Viabilidad celular in vitro
de tejido renal neonatal postmortem:
sus aplicaciones futuras

Resumen

a importancia de los cultivos celulares humanos
contintia expandiéndose, en especial en el campo
de la bivingenieria de tejidos. Con el fin de establecer
mejores criterios de seleccidon en la obtencién de tefido re-
nal postmortem, se estudiaron 111 neonatos de < 3 dias de
edad, fallecidos en la sala de Cuidados Intensivos del Recién
Nacido (CIRENA) y 22 mortinatos de la sala de partos del
Hospital Universitatio del Valle (HUV) en Cali, Colombia, entre
enero 1y diciembre 31 de 1995. Se consideraron los antece-
dentes maternos y fetales, en busca de variables que defer-
minen una mejor viabilidad celular renal postmortem (VCRP).
Ademads, se hizo un estudio del estado microbiolégico de
los neonatos postmortem y de los mortinatos mediante el
examen de sangre y células para conocer la incidencia en
estos de infecciones bacterianas y virales. De los 133 casos
estudiados, 115 {(86%) fueron de bajo peso al nacer (BPN),
vgr. 500 a 2,500 gramos y los 18 (14%) restantes fueron de
peso adecuado al nacer (PAN) >2,500 gramos. De 13 clases
de diagndstico registrados como antecedentes maternos, los
seis mas frecuentes fueron: ruptura prematura de membra-
nas {RPM) - 20%, pre-eclampsia / eclampsia (PE) — 13%,
corioamnionitis (CA) — 11%, infeccion urinaria (IU) - 11%,
placenta previa (PP) — 9% y vaginitis (V) — 8%. De los ocho
diagnosticos registrados en los neonatos, los dos mas
frecuentes fueron el sindrome de dificultad respiratoria (SOR)
y la enfermedad de membrana hialina (EMH) -73%.
Se pudo observar que la VCRP total fue de 65%,
siendo mayor en los casos con BPN (69%) que en los de
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PAN (39%). Independientemente de los antecedentes
maternos se observé una VCRP de 70% y 77% en los casos
con diagnédstico de SDR y EMH, respectivamente. Por otra
parte, se obtuvo la mayor VCRP en los casos con diagndstico
materno de PP (83%). Aunque por ef bajo numero de casos
expuestos en el presente estudio estas diferencias no demos-
traron significancia estadistica, estos resultados son consis-
tentes con los antes publicados.

Se obtuvieron 6 casos (4.5%) con cultivos bacte-
riolégicos positivos (Klebsiefla pneumoniae-2, Bacillus
subtilis-2, Pseudomona aeuroginosa-1, Staphylecoccus au-
reus-1) compatibles con el diagndstico de sepsis neonatorum.
Pruebas de tamizaje inicial con “rapid plasma reagin” (RPR)
detectaron 10 (7.5%) muestras positivas que plantean la
posible presencia de anticuerpos asociados con sifilis en
esta poblacién ai momento del parto. Estos resultados ameri-
tan investigar mas a fondo la prevalencia y estadios reales
de sifilis en esta poblacién de RPR positivos con pruebas
mas especificas como VDRL y FTA-ABS. No se detectd sero-
reactividad para el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)
ni de hepatitis B.

Este estudio, al igual que otros anteriores, sugiere
una mayor VCRP en aquellos casos con diagnésticos que
pudieran asociarse con una menor madurez fetal, como BPN,
EMH/SDR, PP, y PE. Se podria esperar entonces que, a
menor madurez fetal, mayor posibilidad de encontrar tejidos
que den una mejor viabilidad celular. Estudios continian en
curso para que nos ayuden a establecer pautas para mejorar
la seleccion de casos que nos permitan obtener cultivos celu-
lares con mayor viabilidad.

* De los departamentos de Microbiologia y Programa IN-VITRO (A.Duefias, MD,MPH,TM, W.D.Criollo, Bact. y A. De Bernal, Trab.Soc.) y
Ginecologia y Obstetricia (R.Cifuentes, MD, PhD), Facultad de Salud, Universidad del Valle y Hospital Universitario del Valie, Cali,

Colombia.
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Introduccién

La tecnologia de los cultivos celulares in Vitro
se inicidé a principios del siglo con los trabajos de
Harrison y Carrel'?, pero su aplicacién en la investiga-
cion médica sdlo fue posible afios mas tarde.

La dificultad de obtener y mantener cultivos
de células bactericlogicamente estériles fue la limitante
en el desarrollo de esta tecnologia. El descubrimiento
de los antibidticos cerca de la mitad del siglo y su incor-
poracién en los medios para cultivos celulares ohviaron
dicha dificultad, y mas recientemente, el desarrollo de
la criobiologia hizo posible mantener en congelacion
en nitrégeno liquido, a muy bajas temperaturas, células
vivas por periodos ilimitados de tiempo. Estos son un
ejemplo de cémo un descubrimiento cientifico abre las
perspectivas de otros. En efecto la tecnologia del
cultivo de células in vitro se ha convertido en un medio
extraordinario en la investigacién cientifica médica y
su aplicacion en los problemas de la salud humana y
animal ofrece enormes posibilidades?.

La mayor aplicacion de los cultivos celulares
in vitro ha estado tradicionalmente relacionada con las
investigaciones de los virus en el terreno basico, epide-
miolégico, clinico y en el desarrollo de vacunas contra
enfermedades virales humanas y animales y ha reem-
plazado en grado altamente significativo el uso de
animales de laboratorio para éstos y oftros fines. En
un trabajo recientemente publicado por nosotros, se
presentd un resumen sobre la aplicacién actual de la
tecnologlia de cultivos celulares in vitro y las experien-
cias locales de la misma en estudios sobre virus®.

Hasta ahora la metodologia clasica para cul-
tivar células in vitro ha sido, o bien la siembra de éstas
con medios nutritivos en superficies planas de botellas
de vidrio o de plastico en las cuales se adosan y multi-
plican hasta formar una lamina uniforme bidimensional
de células -2D-, o0 en suspensiones de células libres
en el medio nutritivo, siempre bajo la influencia nor-
mal de la gravedad.

En los ultimos afios se ha diversificado la
aplicacion de cultivos celulares in vitro extendiéndose
a otras disciplinas de la investigacion cientifica médica.
Una de las proyecciones mas importantes es el
desarrollo de los cultivos celulares tridimensionales -
3D- y de organoides in vitro, mediante la ingenieria de
tejidos, y quiza en un futuro de los érganos bioartificia-
les. Estos avances cientificos se han derivado de la
experimentacién con cultivos celulares en condiciones
de microgravedad, en vuelos espaciales o simulados.

En el presente decenio se han desarrollado
equipos que nos permiten avanzar en estos conoci-
mientos. El bio-reactor HARV (High-Aspect Ratio Ves-

sel) disefado por la NASA y disponible comerciaimente
(Synthacon Inc., Houston, Texas) es un ejemplo de
estos avances®. Esencialmente células vivas aisladas
de tgjidos son suspendidas en un medio nutritivo dentro
del reactor, (el cual esta provisto de un mecanismo
para intercambio de gases y nutrientes) y mantenidas
a pequefas velocidades de rotacion para obtener un
vector neto de cero gravedad. En estas condiciones
las células se orientan tridimensionalmente respecto
de las demas simulando las relaciones de continuidad
que tenian en el tejido de origen.

Un avance adicional de estos descubrimien-
tos es la incorporacién en el bio-reactor de soportes
para las células a partir de polimeros como el acido
poliglicélico fibroso. Este soporte favorece el adosa-
miento tridimensional de las células y se degrada en
la medida en que el elemento tisular se incrementa®’.

El objetivo a largo plazo de los trabajos en
este campo esta orientado al uso potencial de la micro-
gravedad como un recurso para la formacién in vitro
de estructuras tisulares fisioldgicamente importantes.

Mediante la aplicacién de estos sistemas se
han obtenido, a partir de células aisladas de 6rganos
de animales, estructuras tisulares in vitro que semejan
de alguna manera los tejidos de estos érgancs. Cora-
zo6n, cartilago, musculo esquelético son un ejemplo de
estos logros®®, De este ultimo se ha conseguido, me-
diante la incorporacion de sistemas de perfusion con-
tinua en los bio-reactores, obtener organoides poten-
cialmente utilizables para reemplazo de érganos o en
terapia genética'®. Independientemente de los siste-
mas descritos, se han hecho estudics con explantos
de rifién embrionario humanoc y de animales in vitro pa-
ra establecer el pape! de algunos factores de creci-
miento en el desarrollo de este 6rgano en el embridén™ 2,

El nuevo campo de la ingenierfa de tejidos
ofrece por lo tanto muchas oportunidades para la
apiicacion actual en la clinica y de investigacion hacia
la solucion del problema de transplante de érganos.
Los investigadores han intentado el uso de la ingenieria
de tejidos para virtualmente todo tipo de éstos, entre
otros, células de sistema nervioso en la enfermedad
de Parkinson, regeneracion de nervio periférico, células
epiteliales de cornea precultivadas sobre matrices de
hidrogeles de alcohol polivinilico, reemplazo de higado
con hepatocitos, y modificaciones a las técnicas actua-
les en el transplante de dermis y epidermis para las
guemaduras. Igualmente se han cultivado células tubu-
lares de rifdn en copolimeros de vinilo o0 en membra-
nas porosas de nitrato de celulosa como un paso inicial
hacia la creacion de un rifion bioartificial'®. Este paso
no ha sido explorado todavia in vivo.
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El nimero creciente de pacientes que nece-
sitan transplante de érganos y la disponibilidad relativa-
mente menor de donantes ha despertado la preo-
cupacion de los cientificos para desarrollar alternativas
a este limitado recurso. En Estados Unidos se logran
apenas cerca de 3,000 donantes de higado anualmen-
te al tiempo que mueren 30,000 por falla hepatica sin
probabilidades de transplante. El déficit de rifiones para
transplante en ese mismo pais es de 600,000 por afio*.

En América Latina la prevalencia anual de
insuficiencia renal terminal (IRT) es aproximadamente
175 por 1,000,000 de personas. En Colombia la preva-
lencia anual de IRT es de 5,000 casos de los cuales
solamente 300 (6%) tienen oportunidad de transplante.
La experiencia de Cali en transplante renal se inicia en
el Hospital Universitario del Valle (HUV) en 1986y en la
Clinica Fundacion Valle del Lili (FVLL) en 1995. Hasta
la fecha de publicacion de este trabajo, se han efectuado
380 transplantes de rifidn en Cali en un periodo de 12
afios {(x=32/afio). Enla FVLL, cerca de 70 pacientes se
registran por afic como candidatos a transplante de
higado y, por carencia de donantes, solamente a unos
10 (14%) se les puede efectuar el procedimiento. En
1993, de 300 pacientes en lista de espera para
transplante renal en el HUV, solo 26 (9%) obtuvieron
donante para efectuar el procedimiento4*<,

La ingenieria de tejidos mediante la cual se
han desarrollado cultivos celulares -3D- y organoides,
ofrece grandes posibilidades a la investigacién biomé-
dica hacia el desarrollo de 6érganos bio-artificiales in
Vitro los cuales serian la mejor alternativa a los
transplantes.

Los precursores de los cultivos celulares -
3D- y organoides son los cultivos celulares primarios
tradicionales -2D- 6 unilaminares, igualmente las sus-
pensiones de células extraidas primariamente de los
tejidos. Estos deben por lo tanto ofrecer condiciones
éptimas de viabilidad y esterilidad microbiana para que
los supuestos organos bio-artificiales obtenidos de
ellos puedan garantizar una alta seguridad al ser intro-
ducidos en pacientes para reemplazarles un érgano
insuficiente.

La mayor experiencia en nuestros laborato-
rios ha sido el cultivo primario -2D- de células tubulares
de rifidn, obtenidas de tejido neonatal postimortem.
Inicialmente nuestro interés en estos cultivos fue el
disponer de un medio para estudios de virus dada la
alta susceptibilidad de estas células in vitro a estos
agentes's '8,

Sin embargo, la importancia de este tipo de
cultivos celulares se extiende a otros campos de la
investigacion biomédica, que van desde la obtencion
de cultivos celulares -3D- y organoides para avanzar

en la investigacion de los factores relacionados con la
drgano génesis in vitro, hasta la creacién de un rifién
bioartificial*®.

En un estudio previo en nuestro laboratorio,
pudimos establecer que aproximadamente el 60% de
las células extraidas de tejido renal neonatal postmor-
tem son viables. También, que el niimero de casos con
esta viabilidad es considerablemente superior en mor-
tinatos de menos de 2,500 g. que en los de mas de
2,500 g. Una situacion similar se cbservéd en la eclamp-
sia -incluyendo pre-eclampsia en este término-*1718,

En el presente estudio llevado a cabo en el
HUY y el laboratorio de IN VITRQ, Departamento de
Microbiologia de la Universidad del Valle en Cali, Co-
lombia se pretende: 1) Confirmar y comparar las obser-
vaciones de antecedentes perinatales y viabilidad
celular del estudio anterior con un periodo posterior.
2) Investigar las variables perinatales que puedan influir
en la VCRP en busca de mejorar la seleccién de los
mortinatos y neonatos postmortem para incrementar
las probabilidades de obtener células viables para el
almacenamiento en bancos de células. 3} Examinar el
estado microbiclégico de los cultivos celulares obte-
nidos. 4) Discutir la posibilidad de adelantar estudios
con células viables renales postmortem, en el campo
de los cultivos celulares -3D- y organoides.

Materiales y métodos

Datos clinicos. Se incluyeron en el estudio
neonatos de < 3 dias de edad que murieron en la sala
de Cuidado Intensivo del Recién Nacido (CIRENA) y
mortinatos de la sala de partos del Hospital
Universitario del Valle (HUV) durante un periodo de
un afio comprendido entre Enero 1 y Diciembre 31 de
1895. Se recolecté la informacion clinica perinatal (ma-
tema y neonatal) correspondiente previa autorizacién
informada. Cuando se presentd mas de un diagndstico
en la historia clinica de la madre y/o del neonato post-
mortem, se tomo el primero dado para cada uno.

Obtencién y proceso de muestras post-
mortem. Se obtuvieron muestras de sangre y de tejido
renal del neonato dentro de las primeras 3 horas post
mortem y de los mortinatos dentro de las primeras 3
horas post partum, mediante técnica aséptica en la mor-
gue del HUV, previa autorizacién informada. No se
utilizaron casos que presentaron mala apariencia ma-
croscopica del tejido. La sangre se obtuvo mediante
puncion cardiaca usando jeringa de plastico estéril dese-
chable con aguja calibre 21. La obtencién del tejido re-
nal se efectud siguiendo la misma técnica descrita
anteriormente, lo mismo que para la extraccion
enzimética de las células renales en el laboratorio me-
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diante el uso de colagenasa®. Esta técnica no se modi-
ficd, con el fin de eliminar variables que pudieran desvir-
tuar la confiabilidad en la comparacion de la viabilidad
celular en los dos estudios llevados a cabo en periodos
distintos de tiempo. Al contar las células extraidas por
el método de exclusion de azul tripan se definié “caso
con células viables o viabilidad celular renal postmor-
tem (VCRP)” aquel donde la viabilidad celular o nimero
de células viables identificadas al microscopio fue = 50%.

Las suspensiones de céiulas con viabilidad
adecuada fueron envasadas en concentraciones
estandar en ampolletas de vidrio seiladas al calor,
congeladas a temperatura gradualmente descendiente
y almacenadas en termo de nitrégeno liquido {(-190°C),
por tiempo indefinido, para llevar a cabo estudios
ulteriores y establecer la disminucidn en viabilidad con
el proceso inicial de congelacion.

Una pequefia porcidn de la suspensién de
células antes de la congelacion fue sembrada a una
concentracién de 60,000 células por cm? en una botella
de poliestireno en medio Minimo Esencial con sales
de Hank (HMEM) suplementado con suero fetal bovino
{SFB) 10% vy L-glutamina 1%, con el fin de observar el
crecimiento de fa poblacién de células y el tiempo de
confluencia de la lamina celular.

Muestras de células de 40 de los B6 casos
viables (46%) fueron enviadas a un laboratorio de
referencia (BioWhittaker, Inc. Walkersville, Maryland)
para analisis de comparacion con nuestros resultados
de viabilidad y crecimiento celular y para identificacion
de cariotipo.

Estudios microbiolégicos. Una pequena
porcion de la sangre obtenida por puncion cardiaca se
us6 inmediatamente para hemocultivo y estudio de
hemoparasitos en gota gruesa. La porcidn restante de
la sangre se centrifugd a 2,000 rpm y el suero obtenido
se guardd almacenando en crioviales a -20 °C para
estudios seroldgicos posteriores, habiendo utilizado
previamente una pequefia porcién para “screening” de
sifilis.

El hemocultivo 1o mismo que el cultivo para
bacterias de [as suspensiones de células y del fluido
intra tisular {resultante de la seccion del tejido post-
mortem previa a la extraccién enzimatica de las células)
se hicieron por inoculacion en 3 medios de cultivo dife-
rentes siguiendo la técnica descrita anteriormente*:
Tioglicolato de sodio, tripticasa soya e infusidn cerebro
corazén (BHI). Se incubaron por 15 dias a 37°C. Luego
se hicieron repiques de estos medios en agar sangre
de cordero y en agar chocolate con isovitalex. Se consi-
deraron negativas las muestras que a las 48 horas de
incubacion en el cultivo no mostraban crecimiento
bacteriano.

Se definié como caso con sepsis aguel con
cultivo positivo para = 1 bacteria(s) significativamente
patdgena(s) en mas de una de las muestras analiza-
das. Las pruebas serologicas incluyeron ademas de
“rapid plasma reagin” (RPR) para sifilis, pruebas de
“Enzyme Linked Immunosorbent Assay” (ELISA) para
virus de la inmunodeficiencia humana HIV -ABBOTT
HIVAB™ HIV-1 EIA, No. 3A11. 66-8805/R5, ABBOTT
HIVAG-1 66-6637/R6-, virus linfotrépico humano HTLV-
T-ABBOTT HTLV.{ 2.0 EIA No. 9A20. 66-2334/R2-, ¥
Hepatitis B-ABBOTT AUSZYME® MONQCLONAL 66-
6634/R8-. Para deteccion de arbovirus se hizo co-culti-
vo de células renales con células BHK-21, linea celular
proveniente de rifidn de “hamster”, las cuales son
altamente susceptibles a la infeccion por virus trans-
mitidos por artrépodos®®.

Andlisis estadistico. Para realizar el analisis
estadistico se definid proporcién de viabilidad como el
cociente de dividir el nimero de casos viables entre el
total de necropsias realizadas. Como medida de fuerza
de asociacion se utilizd la razén de proporciones (RP)
con intervalos de confianza (IC) de 95%, descrito en
el paquete estadistico EPI INFO version 6.03 (Statcal).
Como prueba de significancia estadistica se aplico el
Chiz de Manthel Haenszel, En los casos con menos
de cinco observacicnes, se ajustd el valor de x? con la
prueba exacta de Fisher.

Resultados

Entre enero 1 y diciembre 31 de 1995 se
registraron 1,458 admisiones de neonatos de £ 3 dias
de edad a la sala de CIRENA del HUV; de estos, 208
(14.3%) murieron. En el mismo periodo se registraron
8,568 partos {la mayoria de alto riesgo} en el servicio
de obstetricia de la misma institucidn; 395 (4.6%) de
estos fueron mortinatos. Ciento once (53%) de los 208
neonatos gue murieron en la sala de CIRENA y 22
(5.6%) de los 395 mortinatos de la sala de partos, para
un total de 133 casos, fueron estudiados en el laborato-
rio de IN VITRO para VCRP y estatus microbiolégico.
De los 133 casos, 115 (86%) fueron de bajo peso al
nacer (BPN), i.e. 500 a 2,500 g. y los 18 (14%) restan-
tes fueron de peso adecuado al nacer (PAN), i.e. mayor
de 2,500 g.

La mayoria de los casos tenian mas de un
diagndstico registrado. De los 13 diagnodsticos registra-
dos como primarios, los seis mas frecuentes fueron
ruptura prematura de membranas (RPM) — 20%, preec-
lampsia/eclampsia (PE) — 13%, corioamnionitis {CA)
— 11%, infeccién urinaria (IU) — 11%, placenta previa
(PP) — 9% v vaginitis (V) — 8% (Tabla 1).
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TasLa 1. Viabilidad Celular Renal Postmortem (VCRP) vs Antecedente Perinatal Materno y Peso al
Nacer en Neonatos < 3 dias de Edad y Mortinatos. Hospital Universitario del Valle, Cali, Colombia,
Enero 1 - Diciembre 31, 1995

s T =y TOTAL RP | 1c | Valor
ticos # Casos con Namero # Casos con Numera # Casos con Nimero <.2.500
VCRP (%) | Mecropsias | VCRP(%) | Mecropsias | VCRP (%) | Mecropsias | >2.500 | 93% | p

RPM 20 (B0) 25 0 1 20 (77) L] - - -
CORI 003 | 12 0 2 10 (71) 14 -

m 11 (78) 14 0 0 11 (78) 14 - _ _
PCU 2 (100) 2 | 0 1 2 (67) i | - )
oG | 6(15) g 0 0 6 (75) g _ N
PP, 10 (91) 11 ' 0 1 10 (83) 12 = - - |
ANE 3 (60) 5 1(100) 1 4 (67) 6 0.6 |0.1-34.71 1.000

v | 3@ | 8 1(50) 2 4 (40) 10 0.74 |003-30.59 1.000
AP. 0 7 0 1 0 8 - - -
HTA | 3(75) 4 0 1 i 3 (60) 5 o - | - |
DBTE 4 (80) 5 0 1 4 (&67) ] - - -
N.D. 0 0 3(75) 4 3(75) s | -1 - 1-
P-EC 4 (50) 8 1(50) 2 5(50) | 10 1.0 |0.04-38.43 1.000
ECL 3 (50) 6 1 (100) 1 asny | 7 | os 0012791 062

- TOTAL 79 (69) 115 7 (39) 18 | 8685) | 13 177 | 0664.81| 0.221
RPM: Ruptura Prematura de Membranas OLIG: Oligohidramnius HTA:  Hipertension Arterial

CORI: Corioamnionitis PP.: Placenta Previa N.D.: No Diagndstico

lU..  Infeccion Urinaria v Vaginitis P-EC: Preeclampsia

PCL:  Prolapso Cordén Umbilical AP.:  Abruptio Placentae ECL: Eclampsia

El diagndstico primaric de muerte neonatal
registrado con mayor frecuencia fue el sindrome de
dificultad respiratoria (SDR) y la enfenmedad de mem-
brana hialina (EMHY} - 73%. La asfixia perinatal (AP) ocupé
el tercer lugar con 14 casos (13%). Veintidés (17%) de
los 133 casos estudiados fueron mortinatos (Tabla 2).

La VCRP total en los 133 casos estudiados
fue de 65%, siendo esta mucho mayor en casos con
BPN (69%) que en aquellos con PAN (39%). El mayor
porcentaje de casos con células viables se observé
en aquellos con diagnostico matemo de PP (83%),
mientras que no se obtuvo ninguno en los casos con
diagndstico de abruptio placentae (AP). Una menor
proporcién de casos con células viables se observd
en aquellos con diagnoéstico materno de PE (50-57%)
y V (40%). Al analizar la VCRP seg(n los diagndsticos
de muerte de los neonatos, el mayor numero de casos
con células viables se presentd en aquellos con SDR
y EMH (70% y 77%) y el menor en los casos con
diagnéstico de anoxia (25%). De los 22 mortinatos
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estudiados 18 (86%) fueron de BPN; de estos, 9 (50%)
presentaron células viables. Ninguno de los 4
mortinatos con PAN tuvo viabilidad celular. Aunque hay
consistencias con el estudio previo, este trabajo no
pudo demostrar significancia estadistica en las
diferencias encontradas (Tablas 1y 2).

En los estudios microbiolégicos, se
obtuvieron 6 casos (4.5%}) con cultivos bacteriolégicos
positivos (Klebsiella pneumoniae-2, Bacillus subtilis-
2, Pseudomona aeuroginosa-1, Staphylococcus au-
reus-1) compatibles con el diagnéstico de sepsis neo-
natorum. La mitad de estos casos no presentaron viabi-
lidad celular.

Pruebas de tamizaje inicial (“screening”) con
«rapid plasma reagin» (RPR) detectaron 10 (7.5%)
muestras positivas que plantean la posible presencia
de anticuerpos (probablemente de origen materno)
relacionados a sifilis en esta poblacion al momento
del parto. Seis (60%) de estos casos no tuvieron
viabilidad celular; de estos, 2 eran mortinatos.
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TasLa 2. Viabilidad Celular Renal Postmortem (VCRP) vs Peso al Nacer y Diagnéstico de Muerte
en Neonatos < 3 dias de Edad y Mortinatos. Hospital Universitario del Valle, Cali, Colombia.
Enero 1 - Diciembre 31, 1995

500 - 2.500 =2.500
Dx da [BPH} IFA.H} TOTAL RP Ic Valor
Muerte |#Casoscon| MNumero |#Casoscon| NOmero |#Casoscon| Numero |<2.500 95,
VCRP (%) | Necropsias | VCRP (%) | Mecropsias | VCRP (%) | Necropsias | >2.500 P
SDR 22073 30 1(33) 3 23(70) 33 221 |0.18-58 87|0.4530
EMH 35(78) 45 2 [67) 3 ar{@n 45 116 |0.1510.66( 0.87
APN 4 (50) 8 4 (67) G 8(57) 14 0.74 (008594 0.75
AN 1(33) 3 0 1 1(25) 4 - - -
SEP. 3 (80) ] 0 ] 3 (60} =] = = =
H.C. 1 (100} 1 0 0 1 (100) i - - -
H.F. 4 (80) 7] 0 1 4 {67} 6 - - -
MORTI 9 (50) 18 0 4 9(41) 22 - 1 - -
TOTAL 749 (B4) 115 7 (349 18 BE (55) 133 1.77 r| 0.66-4.91| 0.221
SDR;  Sindrome de Dificultad Respiratoria AN Anoxia H.P.  Hemotragia Pulmonar
EMH: Enfermedad de Membrana Hialina SEP.: Sepsis MORTI: Mortinatos
APN:  Asfixia Perinatal H.C.. Hemorragia Cerebral

sero-reactividad para el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) ni de hepatitis B. Tampoco se diagnos-
ticaron hemoparasitos (Tabla 3).

Se aisld un solo caso (0.8%) de citomegalo-
virus de un neconato postmoriem. Este caso no tuvo
viabilidad en el cultivo de células renales. No se detectd

TasLa 3. Estudios Microbiolagicos Post mortemn de 111 Neonatos de < 3 dias de edad y 22 Mortinatos.
Hospital Universitario del Valle, Cali, Colombia. Enero 1 - Diciembre 31, 1995

ngi::a Trake fape Neonatos N=111 Mortinatos N=22 TOTAL
“Con células | Con celulas | Con celulas | Gon calulas
viables 77 | no viables 34 | viables® | noviables 13
Casos Casos Casos Casos
positivos positivos positivos paositivos
Sifilis Suero RPR 4 4 0 2 10
Hemoparasitos | Sangre Gota Gruesa i} 0 0 i} 0
Sepsis* Sangre Cultiva 3 3 0 0 B
HIV.Ac! Suero Elisa 0 0 0 0 0
HIV Ag? Suero Elisa 0 0 0 0 0
HTLV.Ag? Suero Elisa 0 0 0 0 0
HBs Ag* Suero Elisa 0 0 0 0 0
Arbovinus Suspension de
células vivas Co-cultivo™™ 0 0 0 0 0
Chye- Suspension de
celulas muertas Inoculacion™*** ] 1 0 ] 1
* Bacterias aisladas: K pheumoniae (2). B.subtilis (2). Pasuroginosa (1). 1. HIV. Ac: Anticuerpo para el Virus de la Inmunodeficiencia Humana
S.aureus (1), Hiv.
**  Con células BHK-21. 2. HIVAg: Antigeno contra el Virus de la Inmunodeficiencia Humana HIV.

HTLV.Ag: Antigeno conira el Virus Linfotropico Humano, HTLV.
HBS.Ag: Antigeno de Superficie del Virus de la Hepatitis B HES.

™ Virys Citomegalico
**  En céluias de fibroblastos de pulmdn humano
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El proceso de congelacion en nitrogeno
liquido (-190°C) y/o descongelacién determiné una
disminucién de un 20% en la viabilidad celular. Con
muy pocas excepciones, toda siembra de suspensio-
nes de células con 2 50% de viabilidad produjo una
confluencia total de la lamina celular entre 4 y 7 dias
después de la siembra. Las figuras 1, 2 y 3 muestran
el proceso de crecimiento de las células tubulares de
rindn neonatal que formaron confluenciatotalen5a 6
dias.

Microfotografias a 10x del proceso de formacién de una tdmina
+2D- de células obtenidas de una muestra de tejido de rifion
neonatal postmortem.

L]
e

Figura 1. 24 horas de la siembra, la flecha indica el crecimiento en
una zona pedquefia (1%) de la superficie.

Revista MEDICINA - Vol

. 23 No. 1(55) - Abril 2001

Treinta y ocho (95%) de los 40 casos envia-
dos al laboratorio de referencia mostraron concordan-
cia de viabilidad y crecimiento celular, esto ultimo deter-
rminado por un tiempo de confluencia celular total de 3
a 7 dias. Ninguna de las muestras representativas de
células de los 40 casos enviados para determinacién
de cariotipe mostré ningtin tipo de trisomia®.

Discusién

La utilizacion de cultivos celulares fiene cada
vez mayor importancia en tipos muy diversos de las
investigaciones biomédicas, incluyendo aquellas
relacionadas con la creacion de drganos bic-artificiales
para transplante. El presente estudio es consistente
con trabajos previos, y estos inician una base que nos
ayuda a determinar pautas para mejorar la seleccién
de casos en la obtencion y almacenamiento de células
viables de alta calidad a partir de tejido renal neonatal
postmortem. Estos podrian extenderse a otros como
el tejido hepatico, pancreas, 6seo y muscular. El in-
cremento en la viabilidad traeria también reducciones
en fos altos costos de procesamiento.

Encontramos que la VCRP total (65%) fue
similar al trabajo anterior {60%), siendo ésta mucho
mayor en los que presentaron BPN (69%) que en
aquellos con PAN (39%). La misma tendencia se
observé con mortinatos de BPN en comparacién con
los de PAN. En dicho estudio estas diferencias fueron
estadisticamente significantes (p=0.00018 y
p=0.0000053 respectivamente).

Observamos las mayores probabilidades de
obtener células viables en los casos con diagnoéstico
de SDR, EMH y mortinatos de BPN (la mayoria entre
500-1500 g. de peso al nacer) o los nacidos de madres
con antecedentes perinatal de PP, IU, o RPM. Sin em-
bargo en este trabajo no se logré demostrar signifi-
cancia estadistica debido muy posiblemente al bajo
ndmero de casos. En el estudio anterior se observd
una diferencia estadisticamente significante (p=0.0013)
en la VCRP de los casos con eclampsia, incluyendo
pre-eclampsia en este término''®, entre BPN y PAN.
Sin embargo en este estudio, la VCRP en los mismos
casos se mostré relativamente baja y no se pudo
establecer diferencia estadisticamente significante.

Los resultados de casos RPR positivos ame-
ritan investigar mas a fondo la prevalencia y estadios
reales de sifilis en la poblacion perinatal del HUV con
pruebas mas especificas como VDRLy FTA-ABS. Aun-
que no se detecté sero-reactividad para el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) ni de hepatitis B, muy
posiblemente por el bajo nimero de casocs, seria pru-
dente continuar con estas pruebas de deteccién de
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enfermedades de transmision sexual en esta pobla-
¢ién, no solamente por su importancia en el aspecto
clinico, sino epidemiolégico.

Debe resaltarse ademas la importancia de
las pruebas de laboratorio en los cultivos celulares para
determinar la viabilidad de las células obtenidas por
los procedimientos descritos y la vigorosidad de su
crecimiento in vitro, lo mismo que las pruebas de este-
rilidad microbiolégica y el estudio de cariotipo, en busca
de una calidad cada vez mejor. Aungue en algunos
¢asos las células con bacterias pueden ser viables
cuando la contaminacion se controla in vitro con anti-
bidticos, estas se deben excluir especialmente cuando
se requieran para uso terapéutico. La buena viabilidad
y apariencia, ausencia de granulaciones y/o irregulari-
dades en forma y tamano, normalidad en el cariotipo,
esterilidad microbiana, ausencia de virus, y confluencia
adecuada de la lamina celular, deben ser condiciones
ideales requeridas para la utilizacion de células de ori-
gen humano en aplicaciones terapéuticas.

La discordancia de un 5% en [a viabilidad y
crecimiento celufar entre nuestros resultados y los
obtenidos en el laboratorio de referencia esta siendo
evaluada actualmente en ambos laboratorios.

Este estudio, al igual que anteriores, sugiere
una mayor VCRP en aquellos casos con diagnosticos
que pudieran asociarse con una menor madurez fetal,
como BPN, EMH/SDR, PP, y PE. Se podria anticipar
que a menor madurez fetal, mayor posibilidad de en-
contrar tejidos que den una mejor viabilidad celular.
La inmadurez del tejido puede determinar la presencia
en éste de una proporcidn importante de células pre-
cursoras, por ejemplo, de tibulos renales. Esto podria
ser de gran importancia en las perspectivas de la
creacion de organocides o estructuras fisiolégicamente
importantes, como en el caso de la bicingenieria de
tejidos que busca el rifion bio-artificial. Estudios conti-
ndan en curso desarrollando este campo.
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