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1.0 JUSTIFICACION

Les vellosidades intestinales contienen loe lamados linfocitos intraepiteliales (LIE).
La localizacion, enumeracion, caracternizacion y funcion de esas céiulas inmunes no
han sido deeacritas en su totalided, aunque se sabe que son la primera inea de
deferwa contra; virue, bacterias, parésitos, células tumorailes y en la tolerancie
inmunoiégica por via oral. También exiate evidencia del aumento de loe LIE en
diferentes enfermedades. Algunos autores han descrito unas céiules que NO e
tifien con anticuerpos monocionales convencionales, laméndolss “célules nNuiae”, ias
cusies se localizen principsimente en ia zone apical del epitelio. Se tiene
conocimiento de que se presentan en todo ¢ epitelic de la vellosided, en diferertes
especies, perc no se ha estudiado on detalle su locelizecion, caracterizacion y
fenotipo especifico en cada una de lse Tonas y éreas de ia veliosidad. Ni se ha
cuantificado su Nimero, Por lo tarntc es importarnte tener un conocimiento especifico
de esoe parametros en modeios animales como <i cerdo, cuyas similitudes con el
humano son mayores que las de los roedores. Con esa informacion se podria
emtender mejor e origen de los LIE, su naturaleza, sus cambios en nimero en ol
tejido y su funcion probable.



2.0 OBJETIVO: Descridir la localizacion, nimero, fenotipo, desamrolio de linfocitos
intraepiteliales y caracteristicas motfolégicas de los linfocitos intraepiteliaies en el
inestino delgado porcino.



3.0 MATERIAL ¥ METODOS

3.1 ANIMALES y MUESTRAS. Se tomaron musstras de duodeno e flson (10 cm
adelante del pRoro y antes de ia union ileo-cecal respectivaments) de cinco cerdos
sanos de § meses de edad. Estas porciones de intestine se lavaron con solucion
amortiguadora de fosfatos 0.1M (PBS) pH 7.4 para eliminar el contenido intestinal
y. de estas muestras se resiizaron cortes de 3 a § cm de longitud, loe cuaies fueron
k dos en fra conteniendo paraformaidehido lisina peryodato (PLP) (ver
apéndice) pars su fijacion y procesamiernto para microscopla optica o en frascos
conteniendo PBS (ver apéndice) al 0.1M para micr Ple slectrd los
fueron colocados en hislo para su traneporte.

3.2 TECNICA HISTOLOGICA PARA MICROSCOPRIA OPTICA

Las muestras en PLP se deshidrataron en sicoholes de concentracion creciente,
hasta legar a sicohol absoiuto y se sumergieron en xilol hasta que todo el aicohol
fue despiazado. Luego se colocaron en parafine fundida caliente (57°C) hasta que
todo ef xilol fue substituido por ia parafing, ias Mmuestras se montaron en bloques y se
hicieron cortes de 3 um de espesor con un microtomo. Los cortes se tifleron con
hematoxiina de Harrie y se montaron en un medio soluble en xilol (ENTELLAN) 18.

3.3 PROCESAMIENTO PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA (ME)

Las porciones de intestino para ME se lavaron con PBS, se abrieron y se
extendieron (con la ayude de unos sifileres), formando tapetes sobre unas placas de
cera dental en cajas de petri. Se fijaron las porciones de intestino con glutarsidehido



ol 2.5% diluido en PES durante unae hora a temperstura ambients y se laveron tres
veces con PBS por res minutos cada uno hasta eliminar ¢! ghstersidehido.
Posteriormente se efectud una postfijacion con tetréxido de cemio al 1% (fjador,
establiizador de iipidos inssturados) en PBSE por una hora (30 minutos en hielo y 30
minutos & temperatura ambients), se continud con tres lasvados con PBS por tres
minutos cada uno hasta eliminer el tetréxido de camio. Se lavaron € veces con agus
destiiada hasta eliminer ¢l PBS. Se procedio a deshidratar con sicohol etflico de
concentraciones crecientes 80, 70, 80, 90% por diez Mminutos cade uno y el 100%
tres veces por diez minutos cada uno. Se procedid a infiltrar; primero con reaina
SpUIT 1:1 (resine spurt/etancl, epoxica) (spurt baje viscosidad Embedding idit,
Polyscieness, inc) y se dejeron por un periodo de res horas a temperatura
ambients, seguido de resina 3:1 (spurr/etancl) durante Fes horas, finaiments se
hicieron tres cambios de resina spury pura de dos hores cada uno. Ya infilirades las
muestras se polimerizaron en moides especiaies de sllicon fiexibie 8 §0°C por 38
horas. Posteriorments foe bloques fueron cortados en ultramicrotomo (Ulracute
Reicher-Jung) obteniéndoss por un lado secciones samifinas de aproximademerts
0.5 um, y finas de 0.100 u m de e8pesor para microscopia ptica y electronica
respectivamente. L.os cortes semifinos se Montaron en portacbjetos de vidrio
fijéndolos por calor y tifténdoios con azul de toluidina &l 0.19%, los cortes teflidos se
observaron en un MICroscopio dptico Zees con sistema de fotomicrografie integrado
con el fin de var la ubi ion y ortentacion de ias vellosidades. Loe cortes finos
58 montaron en rejiies de cobre de 3mm de didmetro (1 y 200 hoyos) y se tiftleron
con acetato de uraniio y citrato de plomo de la sigulerte maners: Las rejillas con los
cortes se sumergieron en unas gotas de acetato de uraniio al 1.5-2.0% (como




fijador de acidos nucieicos) en una cmera himeda (para evitar la desecacion) y se
dejaron S horas en una campana de extraccion. Después de ser teflides, se tomaron
ias rejillas con pinzas, se secs ¢l exceso de acetato de uraniio con un papel filro y
o0 lavd en cuatro frascos con agua destiiads, girando ia rejilla con las pinzes con
sumo cuidado, finaimente se secaron y se guardaron. Por Giimo peara la tincién con
citrato de piomo, se colocaron unas gotes de citrato de piomo ( 0.4%) en un pape!
parafiim rodeado de perias de hidr de sodic para que absorban ef CO, del
ambiente y de esta manera evitar la formacion de carbonsto de plomo, |as rejilas
con los cortes teflidos con acetato de uraniio, se sumaergieron en ias gotas de citrato
de plomo por 2 a 5§ minutos, seguidas por custro snjuagues de 1 minuto cada uno,
en cuatro vasos aitermmados con hidréxido de sodio 0.02N y agua destilada, se
SeCaron y por uimo se observaron en un MICroscopio electrénico de tranamision
JEOL 2000 EX y se tomaron fotografias de ios linfocitos de ia zona apicel, nuciear y
membrana basal de la punta, zona media y base de ias vellosidades del duodeno e
Neon.

3.4 CONTEO DE LINFOCITOS Y CELULAS EPITELIALES EN LAS
VELLOSIDADES

Diferentes técnicas para el cornteo celular se han desarroliado a través de los
afios, como ia técnica morfométrica descrita por Niazi, la que ofrece un conteo
absoiuto y reiativo (densidad) de células. También nos permite construir modeios
mateméticos, cubos de volumen equivalente, grificas de volumen-demnsidad y
volumen proporcional 15. Por otvo lado se pueden utiiizar métodos asitemativos que
incit yen la medicién del nUmero de linfocitos por vellosidad, o por milimetro de
epit ko, 6 el nimero de linfocitos par unidad de longitud de Mmucossa. La técnica




ullizada para este rabsjo se describe & coniinuacion. Se tomaron fotografias con
microscopio 6plico de los cortes histolégicos de vellosidades de duodeno @ lleon de
cerdo, teflidos con hematoxliina. Se Uiz objetivo seco fuerte, oculeres de 10, une
apertura de 1.6 y una distancia de la comers a la muestra de 0.25, con una
ampiificacion totsl de 40 x 1.8 x 10 x 0.26 y se Uiz peliculs Kodak 1 x pan 35mm
¥ 30.5m. tx 402 para fotografiss en blanco y negro ssa 400. £l papel ulliizado para
s impresion fue Kodabrome il RC.

Los criterios que deblan cumpiir ias vellcaidades intestinales fueron loe siguientes:
Que ias veliosidades fueran grandes, anchas y, sproximadaments de! mismo
tamafio, que presentaran vasce quilifercs, ios cuales permiten tener la certezs de
que ias velicsidedes eatdn cortades longitudinaiments por ia parte media, que NO
presentaran flaures s o largo de elies, dobleces, desprendimiento de epitelio de ia
lamine propia, ni que el epitelio sstiaviers comprimido; en si, que tiaieran todes ies
caracterfsticas de una velicsidad inestinal repressntativa (criptas de Lisbertauhn,
lamina propis y epitelio).

El conteo se realizd de ia sigulents maners: 8¢ tomo la distancia de la base de la
veliosidad a la punta de la misma y se dividié en tres partes iguaies, ia parte superior
6 punta (p), la parte central 6 media (M) y is parte inferior o base (b). Para ia cuents
de linfocitos se tomo el criterio sigulents: Se delined la membrana basal (por medio
de un marcador) entre ol epitello y e iémina propia y se reaiizd el conteo totsl de
linfocitos en ias tres partes de s velicsidad, adicionaiments, los iinfocitos del epitelilo
86 contaron de acuerdo a su locallzecion en ¢l Miaemo como sigue: Linfocitos
spicales (Ls), zrendidos entre ias microveliosidedes y ol riciec del enterocito,
infocitos nuciesres (L), aquelios encontrados airededor del NUCe0 del et ocko y
linfocitos de la membrana bassl (Lmb), localizados entre ¢l micleo y is me rwrana




basal del enterocito. Esos infocitos se encontraron en las zonss de la punts (p),
parte media (M) y base (b) de la vellosidad. Con ias cuentas totales y porcentsjes de
infocitos y céiuias epiteliales, se & on a cabo relaciones en las diferentes zonss
de la veliosidad, pars conocer su distribucion. Al tomar en consideracion e tamafio
de ios linfocitos, su relacion nicleo/citopiasma, aspecto y distribucion de la
cromastina y su citoplasma, ia presencia de organeios celulares, tamafio y nimero de
ias granulaciones, con las fotografias tomadas con e microscopio 6ptico y
electrénico y con la metodologia pleada anteriormente, se caracterizaron
morfolégicamente ios linfocitos intraepiteliaies en las vellosidades intestinales de
duodeno e lleon.

Los resultados de infocitos totales y céiulas epiteliaies, fueron derivadas del
comnteo de un total de 52 (duodeno) y 34 (Nleon) veNosic de todos los anir

£ criterio para determinar si ias célules observadas eran linfocitos, se basd en o
reportado en la bibliografia, en diferertes especies. 02,03,04,06,08,07,10,11,12, 13
14,99,

Para el estudio estadistico se utiiz6 la prueba de t de Student pareada (Wayne,

1979).

4.0 RESULTADOS OBTENIDOS POR ESTUDIO ESTADISTICO POR LA
PRUEBA DE T DE STUDENTS PAREADA SE DESCRIBE A CONTINUACION

DISTRIBUCION DE LINFOCITOS EN LAS VELLOSIDADES INTESTINALES DE
DUODENO E ILEON

Los resuitados obtenidos del recuento de LIE en duodeno e lleon muestran lo
siguiente: El nimero de LT (LIE+LLP) en duodeno fue de 230 (+/-80), con un 49%



(112 +/- 30) de LIE y un 51% (118 +/- 30) de LLP, mientras que en feon, un total de
189 (+/- 40) LT, con un 529 (99 +/- 24) de LIE y 48% (90 +/- 27) de LLP.

En ol antiisls de distribucion de LIE, en las diferentes partes de la vellcsidad (purta
= p, zona media = m y base = b) y deniro de! epitelio ( apical = ap, nuciesr =n y
membrana basal = mb) se encorird lo sigulente: En la zone apicel tanto en ducdeno
como en Reon, se encontraron, 8olo un 5% (6+/- 2) de LIE por veliceidad. Enle
zona nuciear 43% (48 +/- 13) en ducdeno y 4296 (42 +/- 11) en fleon, y por ultimo,
en ia Zona de la Mb se obhivieron 52% (59 +/- 17) en duodenoc y 53% (52 +/- 15) en
feon.

La distribucion de LIE en las diferentes partes de ia veliceidad fue la siguiente:

En ia punta, 32% (35 +/- 12) en duodeno y 349%(33 +/- 11) en Reon. En la parte
maedia 37% (42 +/- 13) en ducdenc y 38% (39 +/- 11) en Nleon. Mientras en ia base
se obhuvieron 31% (38 +/- 15) en duodenc y 27% (27 +/- 9) en Reon.

Los LIE distribuidos en ias diferentes zonas del! epitelio y partes de la vellosidad Nnos
proporciond los siguientes datos: En ia punta de |8 veliceidad y en ia zons apical 6%
(2 +/- 1) de LIE tanto en duodeno como fleon, en ia zona nuciesr 43% (15 +/- §) en
duodenc Y 38% (13 +/- §) en Reon y en ia zona de ia MB 51% (18 +/- 7) en duodeno
y 55% (18 +/- 6) on fleon.

En ia parte media de la veliosided: En la zona spical 5% (2 +/- 1) de LIE tanto en
duodeno como en Reon. En ia zone nuciesr, la Misma proporcion de LIE en duodeno
como en Reon de 43% (18 +/-8) y, en is Zona de la Mb 529% (22 +/- 7) de LIE en
duodeno como en fleon. En ia base de |s veliceidad tenemos en la zona apical 3% (
1 +/- 1) de LIE en duodenc y 4% ( 1 +/- 1) en Reon. £n le zona nuciear 44% ( 18 +/-
8 ) de LIE en duodeno & feon. Y por UMO en 's zona de la mb 53% ( 19 +/- 8) de
LIE en duodenc y §2% (14 +/- 8) en Reon.



1 porcentsje de LIE en relacién con el mimero de enterocitos fue ¢ sigulente: LIE
112/ 268 (43.49%) enterocitos en ducdeno Mientras que P24 (40.74%) en Reon.

Con respecto a ios linfocitos totales de LP en la punta de la velliosidad fueron: 24%
(28 +/-13) en duodenc Y de 279% (24 +/- 9) en Reon. En la Zm de las vellosidedes
38% (45 +/- 15) en ducdenoc y 38% (36 +/- 10) en Reon, y finaiments en ia LP de ilas
vefiosidades 38% (45 +/- 19) en duodenoc y 34% (31 +/- 13) en Reon.

En relacion a los porcentajes de infocitos totales (LIE + LLP) en las puntss de ias
vellosidades fueron: 28% (83 +/- 23) en duodeno y 30% (58 +/- 15) en Reon. En la
zona media 38% (87 +/- 24) en duodeno y 40% (75 +/- 18) en fleon y en la base de
ias veliosidades 349%(80 +/-29) en ducdeno y 30%(S8 +/- 18) de los linfocktos en
Reon.

5.0 MORFOLOGIA DE LOS LIE POR MICROSCOPIA OPTICA

La observacion de los linfocitos intraspiteliales en ducdenc ¢ Reon se resiizd por
medio de microscoplia dplica y por medio de fotografias (con una ampliificacion de
160 sumentos), Que revelaron lo siguients: Los LIE de la Zona apicel, nuciesr y
membrana basal del epitelic de duodenc ¢ leon, mostraron ceracterfetices de
linfocitos pequefics, mediance o grandes, su relacion nicieo/citopiasma (en los LIE
spicales y de s membrana basal) fue de 2 a 1 y en alguncs cascs hests de 3 a 1,
mientres que los LIE de ia zone nuciesr presentaron una relaciénde 1a 1yde2a
1, legéndose a encontrar linfocitos en ias tres zonas, cuyo Nicieo ocupod caeli la
totalidad de la céiula dejando ol citopk tan esceeo, que solia ser pOoco Mmés que
una estrecha orilla en tormo del Nicleo. El micieo se presentd redondo u, oval con
siguna escotadura en un lado, o indentado y se observo su cromstina condensads y
coloracion azul caracteristica de 18 tncion con hematoxiiine. En algunas zonas del
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epiteilio se cbserveron linfocitos interceluiares alineados uNo seguido de otro,
teniendo contacto sus Mmembranss citoplaamdticas (en algunos virénd
hasta tres linfocitos juntos), y entre éstos se denotd Ia presencia de vacuolas, como
si de esta manera los LIE faciitaran su despiazamiento en el epitelio.

6.0 MORFOLOGIA DE LOS LINFOCITOS INTRAEPITELIALES POR
MICROSCOPIA ELECTRONICA.

E! estudio morfolégico de ios infocitos intraepiteliales se compieto con la
observacion directa de especim an ol micr Pio electrénico y por medio de
sus fotografias. Estas céiulas fueron obeervadas en ias Zonas apicel, nuclear y de la
membrana basal (ap, N, mb) del epitelio y en ia punta, parte media y bese (p,m,b)
de ias idades de duodenc e fleon, reveiando o sigulents: La mayoria de las
céiuias obeervadas fueron mononucieares, ioe LIE de la zone ap, n, y md (en is
p.m,b de ia vellosidiad), mostraron diversidad en su tamafio, pudiéndose encorrar
infocitos pequefios (aproximadamernte de 3-5um), medianos (aproximadamente de
5-7um) y grandes, sproximadamerte hasta 7 - Sum, aunque en la zona nuciear, se
encontraron infocitos de 8 a 12 um. Las caracteristices citopissmicas de estos
linfocitos incluyeron eacaso o nuio reticuio endopisasmico rugoso, una cantidad
pequefia de mitocondrias de 1 a 6 por célula (en una céiuia de ia zZona n se
observaron de 10 & 15), sigunos, sin ninguna Mmitocondria. Los cuerpos
multivesiculares fueron relativamente comunes. Se halleron hasta 8 granulaciones
densas de diforantes tamafios (0.18-1.33) en aigunos linfocitos. 07, 11,16. En
algunas céluias de fleon ¢: NUMero y tamafio de sus grénulos (en proporcion) era
mayor que de | ‘s LIE de duodeno ( con mayor presencia en LIE de la Zona n), en ia
zona ny mb s¢ detectaron 58% de células con granulaciones, también se
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detectaron céiules sin granuieaciones. El nucieo era compacto, dernmo,
frecuentements indentado y un poco kreguiar en perfil. 17. El nicieo moesrd regiones
de cromatina condenaada y extendida. Gran parte de ia cromatina condernsada
estsvo distribuide a io largo de la superficie interma de la membrana nuciesr, peroc
también disperss en el Micieo, comiituyendo isiotes. Se ancontraron variaciones en
ol ancho de los LIE, sigunce presentaron un perfil cael circuler (41% de LIE en ia
zona n), otros fueron elongados y muchos preserntaron clerta pseudopodia
sugiriendo movimiento entre las céluias epitelisies, debido probablements a ls
cinética de (08 miamos (Mmostréndoce por lo general en direccion hacia Ia uz
intestinal, ver articulc), miantras que otros soio fueron de perfii ameboideo irreguler
(4196 encontrados en ia Tona n) 00, 10. La relecion niclec/citopliasma fue variada,
pudiéndose encontrar una relacion de 1 & 1, en au mayoria de 2 & 1 y en algunss
céiuias de hasta 3 a 1. No se observaron linfocitos con tendencias a degeneracién en
ol epitelio.

En conclusién podemos decir que en la ona apicsel, nuciesr y membrana basal,
con respecto a su tamafio, se pudieron encontrar LIE que iban aproximadaments de
3 a 12um, se encontré que aproximadaments 419% de células eran circuleres y ol
resto presentaron prolongaciones irregulares en su citoplesma, aigunss con clerta
pseudopodia y otras con morfologia ameboides (con tendencia de desplazamiento
hacia & lumen intestinal), se detectaron céiulas con presencie de 1 haets 8
granulaciones de 0.18 a 1.33, encontréndose hasta 58% de células granuleres y
429% sin grénulcs.

Esas céiulas granuiares fueron més NUMerceas y de mayor tamsfio en ls zone
nuciesr y en iss vellosidades de feon. Se ocbeervd que iss céluias tenian cromatina
condenaade y difuss, 8in degradecion del DNA, no se obeervaron cuerpos
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spoptéticos, y en el citoplasma se detectS ia presencia de reticulo endopifsmico y
mitocondrias, indicando células activas.

7.0 DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resuitados obtenidos en este estudio indican ia presencia de un LIE por cada 2-
3 enterocitos en cerdo, mientras que en el riton, se observan un linfocito por cada 4
anterocitos y en humano un linfocito por cada 8 enterocitos. 06, 08. Esto Nos indica
que en ef epitelio del cerdo es NECesario comar con UN NuMero mayor de células
para mantener una proteccion adecuada, sugiriendo |a amplacion de estudios sobre
ias caracteristicas principaies de (08 epitelios y su reiacién con los linfocitos en cada
especie a damés de su fenotipo y su distribucion por poblacion en cada zona del
epitelio.

En Is vellosidad de animales aduitos, cerca de la mitad del niumero total de
infocitos fueron (EL (499% DU, §2% IL.), Sobre ia mitad de estos IEL (529% DU y
53% de IL) mostraron el fenotipo CD2+ CD4- CD8+ y fueron localizados en la
meambrana basal del epitelio. Numerosos IEL DN (43% DU, 42% IL) se encuentran
on grupos en el nivel del Nucieo de ios enterocitos y relativamente bajo NUmero de
IEL granulares (5% en DU e IL) se encuentran en ila zona apical del epitelio. Esta
proporcion se mantiene homogéneamaernte a lo largo Jde ia vellosidad, en la punta,
parte media y fondo, sugiriendo que los IEL puedean tener su origen en la LP. Este
desarroiio secuencial y localizacion celular en of irntestino, puede estar relacionado a
la funcion, a ias caracteristicas particulares de cada céluia, a mecanisamos
eapeacificos de distribucion como céluias de adhesion y a la comunicacion formada
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entre los infocitos y el epitelio, sugierendoce estudios al respecto para dilucidar su
papel en la respuests inmune intestinal. 20, 2t. Finsimaente, esta claro que el
compartimiento epitelial del intestino, contiene una poblacion numercsa y
heterogénea de células inmunes. Esta heterogensidad puede explicar algo

de iss diferentes respuestas que el siat Inmune intestinal @s capaz de producir,

induciendo ya sea tolerancia/anergia - . componentes inocuos de la dieta ©
desencadenar respusstas inmunes vigorosas a material daftino . Esta
heterogeneidad esta tomada en consideracion cuando protocoios alslados y
estudios funcionales in vitro son ejecutados. Estos eatudios cuantitativos establecen
un modeio experimantal, en una Manera Mas precisa, el efecto del estimulo
antigénico (dieta, flora nofmalt, infeccion, inmunizacion oral, etc.) sobre la poblacion

de céluias en el comportamiento epitelisl y puede permitir el estudio de ia relacion
entre localizacion celular, fenotipo y funcion de ios linfocitos intraepiteliales.
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Desarvolio de Células intraepiteliales en el Intestino Delgado Porcino.

M.A. VEGA-LOPEZ(a), G. ARENAS-CONTRERAS(<), M. BAYLEY(),. S.
GONZALEZ-POZOS(D), C.R. STOKES(), M.G. ORTEGA(c) y R. MONDRAGON-
FLORES(d).

a Centro de investigacion y Estudios avanzados (CINVESTAV-IPN), Deptartamento
de Patologla Experimentsal, b Unidad de Microscoplia Eiectrénica, ¢ Departamento
de Genética y Biologia Molecular y d Departamento de Bioquimica. , Av. IPN 2508,
México 07380, D. F., MEXICO, e Laboratorio de Inmunoiogia Humana, FES-
Cuautittan-UNAM, Meéxico y f Division de Biologia Molecular y Céiular, Departamento
de Ciencias Clinico Veterinaria, Universidad de Bristol, U.K.

Ei namero, fenotipo, iocalizacion y desarrolio de linfocitos intraepiteliaies (IEL) de
duodeno (DU) e lieon (IL) fueron estudiados por Inmunohistoquimica (IMC) y por
microscopia de luz y siectronica en cerdos recién nacidos ( 0-7 semanas) y de 8
L [~ o . al nacer mostraron que el 38% de ios linfocitos en la
vellosidad fueron IEL, principaimente dei fanotipo CD2+ CD4-CD8- Dobie Negativo
(DN). La proporcion sobre el 50% a las S semanas despues de nacidos, parecids a
la de ia poblacion aduita, sunque con menos céluias que en cerdos aduitos. Los




céiuias CD4+ aparecieron relstivamente temprano en ia vida, sunque ellas fueron
confinades a is Lamina Propile (L) y las célules CD8+ se encontraron en nimero
bajo. En la veliosidad de animales adultoes, cerca de la mitad del numero total de
infocitos fueron IEL (49% DU, 52% IL), Sobre la mitad de estos IEL (32% DU y
$3% de IL) mostraron & fenclipo CD2+ CD4- CDS+ y fueron locsiizados en la
membrans besal del epitelio. Numerocsos IEL DN (43% DU, 42% IL) se encuentran
en grupos en el nivel del Nicieo de 08 enterocitos y relativaments bajo nimero de
IEL granulares (5% en DU e IL) se encuentran en ia zona apical de! epitelio. Esta
proporcion se mantiene Homogéneaments a o largo de ia velicsided, en ia punts,
parte media y fondo, sugiriendo que los IEL pueden tener su origen en la LP. Por io
tanto el comportamiento de los IEL en ef inteslino porcino se desarroliaron
lantamerts con is edad y esth actusiments compuesto por una poblacion
heterogénica de céiuias (Null, DN y CD8+). Estos resuitados pueden expiicer ef
incremento en is susceptibiiidad de animales j6venes a enfermedades durants ¢!
periodo de lactancia y debe de tomarce en cuents estudios funcionsies de los IEL
fuera. Los resuitados cusntitativos de este estudio establecié un modelo pars
estudiar ios efectos de Ia adad, dieta, fiore normal, infeccién ¢ Inmunizecién oral
sobre 108 IEL del iIntestine.

Palabras clave: IEL, dessvolio inmune, linfocito, inmunologia mucosal, intestine
deigado. cerdo.

Abreviaturas: BM, membrana basal, Du, duodeno, IL, fleon, IHC,
inmunochistoquimica, IEL., linfocito intraspitelial, DN, doble negativo, LP, ismina
propia, LPL, linfocito en lAmina propia, OM, mo‘eopllopﬂcl PLP,
parsformsidehido-isina-peryodato, TEM, r P lectronica de tranamieion.
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Introduccion.

Lo inmunizacion oral a despertado gran interée y axpectacion, deesde eeta ruta
puede acrecentar una aitemativa pars el conirol de enfermedades y también para
prevenir y controler enfermededes autolnmunes por tolerancie inducids a sntfgencs
sutslogos (Brandizaeg. 1996). Bl sistema inmune mucoasl lene aigunas similiudes
pero también muchas diferencias con el sistema iInmune alstémico (Stokes, 19688.,
Kiyono, ol 8, 1992). Por una parte, ambos siatemas contienen céiules sigulendo un
modeioc de desarrolio similer y funciones efectoras (McGhee y Kiyono, 1993). Las
diferencies an la distribucion de células y reguiacion iINMune tlene qUS Ser descrits
(Wyono, et al, 1992). A diferencia del tejido sistémico inmunoidgico, of sistema
nmune Mmucossl en ¢! intestino lene que continuaments trabsjar con una ehorme
cantided de material extrafio y debe ser capaz también de discriminer entre
antigence del siimento inofersivo y microorganiamos comensales y material
rlesgoeo, induciendo Anergia o tolerancia a o anterior y una fuerza iocal y una
respuests in sistémica posterior (Bb wtock, et al, 1987, MogBel y
MacDonasid, 1990; Stokes, ot al, 1984). Sin embargo, ol sistema inmune local
mantiens un balance apropiado entre el organismo y ias bacteriss de ia fiora normal
del intestino por mecaniamos tales como axciueion inmune igA-mediada (Stokes, et
al, 1875; Walker, 1987; Husby, 1968; Brandtzaeg, 1998). Estas dos funciones del
sistama inmune locsl estin probablemente siendo levadas fuers por difersrtes
mecanismoe regulatorios continuos, fundados on el sistema inmune sistémico vy,
quizs, seguir sulimente, pero diferenciss subetancisies en ¢l tipo y funcion de las
céiuias en ¢! sitic mucosal.

£l intestino conllene un NdMmero grande de célulss inmunes en ¢! organiamo,
aproximadamente 60% de todos los infocitos (Parrot, 1987; Hamad y Kiein, 1994;
Takaheshi y Kiyono, 1998). Muches célues T se locsiizan en la Lémina Propia (LPL)
y dentro del epitelio ( Linfocitos intraspitelisies, |EL) (Mogbe! y MacDonsid, 1990).
Porque d2 su visita sl lumen intestinel y lanen acceso 8 los antigencs del alimento,
IEL estin est-atégicamente localizados ¢ inducen , regulan y ejecutan respuestas
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inmunes (Pabet 1987; Cerf-Bensussan y Guy-Grand, 1991; McGhee, et al; 1992.
Estudios previos en &l cerdo han demostrado diferencias con roadores y .
los componentes linfoides de ia vellosidad intestinal estén probsblements
desarroliados 8l nacer (Vega-Lopez, ot al; 1993 Pabset y RothiXotter, 1999). EI
desarrolio postnatsl de este COMPartiMiento parece qQue se deriva por la exposicion a
antigenos microbianos, esto No ocurre en cerdos lbres de gérmenes (Pabet y
Rothkotter, 1999) y ests scelerada por cerdos destetados y cornvencionales (Vegs
LOpez, ot al ; 1998). El cerdo por io tanto provee un sistema aproplado para ef
estudio del desarrolio de los IEL en sus compartirmientos en respuests & antigencs .
A pesar de estos, y de estudios externsivos en otras especies ( Guy-Grand, et al ,
1978; Taglisbue ot al, 1981 Flaxman, 1083, Branditzaeg, et al, 1989; Ebert, 1989;
Jarry, ot a1 , 1990, Sanchez-Garcia.at al; 1998), reistivamente pocos estudios de IEL
desarroliados en cerdos se han levado acabo (Wilson et al. 1988a; 15880, VWhary et
al ; 1995; Pabst y Rothkotter, 1999). Por lo tanto en este estudio nosotros

determi ol o , fenotipo, localizacion y desarrolio de ice IEL en ol
intestino det cerdo.
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RESULTADOS
Cambios en el desarrolio en las células intraspiteliaies en el intestino porcino.

21 ndmero de IEL CD2+ en animailes smamantando (de! nacimiento hasta siete
semanas de vida) es mostrado en la Figura 1. El nimero de células CD2+ fueron
iniciaiments bajas en epitelio y lamina propia ( LP), incrementéndose répidamente
despues en b partimi ( Pigura 1) . Bi incremento fue més evidente en
DU comparado con L on el nacimiento, en tres y cinco semanas (P<0.08) ( Figura 2
). Al nacer @) epitelio contiene 38% del total de células CO2+ en Du y 35% de IL en
la vefiosidad, y el porcentaje tiene un asumento uniforme deapues a 52% y 84%
respectivaments, a siete samanas de vida (deto no mostrado). CD2, CD4, CD8
teflidos por inmunohistoquimica ( IMC ) en secciones congelades seriados de 4
animailes por grupo de edad (nacimiento, 1, 3, 5, y 7 semanas) mostraron que mas
células intestinales en animaies jovenes fueron CD2+ dobie negativo (DN) (igurs 3).
Las célilas CD4+ aparecen tempranamente en ia LP en of intestino (figura 3), pero
no en &) epitelio y, células CD8+ aparecen mas tarde en Ia vids y permanecen
bajos en nimero (fgurs 3).

Determinacion de numero, fenotipo y distribucion topologica de célules
intraepiteliaies en ia vellosidad det intestino deigado de cerdos adultos

E! nimero promedio de linfocitos totales por velloaidad (IEL+LPL) en S snimailes
adultos se muestran en la tabia 1. Ariba de la mitad de estas céhulss fueron
localizadas en el compsrtimiernto epitelial en duodeno (Du) (499) e Neon (IL) (52%)
(Tabia1), ia proporcion de células intraspiteliales fue homogéneaments distribuids
an la punta (32%en Du, 34%en (i) aunque en la Mmedia (37% Du, 39% i), yen ia
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base (319%Du, 27% N) dei epitelio de ia velicsidad (Figura 4A y Tabia I). La
distriducion topologica de IEL dentro del epitelio (Figura 48) mostré que la mtad
et localizade preferentements en ia membrana basal (BM) (529%Du,53%N), en la
punta, en ia media y base de la vellosidad. Otra proporcion importante de células
(43%Du, 42%H) se encuentran sl rededor del Nicieo de los enterocitos y solo una
pequefia proporcion (8%Du 5%IL) de céiuies fue localizade en s Zone apical del
epitelio (Tabia 1). Tinciones histoquimices de secciones congelades sefiadas de
animales de 8 de edad (n=5), mostrd que los IEL en ia BM fueron células
CD2+ CD4- CDA+ (Figural) mientras que los |EL locsiizados en ia zons spical de
1o efterocitos y en &l nivel nuciear mostro células DN (Figura 3). Queda claro que (s
mayoria de las céluias CD4+ estin confinadas en la LP de ia vellosidad (Figura 3).

Estudio ultra estructural de céiulas intraepitelisies de! intestino deigado en cerdos
adultos .

Céluias morfolidgicamente celulares a! linfocitos y con distribucion intraspitelis!
fueron detectados por microscopis electronica de transmision (TEM) en muestras
de DU e !l de S animales de seis meses de edad. El rango de estas céiulas en su
tamafio fue de 2.5 a 7 u m de dismetro. En el nivel apical del epitelio (Figura AS) ios
IEL fueron principaimente células redondas de aprodmadaments 5 um de
diamefro y con grandes prolongaciones citoplésmicas interiazadss con la membrana
pissmética de los enterocitos (Figura 58). Grénuios denaocs de 0.8 1 m de didmetro
y muchos ribosomas fueron detectados en ¢l citopiasma. Al lado, células epiteliales
adhiacents tuvieron uUN NUMero alto de vesiculas pequefias de 0.2 1 M de dlametro
(Figura 8A). Muchos IEL fueron localizados en la zona nuciesr epitelial , aigunos de
estos fueron elongados, sicanzandc amba de 7 u m de largo (Figura 5C). EI



Tabia 1. NOmero y localizacion de células intraepitelisies en ¢l intestino deigado
POrcinGe. Los NUmMerce representan ia media y desviaaion estander (SD) del conteo
de céhlas de 10 veliceidedes en duodenc ¥ 7 en Reon de 5 cerdos sancs de ¢
meses de edad. Los datos fueron anaiizados por la prusba t de Studernt pereads.
IEL = infocitos inraepiteliales, LPL = infocitos de lamina propia.

Duodenc ¥eon
Media (SD) % Meda (SD) %
Linfocitos en una vellosidad
=Ls 112 (@) a 99 (16) s2
LPL 118 (17) s1 s8a (13) 48
Localizacion de IEL 8 lo largo
de (a vellosidad
Punta 35 (12) 322 33(11) 34
Media 42 (13) 37 38(11) 38
Sass 35 (15) 31 27 (9) 27
Locaiizacion de IEL dentro
del epitelic
Apical 5 (2) s 8(2) s
Nuciear 48 (13) 43  42(11) a2
Membrana Basal 9 (17) s2 s2(19) 83

a. P = 0.033en ducdenoc.
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citoplssma fue dos veces mas grande que ol NUcies y varias mitocondries,
mymmmmmw).bmom“mm
ol miamo espacio intravacuocier fueron frecuentemente vistas on esta drea de tejido
(Pigura 3G, Figurs GA). Los IEL pequefios (2.6 u m de didmetro, fueron detectados
cerca de ia BM (Figura SA ). Estas células casl fueron esféricas en forma y
locelizades en une vacuocia en o! espacio intraepitelial (Figura 5D). B nicleo fue
prominents con bajo volumen citoplasmico y organeios. Ademss, células dejando of
opitelio fueron ocasionaliments detectadas sUNQUe en bajo NIMero. Estas células o
mostraron caracteristices morfoidgicas de apoptosis (Figura 68). Mostrando micieo
y citopiassma integro.

DISCUSION

En ol compartimiento intraspitelial, un grupo grande heterogéneo de chiuias tiene o
potencial para tener corntacto tempranc con material antigénico dervado del
intestino (Cerf-Bersussan y Guy-Grand, 1991 ). La habilidad de individucs
normailes a diferenciar entre componertes inofensivos de la dieta y potencialiments
riesgosocs y a slevar ia respuseta inmune apropiada impilica la presencia de
confianza pero a un no s¢ identifican ios Mmecanismos reguistorios. Estuiics previos
han cuatificado (Ferguson, 1878, ParTot, 1987) y caracterizados en humanos y IEL
de roedores en términos de morfologia (Marsh, 1980), fenotipo (Brandizaeg,.et al.,
1989, Jarry, ot al., 1990; Lefrancois, 1991; Van Kerciknove, ot al., 1902; McGhee ¥
Kiyono, 1993) y funciones efectoras (Ebert, 1989, Fulinashi, ot al., 1990; Guy
Grand,.et al, 1991; McGhee, ot al ., 1092; Mega, ot al, 1902, Beate, ot al_, 1996;
Fujinashi, et al., 1987) han sido estudiados. Se ha reportado que ias céluias con
caractyristicas heterogéneas se encuentran en ¢l compartimiento epitelial
(Tagl: bue et al., 1881; Flexman, 1883; Lefrancols, 1991; Clwist y Bilumberg, 1997).
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Ademés, sigunce autores han sugerido que ias célules granulares en ol epitelio
pusden ser una poblacion de precursores de célules cebades (Febrman, 1983). Sin
embargo, poca informacion ests disponidle pars otras especies incluyendo los
cerdos (Chu et al., 1979; Wilson, et al., 1968a, 1888b; Olivier.et al., 1994; Whary, et
al., 1985), unss sapecies cuyas similliudes con la snatomis y fisiclogia humana,
hacen un buen modelo experimental (Tumbieson, 1988).Ademés poca informacién
ot dads pars estos modeios acerca de la distribucion de IEL s 0 largo de ia
wellosidad y dentro del epitelio y ademas, estudios cuaiitativos en estos
compartimientos son necesarice. En este estixiio ol nimero, fenclipo localizacion y
desarrolio de infocikos aiojados en estos diferentes compartimientos epitelisies del
intestino deigado son descritce. Esta bien sstablecido que snimales jOvenes son
suscepibies a infecch , eoto pued elacionarse con e nimero bsjo de LPL y
de IEL presentes al necer y con reiativa y baja acumulacion subsecuente (Vegs-
Lopez ot al., 1983 Pabset y Rothikotter, 1988). Este sstudic muestra que sobre ol
S0% de céiulas totaies en &l iNtestino deigado fueron locaiizados en e epitelio en
animaies de 8 messs de edad, apuntando is importancia de estes célulss
focalizadas sobre is entrada de material extrafio. Ademdés fue de interéds estudier el
camino de estas células para aicanzar is proporcion en cerdos jévenes. Aunque el
[, o totel de céhdas intestinales fueron bajas al nacer, una proporcion significante
(38 y 35% en Du e Ii) ests on ¢l compartimiento epitelial. Una proporcion de células
fue DN, céiulas CD4+ y CDS+ son detectadies tardiaments en la vids (Figura3,
Vegs -LOpez of ol., 1993; Pabet y Rothiotter, 1999). Hay un interés que considerar
on este descubrimiento ya que ios snimaies vienen de un ambiente précticamente
estéri, donde la estimulacion antigénica estd mas bien imitada, sugirendo que la
poblacion de IEL puede tener un rol distinto al de proteccion. Despues del
nackmiento hay un incremento dramaiico de IEL CD2+, especiaiments en la semana
3 y S en Du donde estos iIncrementos fueron mas aitos que Ios encontrados en §
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(P<0.05) (Figuras 2 y 3) estos cambios pusden sugerr que el estimulo para los IEL,
slcanzan su locaiizacion finsl, puede venir de l& boca, (antigence de! aimento) ,
sunque le microfiora normal puede también conciulr & la sstimulacion antigénica en
ia conduccion de iInfocitos al compartimiento epliielisl, mae bien que a la LP, gun en
Is ausencia de contacto con aimento 86ido, 0 cual estt demostrado en destetados
(Vege-Lépez, et al., 1998). El nimero absoiuto de céiuiss en animales jGvenes sigue
en menor cantidad que en los aduitos, una caracteristica que puede contar para ia
alta susceptibilidad de los cerdos j6 a infecci entericas.

Al nacer la mayoria de ias céluias infoides intestinales fueron de DN (NK?) y
céiuias CD4+ fueron también evidentes, aunque principaimente localizedes en la LP
(Figura 3A, B, E). En contraste, célules CD8+ spsrecen relativaments més tarde en
ia vids (Figura 3C, I, Vega-Lopaz ot al, 1988). Este desarrolic secuencial ¥
locsiizacion celuler en el iInteslino, puede estar relecionedo a la funcion y se sugieren
estudios al respecto para clianficer el rol en ia relacion inmune ntestinel.

Ei onigen de los IEL es obecuro, pero desde Que ostas céiulas estuvieron
distribuides uniformements a lo largo de la punta, media y base de la velloaided
(Tabia1), eliss pueden migrar de la LP al epitelio, donde hay seleciividad retenids en
la vecindad de la BM (Figura 3), en donde ia alta proporcion de los IEL fue
localizado (52 y 539% en Du e i, Tabiat). La meyoria de estas céiuies con fenolipo
CD2+CD4-CD8+, sugiersn un rol citotéxico y reguiatorio para elice. Esta localizacion
particular es siMmilar a la encontrada en otras eepecies y pusden dejar que eutas
céiuias también imeractuen con céhulss CD4+ de ia LP (Figura3l) y con céhulas con
ol MHC-I (Vega-Lopez etal ., 1993).

Sin embargo ofra proporcion importante de IEL fue locailizade en ¢! nivel Nnuciesr de
1o enterocitos (43 y 42% en Du y I, Tabia1) y oros Menocs numercess (5% en ambos
Du y I, Tabia1) apicales cerca del lumen intestinal. Esas células fueron
principsiments DN en su fenolipo (Figurad@G), como previamente a sido descrito
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(Vege-LOopez at ai.,1993). 1 rol de estas céiuias sigue siendo desconocido pero
pueden estar compuesta Por Un grupo heterogéneo de céiulas, iIncluyendo céiulas T
TCR1( 28 ) y céhias NI, relecionades a la respuesta innata inmune a material
extrafio como a sido descrito en humanos (L.efrancois et al., 1997) y en rosdorss
(Beagiey y HusBand, 1999).

{ELs apicaies son generaimernts granulares con prolongaciones cCitopiéemicas
prominentes interiazadas con ia membrana plssmética de los enterocitos que
mostro perdicia de microveliosidad y un sito citoplissma vacuolado (Migura SA, B y
GA). Algunos autores han sugerido que los IEL apicales, son una poblacion apoplica
de céiulas on proceso de extrusion hacia ¢ lumen intestinal (Viney y McDonald,
1990). Sin embargo, ansiesis ultra setructural con TEM de cada céiula Nno mostrd
evidencia de céluias encogides © condensacion de cromatina celular y
fragmentacion (FigurasSB), rasgo caracterietico de céluias apoptoticas. Estas
caracterfsticas también estuvieron ausertes en infocitos arojados dentro del lumen
intestinal (Figura 68), sugiriendo posibles diferencias entre cerdos y ratones, y
dejando la posibilidad de esstas Céluias puedan ser expulsadas por otras causas
como la destruccion del enterocito. Coneiderando (a baja proporcion de células
encoitradas en (a zona apical, ol aimacén de las células NO PUSCS WBNEr UN ICEO
frecuerte on snimailes NorMaies (no infectado), pero puede eeter relacionado a ia
eliminacion de enterocitos infectados o deafiados. Esta situscion puede ser diferents
on animales infectados. LOCANZACION INMuUNe de Molbculas apototicas puede
clarificar este punto.

En ol nivel del nicieo de los enterocitos, ahi ioe IEL también presentaron un iargo
citopissma, sugifiendo MoVIMIento activo. En muchos casos 56 enNcontraron
agrupados, acConeejando un modelo de visje atraves del epitelio, seguido por otros
(Figura3G,SA y 6A). Si esta fue la causa, estas céiuiss NUNCa 88 acumuian en ia
zona apical de jos enterocitos, quizés porque la estimulacion antigénica ests dada
on la parte basoiste. s de ios enterocitos (Clwist y Blumberg, 1997).La morfologia
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heterogénea y el fanotipo de ios IEL moetrd que elloe pueden estar en diferernte
eBtado de AINerenciacion/acivecion O que elias puedan tener diferentes origenes
(precursores de céhuas cebades ?), sdamée la identificacion de fenotipo es
necessario pars clarficar esta nathuwraleza.

Finalimente, esta claro que e compartimiento epitelisl del i'testiino contiens un
nUMeroeo y mas blen une poblacion haterogénea de céhulas inmune. Esta
heterogenesided puede axpilicar aigo de las diferentes respusstas que o sistema
Inmune intestinal es capas de producir induciendo ambas tolerancia/anergie a
componentse de ia dieta INOfenaivo O aparecer fuertes respusetas iNmunes a
material dafiino. Eeta heterogensidad esta tomade en conaideracion cuando
protocoios alaiados y estudios funcionaies in viro son sjecutados. Estos estudios
cuaniitativos establecen un Mmodeio axperimental, en una Maners mas precisa, el
efecto del eslimulo antigénico (dieta, fiora normal, infeccion, iInmunizacion oral, etc.)
sobre la poblacion de célules en ol comportamiento epitelisl y puede permiir el
estudio de la relacion entre locsiizacion celular, fenolipo y funcion de ios IELS.

MATERIAL ¥ METODOS
Cerdos

También determinar ¢l nimero, distribucion y esludios estructurales de células
dantro del intestino, de S cerdos sancs de § Meses de adad, de una enfermedad
minima y fibre de neumonia enzodtice de rebafic fueron usados. También se
estudiaron ios cambiocs on ia poblacion de loe IEL con la edad, cuatro pequefias
camadss lactando por grupo de eded (recién nacidos, 1 3, 5 y 7 semanas) fueron
uaades. Los animales fueron mantenidos con la cerda sin acceso a siimentos
ab6iidos hasta su muerte. Los animaies fusron obtenidos del departamento de
Cilencies Clinico Veterinaries de la Universided de Bristol, UK.



Procesamiento de muestras para estudios con microecopia optica (OM) y
microscopis electronica de ranamision

Las muestras de Du y il de cada snimal fueron tomadas inmediatamente despues
de que los animaies fueron sacrificados con pentobarbiton sodico (Eutiatal, RMB
animailes sanocs, Ltd., Dagenham, UK). Las muestras de los cerdos j6venes, fueron
lavadas en P8S frio y fijados en parsformaidehido-lisina-perdoyato (PLP) con
descripcion previa (Vegsa-LOpez et al., 19893). Para estudios estructural, para
muestres intestinales de animaies adultos, previ nte inmerso en PBS frio, fueron
fijados en ghstaraidehido (Ciencias en micr pia electronk Washington, PA) en
PBS por 60 minutos a temperstura ambiente despues de lavados en PBS, los
tejidos fueron post-fijados con tetréxido de camio al 1% en PBS por 80 minutos 8
4°c. Siguiendo con enjuague y deshidratada con concentraciones crecientes de
etanol, los especimenes fueron embebidos en resina Spurr's (Embedaing Kit,
Polysciences, Inc.) Sigud ias instn s de manufactura. secciones de 0.5
m para OM y 100 nm para TEM fueron entonces cortadas en un ultamicrotomo
(Uttracute, Reiciter-Jung) y finsimente teflidos con acetato de uraniio al 2% y cirato
de piomo ail 0.4%, para obeervacion con microscopla electrénica, con un
microscopio JEM-2000EX (JEOL itd, Tokyo, Japan) sobre pelicula Kodak électron
(Esst-man Kodak, Cc., Rochester, NY).
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Angilsia de muestras de tejido intestinal

Céluias teflidas IHC fuaron contadas en LP y epitelio en diferentes campos al
microscopio (400X) pera cada muesira de intestino det cerdo. El drea del tejido
fueron medidos usando un analizedor de imégenes computerizado semiautomatico
(VIDS V, Synoptice, Ltd., UK) y las célules posiiivas dentro del érea fueron contades
Y registracias. En mimero y localizacion de células intraspiteiisies fueron analizadas
on muesiras inestinales de cerdos adultos teflidss con hemastodiina de Harris y las
céluias con morfologia de linfocitos fueron contadas en 10 veliosidades de Duy 7 de
It por cada uno de los cinco animales, evitando ias placas de Peyer's de la
veliosidad. La vellosidad fue seleccionads a! azar sobre ia base de una similitud de
corte a lo largo y en sanguilo. Cade vellosidad fue dividida en 3 partes igusies: punts,
media y base (Figura SA), de la punta de ia vellosidad a ia parte profundes de ia
cripta. Céiulas intraspiteliales de estas partes fueron contadas y registrades. En is
localizacion de las céluias dentro del epitelio, e! epitelio fus dividido en 3 zonas:
apical, nuciesr y membrana bssal (Figura 58) ias céiuias locsiizadas en estos
compartimientos en ia vellosidad de cade muestra fue contada y registrade usando
el ansiisis de imagen. Para las caracterfstica estructural celular y ia locaitzacion
detaliada de IEL, fotografiss para Du e il con TEM fueron tomades de § snimales
adultos y las caracteristicas formoiégicas y topoidgicas fueron ansiizadas y
registradas.

inmunohistoquimica

Anticuerpos monocionales (Mab) Ai-CD2(MSA-4, Hammerberg y Schurig, 1988),
anti-CD4 (74-12-4, Pescovitz ot al., 1984) y ant-CD8 (76-2-11,Pescovitz ot al.,
1984) fueron usados en IHC. Para ol desarrolio del estudio, céiuise poeitivas MSA-4
onoloph.lt:»yu‘-'n.lnw.lo-idm:u:l.DuoIlpal’.lo.5cammn(«)oxramplﬂt:m:iéﬂ);‘x
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fueron contades y regiatrades de ias muestras embebidas con parafina de los 4
pequefios cerdos lactando (0,1.3,5 y 7 semanes de edad) en cada grupo de edad.
Muestras congeisdes de Du e H de § animaies de § meses de edad fueron teflidos
con MSA-4,74-12-4 y 76-2-11 MAD x IHC, y también determinado ¢! fenolipo y la
focalizacion de e IEL dentro del epitelio por OM. Estas células fusron corntades y
registradas usando ¢l ansilzador de imégenes. La prueba de t-Studernt Pareada fue
usada para comparar los detos entre los grupos de edades y entre los alllos
inestinales (Du ve H).
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ftom duodenum (Du) and ileum (‘ll) were studied by unmunohulochexmnry (IHC) tmd hghl
in (0-7 weeks o1d) and six h gs- D

m chanlel at birth showed that 38% of the total lymphocytes in the villi wm IEL, mainly of
the CD2+CD4-CD$- double ulmve (DN) phenotype. That proportion rose to over 50% at
week S after birth, adul still with fewer cells than in adult
pigs. CD4+ cells appeared nhuvely wly in life although they were confined to the lamina
propria (IP) and CD8+ cells were found oaly in low numbers. In the villi of aduit animals,
almost half of the total number of lymphocytes were IEL (49% Du, 52% II). Over half of

b il at

these IEL (52% Du, S3% I1) showed the CD2+CD4-CD8+ and were
the L] (43% Du, 42% II) DN IElL were found
a1 the 1 level and relat y few (SimDunndll)mnululEL

were found i

along the villi's up, mlddu and bouom. muuun‘ that the IEL may have their origin in the
2 slowly with age and is

actuslly by a ion of cells (sull, DN and CD8+). These

results may explain the i ibility of young (o disease during the lacta-

tion period and shouid be taken into account when functional studies are carried out with IEL.

The Quantitative mulu of this p-pe.r uublulud a mode] for studiecs on the effect of age, diet.
normal flors, on the [EL of the gut.

mucosal i L small i swine

Ab, BM, Du, L, ileum, IHC, inununchistochemistry, IEL,
intracpithelial lymphocyte. DN, double negative, LP‘ lamina propria. LPL, lamins propria lymphocytes.
oM, TEM, jon electron micros-
copy

Keywords: IEL, inunune
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INTRODUCTION

Oral izati has great i and
expectation since this route may represent an nlm-m
and

M.A. VEGA-LOPEZ er al.

1 and p (Pabst, 1987;
Cerf Bemusnn and Guy-Grand 1991; McGhee, er
al., 1992). Previous studies in the pig bave demon-

strated that, unlike and h the 1y h
of the i ) villi are poorly devel-

tive for dneue control and also to pr
induci to 1

gous antigens (Brandtzaeg. 1995). The mucosal
y has some si but also many

oprd at birth (Vega-Lopez. er al., 1993; Pabst and
Rothkotter, 1999). The postnatal development of this
companmzm appears to be driven by exposure to
since it does not occur in

differences with the i
(Stokes, 1988; Kiyono, ef al., 1992). On the one hand.

germ-free pigs (Pabst nnd Rothkotler. 1999) and is

bolh systeml contain cells which follow

and fu
(Mchec and Kuyono. 1993). On the other, differ-
ences in cell di and i ion have
also been dcla'ihed (Kiyooo ot nl.. 1992). Unlika the

syngm in the gut must eonﬁnuou;ly deal with an

enonmous aray of foreign material and must be able

to y discrimi food
and i and h

ous material, inducing abergy and/or tolerance to the

former and a stroog Jocal and systemic immune

the lattar (Bi k. er al.. 1987;

Moqbel and MncDon.ld. 1990; Stokes, er a!l., 1994)
Moreovex. '-be local i Yy must

b ism and bac-

mn-ﬁumthewﬂc-ofﬁenlbym
such as IgA-mediated immuoe exclusion (Stokes of
al. 1975; Walker, 1987; Husby, 1988; Brandizaeg.
1995). These two functions of the local immune lyl-

by 1 pigs
(Vega-Lopez, e1 al., 1995). The pig therefore provides
an appropriate system to study the developmem of
IEL. comp in P to Despne
this, and i i ies in other sp
(Guy-Grand, clal 1978; Tagliabue er al. 1981; Flex-
man, 1983, Brandtzaeg, erf al, 1989: Ebern, 1989:
Jarry, et al, 1990, Sanchez-Garcia, er al.. 1997), rela-
tively few ies of IEL d. in pigs have
been undertaken (Wilson ez al. l986a. 1986b, Whary,
ez al., 1995; Pabst and R 1999). Th
m this paper we d the ber. ‘ph ype.

and devel of IEL in the pig gut.
RESULTS
D Ch InP ]
I Celis

temn are likely to be ied out th
mthmmmmmfmmm-yw
immune system and, perbaps, through subtle but sub-
stantial differences in the type and function of the
cells found at the mucosal sites.

The gut the ber of i
-eusmm:c-xam:m.manyMofnulym-
shocytes (Parrot, 1987; Hamad and Kiein, 1994;
Takahashi and K:yono. 1999). Many T cells are

in the 1 propri (I.PL) and within the

3 [¢ itheli , IEL)
Moqgbe] and MacDonald, 1990). Becaun of their
ucnmrytodnemmnnllum-ndlheumw

‘The number of CD2+ IEL in unweaned animals (birth
up to 7 weeks of age) is shown in Figure 1. The
number of CD2+ cells was initi low in ,'L"
and Jamina (LP), but i there-
after in both comparunents (Figure 1). 'l‘hemctu-e
was more evident in Du compared with Il at birth and
weeks 3 and S (P<0.05) (Figure 2). At birth the epi-
thelium contained 38% of the total CD2+ cells in Du
and 35% in Il villi, and that percentage increased
steadily thereafter up to 52% and 64% respectively, at
¥i \vub of qe (data not l»hown) CD2, CD4 and CD8
by i istry (IHC) in serial

ood IEL are gi d to ind:
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1EL DEVELOPMENT IN THE PORCINE GUT

o 1 3 S 7 24
Age (weeks)

FIGURE | Determination of CD2+ cells in duodesum (A) and ileum (B) villi of unweaned (0~7 weeks, nwd per age group) and coavention-
amina propria

pigs. Each column represents mmmofmmnmhu(ﬂ-emmw:)ml
countsd in the villi's epi of ive chosen ic ficlds (400 X) per animal

frozen sections from 4 animals per age group (birth, LP (figure 3), but not in the epithelium and CD8+
1. 3, S, and 7 weeks) showed that most intestinal cells cells appeared late in life and remained low in number
in young animails were CD2+ double negative (DN) (figure 3).

(figure 3). CD4+ cells appeared carly in the intestinal
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o 1 3

5 7 24
. Age (weeks)

Intresepithelial
Cells in the Small Intestinal Villi of Adult Pigs

The average number of total lymphocytes per villus
(IEL+LPL) in five adult animals is shown in Table 1.
Upl.oh.lfofmeaecelumlouudnlheepnhe-
Lium (Du) (49%) and
ileurn () (52%) ('lh.ble D. The pmpuﬁon of intraepi-
thelial cells was h from the
tip (32% Du, 34% 1), th.rou.h |be middle (37% Du,
39% 11), and the bottom (31% Du, 27% II) of the
villi’s epithelium (Figure 4A and Table I). The topo-

Im i ical ining of serial frozen sec-
tions from 6 hs old (n=25), that
most [EL at the BM were CD2+CD4-CD8+ uus
(Figure 3). Whereas IEL i at the

apical and nuclear level were mostly DN ceus
(Figure 3). It was clcar that most of the CD4+ cells
were confined to the villus LP (Figure 3).

Ultrastructural Study of Small Intestinal
Intraepithelial Cells in Adult Pigs

logical distribution of IEL within the
(Figure 4B) showed that half of them located prefer-

ially at the b (BM) (52% Du,
53% 1) of the tip, middle and botiom of the villi.
Augother important plopalwn of cells (43% Du, 42%
1) was found leus and only
a small proposrtion (55 Du, 5% ) of cells was
located at the epithelium’s apical zone (Table D).

Cells phologically similar to phocytes and
il with i ithelial di i were detected by
ion el i (TEM) in duodenal

and ileal samples from five nx months old pigs.
These cells ranged in size from 2.5-to 7 um of diame-
ter. At the epithelium’s apical level (Figure 5A), the
IEl. were mainly round cells of nppmnmaxely S pum
in di and with long cytopl pro-
longations interlaced with the enterocyte’s plasma
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FIGURE 3 scal CD2 (A, D, G). CD4 (B, E. H) and CD8 (C. F, I) susining in duodenal scnal frozen scctions
of.-i-n(A.B C).nJu-k—oldunw-leﬂ(DEﬂlndnﬂmm—ow(G H. I) adult pig, g the of
these cells in the epitheliumn and LP of the villi. Few CD4 and CDB8 cells are evidea! in the sewbomn piglet (arrows). ldentical results were
. ol P peiy p 1 five adult animals. iog = 200 X (Sce Color Plate V1I at the back

of this issus)
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few cytop 1 and 11 Moreover,
cells 1 ing the epi were i 1ly
d d alth h in low ber. These cells did not
show 1 f of pop

(figure 6B), sbo\vuxg nuclei and cytoplasm integrity.

DISCUSSION

At the i a large, h

neous group ofaell.l has the potential for early contact
with antigenic material derived from the gut
(Cerf-Bensussan and Guy-Grand. 1991). The ability
of normal individuals to discriminate between harm-

less dietary P and P lly hazardous
rnnlenll and to mount approp
the p of reli but yet not well iden-

uﬁed n:;uhux-y mechanisms. Previous studies have
quantified (Ferguson, 1978, Parrot, 1987) and charac-
terized buman and rodent IEL in terms of morphology
(Marsh, 1980), phenotype (Brandizacg, er al., 1989;
Jarry, e al., 1990; Lefrancois, 1991; van Kerckhove,
u al.. 1992; McGhee and Kiyono, 1993) and effector
(Ebert, 1989: Fujihashi, er al., 1990;

FIGURE 4 Diagram of s ssmall inisstina! villus (A) and the epithe-
numm)wuchmn---mo_yma to detsrmine
ul::n_nmhcr localizasian of imtrespithelial cells i six mosths
old pigs

membrane (Figure SB). Dense granules of 0.6 um in
dlamgter nnd nuny libowmel were detected in the
cytop ithelial cells had &
high number of small vesicles of 0.2 um in diameter
(Figure 6A). Many IEL were located at the epithelial
nuclear zone. some of them were elongated, reaching
up to 7 um of length (Figure 5C). The cyloplum was
twice as large as the ! and

dria, rib and i were
detected there (Figure SC). Two or more cells in the
same intravacuolar space were frequently seen in this

Guy-Grand, er al, 1991; McGhee, ¢! al., 1992; Mcga,
et al. 1992; Beate, er al., 1996: Fujihashi, er al.,
1997). It has also been reported that cells with hetero-
geneous characteristics are found at the epithelial
compartment (Tagliabue er al., 1981; Flexman, 1983;

Lefrancois, 1991; Christ and Blumberg, 1997).
Besides, some have sugg d that the granu-
lar cells in the epithelium may be a population of mast
cell (Fl 1983). H . little

i ion is il for other speci i
the pig (Chu er al.. 1979, Wilson, ez al., 1986a,
1986!’. Olivier, et al . 1994 Whary, et al., 1995). a
whose with b y and
phynology makes n a good experimental model
1986). . little i is

nvuhblc in any of these models about the IEL distri-
bunon along the v:lh and within the epithelium and

area of the tissue (Figure 3G, Figure 6A). The small- on these

est IEL (2.5 jum in diameter), were detected near the u; needed In this plpef the number, phenolypc.
BM (figure 5A). These cells were nearly spherical in and d p of lymp ytes lodged
shape and 1 into & le in the i itheli in these different epithelial comy artments of the small

space (figure SD). Their nuclei were prominent with

intestine are described.
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TABLE 1 The number and localisation of i.mn'pmulhl cells in the porcine small intestine. Numbers represent the mean and stundard
deviation (SD) of cells counted from 10 villi m duodenum and 7 villi in ileum in each of five six-months old healthy pigs. The data was

by paired i-Student test. IEL = i

LPL = lamins propria lymphocytes

Duodenum .. Hteum
Mean (SD) % Mean(SD) .- %
Lymphocytes in a villus BRI :
IEL's 112 (6) 49 . .9916) A 52
LPL 1617 51 : S a8
IEL jocalization along the villus 5 )
ka1 35 (12) 32 34
Middle 42013) 37 39
Bovom 35 (15) 3t 27
IEL withis the
Apical 52 s 5@ s
Nuclear a8 (13) 3 a2an a2
Basement mambrane 39 (17> 52 52 (15) 53

a P =0.033 with duodenum

It is well established that young animals are quite
susceptible to infection. This may correlate with the
very low numbers of LPL and IEL present at bmh md

may suggest that the stimuli for IEL, to reach their
fuul loclhzauon. nughl come from the mouth (food

gh the 1 microflora might also
to these antigenic stimuli in driving lym-

with their slow acc

(Vega-Lopez er al.. 1993; Pabst and Rothkotter,
1999). In this paper it was shown that over 50% of the
loul T cells in the small intestine were located at the

pitheli in 6 hs old out the
unpon.lnce of mese cells located at |he very entrance
of fi ‘Theref it was of i to

study tbe way those cells reach that pmporuon in me
young pig. Al h the total

cells was low at birnth, a significant proyomon (38 and
35% in Du and I1) was in the epithelial compartment.
Most of these cells were DN since CD4+ and CD8+
cells are only detectable later in life (Figure 3,

phocytes to the epithelial comparunent. rather to the
LP, even in the absence of contact with solid food, as
it has been demonstrated at weaning (Vega-Lopez, er
al., 1995). The absolute number of cells in young ani-
mals was still far less than that of adults, a feature that
may account for the high susceptibility of the young
pig to enteric infections.

At birth, most of the intestinal lymphoid cells were
DN (NK?7) and CD4+ cells were soon evident.
although mainly located at the LP (Figure 3A. B, E).
In contrast, CDB+ cells appearcd relatively late in life
(Figure 3C, F, Vega-Lopez er al, 1995). This sequen-

Vega-Lopez et al 1993 Pabst and Rothkotter, 1999). tial develop and cell localization in the gut might
‘This is an di i lhal the ani- be related to fi i and dies in this resp: are
mal comes ﬁ-om . y stcnle q d to clarify their role in the intestinal immune
where’ i are rather 1 d i

that this IEL population may have a role distinct lD
protection. Soon after birth there was a dramatic
increase of CD2+ IEL, especially in weeks 3 and S in
Du where these increases were higher than those
found in Il (P<0.05) (Figures 2 and 3). These changes

‘The origin of the IEL is still obscure, but since
these cells were uniformly distributed along the tip,
middle and bottomn of the villi in adult animals
(Table 1), they may migrate from the LP to the epithe-
lium, where they are selectively retained in the vicin.
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F % }'J

FIGURE S

e apical (B), nuclear (C). and
differest animals in ducdenum aad deum. Lu =

1ty of the BM (Figure 3), wherc the highest proportion
of IEL was located (52 and 53% in Du and 1I, Table
L). Most of these cells bear the CD2+CD4-CD8+ phe-
notype, ing a cy! ic and y role for
them. This particular location is similar to that found

TESIS CON
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(A). L ial cells can be disunguished st

i of porci
b.umgm cmbrane (D) fones. Slmpl: taken from & six-moath old pig. ldeatical iesults were found in five
intestinal Jumen. € = enterocyte. Scale bar A = 2 um, B.

CandDa 1 um

in other species and may allow these cells to interact
with adjacent LP CD4+ (Figure 3I) and MHC-1I+
cells (Vega-Lépez e al., 1993).

However, another important proportion of IEL was
located at the enterocyte nuclear level ('3 and 42% in

|
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Du and II, Table I) and other less numerous (5% in
both Du and 11, Table 1) apically near the gut lumen.
These cells were mainly DN in phenotype
(Figure 3G). as previously described (Vega-Lopez, er
al., 1993). The role of these celll is still unknown but

they may be byanh group of

cells, including TCR! (v86) T cells and N’K cells.

nlued to the innate i to g
as d in (Letr is et al.,

1997) and rodents (Besgley & Husband, 1998).
Apical IELI wue mosl.ly granular with prominent
P & with the
s P that sh loss of micro-
villi lnd a highly vacuolated cytoplasm (Figures SA,
B and 6A). Some authors have suggested that the api-
cally located IEL is an apoptotic population of cells in
the p of the i inal lumen
(Viney & McDonald, 1990). However, TEM
ultrastructural analysis of lun:h cells showed no evi-
dence of cell i 3
sation and tn;memuon (figure SB), characteristic
features of apoptotic cells. These features were also
absent in lymphocylcs shed u-uo Ihe intestinal lumen
(figure 6B),
pigs and mice. and urenmg the possibility of these
cells blnn. un-uded by other causes such enterocyte
the low proportion of cells
found at the lpncal zoae, the lheddmg of ceus may not
be a frequent evem in 1 (
but may be to the eliminati of d or
i ytes. This si i may be
in infe PR locali of apop
molecules may further clarify this point.
At the entcrocyte's nuclw level, there were llso
IEl. with jong cytopl
active mouon ln many clses they wue found
ap of g h the
epnhelmn followm. ench other (Figures 3G, SA and
6A). If this was the case, these cells never accumu.
Py . 0 why o ?ud at the apical zone of the enterocyte, perhaps
the i are given at the basola-

IFls coccupy ome space (A, (L'l'h adje- "

cont - ly WTOW).

vy --:y,\- alhows :JN m_m p el llgnl pat ‘: the enterocyte ((Eln:ul and Blumberg,
ing & diarupaesd estarocyss behiad (B, atow). Similar results ware 997). The gy and p Pe
fousd in five differsat amimals io duodenum asd ileum. Scale ofmelm.sbowedumlheymaybemdm‘emutsuges
ber o 2 um of differeatiati ivation or that they may have dif-
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ferent arigins (mast cell precursors?), further pheno-

type identification is needed to clarify their nature.
Finally, it is clear that the epithelial compartment of

the gut conwins a numerous and rather heterogeneous

1 ly

cold PBS and fixed in par peri-
odate (PLP) as previously d:scnbed (V:ga Lopez e?
al., 1993). For inal sam-
ples from adult animals, previously immersed in cold
PBS were ﬁxed in 2.5% glumraldehyde (Electron

population of immune cells. This heterogencity may
explain some of the di p the i inal Forth PA) in PBS
immune system is able to praduce either inducing tol- for 60 "‘i"“‘es at room p After ing in
crance/anergy to h diet or elicit- PBS, the tissues were post-fixed with 1% osmium
ing strong i p to ial ide in PBS for 60 minutes at 4 C. Following
This beterogeneity must be taken in consideration  rinsing and dﬂ'l)' with § g a-
when isolation protocols and in vitro functional stud- tions of eth. the sp were bedded in
ies are yerformed Tbclc quantitative studies estab- SP“ﬂ' 's resin (Embeddi k-i!- Poly lm:.) fol;
1 s i S o

lished an exp 1 model to \| . in & more
precise manner, the effects of nnugen stimuli (diet,

normal flora, infecti oral etc.) on

the cells pop ing the ial ipartment and

my nllow the smdy of the relationships among cell
Li ph pe and ion of IELs.

MATERIAL AND METHODS

Pigs

To determine the and -

tural studies of cells within the small intestine, five 6
months old healthy pigs. from a minimal disease and
enzoouc pncumonia-freec herd were used. To study the

in IEL with age. at least four
unweaned uncrnuu:s per age group (birth, 1, 3, 5 and
7 wecks old) were used. The animals were maintained
on the sow without access o solid food until slaugh-
tered. The imals were b d in the facility
of the Depantment of Clinical Veterinary Sciences,
University of Bristol, UK.

Processing of Slmples for Optical (OM) and
M

(TEM) Studies

-mnples of Du and Il from each nnunnl were taken
y after the i were d with an
wravenous of sodi (Eut-

atal, RMB Animal Health, le.. Dagenham, UEK).
he samples from the young pigs. were washed n

TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN

0.5 u.m for OM and 100 nm for TEM were then cut on
an h Jung) and
finally stained with 2% uranile acetatc and 0.4% of
lead citrate for observation and micrography with a
JEM-2000EX elecron microscope (JEOL Ltd,
Tokyo, Japan) on Kodak Electron Image Film (East-
man Kodak, Co.. Rochester, NY).

A of L inal Tissue
IHC swined cells were counted in LP and epithelium
of at least five pic fields

(400 X) from each mlcsunxl pig sarnple The arca of
the tissue was using a ic, com-
puter assisted image analyser (VIDS V, Synoptics,
Lid., UK) and positive cells within that area were
< and The ber and ) isation of
intracpithelial cells were analysed in intestinal sam-
ples of adult pigs stained with Harris hacmatoxylin
and the cells with lymphocyte morphology were
counted in at jeast 10 villi from Du and 7 villi from 11
from each one of five animals, avoiding the Peyer’s
patches villi. The villi were randomly selected on the
basis of similar length and angle of cut. Each villus
was divided in three proportionally equal parts: tip,
middle and bortorn (Figure SA), from the villus tip to
the deepest part of the crypts. Intracpithelial cells
from each of these parts were counted and recorded.
In the cell localization within the epithelium study.
the epnhehum was divided in three zones: apical.
and b (Figure SB). The
d in these P in the villi of each

cells )
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wan and rded using l.he image
cell and

mmﬁuﬂmofml—.bulndﬂmwmo-
mph-wmuhnﬁomﬁve.dullnmhmdchu-
and pologi

‘were analysed and recorded.

Immuschistochemistry

°  Ant-CcD2 (MSA4, H rberg and Schurig, 1986),
anti-CD4 (74~12—4. Pescovitz er” al., 1984) and
anti-CD8 (76—2-11, Pescovitz e al., 1984) mono-
clonal antibodies (MAb) were used in IHC. For the
developmeatal study. MSA-4 positive cells in the epi-
thelium and LP of the Du and I villi, from at least
five randomly chosen felds (400 x magnification)
were counted and recorded from paraffin embedded
samples ¥rom at least four young unweaned pigs (0, 1,
3. 5 and 7 weeks old) in each age group. Du and 11
frozen samples from five 6 moaths old animals were
stained with MSA-A. 74-12-4 and 76-2-“ MAD by
IHC, to the ph and ion of
IEL within the epithelium by OM The cells were -
counted and recorded using the image analyser.
Paired t-Student test was used to compare data
between age groups and between intestinal sites (Du

vs 1.
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