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Absor¢ao de Anticorpos do Colostro em Bezerros. | . Estudo no I ntestino Delgado Distal

Rosana Bessil, Patricia Pauletti2, Raul Dantas d"Arce3, Raul Machado Neto*

RESUM O - Com o objetivo de estudar amorfol ogiaedeterminar alocalizagdo daenzimafosfatase &cidanaregiao distal dointestino
delgado de bezerros, do nascimento ao fechamento intestinal, foram col etadas amostras de 15 animai s machos em trésidades: ao nascer
sem que houvesse aingestdo de col ostro; trés horas apds aingestéo da primeirarefei¢éo de col ostro e aos trés dias de idade. Observou-
se, ao nascimento, a presenca de um grande vacuol o, que dominavatodo o citoplasmadas células epiteliaisdo jejuno distal e ileo. Apos
aingest&o decolostro, verificou-se o acimul o dematerial absorvido nessesvacuolos. Foi detectadaareacéo defosfatase acidanascélulas
absortivas de bezerros recém-nascidos, antes e apos a ingestao de colostro. Aos trés dias de idade, uma nova populagdo de células
geramente ndo vacuol adas, com sistema endocitico apical reduzido, foi observadarecobrindo as vilosidades intestinais. Portanto, em
bezerrosamaturacgéo do epitélio absortivo dointestino delgado distal podeiniciar-secom o aumento daatividade enziméti canosvacutol os
absortivos, culminando com arapidasubstitui ¢ao das cél ulasfetai spor célulasdiferenciadasndo pinociticas, o que determinariao término
da transferéncia de anticorpos maternos.
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Colostral Antibodies Absorption in Calves. I1. Distal Small Intestine Study

ABSTRACT - Thelocalization of acid phosphatase at distal small intestineand itsmorphology were studied frombirthtointestinal
closure from fifteen male dairy calves aged: unsuckled neonatal, three hours after colostrum ingestion and three days old. At birth, the
presence of alarge vacuolewasfound and it expanded all over the epithelial cellscytoplasm at distal jejunum and ileum. For colostrum
fed calves, ingested material could beobserved inthevacuole. The phosphatase acid reaction was detectedin theabsorptivecellsof suckled
and unsuckled newborn calves. Calvesaged threedaysold, anew popul ation of non-vacuolated cellsand reduced apical endocytic system
werefound surrounding thevilli. Thus, it’ s suggested that the absorptive epithelium maturation of distal small intestine can beinitiated
by increasing the enzymatic activity in the absorptive vacuol es, ending by the substitution of fetal cells, by non-differentiated pinocytic
cells and resulting in the cessation of maternal antibody transfer.
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Introducéo

A transferénciadeimunoglobulinasmaternasocor-
re apds 0 nascimento em ruminantes, com aingestéo
daprimeirasecrecdo | actea, o colostro. Osanticorpos
atravessam a barreira epitelial do intestino delgado,
garantindo ao recém-nascido a protegdo adequada
paraas primeiras semanas de vida (Brambell, 1958).

Em bezerros, Jameset al. (1979) verificaram que
aligago de 1125-|gG as membranas do epitélio do
intestino delgado aumentou daregido proximal paraa
distal, enquanto Kaup et al. (1996) demonstraram
morfologicamente, também em bezerros, que a re-
gido médio-caudal do intestino delgado é a principal

responsavel pela absor¢do de imunoglobulinas do
colostro. No entanto, as células absortivasdo ileo de
ratos lactentes apresentam elaborado sistema
endocitico apical, que consiste de endossomos
tubularesevesiculares, corposmultivesiculareseum
grande vacuolo com atividadelisossomal . Esse com-
plexo desenvolve-se rapidamente nos trés ultimos
dias de gestacdo e esta relacionado a digestéo
intracelular de leite (Wilson et al., 1991). Nesses
animais, demonstrou-se que 0s anticorpos engloba-
dos por endocitose ndo sdo transportados intactos
através da célula, mas encaminhados e degradados
nesse grande lisossomo (Abrahamson & Rodewald,
1981; Hasegawa et al., 1987).

1 Eng. Agrén., M.Sc., Depto. Producéo Animal ESALQ-USP, Av. Padua Dias, 11, Caixa Postal 9, CEP 13418-900 Piracicaba, SP., Tel (19)
3429 4260 Fax (19) 3429 4338, E-mail: piracicaba@btconnect.com

2 Eng. Agrén., M.Sc., Depto. Produc&o Animal ESALQ-USP, Av. P4adua Dias, 11, Caixa Postal 9, CEP 13418-900 Piracicaba, SP., Tel (19)
3429 4260 Fax (19) 3429 4338, E-mail: ppaulett@carpa.ciagri.usp.br

3 Eng. Agron., Prof. Dr. Depto. de Produgdo Animal, ESALQ-USP, Av. Padua Dias, 11, Caixa Postal 9, CEP 13418-900 Piracicaba, SP,
Tel (19) 3429 4260 Fax (19) 3429 4338.

4 Eng. Agron., Prof. Titular, Depto. de Produgdo Animal, ESALQ-USP, Av. Padua Dias, 11, Caixa Postal 9, CEP 13418-900 Piracicaba,
SP, Tel (19) 3429 4260 Fax (19) 3429 4338 E-mail:rmachado@carpa.ciagri.usp.br



2326 BESSI et al.

A vacuolacdo do intestino delgado distal é uma
caracteristicacomumemmamiferosjovens, persistindo
por todo o periodo de aleitamento em ratos e por
aproximadamente duas semanas em leitbes (Clarke &
Hardy, 1971; Brown & Moon, 1979; Wilson et al.,
1991). Em bezerros, a frequéncia desses vactolos
aumenta do jejuno cranial parao ileo e da base parao
apice das vilosidades (Kaup et al., 1996). Células
vacuoladas sdo encontradas em fetos e recém-nasci-
dos, sendosubstituidaspor epitéliomaduro, ndo pinocitico,
ao redor dos sete dias de vida (Asari et al., 1987).

Em leitbes, detectou-se a atividade de fosfatase
acidanosvacuol ossomente ap6so fechamentointes-
tinal, que ocorre entre 24 e 48 horas deidade (Brown
& Moon, 1979). Comprovou-se em leitdes pos-fe-
chamento aacidez dosvacuolosdaregiao distal, que
constituiriam um sistema auxiliar de digestdo no
animal lactente (Baintner, 1994).

Este trabalho teve por objetivo estudar a
morfologia e determinar a localizagdo da enzima
fosfatase acida na porcéo distal do intestino delgado
debezerros, do nascimento ao fechamentointestinal .

Material e Métodos

Coleta das amostras. Foram utilizados 15 bezer-
rosmachos, daracaHolandesa, adquiridos daFazen-
da Agrindus S/A. Esses animais foram anestesiados
e sacrificados para a col eta de amostras do intestino
delgado, emtrésidades: cinco animaisao nascer sem
gue houvesse a ingestéo de colostro; cinco animais
trés horas ap0ds a ingestédo da primeira refeicdo de
colostro, ocorrida na primeira hora de vida, e cinco
animais aos trés dias de idade, os quais ap6s duas
refeicbes de doislitros de col ostro de boa qualidade,
provenientes da propria mée, nas primeiras 24 h de
vida, receberam quatro litrosdiariosdeleiteintegral
divididos em duas refeicdes.

Um segmento de dois centimetros de comprimento
foi retirado de duas regides do intestino delgado,
correspondendoaojejunodistal eileo. Ostecidosforam
fixadospor imersdo em solugdo de paraformal deido 4%
em tampé&o cacodilato de sddio 0,1 M e sacarose 0,2 M
pH 7,2 por duas horas, lavados repetidamente em
tampdo, para, em seguida, serem retiradas amostras
para microscopia Optica e eletronica.

Microscopia optica. Amostras de 5x5 mm fo-
ram desidratadas em solucBes de concentracBes
crescentes de etanol e embebidas em resina glicol
metacrilato (JB4, Polysciences Inc.). Para o estudo
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damorfologia, seccdes de 5 mm de espessura foram
coradasem azul detoluidinaemtampaofosfato 0,1 M
pH 6,8 e pelareacao do &cido periddico-Schiff (PAS).
Para a localizagdo da atividade da fosfatase acida,
seccOes adjacentes foram incubadas em meio de
Gomori (Bancroft & Stevens, 1996), completo ou
sem aadic¢éo do substrato daenzima(3-glicerofosfato
de sbdio), por 90 min a 37°C. Amostras de bago de
rato, processadas com amesmaresina, foram utiliza-
das como controle positivo.

Microscopia eletronica de varredura. Seg-
mentos de 5x5 mm foram pés-fixados em solugédo de
tetréxido de 6smio 1% em tampao cacodilato desodio
0,1 M pH 7,2 e desidratados em sol ugdes de concen-
tragbes crescentes de acetona. Apds a secagem ao
ponto critico, os espécimes foram recobertos com
ouro e examinados ao microscopio LEO 435 VP.

Microscopia eletronica de transmissdo. Amos-
tras de 1x2 mm foram poés-fixadas em solugdo de
tetréxido de 6smio 1% em tampdo cacodilato desodio
0,1 M pH 7,2, desidratadas em solucdes de concen-
tracOes crescentes de acetona e embebidas em resi-
na Spurr. SecgOes prateadas foram coletadas em
telas de cobre e contrastadas em acetato de uranilae
citrato de chumbo. Paraimunocitoguimica, amostras
de 1x2 mm foram desidratadas em solucdes de con-
centracdes crescentes de etanol e embebidas em
resina LR White.

Imunomarcacdo. Secc¢des douradas foram
coletadas em telas de niquel e incubadas sucessiva-
mente em|eitedesnatado 1%, anti-1gG bovino produ-
zido em coelhos (Sigma Chemical Co.) e proteina A
conjugadaaouro (SigmaChemical Co.), com particu-
las de 20 nm. A contrastagéo foi feita em acetato de
uranila e citrato de chumbo. As amostras foram
observadas ao microscopio Zeiss EM 900.

Resultados e Discussao

O jejuno distal e o ileo apresentaram caracteris-
ticas semelhantes e serdo descritos em conjunto.
Nessas regides do intestino delgado, observaram-se
placas de Peyer na submucosa, estruturas que alojam
otecidolinféidedotratointestinal. Dotecidolinféide
partiram expansdes recobertas por tecido epitelial
prismatico simples, formando pseudovil osidades.

Nos recém-nascidos que ndo receberam colostro
observaram-se, ao microscépio oOptico, células
epiteliais com nacleos muito deslocados para a base
e a presenca de vacuolos que dominavam todo o
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citoplasma (Figural). A alturadas células e o tama-
nho dos vacuol os diminuiram em direcéo a base das
vilosidades (Figura 2). Os vacuol os podiam se apre-
sentar sem coloragdo ou preenchidos por material
PAS-positivo, ocupando 2/3 superior dasvilosidades
e 0 nuamero de células caliciformes foi maior nabase
dasvil osidades. Nosbezerrosgue mamaram col ostro,
osvacuol osapicaisestavam preenchidospor gldbul os
de material absorvido, tanto naregido apical quanto
nabasal davilosidade (Figuras3 e4). Jaaostrésdias
de idade, as células vacuoladas foram substituidas
por células com nucleos basais, geramente ndo
vacuoladas (Figuras 5 e 6).

Asvilosidadesdojejunodistal eileo, examinadas
ao microscopio eletronico de varredura, apresenta-
ram-se em formadelingua, com tamanho uniformee
sem variagdo entre as diferentes idades avaliadas
(Figura?).

Quanto a ultra-estrutura observaram-se grandes
vacuolos no citoplasma apical, preenchidos unifor-
memente por material flocular, nos recém-nascidos
que ndo receberam colostro. As microvilosidades
foram bem definidas e o sistema endocitico apical
apresentou tubulos estreitos ou dilatados, com
invaginagdes damembranaplasmaéticaapical (Figura
8). Nucleos e organelas foram localizados no
citoplasma periférico. Nos bezerros que receberam
colostro, material el étron-denso foi observado preen-
chendo osvacuolosapicais(Figura9) e, por localiza-
¢ao com proteina A-ouro, COMprovou-se a presenga
delgG(Figurall). Aostrésdiasdeidade, oglicocdlice
era bem evidente e os enterocitos apresentaram
microvilosidades menores e pequenos vacuolos ou
corpos multivesiculares dispersos pelo citoplasma
(Figura 10). No citoplasma apical, observaram-se
numerosas mitocondrias, pequenostibul osformados
pela invaginagdo da membrana plasmética apical e
vesiculas el étron-densas.

Para a reacdo da fosfatase acida, um dos bezer-
ros gue ndo receberam colostro apresentou reagéo
nos vacuolos do jejuno distal e dois nos vacuol os do
ileo (Figural2). Nosanimaisquereceberam col ostro,
dois foram positivos nos vactol os apicais do jejuno
distal e ileo (Figura 13). A marcagé@o nos vacuolos
restringiu-se as membranas. N&o foi detectadareado
ao trés dias de idade, tanto no citoplasma quanto na
bordadura em escova.

Amostras do intestino delgado distal foram exa-
minadas ao microscopio el etrénico de varredura, néo
tendo sido observada variacdo na forma das
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vilosidades, em bezerrosnastréscondicdesavaliadas
nesse trabal ho. O formato em lingua, que também foi
verificado por Asari et al. (1987) em bezerros de
cinco semanas de idade, sugere que, mesmo com as
mudancgas morfol 6gi cas observadasem bezerros apos
0 nascimento, essa forma caracteristica se mantém
em animais mais velhos.

Nos recém-nascidos, a presenca de vacuolagéo
em todo o citoplasma foi a caracteristica marcante
dascélulasepiteliaisdointestinodelgado distal, qguan-
do observadas ao microscopio 6ptico. Observacéo
semelhante foi feita por Kaup et al. (1996), em
bezerros recém-nascidos e as 24 horas de vida, e por
Mebus et al. (1975), em bezerro aos dois dias de
idade. Enquanto em ratos lactentes, o sistema
endocitico apical degrada proteinas absorvidas, em
bezerros, a presenca de grandes vacuol os apicais foi
associada a maior capacidade de transferéncia de
anticorpos maternos (Kaup et al., 1996). Jameset al.
(1979) sugeriram que, com 0 aumento da exposi o
do epitélio intestinal as imunoglobulinas, a regiéao
distal dointestino delgado teriamaior capacidade de
retencéo de proteina. Essas células vacuoladas acu-
mulariam proteinas neste rapido periodo de intensa
internalizagao.

Wilsonet al. (1991) demonstraram que adiferen-
ciacdo do lissossomo apical das células do ileo de
ratos somente ocorre no primeiro dia pds-natal, per-
manecendo por todo o periodo de aleitamento. A
deteccdo da enzima fosfatase &cida foi utilizada
nessetrabal ho parademonstrar aatividadedeenzimas
hidroliticas nos enterdcitos de bezerros. Foram en-
contradasevidénciasdo desenvolvimento dedigestéao
intracelular nos vacuol os apicais, com adetec¢do de
reacdo positiva em recém-nascidos antes e apés a
ingestdo de colostro. Kaup et al. (1996) sugeriram
gueojejuno caudal eoileo debezerrosapresentavam
amaior quantidade dematerial absorvido, pelomaior
grau de vacuolagdo verificado nas células dessas
regides. No entanto, ainda ndo havia sido descrita
reacéo de enzimas lisosdmicas no intestino delgado
distal de bezerrosrecém-nascidos, antes do presente
estudo. Damesma maneira que nas células do intes-
tino delgado proximal e médio, ndo esta claro se a
reacao observada poderia causar degradacéo signifi-
cativa das imunoglobulinas do colostro. Entretanto,
ndo se pode descartar a hipotese do estabel ecimento
pés-natal de degradacdo enzimatica das proteinas
absorvidas, como ja foi descrito em ratos, e que a
transferéncia dessas proteinas ndo seria necessaria-
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Figura 1 - Epitélio do ileo de bezerro recém-nascido sem a ingestdo de colostro.

Figure 1 - lleal epithelium of unsuckled neonatal calf.

Figura 2 - Epitélio da base da vilosidade do ileo de bezerro recém-nascido sem a ingestédo de colostro.
Figure 2 - Basal villus epithelium of unsuckled neonatal calf.

Figura 3 - Epitélio do ileo de bezerro recém-nascido apos a ingestdo de colostro.

Figure 3 - lleal epithelium of a colostrum fed neonatal calf.

Figura 4 - Epitélio da base da vilosidade do ileo de bezerro recém-nascido apés a ingestdo de colostro.
Figure 4 - Basal villus epithelium of colostrum fed neonatal calf.

Figura 5 - Epitélio do ileo de bezerro aos trés dias de idade.

Figure 5 - lleal epithelium of three-day-old calf.

Figura 6 - Epitélio da base da vilosidade do ileo de bezerro aos trés dias de idade.

Figure 6 - Basal villus epithelium of three-day-old calf.

Legenda: v: vacuolo; n: nacleo; b: bordadura em escova; c: célula caliciforme; seta: material absorvido. Barra = 5 mm.
Legend: v: vacuole; n: nucleus; b: brush border; c: goblet cell; arrow: absorbed material. Bar= 5 mm.
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Figura 7 - Vilosidades do ileo de bezerro. Barra = 100 mm.
Figure 7 - lleal villi of a neonatal calf. Bar= 100 mm.

mente proporcional ao acumulo.

Asari et al. (1987) verificaram que as células
vacuoladas que recobrem as vilosidades do ileo no
feto e no recém-nascido bovinos foram substituidas
por um epitélio maduro, ndo pinocitico, que emerge
das criptas, por volta do sétimo dia de vida. No
entanto, em cordeiros, Smeaton & Simpson-Maorgan
(1985) observaram o aumento na atividade mitotica
nas criptas intestinais e a proliferagdo de um tipo
diferenciado de célula epitelial que determinaram a
renovagdo celular em dois ou trés dias apos 0 nasci-
mento. Observou-se, nos aos trés dias de idade,
répidasubstituicao do epitélio por célulasmaismadu-
ras, semel hantes as observadas por Ladsverk (1979),
em bezerros com trés semanas de idade. Desse
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Figura 8 - Citoplasma apical de enterdcito do ileo de
bezerro recém-nascido sem a ingestdo de colostro. Bar-
ra=0,36 mm.

Figure 8 -  Apical end of ileal enterocyte of unsuckled neonatal
calf. Bar = 0.36 mm.

Figura 9 - Citoplasma apical de enterécito do ileo de
bezerro apés a ingestdo de colostro. Barra = 0,36 mm.
Figure 9 -  Apical end of ileal enterocyte of a colostrum fed
calf. Bar = 0.36 mm.

Figura 10 - Citoplasma apical de enterocito do ileo de
bezerro aos trés dias de idade. Barra = 0,36 mm.
Figure 10 - Apical end of ileal enterocyte of a three-day-old
calf. Bar = 0.36 mm.

Figura 11 - Localizacdo de IgG no citoplasma apical de
enterdcito de ileo de bezerro. Barra = 0,36 mm.

Figure 11 - 1gG localization in the apical end of ileal enterocyte
of calf. Bar = 0.36 mm.

Legenda: v:vacuolo; ponta de seta: particulas de ouro;
m: mitocondria; seta: invaginacdo da membrana apical.
Legend: v: vacuole; arrowhead: gold particle; m:
mitochondria; arrow: membrane invagination.
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Figura 12 - Reagédo de fosfatase acida no epitélio do ileo
de bezerro recém-nascido sem a ingestéo de
colostro.

Figure 12 - Acid phosphatase reaction in the ileal epithelium
of unsuckled neonatal calf.

Figura 13 - Reacdo de fosfatase acida no epitélio do ileo
de bezerro recém-nascido apés a ingestédo
de colostro.

Figure 13 - Acid phosphatase reaction in the ileal epithelium
of colostrum fed calf.

Legenda: ponta de seta: reacdo de fosfatase acida;
seta: vacuolo preenchido por material absor-
vido. Barra = 5 mm. Legend: arrowhead: acid
phosphatase reaction; arrow: absorptive vacuole.
Bar =5 mm.
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modo, o estudo morfol gico apresentado nessetraba-
lho concorda com a hip6tese de rapida renovacéo
celular no intestino delgado, umavez que, em bezer-
ros aos trés dias de vida, o epitélio diferenciado
estava presente, com sistema endocitico reduzido e
diminuigéo drasticados vacuol os.

Emleitbes, Clarke& Hardy (1971) sugeriram que
noileoocorreriaofechamentointestinal progressivo:
o enterdécito deixariainicialmentedetransferir prote-
inas para 0 espaco intercelular, sendo formados
vacuolos digestivos que perdurariam por até duas
semanas de idade e, posteriormente, deixaria de
internalizé-las pela membrana apical. No presente
estudo, diferentemente do que foi observado em
leitbes, a morfologia do intestino delgado distal de
bezerros aos trés dias de idade indica que o fecha-
mento ocorreria mais rapidamente nesses animais.

Conclusoes

A maturacdo do epitélio absortivo do intestino
delgado distal de bezerros pode iniciar-se com o
aumento da atividade enzimatica nos vacuolos
absortivos, culminando com arapidasubstituicdo das
célulasfetaispor célulasdiferenciadasnéo pinociticas,
0 que determinaria o término da transferéncia de
anticorpos maternos.
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