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RESUMO - Objetivou-se estudar os efeitos do fornecimento adicional de colostro de diferentes concentragdes de IGF-I e
IgG, as 12 horas de vida, sobre as caracteristicas morfoldgicas dos enterdcitos, bem como a relagdo entre a quantidade total
de IGF-I ingerida e a altura dos microvilos intestinais de bezerros até as 72 horas de vida. Adotou-se o fornecimento prolongado
de colostros de diferentes concentragdes, incluindo colostro enriquecido com colostro liofilizado. Oitenta e dois bezerros da
raga Holandesa receberam, ao nascimento, colostro com concentragdes variaveis de IgG e, as 12 horas de vida, receberam trés
pools de colostro com densidades variaveis: colostro baixo - [gG e IGF-I inferiores a 30 mg/mL e 90,65 pg/L, respectivamente;
alto - IgG e IGF-I superiores a 100 mg/mL e 344,02 pg/L, respectivamente; ou enriquecido de colostro liofilizado - I1gG e IGF-I
superiores a 120 mg/mL e 864,68 pg/L, respectivamente. As 0, 10, 24, 36 e 72 horas de vida, coletaram-se amostras do duodeno,
do jejuno (proximal, médio e distal) e do ileo para estudo ultraestrutural. Para determinacdo da altura dos microvilos, considerou-se
o arranjo fatorial 3 x 3 + 1, correspondendo a quantidade total de IGF-I ingerida nas refei¢des de colostro (0-500, 500-1500,
1500-2500 pg), trés idades de abate (10, 24 e 72 horas de vida) e o grupo controle (nascimento). As caracteristicas morfologicas
dos enterocitos diferiram conforme a idade e as quantidades de IgG e IGF-I disponibilizadas. A quantidade total de IGF-I ingerida

teve efeito local positivo sobre a altura dos microvilos intestinais.

Palavras-chave: fator de crescimento semelhante a insulina-I, imunoglobulina, microscopia eletronica de transmissao,
microvilos, morfologia, morfometria

Ultrastructural characteristics of the intestinal mucosa of newborn calves
fed in the second meal with colostrum enriched with IGF-lI and IgG

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the effects of additional colostrum with different IGF-I and
IgG concentrations, at 12 hours of life, on morphological characteristics of enterocytes, as well as the relationship of total
amount of IGF-I ingested on the microvillus height of the calves small intestine in the first 72 hours after birth. It was utilized
prolonged supply of colostrum with different concentrations, including colostrum enriched with lyophilized colostrum. Eighty
two Holstein calves received, at birth, colostrum with different IgG concentrations and, at 12 hours of life, they received three
colostrum pools with variable density: low colostrum (IgG and IGF-I inferior to 30 mg/mL and 90.65 pg/L, respectively), high
(IgG and IGF-I superior to 100 mg/mL and 344.02 pg/L, respectively), or enriched with lyophilized colostrum (IgG and IGF-I
superior to 120 mg/mL and 864.68 pg/L, respectively). At 0, 12, 24, 36, and 72 hours after birth, duodenum, proximal, medium,
and distal jejunum and ileum samples were collected for ultrastructural studies. It was employed a factorial arrangement
3 x 3 + 1, corresponding to the total amount of IGF-I ingested in colostrum meals (0-500, 500-1500, 1500-2500 pg), three
slaughter ages (at 10, 24 and 72 hours of life) and control group (at birth) for determination of the microvillus height. Different
morphologic characteristics of the enterocytes were observed as consequence of the age, IgG and IGF-I ingested. The total
IGF-I amount ingested showed positively local effect on the microvillus height of the intestinal.
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Introducéo relacionado ao desenvolvimento do intestino na fase

inicial davida dos animais (Odle etal., 1996; Blittleretal.,

O colostro, além de ser a fonte de imunoglobulinas 2001). Além dos nutrientes ¢ das imunoglobulinas, o
que irdo conferir a protegdo inicial a bezerros, tem sido colostro também contém hormdnios e fatores de cresci-
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mento como IGF-I, um peptideo bioativo, considerado
potencializador do desenvolvimento gastrintestinal (Biihler
et al., 1998; Blum & Hammon, 1999; MacDonald, 1999;
Howarth, 2003).

No inicio do periodo pds-natal, durante as primeiras 48
horas de vida, a mucosa intestinal de bezerros apresenta-se
altamente permeavel a macromoléculas, o que permite a
aquisicdo das imunoglobulinas maternas presentes no
colostro (Brambell, 1958; Jeffcott, 1972).

A presenca de elevadas concentragdes de hormonios
e de fatores de crescimento no colostro e no leite regula o
crescimento e o desenvolvimento de 6rgdos do neonato,
com maior énfase ao trato gastrintestinal (Grosvenoretal.,
1993; Odleetal., 1996; Shen & Xu, 1996; Blum & Hammon,
1999; MacDonald, 1999). Biihler et al. (1998), em pesquisa
com bezerros recém-nascidos alimentados com colostro em
mais de uma refei¢do, sugeriram que a suplementagao pro-
longada de colostro influencia a morfologia da mucosa
intestinal, pois verificaram aumento significativo no tamanho
dos vilos intestinais. Similarmente, Roffler et al. (2003)
também verificaram aumento na altura dos vilos intestinais
de bezerros neonatos que receberam IGF-I extraido de
colostro.

Este trabalho foirealizado com o objetivo de avaliar o
efeito do fornecimento adicional de colostro com diferen-
tes concentracdes de IGF-I e IgG, as 12 horas de vida,
sobre as caracteristicas morfolégicas dos enterocitos,
bem como a relagdo entre a quantidade total de IGF-I
fornecida e a altura dos microvilos intestinais de bezerros
até as 72 horas de vida.

Material e Métodos

Utilizaram-se 82 bezerros machos da raga Holandesa.
Imediatamente apds o nascimento, os animais foram sepa-
rados das maes, pesados, identificados e receberam a pri-
meira refei¢ao de colostro (5% do peso vivo) com concen-
tragdo variavel de IgG. As 12 horas de vida, foi fornecida a

segunda refeigdo de colostro com diferentes concentra-
¢oes de IgG e, simultaneamente, diferentes concentragdes
de IGF-I: baixo = IgG e IGF-I inferiores a 30 mg/mL e
90,65 mg/L, respectivamente; alto=1gG e IGF-I superiores
a100mg/mL e 344,02 mg/L, respectivamente; e enriquecido
de colostro liofilizado=1gG e IGF-I superioresa 120 mg/mL
e 864,68 mg/L, respectivamente. Apds a ingestao desta
refeicdo, os animais passaram areceber 2 L de leite integral
duas vezes ao dia.

Os pools de colostro foram preparados a partir das
primeiras e segundas secreg¢des lacteas de vacas multiparas,
coletadas previamente ao experimento. Os pools, depois
de centrifugados duas vezes a 12.000 g por 10 minutos a4°C
pararetirada parcial da fragdo lipidica, foram homogeneizados
eacondicionados em formas de aluminio de tamanho médio
30 x 20 cm e espessura maxima de 1,5 cm e armazenados a
-20°C. O colostro congelado foi liofilizado no Instituto
Tecnolégico de Alimentos. Para a quantificacdo da fragao
de IgG do colostro liofilizado, utilizou-se o método de IDR,
descrito por Mancini et al. (1965) e modificado por Besser
et al. (1985), e, para a quantificagdo da concentragdo de
IGF-I, empregou-se o ensaio imunoradiométrico pos-
extragdo utilizando-se o kit DSL-5600 (Diagnostic Systems
Laboratories, Inc.).

A segunda refeic¢do fornecida aos bezerros foi consti-
tuida de colostro in natura adicionado ou ndo de
colostro liofilizado (Tabela 1). A concentragdo de
imunoglobulinas do colostro foi estimada pela densidade,
obtida utilizando-se um hidrémetro especifico (Fleenor &
Stott, 1980). O colostro liofilizado foi adicionado ao colostro
até atingir a concentragdo de IgG desejada, superior a
120 mg/mL. Cada grama do colostro liofilizado adicionado
arefeicdo disponibilizava 560 mg de IgG ¢ 972 pg de
IGF-L.

As 0, 10, 24, 36 ¢ 72 horas de vida, os bezerros foram
pesados, anestesiados e exsangiiinados. As cavidades
abdominal e toracica foram abertas, ventralmente, desde a
regido inguinal até o apéndice xiféide. O trato gastrintestinal

Tabela 1 - Valores médios de IGF-I e IgG das refeigGes e do colostro liofilizado

Item Tratamento
2 refeicdo 12 + 22 refeicdo
Baixo Alto Enriquecido Liofilizado
Média (R1+R2)! + DP2
IGF-I (ng) 260,80 + 105,49 442,10 £ 60,90 948,85 + 356,38 1.990,16 + 286,13 9723
IgG (mg) 76.745 + 1.961 131.677 + 11.993 216.912 = 10.727 423.458 + 16.961 5604

1valores médios encontrados no somatério dos componentes fornecidos nas duas primeiras refeigdes (nascimento e tratamento).

2 Desvio-padrdo da média.
3 Medida em ng/g de liofilizado.
4 Medida em mg/g de liofilizado.
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foi retirado e, por dissecagdo, separou-se 0 mesentério
aderidoaointestino. Amostrasdossegmentosdo duodeno,
jejuno (proximal, médio e distal) e ileo foram col etadas.

Ossegmentosintestinaiscol etadosforam abertostrans-
versalmente, estendidos em placas de Petri e lavados com
solugdo salina 0,9% a 5°C. Em seguida, foram pré-fixados
por imerséo em solucgéo de K arnowsky (2,5% glutaral deido,
cacodilato de sodio 0,1M e CaCl, 0,001M) por 2 horas. Em
seguida, os segmentos intestinais passaram por um pro-
cesso de pés-fixagao em solugado de tetroxido de 6smio 1%
em cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2 por 2 horas. Depoisde
fixados, as secgdes intestinais foram lavadas em tampéao
cacodilato de s6dio 0,1 M pH 7,2 e desidratadas em solu-
¢Bes de concentragdes crescentes (30 até 90%) de acetona,
por dez minutosem cadaconcentracao, finalizandocomtrés
lavagens de dez minutos em acetona 100%. Os segmentos
foramincluidosem resina Spurr paraconfecgdo dosblocos,
gue, depoisde secos, foram seccionadosem ultramicrétomo
(Reicher, Ultracut E) com navalhadevidro ou de diamante.
Utilizando-se telas de cobre, as secgOes prateadas foram
contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo
(Reinholds, 1953).

Asamostrasdestinadasaimunocitoquimica, depoisde
desidratadas em solugdes com concentragdes crescentes
de etanol, foram embebidas em resinaRL White e, por meio
de ultramicrétomo, secgdes douradas foram coletadas em
telas de niquel e incubadas sucessivamente em albumina
bovina (BSA) por 30 minutos, anti-lIgG bovino (Sigma
Chemical Co.) diluido 1:1000 em PBS por 10 horas a4°C,e
proteina A conjugada a ouro (Sigma Chemical Co.) em
particulas de 20 nm na diluicdo de 1:50 em PBS por 1 hora.
A contrastacdo também foi feita em acetato de uranila e
citrato de chumbo. Todas as telas confeccionadas foram
examinadasem microscopio el etrénico detransmissdo Zeiss
EM900 com voltagem de 50kV e intervalo de aumento de
3.000 até 12.000X, em que asimagensforam selecionadase
captadas. A andlise morfométricafoi realizadautilizando-se
umsistemadeanalisedeimagens(Axio-Zeiss), emaumento
constante (7000X), para comparacao dos resultados obti-
dos. Para cada segmento de cada animal, analisaram-se dez
células e fez-se a medigao da altura de 30 microvilos por
célula (nm).

Para anélise da altura dos microvilos, foi utilizado um
arranjofatorial 3 x 3+ 1, considerando aquantidadetotal de
| GF-I ingerida(0-500, 500-1500, 1500-2500 ug), asidadesde
abate (10, 24 e 72 horas) e 0 grupo controle (nascimento),
com médiade 7 + 1 animais por grupo.

Amostras dos colostros (primeira refeicao, segunda
refeicdo) foram coletadas e mantidas a -20°C para ensaio

imunoradiométrico de |GF-I pds-extracado utilizando-se o
kit DSL-5600 (Diagnostic Systems Laboratories, Inc.) e
para quantificacé@o de 1gG pelo método de Imunodifusio
Radial, descrito por Mancini et al. (1965), modificado por
Besser et al. (1985).

Resultados e Discussao

No estudo daultraestruturadosenterécitosde bezerros,
observou-se que, ao hascimento, osmicrovilosdo duodeno
apresentaram-se desenvolvidos e filamentosos. Esses
filamentos, localizadosno pélo apical, atravessavam atrama
terminal e podiam alcancar o citoplasma. Nestaregio, ndo
se observou sinal de invaginacgdes, vesiculas ou tubulos.
Nojejuno, ascélulasintestinal sapresentaram-secolunares,
com a presenca de tubulos e vacuol os vazios na regido
apical ecom o complexo de Golgi naposicéo subnuclear. No
{leo, ao nascimento, ascaracteristicasmai smarcantesforam
a presenca de grandes vacuolos vazios e o complexo de
Golgi pouco aparente, com estruturasdi spostasnaposi cao
supranuclear.

As 10 e 24 horas ap6s 0 nascimento, verificou-se a
formacao de micropinocitose, com invaginagdes da mem-
brana citoplasmética e formagao de vesiculas (Figura 1)
que dao origem a tubulos que se deslocam para a regi&o
basal dacélulae, subseqiientemente, se tornam vacuol os
(FiguraZ2). Exocitosenéofoi observadaemnenhum segmento
intestinal durante o periodo experimental.

Figura 1 - Enterdcito de jejuno distal de bezerro com 24 horas
de vida com formacao de vesicula (seta), processo
de micropinocitose, X7000.
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Figura 2 - Enterécito de jejuno distal de bezerro com 24 horas
devida: a-formacao de vesicula (seta); b - vesiculas
na regido apical; ¢ - vesiculas deslocando-se no
citoplasma para aregido basal; d - vesiculas dilatadas
no citoplasma; e - vactolos maiores e f-estruturacom
material elétro-denso.

Nosenterocitosdo duodeno de bezerroscom 24 horas
devida, foram encontradas pequenasvesiculas naregiao
basal da célula. No jejuno, as vesiculas e os tlbulos
localizavam-se em torno do ndcleo, situado na regido
apical do citoplasma. Noileo, ostibul ostambém aparece-
ram dispostos em torno do nicleo, que se encontrava na
regido basal dacélula.

As 24 horas, foram encontrados enterdcitos com duas
caracteristicas bastante distintas, células com pequenas
vesicul asecélulasapresentando tubul osegrandesvacuol os
com elevada quantidade de material eletrodenso
imunomarcado (Figura 3). A funcdo fisiolégica desses
vacuolos estarel acionadaao armazenamento de 1gG prove-
niente do colostro. De acordo com Smeaton & Simpson-
Morgan (1985), essas duas caracteristicas dos enterdcitos
estdo relacionadas a diferentes graus de maturagdo das
células. Clarke & Hardy (1971), em experimento com |eitdes
recém-nascidos, verificaram mudangas no nimero, no tama-
nho e nalocalizagado de vacuol os do i ntestino delgado apds
declinio da passagem de macromoléculas da célula para a
circulagdo, indicativos de uma segunda geracéo de células
incapaz de internalizar macromoléculas presentes no lume.
Hardy et al. (1971), em estudo de enterdcitos de leitdes do
nascimento até3 semanasdeidade, encontraram até28horas
devidavacuolosrelativamentegrandeseclaroscom material
eletrodenso. Aposestaidade, verificaram queestasestruturas
apresentavam-seemdiferentesfasesderegressdo. Segundo
Staley (1969a), a ultraestrutura das células intestinais de

Figura 3 - Citoplasma apical de enterdcito, as 24 horas, com
presencgade vacuolos com material elétrodenso (seta),
apresentando célula com pequenos vacuolos (a) e
célula com grandes vacuolos (b), X4400.

leitbes sofre transicdo nas primeiras 36 horas apés o nasci-
mento.

Neste estudo, apresencadevacuolosgrandeseclaros
sugere envelhecimento celular decorrente de umapossivel
lise dasmembranasvesicul ares, provavel menterel acionada
aliberacéo delgG presente nas membranas. Com aidade, o
numerodecélulascomgrandesvacUol osdiminuiu, umavez
gue estas células foram substituidas por enterécitos que
continham pequenas vesiculas, o que esta de acordo com
a teoria da substituicdo celular de Oudar et al. (1976) e
Smeaton & Simpson-Morgan (1985).

As24 e 72 horasdevida, verificou-se grande quanti-
dade de células caliciformes (Figura 4) no duodeno, assim
como no jejuno (proximal, médio e distal) também foram
observadas estruturas com material eletrodenso (Figura2),
gue provavel mente correspondem alisossomoscom IgG, e
a presenca de atividade proteolitica intracelular.

As24 horas, ascél ulasjejunaispermaneceram col unares
com microvilos desenvolvidos e os complexos de Golgi
localizados nas regides subnucleares ou distribuidos em
volta do nudcleo. Os nlcleos apresentavam canais
citoplasmaticos entre as dobras da membrana nuclear
rodeados de mitocdndrias e restritos principalmente as
porg¢desbasai sdacélula. Tambémnesteperiodofoi verificada
grande quantidade de pequenasvesicul assituadas adjacen-
temente as membranas basais das células. Essas células
também possuiam vesicul astubul aresapicai shem desenvol -
vidas(Figural) eocomplexotubular formadoencontrava-se
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naregido apical do citoplasmaenatramaterminal (Figura2),
comprovando diferentesgrausdeinvaginacgédo nasuperficie
damembrana. As 36 horas, esse complexo nfo estavamais
presente na trama terminal, apenas nas regides apical e
lateral do citoplasmadosenterdcitos(Figurab), sugerindoo
término da permeabilidade a macromoléculas. Na regido

Figura 4 - Citoplasma apical de enterécito duodenal de bezerro
com 24 horas de vida sem a presenca de vesiculas
e tubulos. Células caliciformes com granulos
mucinégenos (seta), dispostas entre células epiteliais
do intestino, X4400.

Figura 5 - Jejuno médio de bezerro com 36 horas de vida com
tabulos dilatados situados na regido apical do
citoplasma (seta) e ausentes natramaterminal, X7000.

supranuclear, encontrou-se grande quantidadedevacuol os
commaterial el etrodenso nointerior, conectadosdiretamente
aos tubulos (Figura 6).

No grupo querecebeu col ostro adicionado de col ostro
liofilizado, &s 24 e 36 horas de vida, observou-se maior
incidéncia de estruturas com material eletrodenso, prova-
velmentelisossomos. Asobservacdesdesteestudo podem
ser explicadas ao mecanismo proposto por Fahey &
Robinson (1963), citadospor Junghans (1997), quesugeriram
aexisténcia de um limite parainternalizagdo e de protecéo
das 1gG pelos enterécitos. Baixa disponibilidade de 1gG
resulta em absor¢do completa desta macromolécula, sem
incorrer degradacéo nos lisossomos, enquanto, com alta
disponibilidade, uma fracdo é catabolisada e degradada
pelos lisossomos dos enterdécitos.

Nascélulasileais, similarmenteasjejunais, foram observa
dosmicroviloscurtoscomgrandesvactol ossupranucleares,
chegando a ocupar, as 36 horas, dois ter¢os das células
apicai s e estendendo-se até proximo datramaterminal. Neste
segmento, os vacuol os apresentaram-semai ores em compa-
rag8o asoutrasregides, caracteristicatambém encontrada
por Staleyetal. (1972) eStairetal. (1973), quearelacionaram
ao mecanismo deinternalizag&o por micropinocitose. As72
horas, também noileo, ndo foi maisencontradapresencade
tabulos, vesiculas ou vacuol os, caracteristicas de células
mais maduras. Jockims et al. (1994) observaram que o
processo deinternalizagdo dalgG nosenterdcitosaumenta
do duodeno para o ileo, condicéo observadatambém neste
estudo, no qual avacuolagédo ocorrida nos enterécitos foi
crescentedaregiao cranial paracaudal dointestino delgado.

Figura 6 - Jejuno proximal de bezerro com 24 horas de vida com
grande quantidade de vacuolos com material elétro-
denso (seta) situados naregido supranuclear, X3000.
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Tabela 2 - Altura dos microvilos dos segmentos do intestino delgado dos bezerros

Segmento Duodeno Jejuno proximal Jejuno médio Jejuno distal ileo

Abate (h) Média £ DP (nm)

0 1.010,32 + 32,65a 1.332,13 + 83,35a 920,88 + 46,30a 1034,17+156,06a 645,87 + 32,69a

Ingestéo de 0-500 pg de IGF-I

24 1.260,39 + 88,52Ab 1.191,47 + 69,85abA 1.062,80 + 59,64bA 760,15 + 39,17bA 909,77 + 42,45bA

72 991,35+ 43,84Aa 1.149,02 + 66,87bA 863,60 + 41,52aA 611,95 + 27,86CA 551,75 + 42,72cA
Ingestdo de 500-1500 pg de IGF-I

24 888,57 + 93,46Bb 1.581,20 +112,40bB  1.555,30 * 77,27bB 973,96 * 63,62aB 780,89 + 48,76bB

72 1.111,48 + 78,76Ba 1.323,87 + 58,83ab 900,95 + 42,96aAB 643,06 = 30,09bA 585,35 + 45,10aA
Ingestdo de 1500-2500 pg de IGF-I

24 892,15 + 95,21Bb 1.796,11 +115,02bC  1.081,86 + 64,60bA 849,60 + 98,67aAB 1.123,58 + 111,21bC

72 1.138,67 +108,72Ba 1.358,21 + 97,12aB 957,27 + 60,64aB 670,06 = 31,77bA 601,88 + 37,63aA

Médias seguidas de letras minlsculas diferentes na mesma coluna comparando diferentes ingestdes diferem (P<0,05) pelo teste Tukey.
Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna comparando diferentes idades diferem (P<0,05) pelo teste Tukey.

Na analise dos valores médios da altura (nm) dos
microvilos intestinais (Tabela 2), verificou-se interacdo
entreaquantidadetotal del GF-I ingerida(lg) eossegmentos
dentro de cada periodo (P<0,0001).

As 72 horas de vida, 0s animais que ingeriram 500 a
1.500 pg e 1500 a 2500 pg de IGF-I apresentaram maiores
valoresdealturadosmicrovilosdo duodeno em comparagéo
aqueles que receberam 0 a 500 pg. Do mesmo modo, as 72
horas, no jejuno proximal, os animais que ingeriram 500 a
1.500 e 1.500 a 2.500 pg de IGF-1 apresentaram maiores
valores de altura de microvilos em comparagéo aos que
ingeriram baixa quantidade (0 e 500 pg). Também nesta
idade, analisando os valores da altura dos microvilos do
jejuno médio, verificou-se diferenca significativa entre os
animais que receberam entre 0 e 500 pg de IGF-1 (863,60 +
41,52 nm) eaquel esquereceberam maisque 1.500 pug (957,27
+ 60,64 nm). Entretanto, nojejunodistal enoileo, ndoforam
encontradas diferencgas significativas.

Os dados do comportamento da altura dos microvilos
do nascimento as 72 horas indicam que a massa total de
I|GF-lingeridainfluenciou aalturados microvilos dos seg-
mentos mais craniais (duodeno, jejuno proximal e jejuno
médio), o quesugereefeitolocal positivo sobre o desenvol-
vimento celular.

Conclusbes

As caracteristicas morfol 6gicas dos enterdcitos dife-
riram conforme a idade e as quantidades de 1gG e | GF-I
disponibilizadas. Quantidades elevadas de | GF-I ingerida
tiveram efeito local positivo sobreaalturadosmicrovilos
intestinais.
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