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Resumen:

El ganglio gastrico (GLN) es un 6rgano linfoide secundario localizado en la primera
curvatura (menor) del estomago; este ganglio entra en contacto con un gran nimero de
antigenos (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 encontrd una poblacion celular CD4+ en una
frecuencia alta dentro de la zona folicular, comparandolo con el ganglio inguinal (ILN),
un ganglio distante y no relacionado a las mucosas. Dado que diversas poblaciones
celulares expresan CD4 (macrofagos, células dendriticas y linfocitos T) quisimos
identificar y caracterizar la poblacion de células CD4 positivas intrafoliculares mediante
la expresion de otras moléculas presentes ya sea en macrofagos (CD206, CD169, a-Naftil
esterasa), en APCs (CDl11c) o LcT (THY-1, CD3, TCR af y y3.). Nuestros resultados
mostraron que las células CD4 positivas intrafoliculares también expresaron marcadores
caracteristicos de linfocitos T: CD3, THY-1 and TCRaf. Ademas dentro de la zona
folicular del GLN hay una mayor frecuencia de células TCR af+FOXP3+ (fenotipo
parecido a linfocitos T reguladores) comparado con el ILN, lo cual podria explicarse por

el microambiente del GLN donde hay una gran exposicion antigénica.

Vil



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, a-Naftil
esterase), APCs (CD11c) or LcT (THY-1, CD3, TCR aff and y3). Our results showed that
the intrafollicular CD4-positive cells also express characteristic T lymphocyte markers:
CD3, THY-1 and TCRap. Furthermore, within the GLN-follicle there is a higher
frequency of TCRa3+FOXP3+ cells (Regulatory T cell-like phenotype) compared to the
ILN, which could be explained by the GLN microenvironment and its high antigenic

exposure.

Vil



INTRODUCCION:

El tracto gastrointestinal

El tracto gastrointestinal es una estructura en forma de tubo constituido por la boca, el
esofago, el estdbmago, el intestino delgado, el intestino grueso, el recto y el ano (1, 34).
También forman parte de este sistema organos glandulares como las glandulas salivales,

el higado, la vesicula biliar y el pancreas (30).

El epitelio del tracto gastrointestinal varia dependiendo de las funciones que se realicen
en ¢l (34). El es6fago esta cubierto por un epitelio plano estratificado que ayuda a que los
alimentos se trasladen de un lado a otro. El estdmago esta recubierto por epitelio columnar
estratificado, ademas cuenta con glandulas secretoras que ayudan a la degradacion. Por
ultimo, el intestino esta cubierto por epitelio estratificado columnar con vellosidades y
microvellosidades que permite la absorcion de los nutrientes provenientes de los alimentos

(1,11).

Las funciones principales del tracto gastrointestinal incluyen digestion, absorcion de
nutrientes, movimiento y transporte de nutrientes (asi como agua y los electrolitos desde
el exterior al interior del organismo). La digestion se realiza por la secrecion de sustancias
para transformar las macromoléculas provenientes de los alimentos en moléculas

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

El tracto gastrointestinal esta constantemente en contacto con un gran niumero de Ags de
la microbiota comensal, de los alimentos y microbios potencialmente patdégenos, entre
otros (34). En este microambiente intervienen células del SI innato y adaptativo, las
Células Presentadoras de Antigenos (APCs) como los macrofagos (Mfs) y las Células
Dendriticas (DCs) desempefian un papel importante, orquestando en los ganglios
linfaticos las respuestas contra patdégenos y previniendo respuestas inmunitarias

inflamatorias en contra de la microbiota comensal y los Ags provenientes de los alimentos



en los ganglios linfaticos, Placas de Peyer (PP) y en los tejidos asociados a la mucosa del

intestino (MALT). (30)

Ganglios linfaticos

Los ganglios linfaticos 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 ¢l 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 mas delgadas conforme se acercan a la parte apical del ganglio. (13).

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

sanguineos, mientras las células endoteliales ayudan a la circulacion de fluidos (38).

Los ganglios linfaticos estan distribuidos a través del cuerpo estratégicamente y funcionan
como filtros del SI y sitios de encuentro entre células linfoides y antigenos, los Lc Ty B
interactuan 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

activacion, diferenciacion y proliferacion de células del SI (38, 54).

Los ganglios tienen tres compartimientos principales: la corteza, la paracorteza y la
médula, estos compartimentos estan delimitados por la distribucion de poblaciones
celulares como los Lc¢T y B (13). Los linfocitos B (LcB) se organizan en la region de la

corteza alrededor del borde del ganglio linfatico, formando foliculos. Dentro de estos



foliculos se encuentran las Células Dendriticas Foliculares (FDCs), que funcionan como
soporte y deposito de Ags para los LcB. Los linfocitos T (LcT) se encuentran adyacentes
a los foliculos de los LcB en el area medular, donde las Células Reticulares Fibroblasticas

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

Aunque los ganglios linfaticos tienen una estructura y una funcion muy similar, existen
diferencias entre ellos, los tejidos con los que se relacionan, asi como las poblaciones
celulares y la cantidad de antigenos que reciben modifica sus funciones y su tamafio (por

la actividad que posee el ganglio) (13).

Poblaciones celulares del ganglio linfatico

Los linfocitos provienen de precursores de la medula dsea, de donde pueden migrar al
timo, madurar ahi y diferenciarse en un linfocito T (LcT), para migrar después hacia los
organos linfoides secundarios. En cambio, los LcB salen de médula 6sea hacia la
circulacion como LCB virgenes, que pueden pasar al bazo para concluir su maduracion

(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 estd formado por una cadena ligera y una
cadena pesada de inmunoglobulina, junto a estos se encuentran unas proteinas invariantes
llamadas Iga e Igf que funcionan para llevar a cabo la sefializacion (48). Los LeB pueden
diferenciarse en la médula 6sea, el higado (s6lo en etapa fetal), el bazo y en la periferia

(48).

Los LcB son los responsables de la respuesta humoral, no necesitan de la presentacion del
Ag por las APCs, ya que son capaces de reconocer por si solos a los Ags y diferenciarse

a células productoras de anticuerpos. Los Linfocitos B y T mantienen una relacién



constante mediando las respuestas inmunologicas en contra de los Ags asi como regulando

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

En la zona folicular de los ganglios linfaticos se lleva a cabo la reaccion de Centro
Germinal (CG) donde los LcB son los principales participantes pero la cooperacion con
un subtipo de LcT es indispensable. De la reaccion 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. Ademas, aqui se
realizan procesos de regulacion especificos 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 caracteristico presente
en la membrana celular llamado TCR (T cell receptor). El TCR es un heterodimero
compuesto por dos cadenas polipeptidicas: cadena de receptor de células T alfa (TCRa)
y beta (TCRp) que se encuentran enlazadas por un enlace disulfuro (26). E1 TCR atraviesa
la membrana celular para mandar sefiales dentro de la célula y para realizar esta funcion
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
CDs.

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 proteinas de superficie, importantes para que el TCR
pueda reconocer péptidos provenientes de los antigenos asociados a moléculas MHC clase
IT generalmente Ags extracelulares (CD4) como es el caso de parasitos extracelulares,
bacterias, hongos, etc. y MHC clase I Ags intracelulares (CD8) como es el caso de los

virus que generalmente son parésitos intracelulares (41).



Las respuestas inmunes de los LcT hacia un estimulo pueden ser: la expansion clonal, la
produccion de citocinas, quimiocinas y células citoliticas 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 activacion de los PRRs (pattern

recognition receptor) (20).

Los LcT, CD4 y CDS tienen la capacidad de diferenciarse en células efectoras y células
de memoria (10). Las células T efectoras y de memoria son responsables de combatir
patdégenos durante una exposicion inicial a un Ag y en los reencuentros con los Ags,
respectivamente (28). Existen varias subpoblaciones de LcT: Thl, Th2, Th17, Tregs, T
foliculares, etc. Estas subpoblaciones de LcT se clasifican de acuerdo al perfil de citocinas
que secretan, a los factores de transcripcion que expresan, las interacciones con otras
células y a los receptores presentes en su superficie, que en ciertos casos les permite migrar

a zonas especificas. (12)

Respecto a algunas de las subpoblaciones de LcT, los linfocitos T reguladores (Tregs)
juegan un papel importante en la tolerancia ante los antigenos exogenos y endogenos,
modulan las respuestas de los LcB y limitan el tamano del Centro Germinal (GC); se
definen por ser LcT CD4+ y por expresar el factor de transcripcion FOXP3. (55) Mientras
que los linfocitos T foliculares (Tth) son una poblacion celular localizada dentro de los
foliculos de los ganglios linfaticos, realizan funciones para la formacion, mantenimiento
y crecimiento del centro germinal (GC) (12). Los Tfh interactian principalmente con los
LcB de los centros germinales, aquellos que tengan una mayor afinidad por su Ag

recibiran sefiales de sobrevivencia y proliferacion por parte de las Tth. (1, 12)

Macrofagos

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

particulas, que al ser degradadas pueden ser liberadas y mostradas de forma procesada



para alertar a células del SI. Los Mfs actian de forma rapida ante la llegada o el

reconocimiento de un Ag. (17, 50)

Los Mfs pueden estar presentes en la mayoria de los tejidos del organismo, siendo una de
las primeras barreras de defensa ante Ags, patdogenos, materia inorgéanica, etc. (8). Estas
células pueden producir un gran numero de sustancias (citocinas inflamatorias,
antiinflamatorias, especies reactivas de oxigeno y nitrogeno, ademas de producir el
complemento que ayudara a la opsonizacion de los Ags), a estas células se les dan nombres
especificos respecto a su localizacion en el organismo, por ejemplo: en Piel-células de
Langerhans, en cerebro-Microglia., en higado-células de Kupffer, ojo-macréfagos
intraoculares, pulmon-macréfagos alveolares, bazo-macréfagos del bazo, intestino-

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

Los Mfs de los ganglios linfaticos 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 cordon de la médula del ganglio. Estos Mfs pueden estar
presentes en dos condiciones bésicas: en “reposo” y en condiciones de inflamacion (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 linfaticos (49), esto permitird a los LcB que inicien una respuesta ante estos Ags,
también se cree que pueden transportar complejos Antigeno-Acs (56). Se sugiere que los
Mfs CD169+ podrian tener funciones inmunoldégicas muy importantes, como participar
en el mantenimiento de la tolerancia dentro de los ganglios linfaticos y el bazo,
comunicdndose con las DCs y acumuldandose dentro de los foliculos (9); ademas de ser
capaces de capturar exosomas secretados por otras células y regular su acceso a los

organos linfoides (9).

Con base en sus propiedades inflamatorias Se ha clasificado a los Mfs en dos tipos: Mfs
con activacion clésica o M1; y Mfs con propiedades antiinflamatorias, Mfs de activacion
alterna o M2; estas propiedades se deben a los diferentes programas metabdlicos 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



su membrana como CD68, CD80 y CD86; ademas de poseer propiedades en contra de
patdégenos como liberacion de citocinas pro-inflamatorias (IL-1f, IL-12, IL-18 y TNFa),
propiedades anti microbianas y de destruccion 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

parésitos, ademads de estar presentes en reacciones alérgicas. (9).

Células Dendriticas

Las DCs son células presentadoras de Ags profesionales (APCs), se especializan en
comunicarse con los LcT, los activan presentando antigenos 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 ratén se caracterizan principalmente con CDl11c y

CD103 (34).

Ganglio Gastrico

Hasta el momento en el raton se han caracterizado un total de 22 ganglios linfaticos
diferentes. En la region abdominal se encuentran varios ganglios linfaticos relacionados
con el tracto gastrointestinal y las principales arterias de la zona abdominal: pancreatico-

duodenal, asociado al yeyuno, los ganglios mesentéricos, colico y el gastrico (52)

En el raton el Ganglio Gastrico es un ganglio Unico (no pareado) que se encuentra en la
curvatura menor del estémago. (52) Hay muy poca informacion acerca de este ganglio,
tanto en raton como en humano. En el humano hay una mayor cantidad de ganglios
relacionados con el estdbmago, donde la mayoria de ellos se encuentran en pares o en

paquetes a diferencia con el raton que es un ganglio tinico (53).



Los ganglios linfaticos relacionados con el estdmago en el humano se clasifican de
acuerdo a la localizacion ya sea del estomago o de las arterias que pasan a través del
estomago (15, 42). En humano los ganglios linfaticos que se encuentran en una zona
similar a los del raton son los ganglios paracardiales, que estan a lo largo de la rama
cardioesofagica (42). La mayoria de los estudios en ganglios humanos de esta zona
anatomica son realizados en el contexto de alguna patologia como cancer gastrico, donde
los ganglios linfaticos aumentan su tamafio respecto a ganglios sanos, ademas de que el
tracto gastrointestinal se ve afectado en sus funciones, sobre todo por la obstruccion del
tracto. Con base en esto se buscan técnicas para pronosticar la enfermedad o técnicas para

realizar gastrectomias parciales que podrian evitar la propagacion de la enfermedad (53).

Justificacion:

En los ganglios linfaticos se inician las respuestas inmunoldgicas adaptativas, donde la
estructura, la organizacion y la composicion celular son muy importantes. El ganglio
gastrico es uno de los ganglios que primero entra en contacto con antigenos provenientes
tanto de la dieta, como de microorganismos comensales y patogenos potenciales, entre
otros. Por lo tanto, describir su organizacion y composicion celular en detalle sera

importante para entender la respuesta inmune propia del tracto gastrointestinal.



Objetivo:

Identificar y caracterizar fenotipicamente a las células CD4+ dentro del area folicular del
Ganglio Géstrico (GLN) murino, comparandolo con un ganglio no relacionado al tracto

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

Objetivos particulares:

 Analizar la expresion de moléculas caracteristicas de macrofagos (Mfs) (CD206,
CD169) en células CD4+ dentro del area folicular del GLN comparandolo con el ILN

en raton, mediante microscopia de epifluorescencia.

* Identificar si las células CD4+ intrafoliculares del GLN y del ILN son macrofagos

mediante la tincidon histoquimica de a-Naftil esterasa, que caracteriza a todo tipo de Mfs.

* Analizar la expresion de la molécula CD11c (APCs), en células CD4+ dentro del area
folicular del GLN comparandolo con el ILN en ratébn, mediante microscopia de

epifluorescencia.

* Evaluar la expresion de moléculas caracteristicas de linfocitos T (THY-1, CD3, TCR a3
y TCR v9) en células CD4+ dentro del area folicular del GLN comparandolo con el ILN,

mediante microscopia de epifluorescencia.

* Si la poblacion celular CD4+ intrafolicular expresa marcadores caracteristicos de LcT,
evaluar marcadores distintivos de LcT foliculares (Tth) como PD-1; y de LcT

reguladores (Tregs) FOXP3, mediante microscopia de epifluorescencia.



MATERIALES Y METODOS

Animales

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

parésitos intestinales y patdgenos especificos, provistos por el bioterio del CINVESTAV.

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

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

062-Z0O0-1999.

Anticuerpos
Anticuerpo Marca # Catalogo
CD4 purificado BD Pharmingen 550278
IgG Rata isotipo Jackson 012-000-003
B220 purificado ascitis | =
THY 1.2 anti raton Bector Dickinson Lot. M0655
biotinado
Alexa 488 Invitrogen A11008
Estreptavidina Alexa Fluor | Invitrogen 532359
610
CD 206 biotinado Bio-Rad Serotec MC4-2235B
CD169 purificado Bio-Rad Serotec MCA947
CD3 purificado anti- BD Pharmingen 550275
Hamster
EstreptavidinaAlexa Fluor | Invitrogen 567281
594 anti-Hamster
CD 11 c anti-Hamster BD 553800
CD4 biotinado BD Pharmingen 01072D
TCR o biotinado BD Pharmingen 1554-90
FOXP3 eBioscience 14-5773-82
TCR y3 BD Pharmingen 553175
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Histologia

Después del sacrificio de los ratones, se extrajeron los ganglios gastricos (GLN) y los
ganglios inguinales (ILN). Los 6rganos fueron incluidos en medio de criopreservacion
(Jung Tissue freezing medium) y a partir de ellos se obtuvieron crio-cortes de 4 a 6 pm de
grosor utilizando el criostato Leica CM1520. Las muestras se fijaron con acetona a -20°C

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 bloque6 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 imagenes fueron interpretadas en el software Image J con la extension Fiji. (National

Institutes of Health, NIH, USA).

Ensayo de a-Naftil esterasa

Se utilizaron un total 9 ganglios linfaticos, en grupos de 3 en 3 experimentos
independientes. Mediante este ensayo de inmunohistoquimica es posible identificar a los
macrofagos, los cuales poseen grandes cantidades de enzimas esterasas. Al agregar el
sustrato de la esterasa (a-Naftil), este es degradado y sufre un cambio conformacional que

da lugar a un color negro, indicando asi las células positivas. Las células positivas se
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detectaron en el microscopio Optico y las imdgenes se capturaron en el microscopio de

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

Estadistica

Evaluacion del area folicular respecto al area total de los ganglios linfaticos GLN e

ILN.

Utilizando las imagenes obtenidas para 8 GLN y 8 ILN se registro el area total de cada
ganglio en unidades cuadradas del software Image J Fiji; a continuacion, para evaluar el
area folicular total de cada ganglio se sumo¢ el area de cada foliculo y se le resto al area

total del ganglio linfatico.

Area total del ganglio — Area folicular total (foliculo 1+ foliculo 2 + foliculo 3.......)

Para el andlisis estadistico del area folicular total respecto al ganglio linfatico se realizd

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

Comparacion del tamafio entre las células CD4+ intrafoliculares del GLN y del ILN.

Se contaron 50 células CD4+ intrafoliculares del GLN e ILN provenientes de diferentes
foliculos de 9 ganglios linfaticos, obtenidos de 3 experimentos independientes, se midio
el area en pixeles de una distancia conocida en micras para establecer un pardmetro y se

midio el area de cada célula con el software Image J Fiji.

Teniendo los datos de las 50 células CD4+ del GLN e ILN, se realizo un analisis
estadistico 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 tamafio 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 permitioé visualizar a
tres poblaciones celulares diferentes en cada experimento, dos poblaciones con marcaje
simple y una poblacion con doble marcaje. Se contabilizaron las tres poblaciones positivas

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

Se analizaron al menos 9 ganglios linfaticos por experimento de los cuales se contaron las
células intrafoliculares de al menos 10 foliculos diferentes, provenientes de 3

experimentos independientes.

La diferencia entre grupos se evalud con un analisis ANOVA de una via, se considero
estadisticamente significativo un valor de P menor a 0.05. El analisis estadistico y las
graficas se efectuaron utilizando el software GraphPad PRISM 5.0 para Mac (GraphPad
software, San Diego California USA).
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RESULTADOS:

Evaluacion morfologica de los ganglios gastrico (GLN) e inguinal (ILN)

Después de la obtencion de los ganglios, se midieron para comparar su tamafio y

morfologia. De acuerdo con las mediciones realizadas, EIl GLN mide aproximadamente

un milimetro y el ILN 3 milimetros, aproximadamente triplicando el tamafio del GLN.

ILN GLN

Figura 1. Comparacion de tamafio del ILN
y el GLN. Se muestran a la izquierda el ILN y
a la derecha el GLN, ambos estan colocados
frente a una regla con centimetros y

milimetros.

Distribucion celular de linfocitos en el ILN y el GLN.

Para evaluar la distribucion celular de los ganglios utilizamos la técnica de
inmunofluorescencia, marcando moléculas caracteristicas de linfocitos By T (LcB y LcT)
que son las poblaciones con mayor frecuencia en los ganglios linfaticos. 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 distribucién 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 tamafio del area folicular del GLN respecto al area 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 area folicular, el nimero de foliculos en
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promedio del GLN y el ILN y el porcentaje de area por foliculo respecto al area total del
ganglio del GLN e ILN (grafica 1, grafica 2 y grafica 3).

Al evaluar la distribucion con las moléculas CD4 y B220 observamos que dentro de la
zona folicular del GLN hay una frecuencia alta de células CD4+. Las cé¢lulas CD4+ dentro
de la zona folicular del GLN parecian ser mas grandes que las células CD4+
intrafoliculares de los ILN, el area de estas células CD4+ fue medida por el software Image
J 64 Fiji for Mac OS X (Madison, Wisconsin, USA) y se encontrd que las células CD4+
del GLN son mas grandes que las células CD4+ del ILN (grafica 3).

Ganglio Inguinal

Ganglio Gastrico

Figura 2. Comparacion del area folicular respecto al area total del GLN e ILN de
raton. (A) Imagen panoramica (10x) del GLN, se muestra el tamafio de los foliculos que
son representados por la expresion en rojo de la molécula B220 y en verde se muestra la
zona medular representada por las células que expresan CD4. (barra de escala =200p). (B)
imagen panoramica del ILN (4x) donde se observa el tamafio de los foliculos
representados por las células que expresan B220 en rojo y la zona medular representada

por células CD4+ en color verde (barra de escala =500p).
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Ganglio Gastrico

Ganglio Inguinal

Figura 3. Expresion 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
magnificacion de C en
40X mostrando a las
células CD4+ dentro del
area folicular. La linea
blanca externa en A y D
delimita el perimetro del
ganglio, y en el interior el

area folicular.
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Grafica 1. Area folicular respecto
al area total del ganglio (GLN e
ILN). Porcentaje del area folicular
respecto al area total del ganglio.
(Izquierda GLN, derecha ILN).
Cada punto y cuadro representan a
un ganglio linfatico independiente.
Los datos se obtuvieron de 3
experimentos independientes donde

se utilizaron ocho GLN y ocho ILN.

Grafica 2. Numero de foliculos
promedio en el GLN e ILN. A
pesar de que el area folicular del
GLN abarca maés del area total de
ganglio linfatico que el ILN el
numero de foliculos por ganglio es
menor, esto nos muestra la
diferencia de tamafios entre los
foliculos del GLN (maés grandes) y
el ILN.
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Grafica 3. Porcentaje de darea por
foliculo respecto al area total del
ganglio del GLN e ILN. Diferencia de
tamafo entre los foliculos del GLN e
ILN, los foliculos del GLN abarcan una

mayor area que los foliculos del ILN.

Grafica 4. Tamaiio de las células
CD4+ en la zona folicular del
GLN y el ILN. Comparacioén del
tamano de las células CD4+ del
GLN (izquierda) y del ILN
(derecha) (cada circulo representa a

una célula). Los datos se obtuvieron
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de tres experimentos
independientes donde se midieron

50 células.
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Caracterizacion de células CD4+ dentro del area folicular del GLN analizando

moléculas caracteristicas de macréfagos (Mfs).

Después de observar que las células CD4+ intrafoliculares del GLN son mas grandes que
las del ILN, analizamos moléculas caracteristicas 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 utiliz6 el ensayo de de a-Naftil esterasa (figura 6), una técnica de inmunohistoquimica,
para corroborar la localizacion de todas las poblaciones de Mfs en los dos ganglios y asi
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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Ganglio Inguinal

Ganglio Gastrico

Figura 4. Expresion de CD4 y CD206 en el ILN y en el GLN. (A, D) muestran la
expresion de la molécula CD4. (B, E) muestran la expresion de CD206, que no se
encuentra cerca del drea folicular, ni se expresa en conjunto con CD4 (C, F). La linea

blanca delimita los ganglios linfaticos al exterior, y al interior la zona folicular.
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Ganglio Inguinal

Ganglio Gastrico

Figura 5. Expresion 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)
Expresion de CD4. Traslape de las iméagenes, CD 169 no coincide con CD4 dentro del area
folicular (C, F). La linea blanca delimita los ganglios linfaticos y al interior a la zona

folicular.
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Figura 6. Identificacion de la poblacion total de macrofagos mediante el ensayo de a-
Naftil esterasa. (A) Imagen panordmica a un aumento de 4x en el ILN, las células
positivas se ven en color negro. (B) Magnificacién de un foliculo del ILN a 40X, células
positivas al ensayo se sefalan con flechas rojas. (C) Imagen panoramica del GLN a 10x,
células en negro son positivas al ensayo. (D) Magnificacion de un foliculo del GLN,
células positivas al ensayo se sefialan con flechas rojas. Linea punteada en (A, B, C y D)

delimitan la periferia de los ganglios y el area folicular en el interior.
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Ganglio Inguinal

Ganglio Gastrico

Una vez que determinamos que las células CD4+ intrafoliculares del GLN no son Mfs,
buscamos una molécula caracteristica de APCs, ya que éstas también pueden expresar
CD4. Analizamos la distribucion 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 CD11lc+ se encontraron
principalmente en la zona medular y en la zona entre los foliculos en el GLN y el ILN. En
el GLN hay presencia de células CD11c+ en el area folicular pero estas células no

expresaron CD4.

Figura 7. Expresion 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 linea blanca delimita los ganglios linfaticos y en el interior la zona

folicular.
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Analisis de moléculas caracteristicas de Linfocitos T (THY-1, CD3, TCR af§, FOXP3
y TCR y9)

Después de descartar que la poblacion de células CD4 positivas intrafoliculares estuviera
conformada por macrofagos o APCs, analizamos moléculas caracteristicas de LcT que
también pueden expresar CD4. Primeramente se realiz6 una tincion para la molécula TCR
13, por la localizacion del GLN (tracto gastro intestinal) es probable que haya presencia
de LcT TCR yd ya que estas células son abundantes en el tracto gastrointestinal.
Realizando el experimento para analizar TCR y6 y CD4 (figura 8) encontramos que la

expresion de TCR yd es muy baja en ambos ganglios, sobre todo en el GLN.

Posteriormente analizamos la expresion 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 (grafica 5), mientras que en el GLN se encontr6 una

mayor frecuencia de células CD4+ simples (grafica 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+ (grafica 6) el ILN tuvo una cantidad
mayor de células CD3+CD4- (grafica 7). Para corroborar que las células de interés eran
LcT después de analizar THY-1 y CD3, evaluamos la expresion del TCR aff (y CD4)
(figura 11), observamos que el GLN tenia una frecuencia de células CD4+ TCR o3+ alta
dentro de la zona folicular, comparado con el ILN (grafica 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 poblacion, para lo cual realizamos una tincion para el
factor de transcripcion FoxP3, que identifica mayoritariamente a LcT reguladores (Tregs).

(figura 12). Pudimos identificar células TCR a+FOXP3+ en el GLN y en el ILN, siendo
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el GLN el que presenta una mayor cantidad de células TCR af+FOXP3+ dentro de la

zona folicular (grafica 10).

Ganglio Inguinal

Ganglio Gastrico

Figura 8. Expresion de CD4 y TCR 76 en el ILN y el GLN. (A, E) expresion de CD4,
(B, F) expresion de TCR yd, hay pocas células que expresen esta molécula, no hay células
TCR y6+ dentro de la zona folicular en ninguno de los dos ganglios , (C, G) traslape de
las imagenes donde se ven células CD4+ TCR yo+. La linea blanca delimita los ganglios

linfaticos y la zona folicular
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Ganglio Inguinal

Ganglio Gastrico

Ganglio Gastrico

st
7

Figura 9. Expresion de las moléculas CD4 y THY-1 en el ILN y en el GLN. (A)
Expresion de CD4 en el ILN, (B) la expresion de THY-1, en el traslape (C) se encuentra
una dentro del area folicular, mientras que en el GLN hay una frecuencia
mayor de células dentro del area folicular (F) donde se expresan dos poblaciones distintas:

y CD4+THY-1-. G, H, I, se muestra una magnificacion de D, E, F (GLN)
donde la poblacién celular es sefialada con flechas azules (I). La linea

blanca delimita los ganglios linfaticos y la zona folicular en el interior.
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Ganglio Inguinal

Ganglio Gastrico

Ganglio Gastrico

Figura 10. Expresion 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+ y CD4+CD3-.
(G, H, I) muestra la magnificacion del area folicular del GLN (D, E, F), las flechas azules
sefalan a las células CD4+CD3+ dentro del area folicular del GLN (I). La linea blanca

delimita los ganglios linfaticos y la zona folicular en el interior
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Células CD4+THY-1+ totales/ foliculo

Células CD4+ totales/ foliculo

Grafica 5. Células CD4+THY-1+
totales en el area folicular del ILN y el
GLN. Células totales en el 4area
folicular, cada circulo representa un
foliculo diferente. Los datos se
obtuvieron de tres experimentos
independientes donde se utilizaron 3

ratones Balb/c respectivamente.

Grafica 6. Células CD4+ totales
en el area folicular del ILN y el
GLN. Células totales en el area
folicular, cada circulo representa un
foliculo diferente. Los datos se
obtuvieron de tres experimentos
independientes donde se utilizaron

3 ratones Balb/c respectivamente.
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Grafica 7. Células
CD4+CD3+ totales en el
area folicular del ILN y el
GLN. Cé¢lulas CD4+CD3+
totales en el area folicular,
cada circulo representa un
foliculo diferente. Los datos
se obtuvieron de tres
experimentos independientes

donde se utilizaron 3 ratones

Balb/c respectivamente.

Grafica 8. Células CD3+
totales en el area folicular
del ILN y el GLN. Células
totales en el area folicular,
cada circulo representa un
foliculo diferente. Los datos
se obtuvieron de tres
experimentos independientes
donde se utilizaron 3 ratones

Balb/c respectivamente.
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Ganglio Gastrico

Ganglio Inguinal

Figura 11. Expresion de
CD4 y TCR af en el
ILN y GLN. (A, E) se ve
la expresion de CD4, (B,
F) Expresion de TCR a3,
localizado en la zona
medular y en la zona
folicular del GLN, (C, G)
traslape de las imagenes,
(D, H) magnificaciéon de
(C, G) 40 x donde se
pueden ver células

en una
frecuencia alta en el GLN
(D). La linea blanca
delimita los ganglios
linfaticos y al interior la

zona folicular.
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Grafica 9. Células CD4+TCR
op- totales en el area
folicular del ILN y el GLN.
Células FOXP3+TCRaB-
totales en el area folicular, cada
circulo representa un foliculo
diferente. Los datos se
obtuvieron de tres
experimentos independientes
donde se utilizaron 3 ratones

Balb/c respectivamente.

Grafica 10. Células CD4+TCR
op+ totales en el area folicular
del ILN y el GLN. C¢lulas
CD4+TCRo+ totales en el area
folicular, cada circulo representa
un foliculo diferente. Los datos
se obtuvieron de tres
experimentos  independientes
donde se utilizaron 3 ratones

Balb/c respectivamente.
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Ganglio Gastrico

Ganglio Inguinal

Figura 12. Expresion
de FOXP3 y TCR of
en el ILN y el GLN.
(A, E) expresion de
FOXP3, abundante en
la zona medular, (B, F)
expresion de TCR af3,
(C, G) traslape de las
imagenes donde se ven
células FOXP3+ TCR
off+ dentro de la zona
folicular de los dos
ganglios. (D, H)
muestra una
magnificacion en 40X
de (C, G) donde se ven
con mayor detalle las
células FOXP3+ TCR
off+ dentro de la zona
folicular. La linea
blanca delimita los
ganglios linfaticos y la
zona folicular en el

interior.
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Grifica 11. Células FOXP3+TCR af+ totales en el area folicular del ILN y el GLN.
Células FOXP3+TCRap+ totales en el area folicular en ambos ganglios, cada circulo
representa un foliculo diferente. Hay una mayor frecuencia de células FOXP3+TCRop+
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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DISCUSION:

Los ganglios linfaticos son 6rganos linfoides secundarios formados principalmente por
linfocitos By T (LcB y LcT), otras células como las células dendriticas y los macrofagos
(1, 30) se encuentran con menor frecuencia dentro de los ganglios linfaticos. A grandes
rasgos los LeB y LeT delimitan y conforman los compartimientos y zonas de los ganglios
linfaticos: la zona medular y la zona folicular (13, 24). Estos 6rganos estan distribuidos
en el organismo estratégicamente y son el sitio de encuentro entre las células del Sistema
Inmune (SI) y los Antigenos (Ags), donde cada Ag tendria las posibilidades de encontrar
su Lc correspondiente para que se lleven a cabo reacciones inmunologicas especificas en
contra de estos Ags, o bien sean reconocidos como moléculas inofensivas realizando una

respuesta tolerogénica (1, 24).

Debido a su ubicacién anatémica, el Ganglio Gastrico (GLN) es uno de los primeros
ganglios en entrar en contacto con los Ags provenientes de la dieta, la microbiota y
patdgenos potenciales en los alimentos, sin embargo, existe poca informacion acerca de
las poblaciones celulares que conforman este ganglio en condiciones basales, por ello nos
interesod estudiar este 6rgano 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 distribucion celular general del GLN e ILN observamos que la organizacion
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 expresion de las moléculas B220 (LcB) y CD4 (LcT) (figura 2).

Comparando ambos ganglios, encontramos que el ILN précticamente triplica el tamafio
del GLN y al analizar a las moléculas B220 y CD4, evaluando su distribucion general nos
percatamos de que el area folicular del GLN (la suma de los foliculos de un ganglio)
respecto al area total del ganglio es mas grande que el del ILN (figura 2). El 4rea folicular

del GLN abarco una gran parte del ganglio linfatico, ya que sus foliculos son muy grandes,
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obteniendo el porcentaje del area folicular respecto al area total del ganglio notamos que
el area folicular abarcaba aproximadamente un 60% (grafica 1) del ganglio mientras que
en el ILN se observo un mayor numero de foliculos (grafica 2) pero con un tamano mucho
menor, donde el area folicular representd aproximadamente un 40 % del area total del
ganglio. El tamafo de los foliculos 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
tendrian que estar en una proliferacion constante, tal vez en reaccion de centro germinal y

produccion de anticuerpos (34), esto explicaria el gran tamafio de los foliculos del GLN.

Interesantemente, dentro de la zona folicular del GLN encontramos una poblacion celular
CD4 positiva en una frecuencia alta comparandolo con el ILN, donde estas cé¢lulas CD4+
se presentan, pero en menor numero. (figura 3). CD4 es una molécula que se expresa
principalmente en la superficie de los LcT, es comun utilizar a esta molécula como un
marcador caracteristico pero no exclusivo de esta poblacion celular (25), ya que también
puede expresarse en otras poblaciones celulares como: células presentadoras de antigenos
(APCs) y macrofagos (Mfs) (13, 15, 26). Ademas nos llamo la atencion que las células
CD4+ intrafoliculares del GLN eran més grandes que las células CD4+ del ILN (Grafica
4), esto podria sugerir que podrian tratarse de macrofagos (Mfs), lo que nos llevo a analizar

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

El tracto gastrointestinal debe de estar en una regulacion 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 expresion 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 esperabamos que
las células CD4+ intrafoliculares del GLN también expresaran CD206, por el tamafio 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 poblacion de Mfs que puede estar en la zona folicular de los ganglios linfaticos son

los Mfs CD169+ (9), esta subpoblacion de Mfs se encuentra principalmente en la zona
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subcapsular, precisamente a la llegada de Ags por via linfatica, estos Mfs estan en
constante transito dentro y fuera del foliculo, realizando presentacion antigénica e
interactuando con otras células del SI (57). Se ha propuesto que esta poblacion de Mfs
estd 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 linfatico 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 sélo en la zona
subcapsular, en ambos ganglios. A pesar de que el GLN est4d en contacto con muchos
antigenos los Mfs CD169+ no parecen interactuar constantemente con las células CD4+
que se encuentran dentro del foliculo, esto podria indicar que los Mfs CD169+ en el GLN
podrian enfocarse en bloquear la entrada de los Ags mas que tener una funcion reguladora
por medio de la cooperacion celular o la presentacion de Ags, las células CD4+

intrafoliculares podrian 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 o-Naftil Esterasa (figura 6), esta prueba, es una tincién de
inmunohistoquimica que marca a la poblacion 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, ademas 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 macréfagos totales y en la intensidad en la que expresa
el ensayo de a-Naftil Esterasa, ya que en el GLN los macro6fagos presentan un color negro
intenso y en el ILN no, esto podria ser el resultado de alguna actividad metabolica que

necesite mayor expresion de la esterasa (7).

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

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

Otra poblacion celular que puede expresar CD4 son las Células Presentadoras de
Antigenos (APCs), estas células también pueden encontrarse dentro de la zona folicular

de los ganglios linfaticos, generalmente estas células se encargan de procesar Ags, entrar
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a la zona folicular y presentarlos para llevar a cabo reacciones inmunolégicas, sobre todo
la produccion de anticuerpos ante estos Ags por parte de los LeB, (23) ademas 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 CDl11c (figura 7) que es caracteristica 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 caracteristicas de Mfs
o APCs y con las evidencias del ensayo de a-Naftil Esterasa comprobamos que no se

trataba de estas poblaciones macrofagicas.

Otras células que pueden expresar CD4 son los LcT. La mayoria de los LcT poseen un
TCR of} sin embargo, existe otra subpoblacion de LcT que expresan un TCRyd (1). Estos
LcT yd0 se encuentran localizados principalmente en piel, epitelios del tracto
gastrointestinal y del tracto de los sistemas reproductores. Estas zonas estdn compuestas
por barreras fisicas, 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 yd donde participan en la homeostasis de los tejidos, ya que estan involucradas en la
reduccion de la proliferacion de las células epiteliales, reparacion y en detectar Ags
lipidicos (34). Por estos motivos buscamos LcT y6 en el GLN y en el ILN junto con CD4
(Figura 8). Lo que encontramos es que hubo muy pocos LcT yd en los dos ganglios
linfaticos, esperabamos que hubiera una frecuencia alta de LcT yd en el GLN comparado
con el ILN, porque el GLN se encuentra en el tracto gastrointestinal, sin embargo el
ganglio es un 6rgano especializado y no tiene las mismas propiedades y no esta 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 -

I junto con CD4 (figura 9), encontramos que hubo una frecuencia alta de células
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CD4+THY-1+ (grafica 5) y CD4+THY-1- dentro de la zona folicular del GLN
comparandolo con el ILN (grafica 6), donde la mayoria 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 ademas de los LcT, por las condiciones el GLN es posible que haya

una mayor variedad de células.

Siguiendo con la caracterizacion de estas células analizamos la expresion 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- (grafica 8) , lo que nos indica que la
mayoria 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 (grafica 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 vy las células CD4+CD3- que podrian ser una poblacion 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 foliculos del GLN
hay una poblacion celular que no expresa CD3 pero si expresa THY-1, para poder
determinar que estas células son o no LcT analizamos la expresion de CD4 y TCR a3
(figura 11) , la mayoria de los LcT que se encuentran en los ganglios linfaticos poseen un
TCR af (30), con este experimento encontramos una frecuencia alta de células CD4+
TCR af-, intrafoliculares del GLN comparandolo con el ILN (grafica 9) y de células
CD4-TCR af+, estos resultados indican que hay una mayor cantidad de LcT TCR af y
de células que expresan CD4 que no son LcT, ademés el GLN tiene mas células CD4+
TCR af}+ (grafica 10) dentro del area folicular que el ILN, estas células son LcT CD4, es
posible que estas células se encuentren activadas lo que explicaria por qué las células

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

Previamente en dos reportes se ha mencionado una poblacion de células TCR
of+CD4+THY-1- en Placas de Peyer (PP) (5) y en el Ganglio Mesentérico (30); se cree

que esta poblacion celular estd implicada en la formacion del GC ya que la presencia de
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LcT es indispensable para la formacion y mantenimiento del GC, ademads la mayoria de
los LcT que participan en el GC en las PP no expresan THY-1 (5), sin embargo atin hay
presencia de LcT THY-1+ dentro de la zona folicular. La funciéon de THY-1 es
desconocida pero se cree que esta molécula esta implicada en la activacion de los LcT
(31). Es posible que estos LcT pierdan o bajen la expresion de THY-1 para evitar una

cooperacion inespecifica.

Como el GLN es un ganglio que est4 en contacto con muchos antigenos, son necesarios
procesos de regulacion (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 mayoria
de estas células son LcT CD4 (verificado con el TCR a3 y CD4), como sospechamos que
hay muchos procesos de regulacion dentro de los foliculos de los GLN buscamos una

subpoblacion de LcT encargado de estos procesos, los LeT reguladores o Tregs.

FOXP3 es un factor de transcripcion que se expresa principalmente en Tregs (49), por ello
analizamos la expresion de esta molécula junto con la expresion del TCR ofy para
analizar si las células que se encuentran dentro del foliculo del GLN se tratan de Tregs
(figura 12), pudimos ver en el GLN una frecuencia mayor de células TCR af+FOXP3+
que en el ILN (grafica 11), esto junto con los otros experimentos nos indicaria que en el
GLN hay una mayor cantidad de células donde la mayoria 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 comparacion con el ILN es un ganglio muy pequeio, a pesar de esto tiene una
mayor frecuencia de células dentro de la zona folicular, donde la mayoria de estas células
son LcT CD4, la relevancia de estas células intrafoliculares es por su posible participacion
en los procesos que ocurren dentro de los foliculos como la reaccion de centro germinal,
donde estas células podrian realizar funciones de cooperacion con los LeB (41), ademas
de otras funciones como es el caso de los LcT foliculares (Tth), estas células les dan
sefiales de sobrevivencia a los LcB lo que mantiene la reaccion del centro germinal que

culminard con la seleccion de las clonas de LecB mas aptas y la produccion de anticuerpos
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especificos para los Ags inductores de la reaccion. Las Tregs podrian estar en constante
funcionamiento regulando la presencia de Mfs, DCs y otras subpoblaciones de LcT o
incluso las interacciones entre estas células (41), esto podria explicar por qué hay una

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

CONCLUSIONES:

La organizacion celular/histologica del GLN respecto al ILN es similar, ambos ganglios
tienen bien definidas la zona medular y la zona folicular, sin embargo, los foliculos de los
GLN son mas grandes que los del ILN (4rea total de foliculos respecto al area total del
ganglio). En cuanto a la distribucion celular, hay una mayor frecuencia de células CD4+
intrafoliculares en el GLN comparado con el ILN. Se descart6 que fueran poblaciones de
Mfs y APCs, sin embargo, se encontr6 que hay una mayor frecuencia de células
CD4+TCR af+, TCR ap+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 distribucion 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 antigenos, importantemente, los alimentarios.
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PERSPECTIVAS:

¢ Analizar la poblacion de LcT CD4+ TCRap+ intrafoliculares del ganglio géstrico, cuando

se inocula un antigeno experimental por via oral.

e Analizar moléculas de activacion (CD28, CD45, CTLA-4) de LcT CD4+ dentro de la zona
folicular del GLN comparandolo con un ganglio no relacionado con el tracto

gastrointestinal.

e Analizar la poblacion CD4+ intrafoliculares del GLN por medio de citometria de flujo
con multiples marcadores moleculares para LcT y compararlo con un ganglio no
relacionado con el tracto gastrointestinal.

¢ Analizar si la poblaciéon TCRap+FOXP3+ expresa citocinas (intracelulares) como TGF-
B, IL10, o ILA4.

¢ Analizar si la poblacion TCRo+FOXP3+ se trata de Tregs o Tregs foliculares lo que se

demostraria con la expresion de la molécula CXCRS.

41



BIBLIOGRAFIA:

10.

. Abul K. Abbas, Andrew H. Lichtman y Shiv Pillai (2008) Inmunologia Celular

y Molecular 6* edicion. Capitulo 3 pagina 60 de 566. Elsevier Barcelona
Espana.

Andrew G. Lytlea, Shixue Shena and James P. McGettigana. (2015) Lymph Node
but Not Intradermal Injection Site Macrophages Are Critical for Germinal Center

Formation and Antibody Responses to Rabies Vaccination. J. Virol.

doi:10.1128/JV1.03409-14 (2015).

. Ashley Moseman, Ulrich von Andrian. http:/www.cell.com/immunity/image-

resource-lymphnode Harvard Medical School.

Benoit Salomon, José L. Cohen, Carole Masurier and David Klatzmann. (1998)
Three Populations of Mouse Lymph Node Dendritic Cells with Different Origins
and Dynamics. J Immunol 1998; 160:708-717

. Biao Zheng, Shuhua Han, and Garnett Kelsoe. (1996) T helper cells in murine

germinal centers are antigen-specific emigrants that downregulate Thy-1. The
Journal of Experimental Medicine, 184(3), 1083—1091.

Brian L Kelsall & Maria Rescigno. (2004) Mucosal dendritic cells in immunity
and inflammation. Nature Immunology Volume 5 Number 11 november 2004.
Brown, R. & Wolman, M. Histochem J (1981) Differentiation of macrophages
from Lewis lung carcinoma tumour cells in tissue sections by their a-naphthyl
butyrate esterase activity 13: 975. https://doi.org/10.1007/BF01002637

Calum C. Bain Allan Mcl. Mowat. (2014) Macrophages in intestinal homeostasis
and inflammation. Immunological Reviews 2014 Vol. 260: 102—-117
Chavez-Galan L, Olleros ML, Vesin D and Garcia I (2015) Much more than M1
and M2 macrophages, there are also CD169+ and TCR+ macrophages. Front.
Immunol. 6:263. doi: 10.3389/fimmu.2015.00263

Chisolm DA and Weinmann AS. (2015) TCR-signaling events in cellular
metabolism  and  specialization.  Front.  Immunol.  6:292.  doi:

10.3389/fimmu.2015.00292. (2015).

42



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Cindy Gutzeit, Giuliana Magri, & Andrea Cerutti. (2014) Intestinal IgA
production and its role in host-microbe interaction. Immunol Rev. 2014 Jul;
260(1): 76-85. doi: 10.1111/imr.12189.

Crotty Shane (2014) T Follicular Helper Cell Differentiation, Function, and Roles
in  Disease. Immunity, Volume 41, Issue 4, 529 — 542,
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2014.10.004

Cynthia L. Willard-Mack. (2006) Normal Structure, Function, and Histology of
Lymph Nodes. the Society of Toxicologic Pathology 34:409-424, 2006.

David Vremec, Joanne Pooley, Hubertus Hochrein, Li Wu and Ken Shortman.
(2000) CD4 and CD8 Expression by Dendritic Cell Subtypes in Mouse Thymus
and Spleen. The Journal of Immunology March 15, 2000 vol. 164 no. 6 2978-
2986.

Degiuli, M., De Manzoni, G., Di Leo, A., D’Ugo, D., Galasso, E., Marrelli, D.
Morino, M. (2016). Gastric cancer: Current status of lymph node
dissection. World ~ Journal  of  Gastroenterology, 22(10),  2875-2893.
http://doi.org/10.3748/wjg.v22.110.2875

Eiji Esashi, Hiroaki Ito, Katsuhiko Ishihara, Toshio Hirano. (2004) Development
of CD4+ Macrophages from Intrathymic T Cell Progenitors Is induced by Thymic
Epithelial Cells. J Immunol 2004; 173:4360-4367

Elizabeth E. Gray and Jason G. Cyste. (2012) Lymph nodes Macrophage.
Howard Hughes Medical Institute and Department of Microbiology and
Immunology, University of California San Francisco, 513 Parnassus Ave., San
Francisco, CA 94143-0414.

Gabriel D. Victora and Michel C. Nussenzweig. (2012) Germinal Centers. Annu.
Rev. Immunol. 2012. 30:429-57

George Ramsay and Doreen Cantrell. (2015) Environmental and metabolic
sensors that control T cell biology Front Immunol. 2015; 6: 99. Published online
2015 Mar 17. doi: 10.3389/fimmu.2015.00099 (2015).

Howard W. Steer and Robert A. Foot. (1987) Changes in the medulla of the
parathymic lymph nodes of the rat during acute gastro-intestinal inflammation. J.

Anat. (1987), 152, pp. 23-36. (1987).

43



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Ine Vanderleyden, Michelle A Linterman y Kenneth GC Smith. (2014)
Regulatory T cells and control of the germinal centre response. Vanderleyden et
al. Arthritis Research & Therapy 2014, 16:471, 2014

Jacques Banchereau, Francine Briere, Christophe Caux, Jean Davoust, Serge
Lebecque, Yong-Jun Liu, Bali Pulendran and Karolina Palucka. (2000)
Immunobiology of Dendritic cells. Annu. Rev. Immunol. 2000. 18:767-811.
Jaehak Oh and Jeoung-Sook Shin. (2015) The Role of Dendritic Cells in Central
Tolerance. Immune Network 2015;15(3):111-120].

Janeway CA Jr, Travers P, Walport M. (2001) Immunobiology: The Immune
System in Health and Disease. 5th edition., et al. New York: Garland Science.
Jennifer A. Punt, Wendy Havran, Ryo Abe, Apurva Sarin and Alfred Singer.
(1997) T Cell Receptor (TCR)-induced Death of Immature CD4+CDS8+
Thymocytes by Two Distinct Mechanisms Differing in Their Requirement for
CD28 Costimulation: Implications for Negative Selection in the Thymus. J Exp
Med. 1997 Dec 1; 186(11): 1911-1922.

John P. Smitha, Gregory F. Burtonb, John G. Tew. (1998) Tangible Body
Macrophages in Regulation of Germinal Center Reactions. Develomental
Immunology, 1998, Vol 6 pp 285-294.

Jonathan A. Rebhahn, Nan Deng, Gaurav Sharma, Alexandra M. Livingstone, Sui
Huang and Tim R. Mosmann. Eur. (2014) An animated landscape representation
of CD4+ T-cell differentiation, variability, and plasticity: Insights into the
behavior of populations versus cells. J. Immunol. 2014. 44: 2216-2229.

Luisa Martinez-Pomares1 y Siamon Gordon (2007) Antigen Presentation the
Macrophage Way. Institute of Infection, Immunity and Inflammation, School of
Molecular Medical Sciences, University of Nottingham, Queen’s Medical
Centre, Floor A, West Block, room 1323, Nottingham, NG7 2UH, UK
Maceiras, A. R., Fonseca, V. R., Agua-Doce, A. and Graca, L. (2017), T follicular
regulatory cells in mice and men. Immunology, 152: 25-35.
doi:10.1111/imm.12774

Maria Teresa Rugeles Lopez, Carlos Julio Montoya Guarin (2009) Inmunologia.

Una ciencia activa 2.a edicion, Capitulo 5, pagina 130 de 710, Universidad de

44



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Antioquia, Colombia.

Martina Mihalj, Zoltan Kellermayer, Peter Balogh (2013) Follicles in gut-
associated lymphoid tissues create preferential survival niches for follicular Th
cells escaping Thy-1-specific depletion in mice, International Immunology,
Volume 25, Issue 7, 1 July 2013, Pages 423-435,
https://doi.org/10.1093/intimm/dxt001

Matthew C. Tunis and Jean S. Marshall. (2014) Toll-Like Receptor 2 as a
Regulator of Oral Tolerance in the Gastrointestinal Tract. Hindawi Publishing
Corporation Mediators of Inflammation Volume 2014, Article ID 606383, 7
pages http://dx.doi.org/10.1155/2014/606383.

Mirela Kuka and Matteo Iannacone (2014) The role of lymph node sinus
macrophages in host defense. Division of Immunology, Transplantation and
Infectious Diseases, San Raffaele Scientific Institute and Vita-Salute San
Raffaele University, Milan, Italy.

Mor Gross, Tomer-Meir Salame y Steffen Jung (2015) Guardians of the gut —
murine intestinal macrophages and dendritic cells. Department of Immunology,
Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israel, Biological Services, Weizmann
Institute of Science, Rehovot, Israel

Nick Platt, Hiroshi Suzukit, Yukiko Kuriharat, Tatsuhiko Kodama and Siamon
Gordon. (1996) Role for the class A macrophage scavenger receptor in the
phagocytosis of apoptotic thymocytes in vitro. Proc. Natl. Acad. Sci. USA Vol.
93, pp. 12456-12460, October 1996 Immunology.

Nicolas Fazilleau, Linda Mark, Louise J. McHeyzer-Williams, and Michael G.
McHeyzer-Williams. (2009) Follicular Helper T Cells: Lineage and Location.
Immunity. 2009 Mar 20; 30(3): 324-335.doi: 10.1016/j.immuni.2009.03.003.
Osamu Ohtani y Yuko Ohtani. (2008) Structure and funtion of rat lymph nodes.
Deparment of Anatomy. University of Toyama. Arch Histol Cytol, 71 (2): 69-76
(2008).

Oscar Palomares (2011) Induction and maintenance of allergen-specific FOXP31
Treg cells in human tonsils as potential first-line organs of oral tolerance. J allergy

clin immunol volume 129, number 2. (2011).

45



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Phan TG, Grigorova I, Okada T, Cyster JG. (2007) Subcapsular encounter and
complement-dependent transport of immune complexes by lymph node B cells.
Nat. Immunol. 2007 Sep;8(9):992-1000. Epub 2007 Jul 29. PubMed PMID:
17660822.

Punt, J. A., B.A. Osborne, Y. Takahama, S.O. Sharrow, and A. Singer. (1994)
Negative selection of CD4 + CD8 + thymocytes by T cell receptor - induced
apoptosis requires a costimulatory signal that can be provided by CD28. J Exp.
Med. 179: 709 — 713. (1994)

R. F. Coico, B. S. Bhogal y G. J. Thorbecke (1983) Relationship of Germinal
Centers in Lymphoid Tissue to Immunologic Memory. Department of
Pathology, New York University School of Medicine, New York, NY 70076.
Rosa, F., Costamagna, G., Doglietto, G. B., & Alfieri, S. (2017). Classification of
nodal stations in gastric cancer. Translational Gastroenterology and Hepatology,
2, 2. http://doi.org/10.21037/tgh.2016.12.03

Rui-Qing Wu, Dun-Fang Zhang, Eric Tu, Qian-Ming Chen and WanJun Chen.

(2014) The mucosal immune system in the oral cavity—an orchestra of T cell
diversity. Int J Oral Sci. 2014 Sep; 6(3): 125—132. Published online 2014 Aug 8.
doi: 10.1038/1j0s.2014.48.

Shane Crotty (2011) Follicular Helper CD4 T Cells (TFH). Annual Review of
Immunology. Vol. 29: 621-663 (Volume publication date April 2011)

Shimon Sakaguchi. (1995) Immunology self-tolerance maintained by actived T
cell Expressing IL-2 receptor (alfa) Chain CD25. The Journal of Immunology,
August 1, 1995 vol. 155 no. 3 1151-1164.

Thomas W. Spahn. (2002) Mesenteric lymph nodes are critical for the induction
of high-dose oral tolerance in the absence of Peyer’s patches. Eur. J. Immunol.
32: 1109-1113. (2002).

Tri Giang Phan, Elizabeth E. Gray and Jason G. Cyster. (2009) The microanatomy
of B cell activation. Curr Opin Immunol. 2009 June; 21(3): 258-265. doi:
10.1016/.¢01.2009.05.006.

Tri Giang Phan, Irina Grigorova, Takaharu Okada y Jason G Cyster (2007)

Subcapsular encounter and complement-dependent transport of immune

46



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

complexes by lymph node B cells. Howard Hughes Medical Institute and
Department of Microbiology and Immunology, University of California, San
Francisco, California 94143, USA

Usriansyah Hadis. (2011) Intestinal Tolerance Requires Gut Homing and
Expansion of FoxP3+ Regulatory T Cells in the Lamina Propria. Immunity 34,
237-246, February 25, 2011 a2011 Elsevier Inc. (2011).

Vivian M. Turner. Neil A. Mabbott (2017) Influence of ageing on the
microarchitecture of the spleen and lymph nodes. Biogerontology (2017)
18:723—738 DOI 10.1007/s10522-017-9707-7

Viviana Cremasco, Matthew C. Woodruff, Lucas Onder, Jovana Cupovic. (2014)
B cell homeostasis and follicle confines are governed by fibroblastic reticular
cells. Nat Immunol. 2014 October; 15(10): 973-981.

Wim Van den Broeck, Annie Derore y Paul Simoens. (2006) Anatomy and
nomenclature of murine lymph nodes: Descriptive study and nomenclatory
standardization in BALB/cAnNCrl mice. Journal of Immunological Methods 312
(2006) 12-19.

Wo J.Y., Yoon S.S., Guimaraes A.R., Wolfgang J., Mamon H.J., Hong T.S.
(2013) Gastric lymph node contouring atlas: A tool to aid in clinical target volume
definition in 3-dimensional treatment planning for gastric cancer Practical
Radiation Oncology, 3 (1), pp. el1-el9.

Xiao X and Cai J (2017) Mucosal- Associated Invariant T Cells: New Insights
into Antigen Recognition and Activation. Front. Immunol. 8:1540. doi: 10.3389/
mmu.2017.01540

Yamazaki S, Maruyama A, Okada K, Matsumoto M, Morita A, et al. (2012)
Dendritic Cells from Oral Cavity Induce Foxp3+ Regulatory T Cells upon
Antigen Stimulation. PLoS ONE 7(12): €51665.doi:
10.1371/journal.pone.0051665.

Yolanda R. Carrasco and Facundo D. Batista. (2007) B Cells Acquire Particulate
Antigen in a Macrophage- Rich Area at the Boundary between the Follicle and
the Subcapsular Sinus of the Lymph Node. DOI 10.1016/j.immuni.2007.06.007

Yoshihiro Komohara,1 Koji Ohnishi! and Motohiro Takeya, (2017) Possible

47



58.

functions of CD169-positive sinus macrophages in lymph nodes in anti-tumor
immune responses. Department of Cell Pathology, Graduate School of Medical
Sciences, Kumamoto University, Chuouku, Kumamoto, Japan.

Zhang, Jun-Ming y An, Jianxiong (2007). "Cytokines, Inflammation and Pain".
International anesthesiology clinics. 45 (2): 27-37.
doi:10.1097/AIA.0b013e318034194¢. ISSN 0020-5907. PMC 2785020 Freely
accessible. PMID 17426506.

48



