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1.0 JUSTl"1CACIÓN 

L89 velklald•dea lnt9allna1H conllarwl lo9 .. madoa llnfocltos lnlraeplllal.._ (UI!). 

L8 1oc•zec!6n. ~. C8'11cl911zaci6n y t\#lcl6n de - cMul89 ..,_no 
hen .ido deacltlae en-.. tatald•CI, ~ .. ...,_que_, la prtmera llna• de 

de ...... conhl; vlna, .,_.,.,._, parMllloe, ~~y - .. talal•IClm 

lnmunolOglc:m por vi• orml. T•~ ...... •vldellClm del mumento de loe UI! en 

dlf9rentes ~ecladee. ~mutar...,.., 1IMCrtlo ..,_~que no .. 

tlften con ~ monoclon•IH c-•IClol'l•IH, .. m~ "c:6luln nulea", ._ 

cueles .. ~ prtndp91mente en• - mplc9I del ep11911o. Se tiene 

conocimiento de que .. ~en tocio el epltello de • Yelloaidecl, en Cllferentae 

•apeclee. pero no• tw ......._ _ _....-.. loc8llzmd0n, ~Y 

fenotipo eapecltlco en caela unm de ... -- y 6re• de .. Velloalclllel. NI - ha 

cuanlltlc:8Clo-.. nllmero, por lo.__• lrnportanN t9ner un conoc:lm6enla eapecfftco 

de - ~m.troa en mOdeloe .,.,...._como DI cerdo, cuya......,.._ con el 

t.Jmano eon meyores que ._ele loa roeeloree. Con - lnl'ormmd6n .. podrl• 

•nt9nder mejor el ortgen de lo9 UI!, ai ,.....,..._, - cambloe en ...:imero en el 

lajlelo y ... tUnc:i6n probmble. 
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2.0 08.l~IVO: Deecrtblr la locellZ8CIOn, nllmero, fenotipo, deurrolo de llnfoCltos 
intraepbllalee y mc:tw1Stic8s morfolOgleaS de los llnfoCltos lnlr•epb ..... •n el 
inte9tlno clelg8Clo porcino. 
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3.1 ANIMALl!S y MUBSTftAS. Se torneron ,,......,_de duodeno e lleon (10 cm 

edelent9 del ploro y .,.._ de le unl6n llecM:ec9I 1'99P•c:tlvemenlle) de cinco cerdoe 

-de• - de eded ...... porciones de~ .. ~ con eollldOn 

emortiguedor9 de toefmtoe 0.1 M (PllS) pH 7 .4 peni ellmlner el conl9nldo .......,_, 

y, de ..... muew.. M 1'9ellzmron c:ort9s de 3 • 5 cm de longllud, loe~ tueron 

coloceelos en trwoe conl9nlelldo p_.formeldehldo ...,_ pe! yodeto (PLP) (ver 

ep6ndlce) per11., t1J•C16n y proc-mlento p_. mlcroecople Opllce o en f'rllecoe 

conl9nlenelo PBS (v..- llp6ndlce) el 0.1 M p-. mlcroecople eleetr6nlc9, loe c:ueleS 

IUeron COIOCedoe en Nelo p_. 8U tr81~. 

3.2 Tl!:CNICA HISTOLOOICA PARA MIC"OSCOPIA ÓPTICA 

Ln mUMllrn en PLP .. de9Ndl•lmr- en eleaholee de conc:enlr8ci0n c:rec:ienl9, 

.,..._ lleger • elcot'IOI ebeolulo y M 8Umergleron en llllol ..._ que todo el elcohol 

tUe de8plezmdo. LuegO M coloceron en p91'11ftne fUndlcle _...,.. (57°C) .,.... que 

todo el Jdlol tue .. b lllllldo por le penitlne, ... muemn - moraron en bloques y .. 

t11cieron cort.s de 3 pm de ..-con &#1 mlcrotomo. Lo. cort.s - Meran con 

tlemetoJllllne de Henle y .. moraron en &#1 medio eol&lble en Jdlol (BNTBLLAN) 18. 

3.3 ~OCBSAMIBNTO PARA MIC"OSCOPIA BLBC~ONICA (MB) 

Ln porc:tone9 de lnle9llno pere MB - leveron con PBS, .. ebrteron y -

ellt9ndleron (con le eyude de - .....,_,, fonnenelo ...,..._ _.,... unes pleC8S de 

c.,. dental en cejn de petrt. Se tljeron In pordones de lnl9sllno con glUl8reldetlldo 



.. 2.5'Mo dluldo.,.. PllS durma - ._.. ............ •mt:llente., _ .__ .... 
- con PllS por .. _ mtnutae c.- uno hmal 8lln*'8r et glulmr8klehldo. 

PoMartormene. - er.ctuO un8 poettlj8CIOn con l91r6111do de oemlo 81 1'Mo (ftj8dor, 

... .._dar de llpldoe lnMlur8doe) en P98 por unm ._. (30 rnlnUlDe en hlelo y 30 

mtnulo9 • e.rnpeqtuni •mbl8rllle), - c°'*"'6 con.._ l8V8Cloe con PllS por tree 

mtnuloa cmde uno hMlll8 ......,_el e.tr6111do de oemio. se i-on • - con • ..,. 

deMMmde hmllm elln*w' et PllS. a. procecll6 • deellldr8l8r con 8ICOhol et9lco de 

concenlr8clcll- creclenl9e eo. 70, eo. _,,.por diez mlnuloe C8de uno y 81 100... 

tree - por diez mini"- C8de uno. se procedl6 • lntllr8r; primero con~ 

9P""' 1 :1 (r .... 9PWT/etmnol, ep6111Ca) (9PWT l:leJ• wi9coeld8d embeddlng ldt, 

POly9del-. lne) y - dej•on por un periodo de.._ tw.. • t9mperelure 

ambiente, eeguldo de ,....,,. 3:1 (mpurrlel8nol) dur8ID •- tw.., ftn81mene. -

hlderon .... cemblM de~ 9PWT puni de d08 hor8e C8de uno. V• 111• d88 ... 

mueelres- pollmertW'on en moldee •••cl•I•• de ellc6n tlelllllle • .a•c por 39 

hor99. Poee.rtonn..,.. I09 bloquea IU8ron cortledoe en &aemk:rotomo (l*ec:ul9 

,.elcher...Jung) obte1116nd- por un ledo -dones-"'""- de mprolllntedemene. 

0.5 prn, y "'- de 0.100 JI m de ...,_- .,_. mlCroecople 6pllce y el8clr6nlce 

rM1P9c:t1vemene.. L- cort.e -"""'- - monmron en portaobJMae de vidrio 

tlj6nclol09 por calor y tlft6ndoloe con 8zul de toluldln8 81 0.1 'M., I09 cort.s t9fttdoe -

obeerVSon en un mtcroKopiO 6pllco z.- con eletem• de follomk:rog¡•ft• lntegnldo 

con et fin de obeel,,.. le ublcecl6n y ortenled6n de ... vefloa elde-dMe. Loe cort.e tlnoe 

- montaron en rejll8M de cobre de 3mm de dl6m ... o (1 y 200 hOyoe) y - Wleran 

con McetMto de urenllo y c:tlrato de plomo de le 91Q111•1'119 m--: L88 rejlMe con I09 

cort.e - 9Unlergieron en unee gotee d8 llcemto de urenllo MI 1 .5-2.0'Mo (como 
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tlJ•dor dm •CldoS l'IUCHlcom) - !#MI c:am .. hQmmdm (p-. Mlllmr a. •-cmci6n) y -

dmjmron 5 horms - !#MI e11mp- dm •lllnlcCIOn. O..,.. dm -t.ftlclme. - tommron 

... rejllme con plnZms, - ~6 el exceeo dm •cemto de urmnllo con un papel tllro y 

- a.vo - cu.tro fl'W- con_...,. ....... glrmndo a. r•Jllm con ... ~ con 

-..mo culdedo, tlnmlmern - -on y - gumrdmron. Por !Wmo p-. a. tlnci6n con 

Cllrmto dm plomo, - colOCaron - gome dm cllrmto de plOmo ( 0.4%) - un pmpel 

pmrmtllrn rOdm•do dm .,_.... dm hlelr6llldo dm eodlo P•• que •beofblln el e~ dml 

•mblente y dm .... m•nerm evbr I• fonnmcl6n dm carbonllto dm plomo, IM rej ... 

con lo9 cort.s t9flldos con •cetmlo dm urmnllo, - -..mergleron - ... gotms dm cllrmto 

dm plOmo por 2 • 5 mlnUlos, ~por CUlllro -.iu-aue- dm 1 minuto Clldm uno, 

- c:uetro v-....,_dos con hlelr6llldo dm eodlo 0.02N y_...,. ..-.dll, -

-c•ron y por lllllmo - otieerv•ron - un mlc:ro9Coplo ... ctr6nlco dm lr•...,..1916n 

Jl!OL 2000 l!X y M tom•ron fotognlft .. dm lo9 llnl'ocfto9 dm a. ~ mpic•I. nucle•r y 

membrm"8 b-1 dm a. punlll, z- medlm y b- ele ... velloeldllCle9 del duOdeno • 

lleon. 

3.4 CONTl!O DI! LINfl'OCITOS V Cl!LULAS l!PITl!LIALl!S l!N LAS 

Vl!LLOSIDADeS 

Dlferenl9a ~- p•r• el conteo celulllr M h•n ._rrolledo • trmvn ele lo9 

•ftos, como I• ~· morfom•trtc• Cle8cftbl por Nlmzl, a. que ofrece un conteo 

mbeOluto y rei.ttvo (deNldmd) dm ~- T•mbl6n noe permb eonetruir modelos 

mmt9mMICos, cubo9 ele volum-~. gratlcme dm VOlumender'l9ldlld y 

volum- propor~I t5. Por otro a.do ee pueden ulllzmr mModos ...,,.....,_que 

lncl• y•n a. medlcl6n del n&lmero de llnfocttoe por vello9idlld, o por mlllmetro ele 

epi! llo, 6 el n&lmero dm llnfocllo8 p!>r unldlld dll longllud de m~. u t6cnlcm 
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umz.e111..- .... --.jo- deealbe a~- s. tom-fologr9t'lae con 

mlcroacaplo Op11co da loe c:orl9a •• 1ag1coa da ualnllladee da duDllano • lleon da 

cerdo, tlallldoa con hemalo191a ... umlz6 objetlVo - tUaltia, oallar.a da 10, -

apertura de,_. y- a e !de da .. dm- ... .,,.,... de 0.26, con -

arnpllllcac:t6n total da 40 x 1 .• x 1 O x 0.26 y - umz6 pellcula Kodak .. x pen 3tlmm 

X 30.tlm. tx402 par8 ~ - blmlco Y-.0- 400. el papel~ penl 

la 1mpr..ion IUe Kodabrome 11 ~-

Los crtl9rtoa qua dabl- curnplr lea vallnllladaa lnllaallnal11 tuaran loe algi.llt,...: 

Qua lea valoalcladaa ftMr9'I grwtdas, ~y, aproJdmadementa Clal mlamo 

tam.no, qua prwnmqn - qullll'eros, loe cuales pem...,.. tanar la cer1laZll da 

qua leavallDallladaa....., cortadaa IOnglkllS....,,..,.. parla.,__ medie, qua no 

pr_,._., ...._a lo largo da ..... CIDblec-. daapreuclmlenlo de apll!allo da .. 

.. mina propia, ni qua al apbllo emMara compr;midO; en SI, que laMaran tDdas lea 

caractiarltlllc de - vallllalllael lrlt11•na1 repr-ilU•wa (Clfpl89 de Uebertlulln, 

!Amina propia y epll!allo). 

e1 Conl9o - NallZ6 da .. _....... m-: - lom6 .. a e !de da .. bW da .. 

nlaalllad a le pwlla da le mlarna y- CllwlCll6 - ... p--. lguallle, la.,_.. auparlor' 

6 PI"* (p), la parta -*al 6 meCllll (m) y la P.- inrwtor o.._ (b) . .._ la -a 
da llnt'oc:lloe - tom6 al crtl9rto algi.llanla: Se dallne6 .. mema.w baaal (por medio 

de "' m•c:ador) ..-. al apll!allo y .. 16"*'8 propia y - reallz6 el cone.o tDlal da 

llnfocllD9 en lea ... p..-s da 111~1ldael, alllclanalmenla, loa llnfodloe dal apll!allo 

.. conmron da ac:umdo a .. 1a a11a.:10n - a1 m1arno como algi.le: ~ 

aplcallls (La), com¡:irenelldoa enlN lea micnnlalloaleladee y al rúc:lao Clal enllarodlo, 

~ nuc:learaS (Ln), ....... atic:onlradoa alNdador Clal rúc:lao Clal ... VOClto y 

llnl'ocllo9 de la mambrw basal (Lmb), local"dos anlr• al r.:iclao y la me 1brW 
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b-1 del entwoc:tto. I!- llnt'ocllos - enconlreron en 1-z- de 18 pura (p), 

perte medl8 (m) y b- (b) de 18 vellollldlld. Con ... cuem.. tom ... y porcenmj- de 

llnt'oc:ttos y~ eplN ...... - llevaron• c:ebO releclones en 1- Cllferenl9e z­

de 18 vello9ided, p•r• conocer eu dl9lrlbUcl6n. Al tomer en conllldllrect6n el mmefto 

de los llnt'oc:ttos, eu r ... clOn nllcleo/c:ttople8nl•. e9pecto y dlMl1bud6n de 18 

crom....,. y eu c:ttople8nl•, 18 pr~ de orpnelos cetuler ... mmefto y nllmero de 

1- grenul8cl-. con 1 .. fotogr•ft- tom•~ con el microscopio 6pllc:o y 

electr6nlco y con 18 metodologl• emple•de •nt9rlorm•nte, - c•recterlzeron 

morfol6glc•mente tos llnt'ocltoe lnlreepblle ... en 1 .. velloeldade9 lnte9tln• ... de 

duodeno • neon. 

Los re9Ullados de llnfoc:ltoe tot81es y c61u!es ..,...... .... tUeron dertv•~ del 

conteo de un totml de 52 (duodeno) y 34 (lleon) vello9idede9 de todos los •nlm• .... 

l!I crtterto p•r• determln•r 91 1 .. c6lul .. obeerV•~ eren llnfocltoe, - b--6 en IO 

reportedo en 18 blbllogreft•, en dlf9rentn -.pec:le9. C112,03,CM,Ol5,08,07, 10, 11, 12, 13 

1•.11t. 

Per• el eetldo .... dlsllco - Ullliz6 18 pruebe de t de Student pereede (W•yne, 

1979). 

•.O Ll\l!SUL TACOS OllTl!NIDOS POflt l!STUDIO l!STADISTICO POft LA 

PftUl!llA DE T DI! STUDl!NTS PNU!ADA SI! Dl!SCftllll! A CONTINUACION 

DISTftlllUCION DI! LIN .. OCITOS l!N LAS Vl!LLOSIDADl!S INTl!STINALeS DI! 

DUODl!NO E ILl!ON 

Los r_..dos obt911ldo• del recuento de Lll! en duodeno • neon mue9tnln IO 

Siguiente: l!I nllmero de L T (Lll!+LLP) en duodeno tUe de 230 (+/-40), con W'1 49'Mo 
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(112 +/- 30) d9 ue: y un 111116. (118 +/- 30) d9 LLP. mienlNe que en lleon, un t'Dlml d9 

1• (+/-40) LT, con un 112'16. <• +/-24) ... UI! y 48'16.(90 +/-27) de LLP. 

l!n el..,..... d9 ...... ICIOn de UI!, - ... dlferenl99 ~ d9 le v9lloeid9d (pura 

• p, - medie • m y bw •ID) y clel*o del epll9llo ( mplc.i • •· nucle• • n y 

membrW lbeMI • mb)- •-*6 lo......,.: l!n le - mplc.i ..._en duodeno 

como en lleon, - •iconlrm"on, 90lo un 15'16. (5+/- 2) d9 UI! por velloekl9d. l!n le 

- nuclear 43116. (48 +/- 13) en duodeno y~ (42 +/- 11) en lleon, y por ullmo, 
en la zone d9 la mb - obluvleron 112'16. (H +/- 17) en duodeno y U'M. (112 +/- 15) en 
lleon. 

UI dlllll1bucl6n d9 UI! en ... dlfer..-. p--. de la velkl•ct•d tue le ............ : 

l!n le pura, 32116. (35 +/- 12) en duodeno y 34'M.(33 +/- 11) en lleon. l!n le p.­
medla 37'M. (42 +/- 13) en duodeno y 3.,. (3• +/- 11) en lleon . ....,._en le .,_ 

- oblUVleron 31116. (38 +/-111) en duodeno y 27"" (27 +/-•) - lleon. 

L- UI! dlMl1buldo9 en ... dll'erenl99 - del epleello y~ de le velloelded W 

proporclonO io........,... Clmtae: l!n .. pura de .. wlloeldeCI y - .. - 8Pk:818"" 

(2 +/- 1) de UI! .._en duodeno como .._, en le - nucle• 43116. (111 +/- 5) en 
duodenO y 3.,. (13 +/- 5) en lleon y en le - de le MB 51116. (18 +/- 7) en duodeno 

y li5'16. (18 +/- •> - lleon. 

l!n la~ medie d9 le WllUICl•d: l!n le - 8Pie815'16. (2 +/- 1) de UI! ..._en 

duodenO como en lleon. l!n le - nucleS, le mi.m. propord6n de UI! en duaellno 

como en lleon d9 43116. (18 +/- 8) y, - le - de• mb 112'16. (22 +/- 7) de UI! en 

duodenO como en lleon. l!n le IDw d9 le~---~ en• - ~ 3'M. ( 

1 +/- 1) de UI! en duodeno y 4116. ( 1 +/- 1) en lleon. 1!n le - nuc1es 44'M. ( 15 +/-

8 ) d9 UI! en duOdeno • lleon. Y por Qllrno en '• - d9 le mb 53'M. ( 1 e +/- 8) de 

UI! en duodeno y 112'16. (14 +/- 11) en lleon. 
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m porceraje de ue en Nl9cl6n con el l'lllmero de ..,...oc:lloe tUe e1 .....,...: ue 
1121259 (4a.4.,.) ..,...ac•aa en duadeno ""-*-que "'24a (40.74.,.) en lean. 

Con r..-cto • loe llnfodlae tamlee de LP en le pune. de le~ 111t1d tUeron: 24.,. 

(28 +/-13) en duad•no y de 27.,. (24 +1- •>en lleon. ble zm de ... wlomld•d•• 

~ (46 +/- 15) en duocleno y 3.,. (35 +/- 10) en lleon, y lln.imenm en le LP de ... 

"9lklmld•Clem 38% (45 +/- 19) en duodeno y 34.,. (31+/-13) en lleon. 

en releCIOn • eo. porcmnla.lft de llnfocllM ~ (Ue + LLP) en ... punen de ... 

"9lklmldeelem tuson: ~ (93 +/- 23) en duod•no y 30'M. <• +1- 15) en lleon. en le 

~ medie ~ <•7 +/- 24) mn duodeno y 4o.. (75 +1- 19) mn lleon y en le beM de 

In Vellomldedft 34~80 +/-29) en duodeno y 30'Mo(U +/- 18) de loe llnfQcltom mn 

lleon. 

5.0 ~OLOGIA De LOS ue POflt MICllllOSCOPIA OPTICA 

L9 obMrved6n de loe llnl'ocllDe lnln.mp• hl11 mn duodeno e lleon M reellz6 por 

medio de micrOmCOpfe dpllce y por medio de fbtuGFll,._ (con une emplltlcedOn de 

1eo eurn.,,._), que ,..,...,_ io 91gu11ne.: Loe ue de 1e :mne ep1ee1, nuc1eer y 

m•mbrW b...i del epllmllo de duad•no • lleon, m09lrmrOn ~de 

llnfocllo9 pequen-. mec1111no1 o ....-. . ., r9ledOn NK:leolclloplemm• (en ia. ue 
mplcelee y de le memllrwm bemell) tUe de 2 • 1 y en...- - t--. de 3 • 1, 

mlenlrms.,. ia. ue de le zw nucle• .,,_....._ ww Nlecl6n de 1 • 1 y de 2 • 

1, leg611dome. •1Conlrm' llnfodlDa.,.. ...... --· ~ l'lllcleo Ocup6 c..i .. 

totmlldlld de le c6lule dejendo • ~aplHm• tlln - • .,_malle w poco m .. que 

une e.irec:tlll artle en torno dml rlllcleo. !El l'llleleo • prwnt6 redondO u, ove! con 

elgune _ .. dUrll en un ledo, o inderado y M ~., crom.ane condeMede y 

colored6n ezu1 cs.~ ele le 9nci6r'I con hemetolllllnll. en ....,_ - del 
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epll9llo - obeerv•on llnfocltoe lnlwc.U.- elneedos uno Mguldo de otro, 

l9nlendo cone.cto - memew- c:llopl...,.Mlcn <- ...._ ~ e11co11lr .. ldoee 

ti..ea tr- llnl'oclloe j\ftoe), y enlre ~ - denol6 la preeenc1a de vecuolee, como 

el de ..m m-.i loe Lll! ~.u d•mple:nrnlenlo en el epbllo. 

e.o M~OLOGIA De LOS LIN~OCITOS INT~PITeLIAU!S POft 

MIC .. OSCOPIA l!LeCTfltONICA. 

l!I Mlludlo morfol6glco de loe llnl'oclloe.....,........ - completo con la 

obeenladOn directa de eepeclm- en el mlcroecoplO ... ctr6nlco y por medlO de 

- fotogretl•. l!lllln c.uea tu.ron obeenleda - ... z- eplc81, nucle• y de la 

menlbrmle bael (ep, n, mb) del epltello y - le pura, s-rt. rnedlml y b- (p,m,b) 

de laa velloeideda de duodeno • lleon, revelando lo elgulenl9: La m8Y«I• de ... 

e~ omervedee tu.ron m-.ude-. loe Lll! de la zane ep, n, y mb (en la 

p,m,b de la Velloeldlld), moelrmron dlvermlded en .u tllm8'1o, ~ndoM enconlnr 

llnfoelto9 pequeftos (eproXlmedernenm de 3-6f.llll), m~ (eproJdmademern de 

S-7f.llll) y grendem, eproXlm•dement. t..- 7 - •f.1111, eunque - la - rucle•. -
enconlr•ron llnfocllos de • • 12 f.1111. La~ Cllople8mlc8S de e9lDS 

llnfocltos lneluyeron - o nulo retlculo endoplMmlco rugoso, une cllllllded 

pequeft• de mlloconclrl89 de 1 •e por e~ <-...,.. e~ de la - n -

ob8el'V8l'on de 10 • 15), ...--. eln Nngurl8 rnllocondrl8. Los CUMpOS 

m~••cula~ tu.ron rel8ttv8rnenm e-. Se ..._on ._...a~ 

.,,._de dlferente.tllm8'1os (0.18-1.33J&) en lllg&lr'IOe llnfocllos. rn. tt,te. l!n 

.iguna c:6lul8a de Aeon .. ralmero y tllm8'1o de - granuioe (en proporc:iOn) .,. 

mmyor que de 1 • UI! de duodeno (con meyor ~ - Lll! de la zonm n), - la 

zone n y mb M det9ctllron 58% de~ con~. tllrnbl6n • 
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de•c:Won e--.*'~-m nGc1eo .. c:omp.ao, der90, 

...._,,..~ lndenlmda y un poco lrNgillmr en pertl. t7. m nllCleo "'°*6 r-.ior­
de cromdn8 COlldel-cle y •lll9ncllct9. car..~ de la crom..,_ C011den1•cle 

ftllaNO ...... uldli e IO largo de la~ lnl9rne de le rnernbrW nuclnr, pero 

mnmi.n dleperae en el Nlcleo, conaa.iwe11c1a lmlol9e. a. encanir.on vertec:IOI- en 

el mrtcho de IOe UI!, ..._ ...--on un pertll c:eei dn:uler (41~ de Lll! en la 

- n), olr- tueron eiong.dCle y~ prwnmron derte peetldopoclle 

euglriencla movlmlenlo entre In ~ eptt1l•I••. debido pnltlllblernenl9 • le 

C1n6t1ce de IOe mtem- (m~ncloce por IO gener9I en dreccl6n twCle le luz 

lnlnllnel, ver ertfculo), rnlenlr9 que *- ealO ~de pertll •mebaldeO lrNguler 

(41~ enconlr9dae en le zw n) •.to. Le NledOn nilclealC:lllDple8• tue vertede, 

~ enc:anlrs - .....aon de 1 • 1, en eu meyort• de 2 • 1 y en...__ 

c6!ulee de.,.... 3 • 1. No - abeelveron llnfoc:llae con ... ldelic:te • degei••c16n en 
.. eplllella. 

l!n concluel6n podem- Cleclr que en le - mplcel, nuclller y rnernbrW b8981, 

con reepecto • -.. mmefto, - pudieron •nconlrW' UI! que lben eproldmlldemenm de 

3 • 12J.lft1, - encanlr6 que eproldmlldem.,.. 41% de~.,., drculeree y el 

r..m prwntmron prol011g•c:IOl- ln9guleree en eu cltapl••m• • ....._con c:term 

peeudopodle y Olree con mort'ologl• •mebolde• (con telldellCle de d11plmmten1D 

tlecle el lumen 1nt11.,..), - ..... c:mr-~con s--ldll de 1 hellle • 

ar-Mic:tar.. de 0.18 • 1.33µ, encoi*AI 11a11 ....... N"Mt de~.....__ y 

4~ .. ..,.... 

l!eee callee~ "-ron m•-Y de meyormmefto en le zw 

nuc111erw en ... vellDelcledM de leon. se ObMIV6 que ... ~ mnfen cromdnll 

condenMdll w ~. *' Clegrecled6n del DNA, no• abe1won cu.poe 



8PQpl611c-. y en el clloplMma - Clal9c:t6 la prwnc:ia de retlculo andoplMmlco y 

mllocondrlas, lnCliCanCIO ~ ac:tlv-. 

7.0 DISCUSION Y CONCLUSIONeS 

12 

L- r_..doa obl9Ndoe en..._ eRldlO Indican ta pr_...aa de un UI! por cada 2-

3 entwoc:tloa en cerdo, mlenlraa que en el rMon, - ob•rvan un llnfoc:lto por cada 4 

entwocltos y en humano un llnfoc:tlo por cada • ant.roclloe. CllS, m. 1!81o noe Indica 

que en el epll9llo del cerdo - nec:-.to cone.r con un nilmaro mayor da c:6lulas 

para mant.ner wia proteccl6n adecuada, .uglrtando ta ampHael6n de a9tUdlos .abre 

,_ carac:t9ftetlcn prlnclp .... de los epll9llos y au r.,.cl6n con los llnfoc:ltoe en cada 

npecie a demn de., f9notlpo y ., CliMl1bucl6n por poblacl6n en cada - del 

epft91o. 

l!n ta vetlo8ldad de antm .... adultas, cerca de ta mitad del oomero total de 

linfodlOS tueron ll!L (49'Ho DU, 52% IL), Sobre ta mbd de e8loe ll!L (52'Mo DU y 

53% de IL) m09lraron et fenotipo CD2+ CD4- CDS+ y tueron tocallZadoa en ta 

membrana "-I del ep11911o. Numer- ll!L DN (43% DU, 42% IL) - encuenlran 

en grup- an el ntvel del oocieo de los enhlroc:ttaa y rei.avamenhl bajo oomero de 

ll!L granular- (5'Mo en DU e IL) - enc:uenlran en la - ..,ic.1 del ep11911o. 1!919 

proporCIOn - manaene nom~amern a to largo de ta vettoeidad, en ta pura, 

part. meellll y fondo, auglrlenClo que los ll!L ,,__., ~ au origen en la LP. 1!et9 

cte.arrolo ..cuencllll y toC811zaclOn celUlar en el lnl9stlno, puede ..mr r.,.cton.do a 

ta tUnc:l6n. a tas carac:t9rf9tlcas partk:ular- de cada c61uta, a mecantam­

npeclftc- de Cll9ll1budOn como c61u18S de adha910n y a ta cornuntcadOn formada 
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entre los llnfoc:llos y el eplNllo, .uglerendoee e9tudlOs •I re9pecto P•• dlluclcMr .u 

P•e• en i. r...,ueabl Inmune ~l. 20. 21. """-lmente, .... cl•ro que el 

comp•rtlmlento epltell•I del lnNellnO, contiene une ~ct6n ,.,mero.. y 

he .. rog6ne• de c._,.n lnm..-.. l!em het9rogeneicMd puede eJIPllc•r •lgo 

de ... diferentes r-.pue91as que el ...._m• Inmune im.stln•I - c•ez de proeluclr, 

Induciendo Y• -• toler•n~•nergla r . component.e Inocuos de i. die .. o 

deeenc•den•r reepuestas Inmunes vigor-• m ... rtel deftlno . l!em 

he .. roge~d .... tom•de en cor191derecl6n CUllndo protocolos ..... dos y 

estudios tUnclon••- tn vltro aon ejecumdos. l!stos -ludios cuentlblttvos .... blecen 

un modelo e11P9rlmenml, en un.i m•nere mn prects., el efecto del ..amulo 

•ntlg6nlco (dieta, llora norm•I. lnfeccl6n, lnmun1Z8Cl6n or•I. etc.) .obre i. poblael6n 

de celul- en el compormmtento ..,....._, y puede permitir el estudio de I• re181cl6n 

entre iocallzmel6n c~r. fenotipo y IUnciOn de los llnfocttos lntr•.,,......les. 



mp ~lc81. 

ltlb---------4811-- de la W11111Had. 

CD. Da..,,._. de grupo. 

DN .. --------4D;)Cllllbllllea negmllvo. 

DNA 4Mcldo deaoldn1bonUclelcO. 

eP NOmero de e--. 9Plt•'••n. 
K. ._... ........ 

Le UnfoCllo 8Pleal-

ue.---unfodla911•HI*• ... ••· 
Ln UnfoCllo nucte•. 

Lmb UnfoCllo de rnembrw ...... 

LLP UnfoCllo de .. .._ prople. 

LP IA"*'9praplm. 

LT---Unfocll0Stollale8. 

Ml---------4•~•oot.-... 

m1---------eclal de le 'HIHlded. 

NK .. -------c:C:41atilllltulai- ..... ...-.... 

nn--------zz- nucte• del eplllalO. 

PllS .. -------1:Stooll:ar.ICl6n •mortlguadani de tbafallD9. 

pH Po•11c181 hldr69e110. 

PLP ...rarm.tdehlclo lelr1ll peryodmlo. 

l.4 



P--------Pura de .. vella1ld1d. 

TCi..------R1eceptor Cle C.-T. 

o.NrmlMl'll99 de grupo (CD). 

CD2!-------c~ T, Tlmoc:llo, ~IUla NK. 

CD Tlmoc:llo, ca.18 T mlldUrm. 

CD4 c~-T coopermclormllnduc:tOn. monoclloa, macr6fagos. 

cea c~ -T Cllot6~ 
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Publi8bwa imFrilll. pmt mn. 
Ooftlon ..... a.-:h Publiabmil 
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m>d Francia Oroup. 

DesarTOllo de C61ulas lntraepiteliales en el Intestino Delgado Porcino. 

M.A. veo~OPU(a), o. AfteNAtM::ONT~l'llAS(e), M. llAYU!Y(f), s. 
GONZaLl!Z~OZOS(b), C.l'll. STOKeS(f), M.G. Ol'llTeGA(c) y"'· MONDl'llAGON­

l"L~S(d) . 

• Centro de inve.tlgac:i6n y ll!Mudlos -dos (CINVeSTAV-IPN), Dapmrtllmenlo 

de P.tologla l!Jlpertmem.t, b Unidad de Microscopia e1actr0nlca, c Deparmmanto 

de G•Mtlca y lliologla MOiecuiar y d Deparmmanto de llloqulmlea. • Av. IPN 2508, 

M6111co 07390, D. I"., MeXICO. e Laboratorto de lnmunolOgla Humana, l"eS­

Cuaut111•n-uNAM, M6111co y r DtvlslOn de lllologla MolecUlllr y C6U.r, Departamento 

de Ciencias Cllnlco Vatenn.rta, Unlver9idad de Brlatol, U.K. 

l!l'.l oomaro, r.notlpo, lo~llnc:t6n y deUlrrollo de llnfoc:ttoa lntra..,...._ ... (ll!L) de 

duodeno (DU) • llaon (IL) tUaron -..Udlados por lnmunohlatoqulmlea (IHC) y por 

mlcroacopi. de IUZ y alactrOnlc:a en cardOS r~ nac1e1oa ( 0-7 Mm-) y de e 

m-. Camblo9 desarrollados al nacer moW'aron que al 38% de los llnfoc:lloa en la 

velloaldad tUaron 1eL, prtnelpalm..,.. del f9notlp0 CD2+ C~D8- Dobla NagatlvO 

(DN). La proporc:t6n sobra •• 50% a ... 5 Mm- deapuas de nacidos, ~ a 
la de la poblaclon adullm, aunque con menos c6iur.a que en cardos adultos. Loa 
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~ CD4+~ ,..._mene. m...,_ en 18 vldm, eunqaJe .... a.ron 
conlll•ms • • umin. ~ <LP> y ... ~ cm+ - •ICOl'llrson en nomero 
bajo. l!n • vala1lll•ll de ........... .ctullam, c:erc. de 18 mllall del ..:;mero taml llm 

llnl'ocllDm tUwon ll!L (49'16 DU, ~ IL), Sabrm .. mllmct llm ..._ ll!L (~ DU y 

53'Mt de IL) momlrson mi f9notlpO CD2+ CD4- CDe+ y tumron lac .. lelloe en .. 

m•....,,_ b...i 11m1 ep11911o. ~ ll!L ON (43'Mt DU, 42"" IL) - ---.n 
9fl gNpOm en mi nlW9f del n(;dmo de lam ..... OCllDm y ,.....,.rnenl9 bajo n&lrnet'O dm 

ll!L ..,.,._,._ (5"° mrt DU • IL)-~ mrt 18-mpic.a 11m1~-1!m 

proporCIOn - m...,.. Homog6n••m.a • lo 18rQO de .. Wllaalll•ll, en• pura, 
p.,._ m•dlll y fondo, muglrlmnllo qum lam ll!L pumden l9ner 9LI orlgmn mn .. LP. Por 10 

..,_mi comportmmi.nto llm io. ll!L en mi~ porctno - ..._OISon 

i.neam..- con .. mdlld y_.. 8c:tulllmerlllm compuneo por w. pobliadOn 

~de C--. (Null, DN y CDe+). l!.ao. ,....._.._ pumden •JIPl!cmr mi 

Incremento en 18 w•..-i•11m11 de ........... J6vWs • ent'enn•llm...e Clur9'D .. 

perlOdo de~ y debe ele tommr- mrt c:umrD nilUcllom fUllClol .... • de lam ll!L 

tu.re. L- ,...,....._ cuw-.OllwcM llm .... .-..o .. tatl:lmd6 un modela peni 

..,....,. ._ •t'9c:ta9 de .. ec19«1, ....... tlore ,_,.. .. , lnl9c:CIOn • lnmunlZ9clOn orel 

90bre tos ll!L del ....-.O. 

P ... bres eleve: ll!L, ~olo lnmwie, llnfoc:llo, lnmunolagl• muc-.1, ilnlMlllno 

delgello. cerdo. 

Abrevleturn: llM, menmr- .._,, Du, duoeleno, IL, ne-. IHC, 

lnmlM'IOhiStoqulrnlee, ll!L, llnfocllo .....,,......, DN, doble MgdVG, LP, .. mlnm 

propl8, LPL, lnt'ocllo en 111"*- propl8, OM, mi.c:roecopi. Opllce, PLP, 

p..romtlllclehlllo llall• P•l'\fOCllllO, Tl!M, mlcromcopl8 electrOnlce de trwmtmlOn. 
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Le~ .... illllfl•rtmdo ... ~y •.-ct9CIOn, ........... rula 

puede aa-.cenlmr una.....,..,. pani el c°'*OI de~ y tmrnblen pani 

pr-.. y conlrolar anr.nnecladae ~por talarwlCla lndudda. 8"lfgal­

•llOlogoe <.,.ldlZ8a9, 1 ... ). m.....,... inmuna muc:oaa11..._ ...... ........._ 
paro tmmtll6n muc:tme dll'arW!da9 con al ..... ma '"""- ..... mleo (StDae, 1 .... 

iovono. el al, 1992). Por una PalW, arnboa ..... m_ conllalian dlallae ~ un 
modelo de de9a111111o 9llnllar y~~~ y iovono. 1993). Lee 

dlfarancla9 911 .. dllllrblc:IOn ele dlallae y ragulaclOn lnmUna .... qua - Claacr1la 

(ICIVOnO, atal, 1992). A dll'arWICla del '9jldo !1"mlco lnmunOl6glc:o, al ..... ma 
imm- rnucoul anal iir-..no ..._qua c:on9nuamenll9 trmaJar con una~ 

canllCled da mae.rtal •..-..fto y Ciaba w c:..-z tmrnb!*I da dlllcl".n1ln•.,... 
..,......._ Clal allmer'lto lnotw19111o y mleroorganl•n- com_ .... y ~ 
rtaegoM, lnCluciendO Alwgle o W•ICla a IO anlWtor y una t\wza IOc:al y una 
~""'-- ..... mica fla•1r1or c--19lack. atal, 1•7, Moqllel y 

Mec:Don81d, 1990; stlolre9, atal, 1"4). Sin embsgo, el ..... ma lnmUna local 

m.,,.._ wt balanCe 8proplad0 anlr• el organl9mo y ... b8Ctwlas da la tlor8 .-mal 

del lnlnlM'IO por mecenlem- ...._ como •llClu9IOn Pnmuna lgA-medl9da (Stokae, at 

al, 1975; Walker, 1•7; Humby, 1 ... ; llla11dtae9, 1995) . ..._ d09 ~del 

..... ma inm... local ..ean probablernentw 9lando lleveClm9 ftMrll por dlfaNnt9s 

mecalWm- r..-mn- COl'lllnl»9, tUndadoe 911 • ..... ma lnmUna ..... mleo y, 
qulzaa, 991111* ............. pero ClllWatlelae eul2 IL!Klall 1 911 el 11po y ft..aon da ... 

~ an el 9llo muc:oeal. 

l!P lnl99llrlo conllane un nllmaro ....._ de ~"""'--anal organlM!o, 
8prOlllmaCM"'9nl9 _.,.da toCloe loa llnl'ocllDa (Parrot, 1•7; Hamacl \t Klaln, 1"4; 

Taleahe9hl y Klyono, 1 ... ). ~ dlallae T- 1oca11Za11 911 la LA"*'9 Propia (LPL) 

y Cler*o del 9flli9IO ( Unlbc:lllD9 ll*• pn ' '11, ll!L) (Moqbal y Mac:Donald, 1990). 

Porque cb au.,.... al lumen ine.a.1a1 y tlarW'I - a loa......,_ del~. 
ll!L _..,, ..... aNQlcamenle IO .. da• e lnCluc:an , ........ y~ .-..pulalH 
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lnm- (P...-1N7; Cerf~ y cauy.Grmnct, 1•1; McGhee,et •: 1"2. 

1!81Ud1o9 pr9Vlo9 en et cerdo l'l8ft dem~ dlfw'encim9 con roedor• y hum- , 

los compon•nl9• llnfoldn de 18 vello9idl9d lnl9llllnml e.tan prob.tllemenl9 

~., -cer (Vege-LOp9z, et 81; 1•3 Petlllt y "othKoa.r, 1 ... ). l!I 

dnan'Olo po91rm181 de .... c:ornpertlmi9nl .,.._ que - deflvm por .. •Jll)09lc:l6n • 

antfg9n09 mlcr~ • ..ao no - en cerdo9 .,,_de~ (Petlllty 
"othkotter, 1 ... ) y .... ac:elerllde por c:erdo9 ....._._,, ~ldon.ie9 (Vege 

LOp9Z, et el ; 1895). l!I cerdo por IO tanlo ~ W1 ..... ma apropiado pani 91 

nluCllo del de9arrollo de IOe ll!L en - compartlmlenlae en re.pu .... a anttgenoa . 
A pwr de .-0., y de e9IUclloa • ......._en Olrae eepeclee ( Guy4ranct, et .. , 

1978; Tllgllabue et 81, 1U1 fllexman, 1N3, Bl•lldlzaeg, et ... 1 ... ; l!bert, 1 ... : 

.Jarry, et al , 1990, &anchez4•m.et •: 1 ... ). relatlvamante poc- Mlludloe de ll!L 

onanOllacloe en cerdo9 - l'l8ft lleVado ac:abO (Wll9on atal. 1-.; 1..-,, \IVharV.at 

al ; 1"5; Pabet y "othkotl9r, 1 ... ). Por lo t.nlO en .... .-..O no90lr09 

detennlnam- el r.lmero , fenotipo, loe91nd0n y de9arrollo de IOe ll!L en el 

lntHtlno del c:anlO. 
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~SULTADOS 

Cambloe en el~ en laa ~ lrllnl.ph ..... en el lnlMllno porcino. 

m rlllrnero de ll!L cm+ en 8"1m .... amamanlmndo (del nac:1m1en1o .,..._ ....,. 

-m- de Vida) - moelrado en la~ 1. l!I rlllmero de~ CD2+ tu.ron 

lnlc:lalmenl9 baja en epbllo y lamina propia ( LP), lncraman .. nda- rapidamern 

-.... en ambos comsi-timlentos ( ~ 1 ) . l!l lnc:remento tue m .. evlclanl9 en 

DU comparado con IL en el naelmtanto, en•- y Cinco -m- (P<0.05) ( ~ 2 

). AJ nacer el aphllo conllena _..,.del tatml de e-.... CD2+ en Du y 35% da IL en 

la v.lloeldad, y el porcaraJ• .._un eumento unlfonna .._. • 52'16. y M'M. 

ra.pac:tlvamern, a elata -mana de Vida (datD no m09lrado). cm, CD4, CD8 

l9ftldos por lnmunolllatuqulmlea ( IHC ) en welcM- cong•ladn wtadoa da 4 

anlm .... por grupo de edad (naclmlantu, 1, 3, 5, y 7 -m-) moetraron qua m .. 
ceiuias lnt9 ... ...._ en enlm .... JOV.- tueron CD2+ dobla negativo (DN) (figura 3). 

Las c6lulaa CD4+ ap-.. mprwmmanl9 en la LP en el~ (tlgunl 3), paro 

no en el aphllo y,~ CD8+ apsecan mn Wde en la Vida y parm..cen 

bajos en rlllmero (flgunl 3). 

Datwrmlnac:IOn de rlllmaro, r.notlpo y dletl1budOn tupDIOglc:a de e--. 
lnlraaphllalas en la valloelclad del lnlaellno delgado de c:ardoa adUlloa 

l!I rlllmero promedio de llnfoc:llas totmlas por "91ta ellbd (ll!L+LPL) en 5 anlm .... 

•Clulloa - muaetran en la tabla 1. Arriba de la mbd de ..... c:.iuln .U.on 

locallZadas en el compertlmlantu aphllal en CIUodanO (Du) (4.,.) • llaon (IL) (~) 

(Tabla1), 1a proporclOn de e.un intraaplt•I .... tue homOQ6na9rnara cllell1bulde 

en la punta (32"16oan Du, 34%an U) aunque en la media (37% Du, 39'M. H), y en la 
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bW (31...CU, 2.,.,. "> 11a1 eplliello de la velamlll•ll (fllgla'9 4A y Tmble 1). L11 

~ topalOgle• de ll!L ..-O cMI ...-.O (l"lgunl 411) mOMrO que .. mbd 

.... loe.._... pr9.....,..m..,.. en la membrW .._.. (llM) (52'MOl.l,D"">· - la 

pura, - la media y.,_ de la vellomld9d. Olra proporel6n lmpoi1mnlle de c.iui.s 

(43~. 42"") - ---.n 81 rededor del nllc:leo de los enlWoc:llos y eolo UN1 

pequeft• proporclOn (5%Du 5'WL) de dlulm9 fUe loc9llnde - .. zortm 8PiC-' del 

ephllo (Tmble 1). Tlnclones hlliloqulrnlee9 de WClal•• congalama Wl8dms de 

anlm.,.. de e m- da edeCI (n-5), momlr6 que loe ll!L - la BM tueron c.iulae 

cc2+ CD4- cea+ (l"lguni3) ......,._que loe ll!L ~en 1a zona ..,ic.i de 

los enl9roc:llos y - el nlvel nucle• mOMrO ~ CN (l"lgunl 3). Queda et.o que .. 
mayorla de ... c.iuia. CC4+ e.Mrt conlll..ma en .. LP de la velloeldad (l"lgurm 3). 

l!mtulllo ullra Mltruc:tWal de c61u19a lnlraeplt•I .... llal lnl9*1o delgado en cerdo9 

adultos. 

e.u- morfol6glc8mern celular- al llnl'oclla9 y con dllllrlbUci6n 1n1raep11911a1 

tueron ~por mleroecopla electr6nlca de tr.-n1a10n (Tl!M) en__... 

de CU• 11 de 5 .,.,.. .... de .... m- lla edmd. l!I r8ftQO de ..... e.U.. en-.. 
tllmallo fUe de 2.5 a 7 " m de dlAmalro. l!n al nlVel apical cMI ephllo (l"lguni A5) loe 

ll!L tueron prtnc:lpallnarQ ~ redoncln de ;aprolllmadernenlle 5 " m de 

cllllmetro y con gr..-. PI o1o11119aor- c:llOplámlcaa lntwrland8m con .. mambrw 

piasmffca de loe ernroctlD9 (l"igunl 58). ~._de o.e "m de cMmatro 

y muelloa ,.,_m_ fl.leron del9ctllelos en al c:lloplaarna. Al lado, c.iulaa epllallales 

adhlacenl9 tuvieron un nilmero allO de vear~ pequeft• de 0.2 " m de Cllam..,o 

(P'lgura eA). Muelloa ll!L tueron locallZadoa en la - rucia• ........ , a1guno9 de 

..._ tUson elonpldo9, alcanzando ....,. de 7 "m de i..ao (l"lgurm &e). 11!1 



T.._ 1. Nllmwo y loc .. DC'Ofl de e-..- "*••P••• .... en al lnl9allrlo delgado 
porclnO. Loa nQ-.....,_....,.la media y daai1~ .. 1on ..._ldllr (SD) del conl90 
de ceeui- de 10 "'9lloeldaclea en di.la lloMIO y 7 en lleon de 5 c:erdoa - de • 
m-de eded. Loa datoa tuermw •-r llaa por• pruab8 t da W pseada. 
ll!L • ll'lfClcllaa "*8apRll ..... LPL •~de •"*- prople. 

Duad•no lleOn 

Medla(SD) "' Medle(SD) "' 
Unfoclloa - Unll v.IDaldad 

ll!La 112 <•> 49 .. (18) 52 

LPL 11• (17) 51 ... (13) ... 
LocallnCIOn da ll!L a ID largo 
da .. wlloaldad 

Pla"lla 35 (12) 32 33 (11) 34 

Media 42 (13) 37 39 (11) 39 ... 35 (15) 31 27 <•> 27 

Locallzacl6n da ll!L Clar*o 
del •pbllo 

Apicmll 5 (2) 5 5 (2) 5 

NUCiear 48(13) 43 42 (11) 42 

Membrana 11-i 59(17) 52 52 (15) 53 

•. p = 0.033en duadena. 
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clhlpl•m• tUe do9 - m•..,.... que el fllk:leo y.,.,._ mllacot..-., 
rlboeomaa y Nlfc:ulo endapMemlco tUe de•c:tmclo ~ 5C). Doe o m• ~en 
el rni.mo ...-ao "*-ac:uolar a.ran ._.__merw ~en .... .,.. de tejido 

(~ 30, ~ SA). Loe ll!L pequeftoe (2.e JI m de cMmelra, a.ran dal9cllldaa 

c:.rca ele la llM (......,,. 6A ). 11!._ ~ c:a.i ftw'on eeNl1Caa en tanna y 

locallzada9., una vacuo1a en e1 -.eao ...-a111 a1111 <......,,. K>). m rúc:leo tUe 

pro"*-'19 con bajo VOiumen c:tllDplaamico y organ1la.. Ademaa, ~dejando el 

ep111e11o tUeron ocalionalrnenl9 CletlK'tllCllla ~ en bajo nll1119FO . .-~ no 
m09trson c:sac:t9rfllllcaa morfatOglc• de mpopt~ (......,,. H). M°*9nclo rlllcleo 

Y dlaplauna lnl9gro. 

DISCUSION 

l!n el cornpartlmienlD lnlnlephllll, un grupo grWlde .....,.ogineo ele e--. tiene el 

pol9ndml paq ..,_ conmc:to •msir- con m..,... .,......lk:o derivado dal 

int9911no(Cerf~'-8et..,...,.., 

ñeegoaol y a.._... la......,...._ m... ... apiade impllca la Pf-.:la de 

conllanza pero a un no - IClenllftcmr1 I09 mecani.mo. regulallortoa. l!9ludlaa pr9Wlo9 
i_.. cudftcaclo (prerai-t, 1e78, Pmrrot, 1N7) y ~en humenoa y ll!L 

de roedores en NI•••- de marfalagfa (MarWI, 1NO), l'9nollpo (ar.1Mllzmeg,et el., 

1 ... ; .JmTy,etal., 1990; LA--., 1 .. 1; VanKerc..,_,etal., 1992; Mccat.ey 

Klyono.1 .. 3) y~ •r.c:torm (l!bert, 1-; .............. 9t .... 1990; Guy 

Qrand,etal, 1•1; McG'-,etal., 1992; Mega, etal, 1992; ...... etal., 1-; 

,.ujlhmhl, et al., 1•7> tW1 .ido -..di doe. Se ha reportmdo que lal ~con 

~ het91~--~ enelcomp.tirnlenlo......, 
(Tagll¡ We et .... 1 N1 ; .... llill8", 1993; Lell'ancola, 1 •1; Ctwl9t y lllumberg, 1 •7). 



A.W9& 19ca ---.. IMCI F r ........._.... W&R ,...,_ ......... ...-....,clftO .. ....,..... ... ..._ .. -.T.--..--.......,.__..... • •ºCA...__,_ m---=­.......... ,...-.1111~-___....CA ._..,.u..-._.u-•&IWCllD • 
.. ""....., ........... , ...... ••ftCSAo .... ..-.cllD ~-. tledleJ ............ ........._ _ 
enconawron.,.. cinco..,,.,.. .... ...,_,.. en 11u-.o • lleoft . ...._ .. le..,,.• z tam. 
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Adem ... ..._ ...... ,_.. .ugertdo que ... caM9 ~en el epllellO 

puect.n w - pallll9don de.,,_ de~~ (,.elllmen, 1993). Sin 

•mbsgo, poc9 lnl'onned0n .... •anlble pera-.. -.P•ciee ~loe 
cerdos (Chu et .... 1979; Wllmon, et .... 1-., 1 .... ; OIMer,et .... 1"4; Wttmy, et 

l'lecen un buM'I modelo •JIP9".mentml (TumlllHan, 1 W).Adem69 .,_. lnl'ormedOn 

.... dede pera al09 moeleloe - de le dllllrllluc:iOn de ll!L a lo largo de le 

vellomldad 'I ~del eplNllo 'I .-m ... ......_ C'' • ··-.,.. ..._ 

comp~ _. nec••rtos. en .... emludlo el rlllmmro, tlMtollpo locallzllei6n y 
deUITolo de llnft)cllae alojadoe.,.. ..._ ........... ~..,. ...... del 

intftlllno delg9do _. Cle&c:ftllae. 11!.- bien 1ll•bl•cldD que anlm .... JOV.--' 
_....,.._ • lnfecclol-• .eo puede corraleclaw con et rlllmero bajo de LPL y 

de ll!L ...._,... .. rwc:er y con,....,_ y IM!ja acumulmelOn ~ (Vegm­

Lopez et el., 1 .. 3 Pabllt y ftolhlrotter, 1 ... ). 1!9119 MllucllD mueetrwi que eobre el 

50% de ~totales en el lrlen9l10 delgado tueron la 1111Zedo9 en el epbllo en 

anlm .... de. - de eded, apunlando .. llropol•IClll de ..... c..-. 
IOCallndemeobre la....,.. de m...,... .-.no. Adem .. tUe de..,._........,. e1 

camino de ..... ~ pera alcanZar la proporc:IOn en c:erdD9 JO--. Aunque et 
rlllmero tot.i de~ llllHlln•ln ftwon bajam., necer, - proporc:IOn 9lgnlllcaillW 

(38 y 35% en Du • 11) .-. en el co~ ..,......_Una proporc:IOn de e-.... 
ftl9 CN, ~ CCM+ y cce+ _.. ~· WCllfam .... .,.. .. VICM (Plgura3, 

Vep -LOpez et el., 1"3; PaMt y ftolhkotter, 1 ... ). Hmy un..,._.. que con•dlu:w 

en .... deeCUbrtmlenllo ya que loe 8111m .... ....,_.. de un •l'llbienee pradlcamenl9 

...,., donde le .-nuiaaon ~ .... m- bien llmllmda, mug1r1enc1o que la 

polllac:IOn de ll!L puede -- un rol dlm9llllo .. de proe.cc1on. D ••P- del 

nadmlanlo hay un tncramenlo drllmMc:o de ll!L cm+, •1P•clalmane9 en 1a -

3 y 5 en Du donde elllae tncramenme tUeron m- ..._que loe .. _,.... en 1 



2? 

(P<0.05) (~ 2 y a) Mlae c:embioe pueden eugerlr° que el Mlllmulo p-. loe ll!L, 

~., 1oc.-.a0n tlnel, puede-* ele .. boca, (......,_del--*>' 
.....,. • mlc:rotloN rwmel puede~ conclulr • • .-mul8dOn enllglnlee en 
18 conducd6n ele~ el~ ......... m• lllen que• .. LP,..,. en 
.. ~ele cont8do con ellmenlD eOldo, IO CUel .... elemcwliiMdo en d8illhi•dall 

(Veg11 LOpez, et e1., 1 ... ). m nllmero 8beolulD ele cMMe.,, ..,.,.. .... Jov.n....,. 
en m.,_. c:8n9cllid qa,. en io. 8Clullo8, un. C8'8Ct9r l99C8 que pu8Cle canmr ,..,_ 18 

ella w:ap••ad d8 IOe cerda9 ~ • lnf9cciol- •ntenc8a. 
N "8c:er 18 mmvort• de._ cMMe llntbld8e 11'1111 •IH t\Mron d8 DN (NK?) y 
~ CD4+ IUeron ta~..,._,...., 8Ul1qU9 prlnclpelrnenl910cM1.-. _..le LP 

(~ M, B, l!). l!n co;• ..... ~coa+ .-.cen.......,.....,... m• ..,_en 

e8lldoe el reepecto .,_. c:l8rlllc8r el rol.,,• r.i.aon lnm&.- ........... 

lm origen ele lo9 ll!L - obecuro, P8rO deeCle que ..... '*'*9 -*Meran 
.... l&:Lllll8e unll'ann•....,... • IO lergca ele 18 pura, medie y bw ele 18 UIHlded 

(T811181), .... ~ rnlgrw'Cle .. LP el ..,..ilO. donde tmy aalactMdmcl ...._._ _.. 

.. WcllldMI ele .. llM {p¡gur. a), _.. dOilcle 18 ... proporc:tOn ele I09 ll!L Ale 

loc:8llDClo (52 y U'Mo en Du • 1, T_..1). L8 m81f0i1• de ..... ~ con~ 
CD2+CD4-Cm+, ., ... ,,,.,.un rol cleal6Jdco y r8gUl8tDrlo .,_ 811o8. 1!118 IOc ' dOn 

pmtlCUl8r- .......... -~.,,«*me ..-ci.a y pu9der1 CleJ• que ..... 

c61u181 .. mblln lnl8rmc:tuen con ~ CD4+ de i. LP (Plgurllal) y con c......_ con 

81 M~I (Vegm-1 t)pezetel ., 1fta). 

Sin •rnb8rF olr8 prapon:IOn lmportwl* de ll!L tue IOalllz9dll .., 81 ....,.. nuc:le• ele 

IO en1WOc1to8 (4a y 42% _.. Du y U,T ... 1) y olr- .,,.._ --(_,. W'1 •mba8 

Du y 11, T8b181) llplC8l8S C8rC8 del IUm8n lnt<wlllel ..... '*'*9 tUeron 

pr;.IClfl......,. DN..,., fenollpo (Plg&nlaG), como~• alelo Cle8Crllo 
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(Vegm-LOpez et 81., 1•3). m ro1 de ..... ca-. .igue........, dMcollOddo pero 
pueden --.r compuMllm por un grupo tlelWogel- de cAl!n, lnCluyendo cMIMa T 

TC .. 1( xa) y~ NK, relo9don•cl9m ... ,... ..... .,.... ......... ..,....... 

•lltrmfto como •mido cMecrllD en hum-(L•~ et 81., 1•7) y en roedor99 

( .. mgleyy....a.nd, 1-). 

1eLm ~_.. .......... ,...,.......,..,_con pro1ong11cloi- c•apllH•lk:­

pro"*-'llme ......-.... con • men-..• .,._,.,eac. de loe .,,...ocaoe que 

momiro pere11c1m de m1cr0Hla.Mllid y un-.,~ V9CllO!mdo (Plgurm M, a y 

9"). ~ ..,._ hlln~ que ioe 1eL ...._...,-.une poblmc!On ~ 

de cMules en sir- de •lllrUmlOn h8clml el lunW'l lnt11ln81 (Vtney y McDonelct, 

1990). Sin ernbllrgo, ~ ulln eelructUr8I con TeM de cmdel ~no m~ 

~de ~•11caglllm9o~de crom..,_ celUIWy 

~c:tOn (Plgurallll). r-ao c:mrederlmlCO de~~-e­
cmr11~ mmbi6n eeluvteron •••"'-en llnfocllae mm>jadoe dentro del IUmen .......... (~ •>. euglrtendO poellllee dlfwencia ... cerdoe y rman-, y 

dej...00 .. p~ de ..... C-.... puecleit We11SM980-pore»"-­

como .. ~del enll8roello. Con81ál•r1111do .. bllja proporciOn de ~ 

enconlnl~ en 18 - mplcml, el lllmmc*1 de._~ no puede..,_. un--=­
hc:uem. en .nm.i.. .-ni .... (no lrifec:tmdo), pero puede..._~• .. 
ellmin8Ci0n de~ lnr.ctlldae o deft~. e.. 8llU8dOn puede w dlfw ..... 

en .mn .... lnt'9ctllcloe. La tllllZe<:IOn ..,,._,. de rnolKula mpolOlc• puede 

d.ntlcmr .... punto. 

en el n1ve1 del nQcleo de ioe .... ....-. • .,., ._ 1eL mnmi.n ~un i.rgo 

Cllopl88mm, euglrt8ndo mowlmMnlD 8ctlll0. en mua- - - •1C01••on 
•grup•doe, -=-Jll!fldo un modelo de vi.je n-del epllWlo, Mguldo por*-

(~3G,5A y M). SI .._ fue .. '*-· ..... cMll88 nunc11 - 8CUll'IUl8n en .. 
- mplc.i de loe ..... oe11ow. qulde porque .. ~ ........ nlea ... -­
..... ~ b88o11119, .. de loe ........ ~ (Chrtet y lllumberg, 1•7).Lm rnoifologl• 



._....__y el IWIOllpO de loe IRL mo.lr6 qi,. ellae pueden..._. en ~ 

..... - dllllNllCl9clOnlactlli•CIOn o ...... puecMn --CllMr ..... ortgM•• 
~de dlllle9 cebedem ?), mdem .... ldenllllc8cl0n de twnollpo -

nec-iop-. ~- -----· ,...,..,,._.., .... ci.ro q119 el~ ......... dml lnlmllrto c:onllmne un 
-Y m- bien a.- pabl9c:lilfl ,......aglne• de~.,.,... . ..._ 

............ ~ pumCle •JIPllC8r 81go de ... ~ remp1.1 1t11 que ....... me 

cornpoi...-. de• dlmta lr!ot9nmho o...,_...,.._ ,....u11a.1 """'-a 
m..,.. cMfllno. •- hetWogmn•llllul _.. tomade en conlllluKIOn awldo 

ptalocolae ~y....._ tUlldon .. 11 In ve.o_, ejeel .......... MllUdlo9 

cuw • l•om 1t t11 c:en un modelo e..,:menllll, en - m...,. m- .,,.ma, el 

efacto clml eellrnulo ~ (dlmta, tloni nmmml, lnlWcclOn. lnmunlz8dOn ormll, elle.) 

mobr9 • pablmc16n de e--. en• comportamlenlo ........ y puede pennlllr • 

.-...., de .. Nled6n ...... loc•lr•Cl6n celUler, renollpo y ftinCl6n de loe IRLa. 

MATl!IW'ol. Y MRTODOS 

Cenlom 

Tarnlll6n delwmtl-el nllm.a, dlllrtbuCl6n y..,.._~-~ 

det*o clml ~. - 5 cerdae - - • m-. - ecMcl. - - enl'WlnecMcl 
minina y-. de rieumonla •R0611ce de Nbmfto ftWan .-clom. Tamlllln -

HIUdleron loe cambloe en • p albl9cl6n de loe IRL con .. edeel, c:uMro pequmne. 
cam...._ lac:tllndo por grupo de eCllld (red6n nllelclae, 1 3, 5 y 7 --> tueron 
~. Lom •111111 .... awon manllMllla 1 con le cerde .in - a ellmenllae 
m6lldoe ,,_..-.. m&Wt9. Lom ..,. .... ft.ieron olll9rlldoe c1m1 ~de 

Clencle9 Cllnlco Vetw;i_... de le UlllWWllll•ll de llrlmlol, UK. 



~miento de ---.. per9 ..,._con rnlcraecopl9 6pllce (OM) y 

mlerOM:opla ~de trwmlml6n 
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L.99 muetier9e de Du y 11 ele cede 8111m .. tueron tomect. lnrn• ..... menlle Cle9puee 

de que los 8111m .... tueron wrtllc8doe con pentoberblllon 80dlco (l!uMlml, l'IMll 

enlm .... --. Ltd., Degenhem, UK). '--9 ~de I09 cerdoej6vene8, tUeron 

laveclea en PBS two y tljedoe en p..rarmelelehldo llMn• parcloyeto (PLP) con 

deeCflpdOn prevlll (V~Opez et 81., 1993). p.,. MIUclloa .-uc:turm, p•ni 

m--.. lntnllne ... ele enlm .... edullae, prevlemente In-en PllS two, tueron 

flJ•do9 en glulmFlllClehldo (Clenda en rnlcroecopl• electrOnlce, W..,.lglan, PA) en 

PllS por 90 mlnulo9 • t9mperetuni emblenla Cle9puee ele levedoe en PllS, los 

t9jldoa tueron poet-tljedoe con t9tr6llldo de ~ el 1 % en PllS por eo "*"*- • 
4°c. Siguiendo con enjuegue y deehldrelade con co11cen1rea- craclenlles ele 

etenot, los npec:lmenes tUeron embebldoe en,..... Spurr'a (l!!mbeddll1g Kit, 

Potyacienc-. lnc.) Sis.Mando._~ de menur.clunl. ~de 0.5 ta 

m p.,. OM y 100 nm .,_. TEM tUeron enlal- cortade9 en un ullnlmlerOIDmo 

(Ullnleut9, "91c:tar...Jung) y flnelrnenle t9fllcloe con ecetmo de urmlllo .. 2"" y a.mo 
de plomo el 0.4'Mo, peni obeetvecl6n con mlcroecopl• ... Clr6nlce. con un 

mlerOM:oplo .Jl!M-2000l!X (.Jl!OL 1111, TOllyo, .Jepen) eotlr• pellcule Kodek 6lectron 

(l!!..t-men Koelek, Ce., ftoc:haelw, NY). 
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c...,._ teftide9 IHC tu.ron canll9de9 en LP y~ en ..,.,.,...,.. Cll'"P09 • 

mlc:roKopto (400X) perm Clld9 rllU9W9 de....,..._ del cerdo. el-.. del e.jldo 

IUeron medldo9 ~un •i811Ziidcw ele lm..,_ compulmrtnclo Mrni11Ulom811CO 

(VIDS V, Synoptlc9, Ud., UK) y ... c6lulee pa.._ Clel*o del.,._ ftwon conlede9 

y reg191rede9. en l'lllrnero y locWlftdOn de~~ ....... tUeron ..... de9 

en m--...........,,.... de c•do9 •CIUllo9 t9ftlde9 con hemetollllne de Hent. y ... 

~ con morfologl• de llnfocllo9 tueron conlmdea en 1 o vell09ldeelee ele Du y 7 ele 

11 por Cllele uno ele io. ctnco enim ..... 9Vllendo ._ pleC89 de Peyer'• de le 

vello9ided. U! vello9ided ftl9 MleCCiOliede .. - 90bre le b- ele Uft9 8imlllud ele 

corw • lo lergo y en angulo. Cede wll08idlld tue dividida en 3 p.-S ..,.._: punlll, 

media y beM (l"lgure SA), ele le punlll ele le WllOeid9d • le p.- prolWlde ele le 

~- C6tule9 lrllraeplte ..... de .... ...,.._ tueron c:ont9de9 y,..,....,... l!n le 

locellzllc:IOn ele ... ~ denlro del epll911o, el ~ tue dlWldldo en 3 zonn: 
eplcel, rucle• y membrW bml (fllgure 511) ._ c6luln locMlr da en..._ 

compertlmlenlo9 en le v.llo9ided ele Clld9 ......-. tUe contada y reglelrede &-.do 

el.,,..... ele 1m11g9n. P ..... c:arect9rfllllc .-uctur.i CelUler y le la ce'Fw:IOn 

det811ede ele ll!L, fologfllft- p .. Du • 11 con TeM tueron tom~ ele 6 en1m .... 

•CIUllaS y ... ~ formol0glc:89 y topol6glc- tueron .,..._dem y 

reglelrmde9. 

Anllcuerpo9 m~ (Meb) An!M::D2(MSA-4, Hemmemerg y Schurlg, 1 .. ). 

anll-CD4 (74-12-4, Pnc:OVllZ et el., 1 .... ) y --..CDe (79-2-11,PwOWllZ et el., 

1N4) ftwon UMdD9 en IHC. p_. el dMerrallo del etllUdlo, dlule9 po..._ MSA-4 

en el eplli9llo y LP de le vello8lcMd ele Du • 11 perm io. 5 campom (400 • ampllftcaclOn).,' 
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tueron coracMe y t..,....._ de ... ......._ embeblcles con~ de loe 4 

pequeftos cenlOS lec:t8nd0 (0, 1,3,5 y 7 Mm- de eded) en c.- grupo de eded. 

u--.. congelecMe de Du • H de 5 -*" .... de•~ de eded a.ron t9ftldoe 

con M~.74-12-4 y 79-2-11 MAb x IHC, y .. ~ de•rmtn•do el t'enollpo y 18 

toc•zec+On de IOe le:L denlro del epll9llo por OM. e: .... C:--. tueron c:Ol'llmclm9 y 

reglelr8des ~el .-iZlldor de lm~. Le prueba de t-Student P...mi IUe 

-dll p .... ~ IOe o.toe enlre IOe gNpOS de ededn y entre toe .... 

......... (Du - H). 

e.. tr8beJo tUe llev9do ecmo por farldoe del CONACyT ..u.111c:o (proy9Ctoe '~ 

M y 29391-8) y et llllSl'tC del flteyno Unido. GAC eoport9 pseiel rwr.aido de 18 

-Catwdrm de lnw 11•11•Ci0n (1.24)" de .. f'e:S-CU81•1 ,_ UN¡HI Melllc:o.Los .utor.. 

•gredecen • llec M6nlce Mo11d1 .. g&n por 18 ..-..nc:l8 Nc:nlcll y el protweor Derek 

Wakelln (U. Notllngham, UK) por• Cll9Cll a 18 lec:tunl dal menuacrllO de ...,. 

tr•1:18JO . 

.......,. K.W. - ~ A.J. (18m). ll• ..... ...,..,_.,_. Oltglna--.-funallan. 
Cltl. "-· -· 111:237-:zlM. 
-C.,s,dara 8.D., .-_, lt. A. -IClwa-gM. (1W) . 
.,__..,.,. O ..... ......,.,_"--ID~LWK.,__CIW.m1a•._.~.........._ C.--__....., Ul7:1e1-1•. -= 3 J., E..-P.B. -Uo--1 B.J. (1887). Tlw __ á _____ ........._. 
..._., ... Oll ............... AllmW•~ H):17-20 . 

... 7 11 P.,...,.._ T.S., K.- K., ICllljl:ol P .. K- O., ltagnu;n T.0., SC1118 H- Salld L.M. 
(1 __ ..........,___ -· ... -· _......_......., ...... o .... 
..,..._.,_ G llW*' laa 87:1!1Cl-1W. 
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The number, pbeaot)'pe, localiaation and developmeot of lnuacpilhcliW lymphocytes CIEL) 
&om duodeaum (Du) and ücum (D) were atudied by immu.nobiatochcm.iatry CIHC) and li&ht 
aad clccU"Ob miaoscopy ill wiweaned (0-7 weclu old) and ailL monthll-old pi1s. Devclopmcn­
tal cballae.m at binb abowed thal JI., of &be IOlal lympboc:ytea in the villi were IEL, mainly of 
&be CD2+CD4-CDI· double oeaadve (DN) pbenotype. 'lbat proportion roae to ovcr !509& ut 
wcek S after birlh, teaemblin1 adult proportion, altbouah still with fewer cell.s than in adull 
pi1s. CD4+ cella appeared relatively ea.rly ill lite althou&h they were confined 10 the lamina 
propria (l..P) and CDS+ cella were found on.ly iD low nwnbcn. In the villi of adult an.i.mals, 
almosl half of the total nwnber of lympboc:ytes were IEL (49~ Du. 52~ ll). Over half of 
thcae: IEL (52~ Du, .53<1JL U) abowcd che CD2+C04-CD8+ pbenotype and were local.ized at 
lhe epi&beliwn'• bucmeal membrmle. Nr.uaaow (43• Du. 42., U) DN IEL wue found 
pouped at &be e.aler'Oey1e aucle\la leve! alld nladvely rew (.5., in Du and ll) p-anulu- IEL 
wen fou.od .¡»ically ill &be epi&beUum. "lbsN proportiom weni bomoaeneou.aJy snaintaincd 
alana dac vWi'• tip, middl4I ~ boaom. •uae.Ua.s lhal lbe IEL may bave lheir ori1111 i.n the 
LP. '11-l'efon, die IEL coaapanmeat in &be palCiDe illc.aline develops alowly with ase and is 
11etuaUy compoacd by a bet.etoaeDeaua populatioa of cella (aull, DN and CDK+). These 
raau.l&a may e.a.pJaia lhe iDcteaud auscepcibility of y~ animab to d1acue durina lhc lacta­
tioa paiod and &boWd t.. takea Uno accouat wbeo fllocúoaal atudlea are carried out wit.h IE.L. 
"lbc quantita&ive nau.lu of UU. paper ea&abUahed a modeJ far a&udie• on t.he cffcc1 of aj:c, dicl. 
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M.A. VEOA-LOPEZ •t aL 

INTRODUC'J'ION 

Oral immunization bu aroused s;reat intercst and 
cxpectation •i.ncc lbia route may repreaent an al&erna­
ti ve far disease conll'Ol and a1so to prevent and control 
autoinunune diseasea by iDduciDa toJenmce to auc.olo­
gous antiaens (B~s. 1995). "lbe mucoaal 
im.Jnuoe •Y•tem bu aame aimllaritiea but aleo many 
d.iffcrences witb tbe aya&emic tmmune aya&em 
(Stokcs, l 988; Kiyoao. •• al., l !1!12). On lbe oae blmd. 
both systema contain cella wbich follow similar 
devclopmental paaaaa aad etrectol' fUDctions 
(McGbee - Kiyono. 1!1!13). On lbe Dlber, differ· 
coces in cell diatributioa. and immu.ne repluioa bave 
a1so beea --(Ki)'ODO, •I al., 1992). Ualike lbe 
syst.ernic immunolosical tiuue.. lbe mucoaal immuae 
syst.ea1 in lbe aut muat.COlllia.uouaJy deaJ witb an 
eoonnous arny of forwip ma&erial and muat be &ble 
to accura&ely dillcrimiaalc berweeo bannleas food 
antia:cns and commen-1 mic:luoquaiama and bazard­
ous material. inducU... anerp aadlor tolennce to tbc 
fonner and a •lr'OllS JocaJ aDd aya&emic immuae 
response .. aimt die...._. (Bicnemcock. et al .• 1987; 
Moqbel aad MacDoaald. l!l!IO: Stokea. et o/., 1994). 
Moreover. tbe lCJll:al imauu:ae. ayuem muat .mai.a&aina 

aa appn>¡>rimle bü.nce - lbe ... -- i-:­teria from &be normal flan of lbe pi by m-chenisma 

sucb aa Ja.A-medialed immuDe eacluaioo (S&oku '' 
al. 197.5; Wall<er, 1987; Huaby, 1988; BnndtRes. 
1995). Tbeae two fuDctimaa of lbe local immuae aya­
tem are likely to be caaied out lbroush resuJaiory 
mechaaisms differeat IO - found la lbe ll)'lllemic 
inunune aystem and. .......... tbn>uab aubde but aub­
staatial differeocea la - type ud fuactioa of lbe 
cells fouod al tbe mucoaal aites. 

Tbe gut CODtains lbe ..... Dumbcr of immune 
oclls in lbe ... aniam. ~y 60'll> of ali Jym­
obocytea <Panot. 1987; - ud KJela. 1994: 
rakahasbi and Kiyoao. 19!1!1). Maay T cella ue 
ocated la lbe lamiaa .,._;.. (LPL) - willlla lbe 
'Pilhclium (lau.epi-.J lympbocytes, lEL) 
Moqbel aad Macl>oaald. l!l!IO). Becauae of lbeU 
riciniry to lbe iDleaciDal lumen and lbeir acceu 10 
ood 1uuisens, IEL ue -pcally locaied to induce. 

replatc and peñonn immunc responses (Pabst. 1987; 
Ccñ-Bensussan and Ouy-Grand. 1991; McOhce. et 
al .• 1992). Previous atudics in thc pig havc demon­
atraaed tbat. unlike rodents and humans. the 1ymphoid 
components of lbe intealia.al villi are poorly devel­
oprd at binb (Vesa-Lope~ •t al .• 1993; Pabst and 
Rodlkotter. 1999). Tbe postnatal developmcot of lb.is 
companment appean to be driveo by exposure to 
mict0bial aotiaens, aince it does oot occur in 
aerm-free pisa (Pabat and Rotbkouec. 1999) and is 
accelerated by weaoins in cooveotional pias 
(Veaa-1..opez. ~'al .• 1995). Thc pia therefore provides 
ao appropriate ayatem to atudy lhe devclopmcnt of 
IEL companments in response to antigcn. Dcspite 
tbia. and deapile cxlellaivc atudics in otbcr apecie• 
(Ouy-Orand. •tal, 1978: Tqliabuc et al. 1981; Flex­
man. 1983, Bnndtzaea. et al. 1989; Eben.. 1989~ 

Jany. •I al. 1990. Saocbcz-Oan:ia. •tal .• 1997). rcla­
tively few studiea of IEL deveiopment in pi1s bave 
- ....-.,. (W'llaoo '"al. l986a; l986b, Wbary, 
e1 al., 1!1!15: Pab1t and Rolbkoaer, 1999). Tbcrefore. 
in thia paper we detennincd tbe number. "pbenotype. 
localization and developmeot of IEL in the pia pt. 

llESVLTS 

The oumber of CD2+ IEL in u.oweaned animals (binb 
up to 7 weeka of qe) is abown in Fipre l. '1bc 
oumber of CD2+ c:ells was inilially tow in epicbelium 
- lamina propia (LP), but iacftued rapidly ~­
after la - compOWDla (Flaure l). Tbe ÍDCftW 
wu more evideat ia Du compan:d witb D at birth aod w- 3 ud .5 (P<0.05) <Fiaure 2). A• binh lhc epi­
tbelium ~tai.Ded 38'ili of Che total C02+ cella in Du 
- 35'llo in U vill.i, aad lbal puceatase inc:reased 
aleadily tbere.after' up to 52,. and 64'ili respcctively. al 
7 w- of qe (data aot ahown). CD2. CD4 aad CDS 
•tainin& by immu.nobistocbemistry (IHC) i.n serial 
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.Uy rNnld edult (2A ....U. n-5) pip. e.ch c:o1111m1 INIPUSDU tbe me.a IUUDba' of mtracpitbelial ([EL .. emP')' bars) and !ami.Da propria 
(1.IL - ...._.ben) CJ>2+ c:idla. eoua&.:11 i.a die villi'a epitbebum of five nadomly cbo9en micn»Copic: fields (400 X) per animal 

froz.en sectioos from 4 anima1s per aae poup (bir1h. 
l. 3. s. and 7 wecks) sbowed chal mo5t intestinal c:c:lls 
in you.og anima1s were CD2+ double neaativc (DN) 
(fipre 3). CD4+ cells appcarcd early in tbc intestinal 

LP (figure 3). but not in thc cpithclium and CDS+ 
cells appearcd late in lifc and rcmained low in numbcr 
(figwe3). 
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De&ermlaallamol111eN...._.,ftt•11J1pe 
ancl Tapal a' el........_ ollall-11l'Mlfal 

Celb la - ~ - V1111 ol Adulll'lp 

'Ibc averqe aumber of locaJ Jympbocytea per villus 
(IEL+LPL) in five adult aaimab u llbown in 'hble J. 
Up IO baW of lbeae oelb ...., 1....- al lbe epilbe­
lium co-1 iD duodenum (Du) (4-) -
iJeWD (D) (52..,) (°hble J). "lbe pn>panioa of ialnepi­
thelial ceU. wu b......,.._.iy diolributed fn>m lbe 
tip (32._, Du. 34'il> D). tbrouab lbe middle (37'il> Du. 
39% D). - lbe bonom (31 'il> Du. 27'il> D) oí lbe 
villi '• epitbelium w._ 4A - 'hble J). 'Jbe topo­
logical dislribution of IEL witbin lbe epitbelium 
(Fi¡¡urc 48) llbowed - baW or lbem located prefer­
•ntially al tbe _,_, membnne (BM) (52'il> Du. 
53% ll) or tbe lip. middle - boaom or lbe villi. 
ADolbu imponaot .._.;o.. oí oelb (43'il> Du. 4~ 
Il) wu found uound tbe -ten>cyte nucleua - oaly 
a small proponioa (51' Du.. 511i D) of cell1 wu 
located at tbc epitbelium "s apiW zone (Table 1). 

laimunobiatocbemical stainina of serial frozcn aec­
ti.ona from 6 moallls old anima1a (n - .S). sbowed tbat 
moat IEL aa die BM wen: CD2+Cl>'-C08+ cclls 
(Fiawe 3). Wbcreu IEL localized at lbe enterocytc's 
apical and nuclear level were mostly DN cells 
<Faaure 3). lt wu clcar lbal mo1t of lbe CD4+ cells 
wen coafined to tbe villus LP (Pipare 3 ). 

~S-yol-lnc-tlaal 
1n-.,1.-.i ~ID Adull Plp 

CcU. mo<pboloaically similar 10 lympbocyles and 
wida intraepilbelial diatributioo were delecled by 
ll"allamiuioa elecuoa microscopy (TEM) in du~ 
and ileal aamples from five siJt months old pigs. 
Tbeae cella ranaed in size from 2.5-to 7 µ.m or diame­
..... At lbe epitbelium'I mpical level <Fisure 5A). lbe 
JEL weno mainly round cells of approltimalely 5 µ,m 
in diamecer aod wilb nmnerous lona cytoplasmic pro­
Jonaations interlaced with thc entcrocytc •s plasma 
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mcmbrane <Fiaure 58). Deme paoule. or 0.6 µm in 
diameter and many riboaomes were dececced in &be 
cyioplasm. Resides. ..Sjacent epilbclial cella bad • 
high nwnber of' amaU veaicles or 0.2 ~ in cliame&e:r 
(Fi¡¡we 6A). Maoy IEL were localed at lbe epllbelial 
nuclear zooe. so111e of lbem were eJon•aced. re.achina 
up to 7 µm of len.ath (Figure .SC). Thc cytoplasm was 
twicc as Iarae as tbe nuclcus and severa! miux:hon­
dria. ribosorncs and endoplasmic relic:ulum wae 
dctccted lbere: (Fisure 5C). 'JWo °" more ceUa in lbe 
snmc intravacuolar spacc werc frcquently seen in Ibis 
arca of lhe tiaaue (Fiaure 3G. Fisure 6A). "lbe amall­
cst IEL (2.S J.UD in diamela). wae deaecled near &he 
BM (figuce .SA). Theae cella werc nearly spberical in 
sbapc and loca&ed iDlo a vacuole in lbe iauaepilhelial 
spacc (figure .SO). Their auc:lei were prominent with 

fcw cytoplasm volumc and organellcs. Morcovcr. 
ccll& lcaving thc cpithclium wcre occasionally 
detccted althou&h in low number. Thesc cclls did not 
show morpholoaical fcatures of apoptosis 
(fiaure 68). abowina nuclei and cytoplasm intcgrity. 

DISCVSSION 

Al lhe intnepilhelial compaftlneDL. • larac. heterogc· 
neous poup of cella hu tbe potential for euly contact 
with antiaenic material derived from tbe gut 
(Cel'f'-Bcnaussan and Ouy-Orand. 1991). Thc ability 
of nonnal individuals to discrinllnalc belwecn hann· 
lcss d.iclU)' compooents and potcntialJy hazardous 
material and to mount appropriate immunc responses 
implie11 lbe preaence of reliable but yct not wcll idcn· 
tified RsuJ,alcxy mochani•ms. Previous studies havc 
quantified (Fequ90n. 1978. Panot. 1987) and charac· 
terized human and rodent IEL in tcnns of morphology 
(Marab. 1980). phcnotype (Brandtzaca. et al .• 1989; 
Jany. •rol .• 1990: Lefrancois. 1991: van Kcrckhovc. 
el al .• 1992: McObce ancl K.iyono. 1993) and effeclor 
functions (Eben.. 1989; Fujibash.i, et al., 1990; 
Ouy-Cinnd. eral. 1991; McOhee. el al .• 1992: Mega. 
et al. 1992; Beate, et al .• 1996; Fujihashi. et al., 
1997). Jt hu also bcen reponed lbat cclls with bctcro­
aeneous cbaracteristics ue fou.od at t.he epithclial 
computmeot (Tasliabue et al .• 1981; FJcxrnan. 1983: 
Lefnlncob, 1991; Cbri•t - Blumber¡¡, 1997). 
Bcaides, somc autbora have suuestcd that thc granu· 
lar cells in lbe epilbcliwn aiay be a population of mast 
cell precunon (FleJUDaD, 1983). Howcvcr, Jittlc 
infonnatioa i• available fos- Olbcr •P"ies incJud.ing 
tbc pis (Cbu er al.. 1979: Wilson. et al.. l 986a, 
1986b; Olivier. ~r al .• 1994; Whary, ~I al .• 1995). a 
mpecies wbose •imilaritie• with human anatomy and 
physiolop makes it • ,sood ellperimental modcl 
(Tu.mblaoa. 19116). Mote0ver. littJc infonnation is 
•vailable in any or 1hese models about lhe .IEL dislri· 
bution &lona lbe villi and within lhc cpilhclium and 
lherefore, quanlilativc studies on thcsc companmcnts 
are needed. In Ibis paper lhe number. phcnotypc. 
localization and devcJopment or lymphocytcs lodgcd 
in tbeae diffcren1 epilhelial comr vuncnts or lhc small 
intestine are described. 
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TA.81.J! 1 Tbe Dwt1ber aDd JocaliaaLioa of inu.epitbellal ceU• in lbc porclne amaU intestina. Numben represent thc mean and au.ndw-d 
deviMioa (SO) of cells counled trom 10 viW in INodenu.m and 7 villl ln ileum in e.ch of five aiJr.-monlha old heahhy piss. The data was 
aaal)'lled by s-Ued 1-Snadeat ..... IEL • ialnepithelial lymphocytes, LPL • lamina propria lymphOC)'1es 
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lt is well established tbat youna animals are quite 
su.tcepüble to iofection. TIUs may conelatc with tbe 
very low numben of LPL and lEL present al binh and 
witb lheir relatively aubsequent slow ac<..'1mulation 
(Vesa·Lopez et al.. J 993; Pabst and Rolhkottcr. 
1999). la Ibis paper it was sbown tbat over .50% of thc 
rotal T cella in tbe smaJJ intcatine were located al tbe 
epitbclium in 6 monlhs old animals. poinlina out lhe 
imponaace of tbeM: cclls locatcd at lhe Yezy enb'aoce 
of Ccxcip mal.erial. "JbercfDR it was of intcrest to 
study tbe way lhose cells reach tbar proportion in the 
you.ns pi1. Allbouah the tolal number of intestinal 
cella was low at birth. a •ianificant proportion (38 and 
35% in Du and D) was in tbe epithclial companment. 
Most of these cells werc DN since CJ>.6+ and CDS+ 
cclls are only deteelable later in life (Figure 3, 
Vega-López ~tal .• 1993; Pabst and Rotbkouer, 1999). 
'Ibis is an interestine f"mding considcrin& that tbe ani­
mal comes from a virtually sterile cnvironment. 
where · aotigenic stimuli are ralher lilnited. auue•tina 
tbal Ibis IEL population may havc a role distinct to 
protection. Soon afier birlh therc was a dramatic 
increaae of CD2+ IEL, especially in weeks 3 and S in 
Du wber'e tbeae incrcases wcre highcr than tbose 
found in 11 (P<O.OS) (Figures:? and 3). These changcs 

Duod~n .. m """"" 
M11tu1(SDJ ... M11an(SD) ... 

112 (6) •• 99(16) ., 
116 (17) .. ·~ .. 0_3) 48 

35 (12) 32 33 (JI) 34 

•2 (13) 37 39(11) 30 

35 (J5) 31 27(9) 27 

• (2) 5(2) 

... (13) 43 •2(11) 42 

59 (17) ., .52(15) 53 

rnay suaecst lhat the stimuli for IEL. to reach lheir 
final localiz.ation, miaht come Crom thc mouth (food 
antiacns), although lhc nonnal microOora might also 
contributc to lhese antiacnic stimuli in drivina lym· 
phocytes to the cpitheliaJ companment, rather to thc 
LP, cven in the abscncc of contact wilh solid food. as 
it has been demonstrated at wcaning (Vcge-Lopez. ~r 
al .• l 99S). Thc absolutc number of cclls in young wtl­
mals was still far lcss than that of adults. a featurc that 
may account for tbc hieh susceptibiüry of thc young 
pia to enleric infcctions. 

At binh, rnoat of lhc intestinal lymphoid cells werc 
DN (NK?) and CD4+ cclls werc soon cvidcnt. 
although mainly loca&ed at thc LP (Figure JA. B. E). 
In contrast... CDS+ cclls appcarcd relativcly late in lifc 
(Figure 3C. F. Vcga-Lopez et al, 1995). This sequen­
tial developmcnt and cell locóllization in thc gut might 
be related to function, and stud.ics in this respcct are 
required lo clarify their role in thc intestinal inunune 
reaulation. 

The ori&in of the 1EL is slill obscure, but sincc 
thesc cclls wcre unifonnly disuibuted along the tip, 
middlc and bottom of lhe villi in adult rutimals 
(Table 1), tbcy may migratc from the LP to the cpithe­
lium, where thcy are sclectively retaincd in the vicin-
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FIGURE 5 Repn:~tative ttanamiuion electroa m.ic:rosraph o( porciDC" duodenal epitbcUum (A). lnu:aepuhcUaJ cdls can be d11ungui1ohcd a1 
lhe <1t.pu.:-~ (B). nuclear (C). aod bascment Dkmbrane (0) zones. Samplc: lUc:a hom a 11x-moadl old p1g. ldc:ntic:aJ re1oult1o ..-c:tt íound m five 
..utferea1 animal$ in duodeau.m aad ileu.m. Lu • m&eStin.al lwnen.. e:• aneroc)'llC. Scalc: bar A• 2 µm.. B. C and D. J ¡.un 

uy of lhe BM (Figure 3). wbcre lhe highcst propon.ion 
uf lEL was located (52 aDd 53% in Du and U. Table 
IJ. f\.1ost ofthcsc c:clls bcal-thc CD2+CD4-CD8+ phe­
nutypc. suggcsting a c:yto&.ox.ic: and rcgulatory role for 
them. This panicular location is similar to that found 
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in othcr spccics and may aUow 1.hese cells to interact 
with adjacent LP CD4+ <Figure 31) and MHC-11+ 
c:ells (Vesa-Lópcz ~tal .• 1993). 

However. another impon.ant proponion of IEL was 
located at the enterocytc nuclear level (·'3 and 424* in 

i 

¡ 
1 
1 



TESIS CON '\ 
FALLA DE óRIGIN IEL DBVELOPMENT IN TIIE POACINE OUT 

Du and D. Table 1) and othcr less numcrous (5% in 
bolb Du and ll. Table 1) apically ncar lhe cut lumen. 
Tbeae cells were mainly ON in pheootypc 
(Fiaun: 30). u previoualy described (Veaa-Lopcz. et 
.i .• 1993). Tbe role of lbeae cella is •till unJmown but 
dley may be composed by an hctuoaeoeous group of 
f;Clla. includina TCRl (y0) T cells and NK cclls. 
nlaled to lbe innal.e immune response to forcign 
ma&eria1 u ducribed in bu.mana (Lefrancois et al .• 
1997) - ..-,... (Beqley & Huoband. 1998). 

Apical IELa wae moslly s;ranular with promincnt 
cy&oplumic prolonsatiom interlaced wi th tbe entcro­
cyie•s pluma membrane tbat ahowed loss of rnicro­
villi and • bisbJy vacuolaced cytoplasm (Fiaures SA. 
B aad 6A.). Some aulhon bave suagesled that tbc api­
cally loca&ed IEL ia an apoptotic population of cells in 
die procesa of ea.uusioo towards tbe intestinal lumen 
(Vmey A McDonald. 1990). Howevcr. TEM 
ultrUtructural anaJyais of such cells showcd no cvi­
dence of cell abrinkase or nuclear chromatin condeo­
Ulioa llDd fn&mentatioa (fipre 58). characteristic 
feawrea of apoptotic celh. 'lbese fearurcs wcre also 
abNDt iD lympboc)'les abed into lbe intestinal lwncn 
(fisure 68). suue•lina: poaaible differences between 
Pia• UMI mice. and auc•sina tbe poaaibiliry of tbese 
<:ella be:iaa ealnlded by otbcr causes sucb coa.erocyte 
datnlclioa. Conaideri.os lbc Jow propon.ion of cells 
found at tbe apical zoae. tbc abcdcli.Dji of cells may not 
be a frequeat event in normal (uninfa:tcd) uúmals. 
but may be relaaed to tbe elimination of dama&cd or 
infec&ed eAl&IOC)'lea. "Ibis aituation may be different 
in iDfec:led ani.mala. lmmuoe localisation or apoptotic 
moleculea may furtber clarify lb.is poinL 

Al die entcrocyte"s nuclear level. tbere were also 
IEL witb lona: cytoplaamic proccsses . sua:scsting 
active D10tion. In many cases they wen:: found 
pouped. •uue•tins • panem or travelina tbroush thc 
epilbclium followioa eacb otber CFiaures 3G. 5A and 
6A). lf Ibis wu lhe case. tbesc cells ncver accwnu­
laaed at tbe apical zone or the enterocy1e. perhaps 
because tbe antiaenic stimuli are aiven at the basola­
lenl pan of tbe Cllteroc)'le (Christ and Blwnberg, 
1997). TI>e belao-us morpbolo&Y and pbeootype 
of' tbe IEL sbowed Chal tbey may be in differcnt stagcs ---------------1 of differenlia&ionlac:tivation or tbat tbey may ha.ve dif-
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fercnt arigins (mast ceU precursora?). further phcno­
type idcnt:ification is needed to clarify lheir naturc. 

Finally. it is clcar tbal tbe epitbclial compartmcnt of' 
the gut conlains a numcrous and rather hcterogcncous 
populatioD of irn.mune cells. 'Ibis hcteroacncity may 
cxplain somc of tbc düferent responses tbe intestinal 
immunc systcm is ablc to produce citbcr inducina tol­
crancc/ancrgy to barmleu diet compooenta or elicit­
ing suong immuoc responses to hazardous material. 
Titls bcterogcncity must be taken in considcration 
wbeo isolation protocols and in vitn> functional stud­
ics are pcñonncd. These quantitative studics estab­
lishcd an experimental moclel to evaluate. in a more 
precise manner. thc ctrecta of antiacn stimuli (dict.. 
normal flora. infection, oral immunization, etc.) on 
thc celJs populating tbe epithelial companmcnt and 
may a.llow the study of lbe relatiouahips amona ccll 
localisation, phcnotype aad l'unction of' IEL.s. 

MATERIAL AND METHODS 

Pies 

To dctcnuinc thc number, distribution aod ultrastruc­
turnl studics of ceUs witbin tbe smaU intestine. five 6 
months oJd heallby pias. from a minimaJ diseasc and 
enzootic pneumonia-free ben! were uacd. To study lhc 
changes in IEL populatioa.s witb ase. at least f"our 
unweancd linermates per qe poup (birtb. l. 3. 5 and 
7 weeks old) werc uscd. Tbe anirna1s were maintained 
on tbe sow without acccss to solid food until slaugb­
tcrcd. The animals were bouaed iP tbe animal facility 
of the Department of Clinical Vcterinary Sciences. 
Unh.-ersity of Bristol, UK. 

?roces.sin& of Samples for Opdcal (OM) and 
1'1-ansmissloa Electroa Micn.c:op7 (TEM) Studles 

:amples of Du and O trom eac:h animal were taken 
nmediately after tbe animals were sacrificed with an 
ttravenous ovcrdose of sodiwn pentobarbitone (Eut­
ataJ, RJ\.IB Animal Heallh, Lid .. Dagenham, UK). 
he sampJes from lbe youn¡: pigs. were wasbed n 
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cold PBS and fixcd in panúormaldehyde-lysinc-pcri­
odatc (PLP) as previously describcd (Vega-Lopcz et 
al., 1993). For uluasb'Uctural studics, intestinal sam­
ples from adult animals, previously inunerscd in cold 
PBS. were f"txed in 2.!i% a:tutaraldchyde (Etccuon 
Microacopy Scicnces, Fol1h Washinaton. PA) in PBS 
for 60 nlinutes at room tcmpcrature. After washing in 
PBS. thc tisaucs were post-f"lxed with 1 % osmium 
tetroxide in PBS for 60 minutes at 4 C. Following 
rinsing and dchydration with increasing concentra­
tions of elhanol, the spccimcns wcrc cmbcddcd in 
Spurr"s reain (Embedding Id~ Polyacienccs. lnc.) fol­
lowina tbe manufactura"s insUUctions. Scctions of 
O.S µm for OM and 100 nm for TEM were then cut on 
an uluamicrotome (Uluacute. Rcichter-Jung) and 
finally stained with 2% u.ranile acetate and 0.4% of 
le.ad ciuatc for observation and rnicrography with a 
IEM-2000EX elcctron rnicroscope (JEOL Lld, 
Tokyo. Japau) on Kodak Elcctron Image Film (Ea.st­

man Kodak. Co .• Rochest.cr. NY). 

IHC stained cells were countcd in LP and epitheliwn 
of at lca.st five randomly chosen aúcroscopic fields 
(400 X) from each intestinal pig samplc. The are.a of 
tbe tissue was 01easu.red using a scrniautornatic, com· 
putcr assisted irnage analyser (VIDS v. Synoptics. 
Ltd.. UK) aod positive cells within lhat arca wcre 
countc4! and recordcd. "Ibc numbcr and Jocalisation of 
intracpithclial cclls were analysed in intestinal sam· 
ples of adult pigs st:a.ined with Harris haematoxylin 
and the cells witb lymphocyte morphology were 
counted in at least l O villi from Du and 7 villi from D 
from cach one of five animals. avoiding the Pcycr's 
patches villi. Thc villi were ra.ndomly selectcd on the 
basis of similar lcngth and angle of cut. Each villus 
was divided in tluee proponionally equal pans: tip, 
middle and bouom (Fipre SA). from the villus tip to 
tbe dccpcst pan of the crypts. lntraepithclial ceUs 
from each of thcse parta wcre countcd and recorded. 
In thc cell Jocalization within the epithelium study. 
the cpithclium was divided in thrce zones: apical. 
nuclear and basemcnt membrane (Figure 58). Thc 
cells locatcd in thcsc compartments in thc villi of cach 
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aample were counled and reconled utinS tbe i.maae 
analymer. For ulcruauccural c:eU icbanclerialic• and 
-.iled localiNaioa of IEL. Du ....i D TEM photo­
..,._ were tMen from Ove edult animala and char­
actetútic DK>J'pbolosical and topoloFcal f'eatwes 
were uaalyaed and recor'ded. 
!mm ___ ...., 

Anti-CD2 (MSA-4, Hammerber¡¡ and Schuri¡i, 1986), 
anti-CD4 (74-12-4. Peacovit:z ., .. 4'., 198') and 
anti-CDB (76-2-11, Peacoviu •tal., 198') mo110-
clonal antibodies (MAb) were uaed in DIC. For thc 
developmental •hldy. MSA-4 poaitive cella in tbe cpi­
lhelium ami LP or lhe Du and D villi. from at leut 
fivc rmulomly cboaeo field.8 («JO x mapificalion) 
~ CCMIDled and ,_...- from puaftin emb!>dded 
_.Tromatleu• fouryouns--plp (O, J,. 3, 5-7-old)iD ____ IJu _D 

frozea .......... from five 6 aMJGdu old llDimala weno 
,,._ wilb MSA-4, 7'-1~ llDd 76-2-JJ MAb by 
lllC, to decermiDe lbe pbenolype aad Jocalization of 
JEL witbin tbe epitbelium by OM. Tbc cells WCl'C 

couoled and rec:orded ~ Che imqe aoalyaer. 
Paired 1-Student teat wu uaed lo QOCDpare data 
betwccn aae poupa and between inteadnal •itea (Du 
vs IJ). 

Aclcaow1-"6•-.,.,. 
'Ibis woñ: wu panially fuuded by CONACyT-Má­
ico (Projecu 4263-M - 26361,B) - lbe BBSRC 
of lbe Uailed .Kinlidom. OAC reeeived J>111tia1 1uppon 
from ~ de iDvNdp<:IOa (J.24)" from 
FES-c...udllAD·UNAM--.:0. 'Ihe -- wúb 10 
lhank BSc Móalca Moadrq6a foc-cal M&ialui1-
lbip aad P>ofeuoc Denllt WüeliD (U. Noaiql>am. 
UK) f'or crilicaUy readiDa tbc manuaclipt or tbia work. 
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