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Suelo pelvico. Células madre
aplicadas a la incontinencia urinaria

El término de célula madre se ha hecho tan popular dentro y fuera del foro cientifico que, en ocasiones, puede parecer que pierde
credibilidad. Por esto es tan importante respetar las normas del rigor cientifico, por un lado vy filtrar la informacién que nos llega, por
otro, de manera que nuestra investigacion parta de una base completamente revisada.

En este articulo se ha realizado una actualizacién de la literatura con dos objetivos: conocer cada uno de los tipos de células madre
existentes y las ventajas e inconvenientes que presentan; saber cudl es la aplicacion clinica en humanos que tienen este tipo de célu-
las, basdndonos en la revisidn de los ensayos clinicos en fase | y Il publicados en la literatura.
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SUMMARY

The word has been made so popular inside and out of the scientist forum that, sometimes, it can seem that it loses credibility. For this
reason, it is so important to respect the scientific rigor rules. On the one hand, we have to filter the information that we receive, on
the other hand, so that our research sets off of a completely revised base.

In this article, an update of the literature about it has been carried out with two goals: knowing each of the types of existing and the
advantages and disadvantages that they have; knowing which is the clinical application in human beings that have this type of cells, taking
into account the revision of the clinical tests in phase | and Il that have been published.

Keywords: pelvic floor; urinary incontinence, regenerative therapy.

IINTRODUCCION

El término célula madre o célula troncal (stem cell) se utiliza
para definir una célula indiferenciada con capacidad de
autorregeneracion que, a su vez, puede dar lugar a diferentes
lineas de células especializadas. Es decir, son células con
capacidad de division asimétrica (Fig. I). Se describieron ini-
cialmente en el embrion y son el origen de todas las lineas
celulares somaticas y germinales que conformaran el nuevo
organismo (células madre embrionarias totipotenciales);
desde el afio 2001 se estan describiendo células con caracte-
risticas semejantes en diferentes tejidos del organismo adulto
(células madre adultas) (Silvester et al., 2004).

Se conoce como terapia celular al método que intenta
curar enfermedades con el uso de células vivas. El concep-
to de medicina regenerativa sugiere la posibilidad de obte-
ner en el laboratorio, a partir de las células madre, 6rganos
con todas sus funciones. Sin embargo, existen todavia
barreras importantes en este campo; algunas de ellas son
puramente técnicas o de laboratorio (desarrollo de mejores
procedimientos de seleccion y cultivo de células) y otras son
las barreras que podriamos llamar fisiopatoldgicas o médi-
cas (como la posibilidad de inmunotolerancia de las células.
Salvar este problema de inmunotolerancia supondria poder
realizar trasplantes celulares alogénicos sin necesidad de
inmunosupresion).

En este articulo se intentara contestar a dos preguntas que
resultan fundamentales para evaluar en qué momento se
encuentra actualmente la terapia regenerativa:

B ;Qué tipo de células madre son mejores para el uso tera-
péutico en humanos?

B ;Cuales son los ultimos avances en terapia regenerativa en
humanos?

ZQUE TIPO DE CELULAS MADRE SON MEJORES PARA EL USO
TERAPEUTICO EN HUMANOS!

Las células madre embrionarias se obtienen a partir de un
blastocisto. Una vez aisladas de la masa celular interna del
embrion en este estadio pueden mantenerse en cultivo de
forma indiferenciada porque se dividen indefinidamente.
Tedricamente podrian constituir una fuente de progenitores
de células de las tres capas embrionarias: endodermo, ecto-
dermo y mesodermo (células pluripotenciales). Sin embargo,
no pueden ser usadas en clinica al menos por cuatro graves
problemas: son cancerigenas, generan problemas de histo-
compatibilidad, requieren un gasto imposible de asumir para
las patologias que se pretenden tratar y plantean problemas
éticos de gran complejidad.

Las células madre adultas se encuentran en tejidos organo-
especificos después del nacimiento. Al principio se pensé que
las células progenitoras existentes en los tejidos adultos esta-
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ban predeterminadas para generar exclusivamente un tipo de
célula especializada de ese tejido. Por ello se las llamo célu-
las multipotenciales. Asi, por ejemplo, las células progenito-
ras de las criptas intestinales solo podrian formar células del
epitelio intestinal. Sin embargo, en sucesivos experimentos se
ha comprobado que hay células madre en tejidos adultos con
capacidad de transdiferenciacion, es decir, que son capaces
de dar lugar a multiples lineas celulares de las tres capas
embrionarias. De esta manera, estas células podrian ser con-
sideradas verdaderas células pluripotenciales. Un buen ejem-
plo de ello es que a partir de células madre de la médula 6sea
se han obtenido lineas celulares como condrocitos, miocitos
o neuronas (Conrad et al., 2005).

El uso de células autdlogas (del mismo sujeto) o alogéni-
cas (de la misma especie) obtenidas de sujetos adultos pare-
ce suponer un camino mas sencillo y seguro para la terapia
celular. Por ello hay que sefialar que hoy por hoy el uso de
las células madre de origen embrionario esta alejado de la
clinica humana, por lo que la Unica fuente celular en la
medicina regenerativa actual son los tejidos del propio ser
humano adulto. Actualmente hay cinco fuentes de células
madre de uso clinico: la médula 6sea, la sangre periférica,
el cordon umbilical, 1a biopsia muscular y la grasa (lipoas-
pirados). La siguiente cuestion es averiguar cual es el mejor
tejido donante.

La capacidad de algunas células del estroma de la médula
6sea para diferenciarse también en otras lineas celulares no
hematopoy¢ticas esta hoy bien documentada. Ha sido demos-
trado por varios autores (Pittenger et al., 1999) que estas célu-
las pueden diferenciarse in vitro evolucionando a osteoblas-
tos, condrocitos o adipocitos en funcién de los factores de
crecimiento que se utilicen para estimularlas. También es
interesante la posibilidad de que estas células tras entrar en la
circulacion puedan migrar a otros lugares del cuerpo donde
pueden diferenciarse y reparar tejido dafiado. Puede que en el
futuro el tratamiento consista Unicamente en usar citocinas
para incrementar la salida a la circulacion de las células
madre de la médula 6sea, tal y como han mostrado resultados
prometedores en modelos murinos (Orlic et al., 2003).

Por otro lado, no debe olvidarse que el uso de citocinas
como factores estimulantes de colonias se ha visto asociado a
efectos secundarios que aun hoy son dificiles de predecir. El
problema es que para obtener poblaciones celulares de la
médula dsea es necesario realizar varias punciones bajo anes-
tesia que comportan molestias y riesgos.

Desde 1980 ha sido posible movilizar estas células a la san-
gre periférica donde pueden ser recogidas por aféresis, un
procedimiento que es mas practico, menos doloroso y aso-
ciado a menor riesgo que las punciones (Lewis et al., 2005).
Por otro lado, se ha comunicado que las células madre proce-
dentes de sangre periférica desarrollan el injerto de neutrofi-
los y plaquetas mas rapidamente, reduciendo el riesgo de
infeccion o hemorragia en el tratamiento de la enfermedad
hemato-oncologica.

Figura |. Representacion esquematica del concepto
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El transplante de células de cordén umbilical en adultos
presenta las siguientes ventajas respecto a las derivadas de
médula dsea (Chao et al., 2004): 1. Facil disponibilidad (se
pueden tener en deposito perfectamente testadas y con la tipi-
ficacion de HLA para su uso inmediato). 2. No existe riesgo
para madres y donantes. 3. Posibilidad escasa de transmitir
infecciones, particularmente citomegalovirus. 4. Pocas posi-
bilidades de desarrollar enfermedad de injerto contra hués-
ped. 5. Criterios menos estrictos para el cruce de HLA. 6. El
donante no sufre una agresion. Este tratamiento se ha utiliza-
do sobre todo en enfermedades hematoldgicas como leuce-
mia mieloide cronica, leucemia aguda o sindromes mielodis-
plasicos. El transplante de células madre del cordon umbili-
cal expandidas ex vivo esta todavia en experimentacion.

El crecimiento y la regeneracion del musculo tras una
agresion del mismo denotan la existencia de células muscu-
lares progenitoras en este 6rgano (Jankowski et al., 2004). Se
ha defendido la idea de que la miogénesis es atribuible a pre-
cursores musculares circulantes, habiéndose demostrado en
algunos trabajos que esta labor la realizan células madre
dependientes del musculo y también de la médula dsea. Esta
via sistémica todavia se encuentra en investigacion, ya que no
se ha logrado evitar las pérdidas celulares para conseguir que
las células cumplan su objetivo. En cualquier caso, la biopsia
muscular se ha mostrado como una buena fuente de células
madre (Herreros et al., 2003).

El tejido adiposo, como la MO, deriva de la hoja embrio-
naria mesodérmica y contiene estroma que puede ser aislado
facilmente. Aqui se han identificado células madre denomi-
nadas células madre derivadas de lipoaspirado (CMDL) (Zuk
etal., 2001 y 2002). El proceso de aislamiento de esta pobla-
cion de células madre fue descrito por primera vez por Rod-
bell en 1964. Mas tarde el procedimiento fue mejorado por
varios grupos de investigacion y, finalmente, las células fue-
ron caracterizadas como células madre por el equipo de
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Hedrick del Laboratorio de Bioingenieria y Reparacion
Regenerativa del Servicio de Cirugia de la Universidad de
California de Los Angeles (Zuk et al., 2001).

Estas células, al igual que las células madre mesenquimales
de la MO, pueden evolucionar hacia lineas osteogénicas, adi-
pogénicas, miogénicas y condrogénicas. Lo mas sorprendente
es que también pueden diferenciarse en células de caracteris-
ticas neuronales (Ashjian et al., 2003). Muestran una caracte-
rizacion muy similar a las derivadas de MO (CD29, CD44,
CD71, CD90, CD13, CD105, SH-3 y STRO-1), pero también
algunos marcadores especificos (CD49d, CD106, CD54, CD
34) (De Ugarte et al., 2003). No se han observado diferencias
significativas entre los dos tipos de células respecto a la adhe-
rencia estromal, el crecimiento, la senescencia celular, la
capacidad de diferenciarse en diferentes lineas celulares y la
eficiencia en la transduccion genética (De Ugarte et al.,
2003). El proceso de obtencion se inicia con una liposuccion
al paciente que se realiza bajo anestesia local o sedacion. El
lipoaspirado se somete a un proceso de laboratorio median-
te el cual se aislan las células adecuadas; éstas se cultivan a
37° C hasta que el crecimiento alcanza la subconfluencia
(Fig. 2). En ese momento pueden emplearse terapéuticamen-
te o ser criopreservadas para su uso posterior. Este método
presenta las siguientes ventajas respecto al necesario para
obtener células de médula osea: 1. Es seguro. 2. La grasa es
un tejido de facil acceso. 3. Es menos molesto y agresivo que
las punciones medulares. 4. Puede realizarse bajo anestesia
local. 5. Las células pueden criopreservarse (Mizuno et al.,
2003).

Por todo esto, desde nuestro punto de vista de clinicos, las
c¢lulas madre derivadas de lipoaspirado superan incluso a las
de médula 6sea a la hora de utilizarlas en terapia humana.
Como cirujanos, el método de obtencion nos resulta sencillo
y cotidiano, pero puede ser igualmente alcanzable para cual-
quier especialista que cuente con un cirujano plastico o gene-
ral en su centro de trabajo.

figura 2. Células mesenquimales procedentes de
lipoaspirados en cultivo
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Al revisar la literatura actual sobre las células madre deriva-
das de lipoaspirado, se observa que la mayoria de los trabajos
publicados se centran en su caracterizacion en el laboratorio o
en ensayos realizados en animales. De hecho solo se ha comu-
nicado un ensayo clinico realizado en humanos (Garcia Olmo
et al., 2005). Esto significa que, a pesar de su manejabilidad y
facil obtencion, el clinico todavia no se ha acostumbrado a este
tipo de células, posiblemente por desconocimiento o rutina.

Ahora bien, este modelo celular se esta analizando amplia-
mente en modelos experimentales. Se han comunicado estu-
dios en animales que utilizan CMDL como vehiculo de deter-
minados genes. Dragoo y cols. (Dragoo et al., 2003, 2005) ais-
laron células madre derivadas de lipoaspirado de la grasa sub-
cutanea y de la almohadilla infrapatelar y las cultivan en un
medio osteogénico. La mitad de estas células fueron transfec-
tadas con un adenovirus con el cDNA para la proteina morfo-
genética basica (BMP-2). Las células, inmersas en una matriz
de colageno I, fueron inyectadas en una pata trasera de ratones
inmunodeficientes; la otra pata fue inyectada con CMDL no
modificadas genéticamente. Tras 6 semanas se comprobd que
en la pata donde se inyectaron las células transfectadas el hueso
tenia una mineralizacion adecuada y comenzaba a establecer la
cavidad medular.

Por otro lado, Martinez-Estrada y cols. (Martinez-Estrada et
al., 2005) consiguieron diferenciar CMDL en EPC (células pro-
genitoras endoteliales posnatales) cultivandolas en un medio
hematopoyético. El primer marcador que expresaron fue Flk-1,
y progresivamente Ve-caderina y factor de Von Willebrand.
Dado que el bajo nimero de EPC en la circulacion limita su uso
en medicina, las CMDL pueden ser un gran apoyo.

Ademas, es muy prometedor el efecto antiinflamatorio que
presentan las CMDL. Se ha comparado (Puissant y cols., 2005)
el efecto de las células madre derivadas de médula 6sea con las
CMDL. Las CMDL no provocaron in vitro «alorreactividad»
frente a linfocitos incompatibles, es mas, lograron suprimir la
reaccion linfocitaria mixta (MLR) y la proliferacion linfocita-
ria como respuesta a mitdégenos. Cuando las CMDL y los lin-
focitos fueron separados por una membrana permeable estos
hallazgos no se repitieron, lo que hace pensar que es necesario
el contacto celular para desencadenar esta reaccion. Aqui surge
una nueva idea respecto a la posibilidad de utilizar estas célu-
las de manera alogénica a partir de un banco de donantes.

En esta linea, otro estudio (Aust et al., 2004) investig6 el ren-
dimiento celular por milimetro cubico de lipoaspirado y los
marcadores de superficie que determinan su fenotipo. Se reco-
gi6 el producto de lipoaspirado de 18 donantes mujeres, regis-
trando su edad ¢ indice de masa corporal (BMI). El rendi-
miento celular medio fue de 404.000+206.000 células por
milimetro de lipoaspirado, de manera inversamente proporcio-
nal al BMI, pero no a la edad. Las CMDL eran positivas homo-
géneamente para CD10, CD13, CD29, CD44, CD49¢e, CD59,
CD90 y HLA-ABC; y homogéneamente negativas para
CDI11b, CD45 y HLA-DR. La ausencia del marcador panhe-
matopoyético CD45 indica que las células no derivaban de

NuUM. 108. OcTuBrE/NOVIEMBRE/DICIEMBRE 2008

ENFURO * 21



ASOCIACION ESPANOLA DE ENFERMERIA EN UROLOGIA

células madre circulantes. El hecho de obtener una poblacion
tan homogénea procedente de multiples donantes refuerza
también la idea del empleo alogénico en un futuro.

Por tltimo, Morizono y cols. (Morizono et al., 2003) exami-
naron la infeccion de las CMDL con vectores como adenovi-
rus, oncorretrovirus y lentivirus, demostrando la posibilidad de
transfectarlas con lentivirus. Las células mantienen la expre-
sion transgénica tras diferenciarse en lineas adipogénicas y
osteogénicas. Asi, las CMDL y un vector como el lentivirus
pueden ser una buena combinacién como vehiculo de la tera-
pia génica.

Para utilizar las células en humanos se han desarrollando
ensayos de bioseguridad Para llegar a realizar estudios en
humanos las células se han sometido a estudios de caracteri-
zacion por inmunofluorescencia y de crecimiento. Existe un
trabajo en la literatura en el cual se ha comunicado que, tras
mantenerlas en cultivos durante mucho tiempo, las CMDL
pueden experimentar una transformacion neoplasica capaz de
desarrollar tumores en el raton (Rubio et al., 2005). La posi-
bilidad de transformacion neoplasica de CMDL humanas in
vitro se vio en cultivos en los que se permitio el crecimiento
mas alla de la subconfluencia, manteniéndolos incluso mas de
dos meses después del aislamiento celular. En estas células se
demostrd la transformacion neoplasica mediante el estudio
del cariotipo, que confirmé la existencia de cambios en el
DNA. Se observd, ademas, que eran células de crecimiento
andémalo o no controlado, capaces de desarrollar tumores al
inocularse en ratones inmunodeprimidos. Por otro lado, de
manera paralela, se cultivaron CMDL evitando el crecimiento
mas alla del 85% de confluencia celular. En estas células tam-
bién se estudio el cariotipo y se inocularon después en ratones
deficientes, observandose ausencia de alteraciones en el DNA
y de desarrollo de tumores en los animales. Esta es la razon
por la cual nuestro grupo siempre ha utilizado células del pase
3 o menor, antes de que las células lleguen a la subconfluen-
cia. No hemos observado ningtin caso de reacciones de recha-
7o ni transformacion tumoral. Por otro lado, la terapia con
células madre derivadas de lipoaspirado, que nuestro grupo
utiliza en el tratamiento de fistulas en humanos, se ha demos-
trado tan segura que ha sido aprobada por la Agencia Europea
del Medicamento (EMEA) para que este «producto» sea con-
siderado un medicamento huérfano («orphan drugy»). Ademas,
este ensayo clinico estd registrado en Clinicaltrials.gov, ID:
NCT00115466) para el tratamiento de la fistula perianal com-
pleja.

JCUALES SON LOS ULTIMOS AVANCES EN TERAPIA REGENERATIVA EN
HUMANOS?

El uso de células madre como terapia en humanos se esta
extendiendo rapidamente en distintos campos de la Medicina.
Los grupos que investigaban las enfermedades hematologicas
fueron pioneros al iniciar este camino.

Actualmente, los oncélogos trabajan en intima colaboracion

Figura 3. Procedimiento para el tratamiento de las
fistulas en el ensayo clinico en fase |
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con los hemato6logos para tratar enfermedades proliferativas
con stem cells. Se ha comunicado un estudio en fase I/I sobre
el tratamiento del cancer de ovario (Frickhofen et al., 2006).
Este tipo de tumor es quimiosensible, pero la mayoria de los
pacientes mueren por la progresion del mismo. La quimiotera-
pia cura el 25% de los pacientes, por ello esta justificado el tra-
tamiento con altas dosis. Se incluyeron 48 pacientes con can-
cer de ovario intratable realizandose una movilizacion de célu-
las de sangre periférica con ciclofosfamida y paclitaxel.
Posteriormente las pacientes se sometieron a dos ciclos de
altas dosis de quimioterapia con carboplatino/paclitaxel y car-
boplatino/melfalan/etoposido. A los 8§ afios, la supervivencia
libre de enfermedad fue de 13,3 meses y la supervivencia glo-
bal de 37 meses. La imposibilidad de regeneracion de los mio-
cardiocitos en la enfermedad isquémica supone el fallo cardia-
co congestivo posinfarto y el deterioro de la funciéon del ven-
triculo izquierdo. Tras demostrar que las células madre proce-
dentes de la médula 6sea y de la sangre periférica son capaces
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de evolucionar a miocardiocitos bajo las condiciones adecua-
das, se estan utilizando como terapia de la cardiopatia isqué-
mica dentro de varios ensayos clinicos (Schachinger et al.,
2006; Bardoff et al., 2006; Emanueli et al., 2005; y Thorin-
Trescases et al., 2005). Este tratamiento parece reemplazar a
los miocardiocitos, desarrollar neoangiogénesis y conseguir la
remodelacion de la cicatriz. También se ha comparado el efec-
to de stem cells derivadas de médula dsea frente a las deriva-
das de sangre periférica, asociandose a las primeras una mejo-
ria significativa de la eyeccion del ventriculo izquierdo a los
tres meses (Assmus et al., 2006).

Las grandes heridas de los quemados se presentan como otro
ejemplo de terapia celular. Gracias a células madre proceden-
tes de la médula 6sea se ha conseguido una recuperacion pre-
coz tanto de las areas quemadas como de las zonas donde se
extrajeron los autoinjertos libres de piel (Rasulov et al., 2005).

Se ha comunicado el tratamiento satisfactorio de tlceras del
limbo ocular en pacientes diabéticos. Tras realizar una inyec-
cion en el limbo ocular de células madre derivadas de sangre
periférica en los pacientes del grupo de tratamiento se encon-
tré una tasa de cicatrizacion completa del 77,8% frente a un
38,9% de los pacientes tratados con placebo (Huang et al.,
2005).

En casos severos de enfermedades autoinmunes se estan uti-
lizando ciclos de altas dosis de quimioterapia seguidos de
transplante de células hematopoyéticas. Los estudios en fase I
y Il realizados en 473 pacientes mostraron una mortalidad del
11% debido a una complicacion del transplante o a la progre-
sion de la enfermedad. E1 71% de los pacientes respondieron a
la terapia con una franca mejoria de la enfermedad (Gratwohl
et al., 2005).

Una de las lineas de investigacion de nuestro equipo es el tra-
tamiento de fistulas en humano con células madre derivadas de
lipoaspirado. Hemos desarrollado un estudio en fase I, con el
objetivo de demostrar que la terapia es segura y factible, y un
estudio en fase II para conocer la eficacia.

Los resultados del estudio en fase I ya han sido comunica-
dos (Garcia-Olmo et al., 2005). Se reclutaron cinco pacientes
desde abril del 2002 a noviembre del 2003, tres hombres y dos
mujeres. Se realizaron nueve implantes celulares, 4 en fistulas
rectovaginales, 4 en fistulas enterocutaneas (tres fistulas en el
mismo paciente) y uno en una fistula perianal supraesfinteria-
na. El seguimiento minimo exigido en el protocolo fue de 8
semanas. Finalmente se inocularon con CMDL pase 3 o menor
nueve fistulas de cuatro pacientes.

Ocho de las fistulas fueron consideradas como evaluables y
fueron seguidas durante un minimo de ocho semanas (tabla 1).
Se logrd ausencia de supuracion y el cierre del orificio externo
con reepitelizacion a la octava semana en seis fistulas (75,0%);
estos pacientes se consideraron curados. Las otras dos fistulas
s6lo mostraron un cierre parcial del orificio externo con dis-
minucion del flujo, seglin refirieron los pacientes, pero con
ausencia de reepitelizacion. Estos dos pacientes fueron consi-
derados no curados (25,0%).

Actualmente se han cumplido mas de dos afios de segui-
miento en todos estos pacientes y ninguno de los considerados
curados ha presentado una recidiva de la fistula. No existi6
relacion entre el numero de células inyectadas y la reepiteliza-
cion. No existio relacion entre el sexo y la edad de los pacien-
tes y la curacion.

Los procedimientos quirurgicos y de implantacion se reali-
zaron de manera habitual y sin dificultades técnicas aiiadidas
debidas a la inyeccion celular de las nueve fistulas tratadas
(Fig. 3). No se observaron efectos adversos en ninguno de los
9 implantes. No se han observado efectos adversos a largo
plazo ni aparicion de tumores u otras enfermedades en los dos
aflos siguientes a la aplicacion de las células (Tabla 1).

Tabla |. Resumen de los resultados clinicos en la fase |

N N° Tipo de N° Dias |N° células | Resultado
implant | paciente fistular pase | culfiv (x10¢)
e o
1 oo Rectovaginal 1 & &.1 Curado
2 002 |Enterocutdnea| |1 9 9.0 Curado
3 002 Enterocutanea| 1 7 8.0 A
NI 003 Perineal 1 NE NI NA
No
4 002 Rectovaginal 2 14 10.0
curado
5 002 |Enterocutdnea| 2 8 35 Curado
é [o[0]] Rectovaginal 1 12 20.0 Curado
No
7 004 Enterocutdnea| 2 16 300
Curado
8 005 Perineal 2 31 20.0 Curado
9 o002 Enterocutdnea 3 12 15.0 Curado

Por otro lado, hemos concluido el ensayo clinico en fase II
que analiza la eficacia de la terapia con células madre deriva-
das de lipoaspirado para el tratamiento de fistulas perianales
complejas que esta pendiente de publicacion.

Para concluir, ha quedado claro que el tratamiento con célu-
las madre adultas es una de las lineas de investigacion mas pro-
metedoras actualmente.

Lo mas importante es la gran aplicacion clinica que posee,
que esperamos que siga desarrollandose a este ritmo casi ver-
tiginoso, aunque siempre dentro de las normas de buena praxis
clinica y siguiendo el maximo rigor cientifico. ¥
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