandes cantidades de enzimas esterasas. Al agregar el 

sustrato de la esterasa (α-Naftil), este es degradado y sufre un cambio conformacional que 

da lugar a un color negro, indicando así las células positivas. Las células positivas se 
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detectaron en el microscopio óptico y las imágenes se capturaron en el microscopio de 

epifluorescencia Olympus BX51 a los aumentos 4X, 10X y 40X.  

 

Estadística 

 

Evaluación del área folicular respecto al área total de los ganglios linfáticos GLN e 

ILN. 

  

Utilizando las imágenes obtenidas para 8 GLN y 8 ILN se registró el área total de cada 

ganglio en unidades cuadradas del software Image J Fiji; a continuación, para evaluar el 

área folicular total de cada ganglio se sumó el área de cada folículo y se le restó al área 

total del ganglio linfático. 

 

Área total del ganglio – Área folicular total (folículo 1+ folículo 2 + folículo 3.......) 

 

Para el análisis estadístico del área folicular total respecto al ganglio linfático se realizó 

una prueba t de student no pareada (gráfica 1). 

 

 

Comparación del tamaño entre las células CD4+ intrafoliculares del GLN y del ILN. 

 

Se contaron 50 células CD4+ intrafoliculares del GLN e ILN provenientes de diferentes 

folículos de 9 ganglios linfáticos, obtenidos de 3 experimentos independientes, se midió 

el área en pixeles de una distancia conocida en micras para establecer un parámetro y se 

midió el área de cada célula con el software Image J Fiji. 

 

Teniendo los datos de las 50 células CD4+ del GLN e ILN, se realizó un análisis 

estadístico utilizando el software GraphPad PRISM 5.0 para Mac (GraphPad software, 

San Diego California USA) con la prueba t de student pareada con dos colas para verificar 

el tamaño entre las poblaciones celulares (figura 3). 
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Conteo de las poblaciones de células intrafoliculares  

 

Todos los experimentos realizados se llevaron a cabo con tinciones de 

inmunofluorescencia dobles (utilizando dos marcadores), esto nos permitió visualizar a 

tres poblaciones celulares diferentes en cada experimento, dos poblaciones con marcaje 

simple y una población con doble marcaje. Se contabilizaron las tres poblaciones positivas 

que se encontraron en cada experimento, dentro del área folicular de los GLN e ILN. 

 

Se analizaron al menos 9 ganglios linfáticos por experimento de los cuales se contaron las 

células intrafoliculares de al menos 10 folículos diferentes, provenientes de 3 

experimentos independientes. 

 

La diferencia entre grupos se evaluó con un análisis ANOVA de una vía, se consideró 

estadísticamente significativo un valor de P menor a 0.05. El análisis estadístico y las 

gráficas se efectuaron utilizando el software GraphPad PRISM 5.0 para Mac (GraphPad 

software, San Diego California USA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 14 

RESULTADOS: 

 

Evaluación morfológica de los ganglios gástrico (GLN) e inguinal (ILN) 

 

Después de la obtención de los ganglios, se midieron para comparar su tamaño y 

morfología. De acuerdo con las mediciones realizadas, El GLN mide aproximadamente 

un milímetro y el ILN 3 milímetros, aproximadamente triplicando el tamaño del GLN. 

 

 

Figura 1. Comparación de tamaño del ILN 

y el GLN. Se muestran a la izquierda el ILN y 

a la derecha el GLN, ambos están colocados 

frente a una regla con centímetros y 

milímetros. 

 

 

 

 
Distribución celular de linfocitos en el ILN y el GLN. 
 
Para evaluar la distribución celular de los ganglios utilizamos la técnica de 

inmunofluorescencia, marcando moléculas características de linfocitos B y T (LcB y LcT) 

que son las poblaciones con mayor frecuencia en los ganglios linfáticos. Para los LcT 

analizamos a la molécula CD4 y para los LcB a la molécula B220, ambas moléculas son 

utilizadas para detectar a estas poblaciones celulares. 

 

La distribución de células CD4+ (linfocitos T) y B220+ (linfocitos B) fue similar entre el 

GLN e ILN (figura 2), con una zona de células T en la parte medular del ganglio y una 

zona folicular compuesta principalmente por linfocitos B, pero encontramos una 

diferencia en el tamaño del área folicular del GLN respecto al área total de ganglio si lo 

comparamos con el ILN (figura 2). Utilizando el software Image J 64 Fiji for Mac OS X 

(Madison, Wisconsin, USA) medimos el área folicular, el número de folículos en 

ILN GLN 
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promedio del GLN y el ILN y el porcentaje de área por folículo respecto al área total del 

ganglio del GLN e ILN (gráfica 1, gráfica 2 y grafica 3). 

 

Al evaluar la distribución con las moléculas CD4 y B220 observamos que dentro de la 

zona folicular del GLN hay una frecuencia alta de células CD4+. Las células CD4+ dentro 

de la zona folicular del GLN parecían ser más grandes que las células CD4+ 

intrafoliculares de los ILN, el área de estas células CD4+ fue medida por el software Image 

J 64 Fiji for Mac OS X (Madison, Wisconsin, USA) y se encontró que las células CD4+ 

del GLN son más grandes que las células CD4+ del ILN (gráfica 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Comparación del área folicular respecto al área total del GLN e ILN de 

ratón. (A) Imagen panorámica (10x) del GLN, se muestra el tamaño de los folículos que 

son representados por la expresión en rojo de la molécula B220 y en verde se muestra la 

zona medular representada por las células que expresan CD4. (barra de escala =200µ). (B) 

imagen panorámica del ILN (4x) donde se observa el tamaño de los folículos 

representados por las células que expresan B220 en rojo y la zona medular representada 

por células CD4+ en color verde (barra de escala =500µ). 

A B 10x 4x 

Ganglio Inguinal Ganglio Gástrico 
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Figura 3. Expresión de 

las moléculas CD4 y 

B220 en el ILN y GLN. 

Ambos ganglios 

mantienen la zona medular 

(LcT) mostrada en A y D 

(CD4) y la zona folicular, 

B y E (LcB, B220). Sin 

embargo, en la zona 

folicular del GLN se 

encuentra una frecuencia 

alta de células CD4, C. En 

G se muestra una 

magnificación de C en 

40X mostrando a las 

células CD4+ dentro del 

área folicular. La línea 

blanca externa en A y D 

delimita el perímetro del 

ganglio, y en el interior el 

área folicular. 
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Grafica 1. Área folicular respecto 

al área total del ganglio (GLN e 

ILN). Porcentaje del área folicular 

respecto al área total del ganglio. 

(Izquierda GLN, derecha ILN). 

Cada punto y cuadro representan a 

un ganglio linfático independiente. 

Los datos se obtuvieron de 3 

experimentos independientes donde 

se utilizaron ocho GLN y ocho ILN. 

 

 

 

 

 

Gráfica 2. Número de folículos 

promedio en el GLN e ILN. A 

pesar de que el área folicular del 

GLN abarca más del área total de 

ganglio linfático que el ILN el 

número de folículos por ganglio es 

menor, esto nos muestra la 

diferencia de tamaños entre los 

folículos del GLN (más grandes) y 

el ILN. 
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Gráfica 3. Porcentaje de área por 

folículo respecto al área total del 

ganglio del GLN e ILN. Diferencia de 

tamaño entre los folículos del GLN e 

ILN, los folículos del GLN abarcan una 

mayor área que los folículos del ILN.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 4. Tamaño de las células 

CD4+ en la zona folicular del 

GLN y el ILN. Comparación del 

tamaño de las células CD4+ del 

GLN (izquierda) y del ILN 

(derecha) (cada circulo representa a 

una célula). Los datos se obtuvieron 

de tres experimentos 

independientes donde se midieron 

50 células. 
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Caracterización de células CD4+ dentro del área folicular del GLN analizando 

moléculas características de macrófagos (Mfs). 

 

Después de observar que las células CD4+ intrafoliculares del GLN son más grandes que 

las del ILN, analizamos moléculas características de Mfs como CD206 y CD169, por 

medio de la técnica de inmunofluorescencia. 

 

Se encontraron pocas células que expresaran CD206 (figura 4) en ambos ganglios, las 

cuales se encontraron principalmente en la zona medular, sin estar dentro o cerca de la 

zona folicular. Las células CD169+ (figura 5) se encontraron en la zona subcapsular en 

ambos ganglios, donde también expresaron a la molécula CD4, sin embargo, las células 

CD4+ dentro de la zona folicular no expresaron CD169. 

 

Se utilizó el ensayo de de a-Naftil esterasa (figura 6), una técnica de inmunohistoquimica, 

para corroborar la localización de todas las poblaciones de Mfs en los dos ganglios y así 

confirmar o descartar que las células CD4+ intrafoliculares del GLN se traten o no de Mfs. 

Observamos a los Mfs principalmente en la zona medular y en la zona subcapsular en 

ambos ganglios, fue posible localizar varios Mfs dentro de la zona folicular en ambos 

ganglios con una frecuencia baja 
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Figura 4. Expresión de CD4 y CD206 en el ILN y en el GLN. (A, D) muestran la 

expresión de la molécula CD4. (B, E) muestran la expresión de CD206, que no se 

encuentra cerca del área folicular, ni se expresa en conjunto con CD4 (C, F). La línea 

blanca delimita los ganglios linfáticos al exterior, y al interior la zona folicular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

D E F 

4x 

A B C 

4x 

Ga
ng

lio
 In

gu
in

al
 

Ga
ng

lio
 G

ás
tr

ic
o 



 21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Expresión de CD169 y CD4 en el ILN y en el GLN. (A, D) células que 

expresan CD169, se encuentran en el seno subcapsular en ambos ganglios. (B, D) 

Expresión de CD4. Traslape de las imágenes, CD169 no coincide con CD4 dentro del área 

folicular (C, F). La línea blanca delimita los ganglios linfáticos y al interior a la zona 

folicular. 
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Figura 6. Identificación de la población total de macrófagos mediante el ensayo de a-

Naftil esterasa. (A) Imagen panorámica a un aumento de 4x en el ILN, las células 

positivas se ven en color negro. (B) Magnificación de un folículo del ILN a 40X, células 

positivas al ensayo se señalan con flechas rojas. (C) Imagen panorámica del GLN a 10x, 

células en negro son positivas al ensayo. (D) Magnificación de un folículo del GLN, 

células positivas al ensayo se señalan con flechas rojas. Línea punteada en (A, B, C y D) 

delimitan la periferia de los ganglios y el área folicular en el interior.  
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Una vez que determinamos que las células CD4+ intrafoliculares del GLN no son Mfs, 

buscamos una molécula característica de APCs, ya que éstas también pueden expresar 

CD4. Analizamos la distribución de las células CD11c por medio de la técnica de 

inmunofluorescencia. Observamos si las células CD11c+ expresaban CD4 dentro de la 

zona folicular en el GLN y en el ILN (figura 7). Las células CD11c+ se encontraron 

principalmente en la zona medular y en la zona entre los folículos en el GLN y el ILN. En 

el GLN hay presencia de células CD11c+ en el área folicular pero estas células no 

expresaron CD4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Expresión de las moléculas CD4 y CD11c. Las células que expresaron CD11c 

se localizaron principalmente en la zona medular e intrafolicular en ambos ganglios (B, 

F), en el GLN hubo una frecuencia baja dentro de la zona folicular (G) pero estas células 

no expresaron CD4. La línea blanca delimita los ganglios linfáticos y en el interior la zona 

folicular. 

 

 

E F G 

10x 

A B C 

Ga
ng

lio
 In

gu
in

al
 

Ga
ng

lio
 G

ás
tr

ic
o 



 24 

Análisis de moléculas características de Linfocitos T (THY-1, CD3, TCR ab, FOXP3 

y TCR gd) 

Después de descartar que la población de células CD4 positivas intrafoliculares estuviera 

conformada por macrófagos o APCs, analizamos moléculas características de LcT que 

también pueden expresar CD4. Primeramente se realizó una tinción para la molécula TCR 

gd,  por la localización del GLN (tracto gastro intestinal) es probable que haya presencia 

de LcT TCR gd ya que estas células son abundantes en el tracto gastrointestinal. 

Realizando el experimento para analizar TCR gd y CD4 (figura 8) encontramos que la 

expresión de TCR gd es muy baja en ambos ganglios, sobre todo en el GLN.  

 

Posteriormente analizamos la expresión de un anticuerpo Pan-T, THY-1, que marca a 

todas las poblaciones de LcT. Encontramos células CD4+THY-1+ dentro de la zona 

folicular en ambos ganglios (figura 9), pero en el ILN hubo una mayor frecuencia de 

células CD4+THY-1+ que en el GLN (gráfica 5), mientras que en el GLN se encontró una 

mayor frecuencia de células CD4+ simples (gráfica 6). 

Dado que los resultados previos no fueron del todo concluyentes, decidimos analizar la 

molécula CD3 junto con CD4 (figura 10), hubo presencia de células CD3+CD4+, 

CD3+CD4- y CD3-CD4+ dentro de la zona folicular en los dos ganglios, mientras el GLN 

tuvo una mayor frecuencia de células CD3+CD4+ (gráfica 6) el ILN tuvo una cantidad 

mayor de células CD3+CD4- (gráfica 7). Para corroborar que las células de interés eran 

LcT después de analizar THY-1 y CD3, evaluamos la expresión del TCR ab (y CD4) 

(figura 11), observamos que el GLN tenía una frecuencia de células CD4+ TCR ab+ alta 

dentro de la zona folicular, comparado con el ILN (gráfica 9), estos resultados reafirman 

que las células CD4+ se tratan de LcT. 

 

Una vez que identificamos que las células CD4 positivas intrafoliculares son LcT, 

quisimos caracterizar mejor dicha población, para lo cual realizamos una tinción para el 

factor de transcripción FoxP3, que identifica mayoritariamente a LcT reguladores (Tregs). 

(figura 12). Pudimos identificar células TCR ab+FOXP3+ en el GLN y en el ILN, siendo 



 25 

el GLN el que presenta una mayor cantidad de células TCR ab+FOXP3+ dentro de la 

zona folicular (gráfica 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Expresión de CD4 y TCR gd en el ILN y el GLN. (A, E) expresión de CD4, 

(B, F) expresión de TCR gd, hay pocas células que expresen esta molécula, no hay células 

TCR gd+ dentro de la zona folicular en ninguno de los dos ganglios , (C, G) traslape de 

las imágenes donde se ven células CD4+ TCR gd+. La línea blanca delimita los ganglios 

linfáticos y la zona folicular 
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Figura 9. Expresión de las moléculas CD4 y THY-1 en el ILN y en el GLN. (A) 

Expresión de CD4 en el ILN, (B) la expresión de THY-1, en el traslape (C) se encuentra 

una CD4+THY-1+ dentro del área folicular, mientras que en el GLN hay una frecuencia 

mayor de células dentro del área folicular (F) donde se expresan dos poblaciones distintas: 

CD4+THY-1+ y CD4+THY-1-. G, H, I, se muestra una magnificación de D, E, F (GLN) 

donde la población celular CD4+THY-1+ es señalada con flechas azules (I). La línea 

blanca delimita los ganglios linfáticos y la zona folicular en el interior. 
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Figura 10. Expresión de la molécula CD4 y CD3 en el ILN y en el GLN. (B) En el ILN 

hay muchas células que expresan CD3 dentro de la zona folicular, sin embargo, hay pocas 

células que expresen CD4 (A, C), mientras que en el GLN dentro de la zona folicular (F) 

podemos encontrar tres poblaciones celulares CD4+CD3+, CD4- CD3+ y CD4+CD3-. 

(G, H, I) muestra la magnificación del área folicular del GLN (D, E, F), las flechas azules 

señalan a las células CD4+CD3+ dentro del área folicular del GLN (I). La línea blanca 

delimita los ganglios linfáticos y la zona folicular en el interior  
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Gráfica 5. Células CD4+THY-1+ 

totales en el área folicular del ILN y el 

GLN. Células totales en el área 

folicular, cada círculo representa un 

folículo diferente. Los datos se 

obtuvieron de tres experimentos 

independientes donde se utilizaron 3 

ratones Balb/c respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

Grafica 6. Células CD4+ totales 

en el área folicular del ILN y el 

GLN. Células totales en el área 

folicular, cada círculo representa un 

folículo diferente. Los datos se 

obtuvieron de tres experimentos 

independientes donde se utilizaron 

3 ratones Balb/c respectivamente. 
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Gráfica 7. Células 

CD4+CD3+ totales en el 

área folicular del ILN y el 

GLN. Células CD4+CD3+ 

totales en el área folicular, 

cada círculo representa un 

folículo diferente. Los datos 

se obtuvieron de tres 

experimentos independientes 

donde se utilizaron 3 ratones 

Balb/c respectivamente. 

 

 

 

 

 

Gráfica 8. Células CD3+ 

totales en el área folicular 

del ILN y el GLN. Células 

totales en el área folicular, 

cada círculo representa un 

folículo diferente. Los datos 

se obtuvieron de tres 

experimentos independientes 

donde se utilizaron 3 ratones 

Balb/c respectivamente. 
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Figura 11. Expresión de 

CD4 y TCR ab en el 

ILN y GLN. (A, E) se ve 

la expresión de CD4, (B, 

F) Expresión de TCR ab, 

localizado en la zona 

medular y en la zona 

folicular del GLN, (C, G) 

traslape de las imágenes, 

(D, H) magnificación de 

(C, G) 40 x donde se 

pueden ver células CD4+ 

TCR ab+ en una 

frecuencia alta en el GLN 

(D). La línea blanca 

delimita los ganglios 

linfáticos y al interior la 

zona folicular. 
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Gráfica 9. Células CD4+TCR 

ab-   totales en el área 

folicular del ILN y el GLN. 

Células FOXP3+TCRab- 

totales en el área folicular, cada 

círculo representa un folículo 

diferente. Los datos se 

obtuvieron de tres 

experimentos independientes 

donde se utilizaron 3 ratones 

Balb/c respectivamente. 

 

 

 

 

Gráfica 10. Células CD4+TCR 

ab+ totales en el área folicular 

del ILN y el GLN. Células 

CD4+TCRab+ totales en el área 

folicular, cada círculo representa 

un folículo diferente. Los datos 

se obtuvieron de tres 

experimentos independientes 

donde se utilizaron 3 ratones 

Balb/c respectivamente. 
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Figura 12. Expresión 

de FOXP3 y TCR ab 

en el ILN y el GLN. 

(A, E) expresión de 

FOXP3, abundante en 

la zona medular, (B, F) 

expresión de TCR ab , 

(C, G) traslape de las 

imágenes donde se ven 

células FOXP3+ TCR 

ab+ dentro de la zona 

folicular de los dos 

ganglios. (D, H) 

muestra una 

magnificación en 40X 

de (C, G) donde se ven 

con mayor detalle las 

células FOXP3+ TCR 

ab+ dentro de la zona 

folicular. La línea 

blanca delimita los 

ganglios linfáticos y la 

zona folicular en  el 

interior. 
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Gráfica 11. Células FOXP3+TCR ab+ totales en el área folicular del ILN y el GLN. 

Células FOXP3+TCRab+ totales en el área folicular en ambos ganglios, cada círculo 

representa un folículo diferente. Hay una mayor frecuencia de células FOXP3+TCRab+ 

en el GLN que en el ILN. Los datos se obtuvieron de tres experimentos independientes 

donde se utilizaron 3 ratones Balb/c, respectivamente.  
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DISCUSIÓN: 

  

Los ganglios linfáticos son órganos linfoides secundarios formados principalmente por 

linfocitos B y T (LcB y LcT), otras células como las células dendríticas y los macrófagos 

(1, 30) se encuentran con menor frecuencia dentro de los ganglios linfáticos. A grandes 

rasgos los LcB y LcT delimitan y conforman los compartimientos y zonas de los ganglios 

linfáticos: la zona medular y la zona folicular (13, 24). Estos órganos están distribuidos 

en el organismo estratégicamente y son el sitio de encuentro entre las células del Sistema 

Inmune (SI) y los Antígenos (Ags), donde cada Ag tendría las posibilidades de encontrar 

su Lc correspondiente para que se lleven a cabo reacciones inmunológicas específicas en 

contra de estos Ags, o bien sean reconocidos como moléculas inofensivas realizando una 

respuesta tolerogénica (1, 24). 

 

Debido a su ubicación anatómica, el Ganglio Gástrico (GLN) es uno de los primeros 

ganglios en entrar en contacto con los Ags provenientes de la dieta, la microbiota y 

patógenos potenciales en los alimentos, sin embargo, existe poca información acerca de 

las poblaciones celulares que conforman este ganglio en condiciones basales, por ello nos 

interesó estudiar este órgano y entender el SI del tracto gastrointestinal (30), y compararlo 

con un ganglio no relacionado con el tracto gastrointestinal, como el Ganglio Inguinal 

(ILN). 

 

Al evaluar la distribución celular general del GLN e ILN observamos que la organización 

celular de los dos ganglios es similar, ambos mantienen una zona de linfocitos T o zona 

medular y una zona de linfocitos B o zona folicular bien delimitada, esto fue demostrado 

analizando la expresión de las moléculas B220 (LcB) y CD4 (LcT) (figura 2).  

 

Comparando ambos ganglios, encontramos que el ILN prácticamente triplica el tamaño 

del GLN y al analizar a las moléculas B220 y CD4, evaluando su distribución general nos 

percatamos de que el área folicular del GLN (la suma de los folículos de un ganglio) 

respecto al área total del ganglio es más grande que el del ILN (figura 2). El área folicular 

del GLN abarcó una gran parte del ganglio linfático, ya que sus folículos son muy grandes, 
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obteniendo el porcentaje del área folicular respecto al área total del ganglio notamos que 

el área folicular abarcaba aproximadamente un 60% (gráfica 1) del ganglio mientras que 

en el ILN se observó un mayor número de folículos (gráfica 2) pero con un tamaño mucho 

menor, donde el área folicular representó aproximadamente un 40 % del área total del 

ganglio. El tamaño de los folículos puede ser un reflejo del constante reto en el que se 

encuentra el GLN, el cual tiene que estar en constante funcionamiento y donde los LcB 

tendrían que estar en una proliferación constante, tal vez en reacción de centro germinal y 

producción de anticuerpos (34), esto explicaría el gran tamaño de los folículos del GLN. 

 

Interesantemente, dentro de la zona folicular del GLN encontramos una población celular 

CD4 positiva en una frecuencia alta comparándolo con el ILN, donde estas células CD4+ 

se presentan, pero en menor número. (figura 3). CD4 es una molécula que se expresa 

principalmente en la superficie de los LcT, es común utilizar a esta molécula como un 

marcador característico pero no exclusivo de esta población celular (25), ya que también 

puede expresarse en otras poblaciones celulares como: células presentadoras de antígenos 

(APCs) y macrófagos (Mfs) (13, 15, 26). Además nos llamó la atención que las células 

CD4+ intrafoliculares del GLN eran más grandes que las células CD4+ del ILN (Gráfica 

4), esto podría sugerir que podrían tratarse de macrófagos (Mfs), lo que nos llevó a analizar 

moléculas características de estas células como CD206 y CD169 (17). 

 

El tracto gastrointestinal debe de estar en una regulación constante y selectiva por medio 

del SI, por esto elegimos analizar a la molécula CD206, que se expresa en Mfs M2, de  

perfil antiinflamatorio (9). Al ver la expresión de esta molécula observamos que hay pocas 

células que expresan CD206 en ambos ganglios (figura 4) (GLN e ILN), las células 

CD206+ se encontraron principalmente en la zona medular pero no se encontraron cerca 

o dentro de la zona folicular en ninguno de los dos ganglios. Nosotros esperábamos que 

las células CD4+ intrafoliculares del GLN también expresaran CD206, por el tamaño de 

las células y por el microambiente del GLN, estos resultados nos indican que las células 

que estamos caracterizando no son Mfs con perfil antiinflamatorio.  

Otra población de Mfs que puede estar en la zona folicular de los ganglios linfáticos son 

los Mfs CD169+ (9), esta subpoblación de Mfs se encuentra principalmente en la zona 
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subcapsular, precisamente a la llegada de Ags por vía linfática, estos Mfs están en 

constante tránsito dentro y fuera del folículo, realizando presentación antigénica e 

interactuando con otras células del SI (57). Se ha propuesto que esta población de Mfs 

está involucrada en respuestas de tolerancia atrayendo subtipos de LcT como los Tregs. 

Estos son indispensables para el proceso de tolerancia y que los Mfs CD169+ son los 

responsables del control de acceso hacia el ganglio linfático de células, sustancias e 

incluso de exosomas liberados por otras células (57). Analizamos las moléculas CD4 y 

CD169 (figura 5) encontrando la presencia de células CD4+CD169+ pero sólo en la zona 

subcapsular, en ambos ganglios. A pesar de que el GLN está en contacto con muchos 

antígenos los Mfs CD169+ no parecen interactuar constantemente con las células CD4+ 

que se encuentran dentro del folículo, esto podría indicar que los Mfs CD169+ en el GLN 

podrían enfocarse en bloquear la entrada de los Ags más que tener una función reguladora 

por medio de la cooperación celular o la presentación de Ags, las células CD4+ 

intrafoliculares podrían estar realizando funciones muy distintas a los Mfs CD169+. 

Para corroborar que estas células CD4+ intrafoliculares del GLN fueran o no Mfs 

realizamos el ensayo de a-Naftil Esterasa (figura 6), esta prueba, es una tinción de 

inmunohistoquímica que marca a la población total de Mfs, las células positivas para el 

ensayo se encontraron principalmente en la zona medular y la zona subcapsular en el GLN 

e ILN, además hubo una frecuencia muy baja de células positivas intrafoliculares tanto en 

el GLN como en el ILN; sin embargo las poblaciones de Mfs dentro de los ganglios parece 

tener diferencias en la cantidad de macrófagos totales y en la intensidad en la que expresa 

el ensayo de a-Naftil Esterasa, ya que en el GLN los macrófagos presentan un color negro 

intenso y en el ILN no, esto podría ser el resultado de alguna actividad metabólica que 

necesite mayor expresión de la esterasa (7). 

Estos resultados junto con el análisis de las moléculas CD206 y CD169 sugieren 

fuertemente que las células CD4+ intrafoliculares del GLN no son Mfs. 

Otra población celular que puede expresar CD4 son las Células Presentadoras de 

Antígenos (APCs), estas células también pueden encontrarse dentro de la zona folicular 

de los ganglios linfáticos, generalmente estas células se encargan de procesar Ags, entrar 
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a la zona folicular y presentarlos para llevar a cabo reacciones inmunológicas, sobre todo 

la producción de anticuerpos ante estos Ags por parte de los LcB, (23) además se ha 

descrito que las DCs foliculares (FDCs)  pueden estar involucradas en otros procesos 

como la apoptosis de LcB, las interacciones entre las FDCs y los LcB es importante para 

que se lleven a cabo los procesos del CG de forma adecuada y efectiva (23). Analizamos 

a la molécula CD11c (figura 7) que es característica de APCs, las células CD11c+ se 

encontraron abundantemente en la zona medular en ambos ganglios, en el GLN es posible 

encontrar células CD11c+ dentro de la zona folicular, sin embargo estas células no 

expresan CD4. 

Estas células CD4+ intrafoliculares del GLN no expresan moléculas características de Mfs 

o APCs y con las evidencias del ensayo de a-Naftil Esterasa comprobamos que no se 

trataba de estas poblaciones macrofágicas. 

Otras células que pueden expresar CD4 son los LcT. La mayoría de los LcT poseen un 

TCR ab sin embargo, existe otra subpoblación de LcT que expresan un TCRgd (1). Estos 

LcT gd se encuentran localizados principalmente en piel, epitelios del tracto 

gastrointestinal y del tracto de los sistemas reproductores. Estas zonas están compuestas 

por barreras físicas, la piel por un conjunto de barreras epiteliales y el tracto 

gastrointestinal y reproductivo por una capa de células, en estas zonas se encuentran los 

LcT gd donde participan en la homeostasis de los tejidos, ya que están involucradas en la 

reducción de la proliferación de las células epiteliales, reparación y en detectar Ags 

lipídicos (34). Por estos motivos buscamos LcT gd en el GLN y en el ILN junto con CD4 

(Figura 8). Lo que encontramos es que hubo muy pocos LcT gd en los dos ganglios 

linfáticos, esperábamos que hubiera una frecuencia alta de LcT gd en el GLN comparado 

con el ILN, porque el GLN se encuentra en el tracto gastrointestinal, sin embargo el 

ganglio es un órgano especializado y no tiene las mismas propiedades y no está constituido 

de igual forma que el epitelio del tracto gastrointestinal. 

Posteriormente utilizamos un anticuerpo pan-LcT, THY-1, esta molécula se expresa en 

todos los subtipos de los LcT sin diferenciarlos unos de otros (3, 19). Analizando a THY-

1 junto con CD4 (figura 9), encontramos que hubo una frecuencia alta de células 
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CD4+THY-1+ (gráfica 5) y CD4+THY-1- dentro de la zona folicular del GLN 

comparándolo con el ILN (gráfica 6), donde la mayoría de las células presentes son 

CD4+THY-1+, esto quiere decir que dentro de la zona folicular del GLN hay otras células 

que expresan CD4 además de los LcT, por las condiciones el GLN es posible que haya 

una mayor variedad de células. 

Siguiendo con la caracterización de estas células analizamos la expresión de CD4 y CD3 

(figura 10), un co-receptor del Receptor del LcT (TCR)(10). Observamos que en el ILN 

hubo una frecuencia alta de células CD3+ CD4- (gráfica 8) , lo que nos indica que la 

mayoría de estas células son LcT que no expresan CD4, mientras que en el GLN se 

encontraron tres poblaciones diferentes: CD4+CD3+ donde el GLN tuvo una mayor 

frecuencia que el ILN (gráfica 7), estas células se tratan de LcT CD4. Las células CD4-

CD3+, LcT que no expresan CD4 que se encontraron en una mayor frecuencia en el ILN 

que en el GLN y las células CD4+CD3- que podrían ser una población celular diferente a 

LcT. 

Analizando a las moléculas THY-1 y CD3 junto con CD4 encontramos que hay LcT 

dentro de la zona folicular de ambos ganglios pero que dentro de los folículos del GLN 

hay una población celular que no expresa CD3 pero sí expresa THY-1, para poder 

determinar que estas células son o no LcT analizamos la expresión de CD4 y TCR ab 

(figura 11) , la mayoría de los LcT que se encuentran en los ganglios linfáticos poseen un 

TCR ab (30), con este experimento encontramos una frecuencia alta de células CD4+ 

TCR ab-,  intrafoliculares del GLN comparándolo con el ILN (gráfica 9) y de células 

CD4-TCR ab+, estos resultados indican que hay una mayor cantidad de LcT TCR ab y 

de células que expresan CD4 que no son LcT, además el GLN tiene más células CD4+ 

TCR ab+ (gráfica 10) dentro del área folicular que el ILN, estas células son LcT CD4, es 

posible que estas células se encuentren activadas lo que explicaría por qué las células 

intrafoliculares del GLN son más grandes que las células del ILN. 

Previamente en dos reportes se ha mencionado una población de células TCR 

ab+CD4+THY-1- en Placas de Peyer (PP) (5) y en el Ganglio Mesentérico (30); se cree 

que esta población celular está implicada en la formación del GC ya que la presencia de 
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LcT es indispensable para la formación y mantenimiento del GC, además la mayoria de 

los LcT que participan en el GC en las PP no expresan THY-1 (5), sin embargo aún hay 

presencia de LcT THY-1+ dentro de la zona folicular. La función de THY-1 es 

desconocida pero se cree que esta molécula está implicada en la activación de los LcT 

(31). Es posible que estos LcT pierdan o bajen la expresión de THY-1 para evitar una 

cooperación inespecífica. 

Como el GLN es un ganglio que está en contacto con muchos antígenos, son necesarios 

procesos de regulación (34), en los experimentos previos observamos que hay una mayor 

cantidad de células dentro de la zona folicular del GLN comparado con el ILN, la mayoría 

de estas células son LcT CD4 (verificado con el TCR ab y CD4), como sospechamos que 

hay muchos procesos de regulación dentro de los folículos de los GLN buscamos una 

subpoblación de LcT encargado de estos procesos, los LcT reguladores o Tregs. 

FOXP3 es un factor de transcripción que se expresa principalmente en Tregs (49), por ello 

analizamos la expresión de esta molécula junto con la expresión del TCR ab para     

analizar si las células que se encuentran dentro del folículo del GLN se tratan de Tregs 

(figura 12), pudimos ver en el GLN una frecuencia mayor de células TCR ab+FOXP3+ 

que en el ILN (gráfica 11), esto junto con los otros experimentos nos indicaría que en el 

GLN hay una mayor cantidad de células donde la mayoría de estas células son LcT CD4 

y varios de estos LcT son Tregs. Sin embargo estas células se encuentran en frecuencias 

bajas en ambos ganglios, por sus funciones su presencia aunque sea en frecuencias bajas, 

es muy importante. 

El GLN en comparación con el ILN es un ganglio muy pequeño, a pesar de esto tiene una 

mayor frecuencia de células dentro de la zona folicular, donde la mayoría de estas células 

son LcT CD4, la relevancia de estas células intrafoliculares  es por su posible participación 

en los procesos que ocurren dentro de los folículos como la reacción de centro germinal, 

donde estas células podrían realizar funciones de cooperación con los LcB (41), además 

de otras funciones como es el caso de los LcT foliculares (Tfh), estas células les dan 

señales de sobrevivencia a los LcB lo que mantiene la reacción del centro germinal que 

culminará con la selección de las clonas de LcB más aptas y la producción de anticuerpos 
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específicos para los Ags inductores de la reacción. Las Tregs podrían estar en constante 

funcionamiento regulando la presencia de Mfs, DCs y otras subpoblaciones de LcT o 

incluso las interacciones entre estas células (41), esto podría explicar por qué hay una 

mayor cantidad de Tregs dentro de la zona folicular de GLN que en el ILN (gráfica 11). 

 

 

CONCLUSIONES: 

La organización celular/histológica del GLN respecto al ILN es similar, ambos ganglios 

tienen bien definidas la zona medular y la zona folicular, sin embargo, los folículos de los 

GLN son más grandes que los del ILN (área total de folículos respecto al área total del 

ganglio). En cuanto a la distribución celular, hay una mayor frecuencia de células CD4+ 

intrafoliculares en el GLN comparado con el ILN. Se descartó que fueran poblaciones de 

Mfs y APCs, sin embargo, se encontró que hay una mayor frecuencia de células 

CD4+TCR ab+, TCR ab+FOXP3+ y CD4+CD3+ en el GLN, que en el ILN, estas tres 

poblaciones de LcT pueden estar cooperando con LcB que se encuentran en la zona 

folicular y regulando sus funciones. Esta distribución celular puede ser el resultado del 

microambiente en el que se encuentra cada ganglio ya que el GLN se encuentra en 

contacto con una gran cantidad de antígenos, importantemente, los alimentarios. 
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PERSPECTIVAS: 

 

• Analizar la población de LcT CD4+ TCRab+ intrafoliculares del ganglio gástrico, cuando 

se inocula un antígeno experimental por vía oral. 

 

• Analizar moléculas de activación (CD28, CD45, CTLA-4) de LcT CD4+ dentro de la zona 

folicular del GLN comparándolo con un ganglio no relacionado con el tracto 

gastrointestinal. 

 
• Analizar la población CD4+ intrafoliculares del GLN por medio de citometría de flujo 

con múltiples marcadores moleculares para LcT y compararlo con un ganglio no 

relacionado con el tracto gastrointestinal. 

•  Analizar si la población TCRab+FOXP3+ expresa citocinas (intracelulares) como TGF-

b, IL10, o IL4. 

• Analizar si la población TCRab+FOXP3+ se trata de Tregs o Tregs foliculares lo que se 

demostraría con la expresión de la molécula CXCR5. 
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