Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XXVI, N° 3, 129-135,2016

MORFOFISIOLOGIA DE CELULAS MADRE Y DIAGNOSTICO
SANGUINEO DEL CORDON UMBILICAL EN BOVINOS DURANTE
LA GESTACION. FLORENCIA-CAQUETA, COLOMBIA

Stem Cell Morphophysiology and Umbilical Cord Blood Diagnosis in Bovines During Gestation.
Florencia Caqueta, Colombia

4 Gustavo Adolfo Pimentel-Parra. - >* Betselene Murcia-Ordofez y "** Luis Carlos Chaves-Moreno.

Estudiante de Biologia ? Bibloga MsC Bioldgicas, *Zootecnista MsC. Estudios Amazénicos. “Grupo de
Investigacion BYDA. Universidad de la Amazonia, Calle 17 Diagonal 17 con Carrera 3F. Barrio Porvenir
Florencia Caqueta. l.chaves@udla.edu.co teléfono 3184019771. lucachamos@gmail.com

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue realizar una caracterizacion
morfofisiolégica de las células presentes en el cordon umbilical
(CU) y establecer los valores sanguineos y diagndstico de
anemias presente en la sangre del cordén umbilical (SCU) en
bovinos durante la prefiez. Se recolectaron y analizaron un total
de 32 muestras de tejido y sangre de bovinos sacrificados, la
evaluacion morfolégica se realizd mediante tincion Wright
y los valores sanguineos se determinaron por medio de un
contador automatico de hematologia BC-2800 Vet. Hematology
en el laboratorio clinico veterinario de la Universidad de la
Amazonia, Colombia. En todas las muestras se identificaron
células madre Huvec y de la gelatina de Wharton sin importar
el periodo de gestaciébn asi como la presencia de anemia
macrocitica normocromica (AMN), resultado de perdidas
hematicas secundarias, con valores promedio de 66.9 (fL); para
volumen corpuscular medio (VCM) y 33.2 en concentracion de
hemoglobina corpuscular media (CHCM); se puede concluir que
los bovinos neonatales presentaban AMN de tipo no hematoldgico
por causa de hemorragias feto-maternas (hipoxia), por lo que se
recomienda realizar este tipo de estudios en partos normales con
un seguimiento adecuado de los bovinos gestantes.

Palabras clave: Cordén umbilical; tincion Wright; células madre
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ABSTRACT

The objective of this research was to conduct a morpho
physiological characterization of the cells presented in the
umbilical cord (CU) and establish blood levels and the diagnosis
of anemias presented in the umbilical cord blood (UCB) in cattle
during pregnancy. 32 samples of tissue and blood of slaughtered
cattle were collected and analyzed, morphological evaluation
was performed by Wright staining and the blood values were
determined by an automatic counter of hematology Vet BC-
2800. In the veterinary clinical laboratory of Universidad de la
Amazonia-Colombia. In all the samples stem cells Huvec and
Wharton’s jelly were identified regardless of the gestation period
and the presence of macrocytic anemia normochromic (AMN), as
a result of secondary blood loss, with an average of 66.9 (FL) for
a mean corpuscular volume (MCV) and 33.2 in mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHC). It can be concluded
that neonates cattle showed AMN of type non-hematologic
because of fetal-maternal hemorrhage (hypoxia), therefore it is
recommended to do these types of studies in normal births with
appropriate monitoring of pregnant cattle.

Key words: Umbilical cord; Wright staining; Huvec stem
cells; stem cells Wharton’s jelly; gestation period;
macrocytic normochromic anemia; hypoxia.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios ha surgido un nuevo campo relacionado
con la biologia, mas aun con la medicina, llamado ingenieria
tisular [7], que se define como la construccion de tejidos
biologicos artificiales y su utilizacion médica para restaurar,
sustituir o incrementar las actividades funcionales de los propios
tejidos organicos, a partir de una fuente adecuada de células
funcionales y viables [1] asi como de biomateriales y sefales
moleculares de distinta naturaleza.

Estas células funcionales y viables son las que normalmente
se llaman células madre, que poseen capacidad clonogénica de
autorenovacion y de diferenciacion en multiples linajes celulares,
permitiendo clasificarlas en células madre embrionarias (CME) y
células madre adultas (CMA) [6].

Las primeras son pluripotentes y se encuentran en las primeras
fases del desarrollo embrionario derivandose del blastocisto de
los embriones de mamiferos, mientras que las CMA son células
pluripotenciales, multipotenciales o unipotenciales identificadas
en casi todos los tejidos del organismo como células madres
mesenquimales (CMM), progenitoras adultas multipotentes y
hematopoyeticas [5, 10, 16] encontradas en el tejido conectivo de
diversos érganos (cerebro, piel, musculo cardiaco y esquelético,
retina, oido interno y el pancreas) [14, 26], la sangre periférica,
la médula 6sea, [39], el cordon umbilical (CU) [36], y en algunos
tejidos del feto [17, 18].

Las CMA estan comprometidas a diferenciarse en el
propio linaje con el fin de mantener, generar y reemplazar
las células diferenciadas de cada tejido, como consecuencia
de la autorenovacion tisular fisiolégica o de la respuesta al
dafo tisular secundario [3,25]. Sin embargo, las CMM (CMA)
son pluripotenciales al igual que las CME por lo que tienen la
capacidad de generar cualquier célula diferenciada del cuerpo
[3,29].

A pesar de que es una nueva linea de investigacion a nivel
mundial [7], en Colombia, los procedimientos relacionados con
el estudio de la biologia de células madre son incipientes, tanto
que se requiere realizar investigaciones basicas en cuanto a
morfologia, contenido proteico y otros parametros quimicos [6].
Como causa de esto, una alternativa es el aislamiento de estas
células en especies domésticas. Por esta razén el presente
trabajo busco realizar una determinaciéon morfofisiolégica de
las células presentes en el CU, establecer valores sanguineos
y diagndstico de anemias de la sangre del CU en bovinos (Bos
indicus) durante los tres trimestres de la prefiez teniendo en
cuenta los diferentes factores que intervienen durante la misma.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

Esta investigacion se llevd a cabo en la ciudad de Florencia-
Caqueta, Colombia, ubicada a 075° y 01° 4°N, Piedemonte
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Amazonico, altitud de 242 msnm, temperatura promedio de 25°C
y humedad relativa del 80% [19] (FIG 1). Las muestras fueron
donadas por la Compafia de Ferias y Mataderos del Caqueta
S.A. “COFEMA” obtenidas bajo condiciones de esterilidad y
procesadas en el laboratorio clinico Veterinario de la Universidad
de la Amazonia, con apoyo econdmico de la Vicerrectoria de
investigacion.
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FIGURA 1. UBICACION DEL AREA DE ESTUDIO

Métodos
Transporte y conservacion de las muestras

Para el transporte y conservacion de las muestras se
implementaron los protocolos establecidos [12], donde se indica
que el material biolégico (CU) debe ser retirado con ayuda
del equipo de diseccion, lavados exhaustivamente con suero
fisiologico a presion con el fin de eliminar restos organicos
que pueden generar contaminacion, almacenados en bolsas
herméticas y depositados en el contenedor de refrigeracion Marca
Challenger linea quantium modelo CR300 Fabricante Challenger
S.A.S Colombia, a temperatura de 2 y 22°C durante maximo 12
horas. Las muestras de sangre (6 mL) fueron recolectadas en
tubos con anticoagulante EDTA (Vacuette®, Greiner Bio one,
EUA) obtenidas in situ a través de una incisién en cada uno de
los CU y codificados para su respectivo estudio.

Morfo- fisiologia (composicion y cuantificacion celular)

Para establecer la composicién celular de la SCU se utilizd
las recomendaciones de Lewis-Mitchell y col. [23] y Pérez-Ecija y
col. [28], que consiste en realizar extendidos de sangre en placas
portaobjetos de 75 x 25 mm, una vez secos los frotis sanguineos,
se llevan al soporte de coloraciones donde se aplica tinciones de
tipo Romanowsky (colorante Wright y el buffer Giordano) durante
4 minutos cada uno, terminadas las coloraciones se lavan las
placas con chorro de agua continuo, se limpian y se dejan secar
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en posicion vertical para su observacién en el microscopio ptico
binocular profesional Marca Scientific Ref XSZ-N107 Meéxico,
con objetivo de inmersion. El hemograma se realiz6 mediante un
contador automatico de hematologia BC-2800 Vet. Hematology.

Para determinar la composicién celular de los CU se utilizd
la metodologia propuesta por Avalos [7] que consiste en
diseccionar longitudinalmente, con ayuda de pinzas vy tijeras
esterilizadas, los CU a través de la vena umbilical, donde se
efectua un raspado del tejido interno y se realiza un extendido
del mismo en placas portaobjetos, posteriormente se aplica las
tincion de tipo Romanowsky previamente descrita y se observan
al microscopio optico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Morfologia de las células madre mesenquimales a partir de
cordén umbilical

Se trabajo un total de treinta y dos muestras de CU (entre el
primero y noveno mes de gestacion) donde se identifico células
diferenciadas, similar a las células de la gelatina de Wharton con
una morfologia fusiforme (FIG. 2) y células Huvec con morfologia
ovalada o redondeada (FIG. 3), que segln Avalos [6], son las
caracteristicas principales para reconocer estos tipos de CMA
que se encuentran especificamente en la matriz de los vasos
del CU y que se caracterizan como CMM pluripotentes [3] con
capacidad de proliferacion y potencial de diferenciacion [8, 36]

FIGURA 2. CELULAS WHARTON

Analisis sanguineo de la Sangre de Cordén Umbilical (SCU)
en los 9 meses de gestacion

Respecto al conteo diferencial (TABLA 1), se observaron
todos los tipos celulares de la sangre independientemente del
periodo de gestacion [22,33], en el cual los resultados obtenidos
para el recuento eritrocitario presentan una distribucién entre
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FIGURA 3. CELULAS HUVEC

1,9 y 6,9 mill/uL para los nueve meses de gestacion, donde las
muestras del primer y segundo mes se encuentran por debajo
del rango segun lo reportado en la literatura [2, 12, 21, 30]
que establece un valor entre 5,0 -10mill/uL, y hasta mitad del
segundo mes empiezan a alcanzar la normalidad (4,7 mill/pL), lo
cual es ocasionado por la produccién inadecuada de eritrocitos
[34] debido a que el embridn hasta la mitad del segundo o tercer
mes de gestacion empieza la produccion de eritrocitos en el
higado que es el 6rgano responsable de la formacion de los
mismos en el feto durante los primeros meses de gestacion [11,
20, 24]. Entre los cinco meses y medio e inicios del sexto mes
se puede observar nuevamente una disminucion de la masa
eritrocitaria, posiblemente a que el higado y el bazo ya solo
conservan vestigios de su actividad hematopoyética, es decir
su produccién de eritrocitos es minima ya que se presenta
una hematopoyesis visceral generada por el timo, los ganglios
linfaticos y los riflones [20].

En relacion a las células rojas, el hematocrito (HCT) y la
hemoglobina (HGB) presenta una secuencia que inicia con
disminucion en el primer mes de gestacion (rango entre 12,3 y
13% HCT y 4,1 a 4,3 g/dl HGB), normalidad en los siete meses
siguientes (entre 22 y 27% HCT y 7,3 y 14,3 HGB) [13, 21] y
finalmente un aumento en el noveno mes; este patron se debe
a que en el primer mes la produccién de hemoglobina por
el embridon es muy baja y en el noveno mes la hipoxia tisular
generada en las madres y fetos sacrificados en este estudio,
producen un estimulo hematopoyético, dando como resultado un
incremento de la eritropoyesis en el higado y el bazo ademas de
la hematopoyesis visceral [20].

Se evidencio la presencia de anemia macrocitica normocromica
(AMN) con base en la concentracion de Hb (VCM y CHCM) de
SCU de bovinos en los periodos de la prefiez (TABLA Il), que
segun Paez y col. [27], Rutter [31] y Villasmil-Morales [38], los
niveles de la misma durante el periodo de gestacion suele variar
debido a los cambios fisioldgicos que sufre la madre, la placenta
y el feto, asi como los grandes requerimientos que necesita para
su desarrollo, como es el hierro y la vitamina B12 o folatos los
cuales son esenciales para la sintesis de los acidos nucleicos,
causa principal para este tipo de anemia [9,15, 32].
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TABLA |
RECUENTO DIFERENCIAL DE GLOBULOS BLANCOS EN SCU DE BOVINOS

N° de muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16

Referente**
Mes de gestacion 1 2 21/2 3 312 4 5
Neutréfilos % 21,3 208 217 195 151 209 215 186 20,1 216 254 27 1955 232 40 42 15-45
Linfocitos % 704 71,7 692 711 771 693 658 753 723 694 63 624 731 681 506 50,1 25-75
Eosindfilos % 0 2 1,2 08 0 14 0 0 0,1 02 33 14 0 06 04 07 0-20
Monocitos % 83 55 79 84 78 74 127 6,1 75 88 83 92 72 78 9 7.1 0-8
Basdfilos % 0 0 0 0,2 0 1 0 0 0 0 0 0 02 03 0 0,1 0-2
Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
N° de muestra 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Referente**
Mes de gestacion 5 51/2 6 7 8 81/2 9
Neutréfilos % 423 36 23 257 244 172 184 189 203 20,8 205 31 22 23 238 21 1545
Linfocitos % 498 58 70 712 706 74 735 728 703 703 698 64 73 73 701 749 25.75
Eosindfilos % 0,9 2,1 3 1 07 08 1 1 2 1 3 2 1,3 0-20
Monocitos % 6,8 1 12 78 72 75 84 719 17 3 1 3,1 2 0-8
Basofilos % 0,2 1 1 0 0,8 0 0,2 0 0 0 0 1 1 1 0,8 0-2
Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

*valores por encima del rango. ** [2, 13, 20, 30].
TABLA Il
COMPONENTES DE LA SCU DE BOVINOS DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS

N° de muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16

Referente **
Mes gestacion 2 2.5 3 3.5 5
Hematocrito % 130 123 129 270 27,0 270 310 40 39 395 345 339 380 360 41,0 421 24-46
Hemoglobina (g/dl) 43 4,1 43 90 90 90 103 133 130 132 M5 11,3 126 120 136 140 8-15
Eritrocitos (x106/uL) 2,0 1,9 20 45 41 43 47 53 59 56 64 55 57 56 6,1 6,1 5-10
Leucocitos 189 183 188 122 157 140 75 170 140 132 142 42 140 70 17 120 4-12
(x 103/uL)
VCM (fL) 656 647 645 60,0 666 62,7 662 756 666 705 537 622 670 643 689 690 40 -60
HCM (pg) 21,7 215 215 200 222 209 220 251 222 236 179 20,7 222 214 222 229 11-17
CHCM (g/L) 330 333 333 333 333 333 332 332 333 334 333 333 331 333 331 332 30-36
N° de muestra 17 18 19 20 21 2 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Referentes**
Mes de gestacion 5 55 6 7 8 8,5 9
Hematocrito % 415 220 260 320 319 31,1 290 322 398 408 420 430 400 47,0 480 47,5 2446
Hemoglobina (g/dL) 138 73 87 1,0 11,0 103 96 10,7 13,2 136 140 143 133 156 160 158 8-15
Eritrocitos 62 40 46 51 52 49 51 52 69 66 68 56 58 63 45 54 510
(x 106/ pL)
Leucacitos 11,8 150 67 69 67 10 120 M5 79 188 94 81 67 85 75 80 4-12
(x 103/ L)
VCM (fL) 66,9 557 565 627 613 632 604 619 575 616 617 773 693 745 106 87,9 40-60
HCM (pg) 222 186 188 209 200 21,0 200 205 191 205 20,5 258 231 247 353 292 11-17
CHCM ((g/dL) 332 333 333 333 333 331 331 332 331 333 333 333 333 331 333 332 30-36

*valores por debajo del rango. *valores por encima del rango. ** [2, 13, 20, 30].
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En los valores de referencia para SCU de bovinos [4] se precisa
que las causas de anemias secundarias a perdidas hematicas
que se originaron pre parto (hemorragia feto-materna), y posparto
(hemorragias interna y/o exceso de extracciones sanguineas),
generados por el trato que recibieron las madres y los fetos, en 'y
después del sacrificio, originando asi, alteraciones homeostaticas
(se producen grandes hemorragias) que influyen en la produccion
de hemoglobina de los fetos (hipoxia) [9, 15, 32, 35, 37], y que
segun Rutter [31], en un parto normal no ocurre debido a que las
contracciones uterinas disminuyen el flujo sanguineo generando
un periodo de hipoxia corto, que incide en la acidosis, glucolisis
anaerobica y una produccioén de lactatos donde el feto disminuye
la frecuencia cardiaca y es capaz de redistribuir el flujo sanguineo
para mantener una provision suficiente de oxigeno.

Dentro de la serie blanca, los resultados obtenidos para
leucocitos fueron superiores hasta los 3 meses y medio de
gestacion con valores entre 12,2 y 18,9 x10%/uL siendo mayor
el incremento en el mes uno. Estos resultados se encuentran
por encima del promedio (leucocitosis) segun lo reportado por
Reyes [30], Aramendia y col. [2], Gasque [13], Latimer y col. [21],
quienes estipulan un rango de normalidad entre 4-12x103/uL. En
los meses restantes a la gestacion presentan una normalidad
entre 4,2-12x10%/uL, con variaciones en el cuarto mes donde
empieza la produccion hematopoyética por parte de la médula
6sea y en el octavo donde estd ya es el 6rgano principal de la
produccién de células sanguineas [20]

El recuento de linfocitos presentd una distribucion normal
dentro del rango establecido segun la literatura [2, 13, 30] que
estima un valor entre 45-75 %, con excepcion de dos muestras
entre 2 meses y medio (77,1%) y 3 meses (75,3%) de gestacion,
datos que no se encuentran muy alejados del rango normal y que
podrian ser ocasionados debido a que los linfocitos de la sangre
periférica se identifican en los fetos bovinos al segundo mes de
gestacion y las células B InM+ a finales del segundo y comienzo
del tercer mes.

El recuento de monocitos presentd normalidad para todos los
meses de gestacion segun lo reportado por Latimer y col. [21]
que estima un valor entre 0-8 %, con un promedio de 6,3 %, con
algunos datos atipicos en los primeros 5 meses de gestacion,
pero no muy lejanos al rango normal (8,3-8,4%). Sin embargo se
encontraron cuatro valores de 12,7% (2 meses y medio), 8,8% (3
mes) 9,2% (4 mes), y 9 % (5 mes), que podrian ser ocasionados
por la formacién de células sanguineas por el higado, el timo y
los ganglios linfaticos en este intervalo de tiempo [11, 20, 24].

Las demas variables de la serie blanca contempladas en
este estudio presentaron valores con tendencia a la normalidad
en los nueve meses de gestacidon. Estas variables fueron
neutroéfilos con un promedio de 24,0 %, distribucién entre 15,0 y
42,3 %. Basofilos con un promedio de 0,3%, distribucion entre
0y 1%. Y eosinodfilos con un promedio de 1,2 %, distribucién
entre 0-4 % [21].

CONCLUSIONES

Segun los resultados detectados se obtuvo valores de bovinos
neonatales con presencia de anemia macrocitica normocrémica
de tipo no hematoldgico para todas las muestras analizadas,
observandose una significativa relaciéon entre el momento del
sacrificio de las madres y la distribucion del flujo sanguineo en
los fetos, asi como en la morfologia celular que son similares
en todos los periodos de gestacién, a diferencia del periodo
gestacional y la cantidad de hemoglobina, que no presentan una
relacion notable (como se esperaba), ya que los niveles de VCM
Y CHCM no presentaron mayor variacién sin importar el mes de
gestacion (TABLA 1), por lo que se recomienda que estudios de
este tipo se lleven a cabo en partos normales durante un periodo
adecuado y con control y seguimiento de las madres gestantes
para evaluar su estado nutricional, alteraciones por estrés,
alteraciones fisiopatoldgicas, y edad gestacional.
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