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Introduccién: La investigacién en terapia celular y medicina regenerativa, desarrollada en su
mayor parte en torno al estudio de las células madre, estd obteniendo resultados
prometedores en todas las especialidades médicas. En urologia estan llevdndose a cabo
grandes avances en este campo, si bien existen ciertas dificultades, pues, por ejemplo, a
fecha de hoy atin no ha sido posible la completa identificacién y aislamiento de las células
madre uroteliales ni prostaticas humanas, aunque muchos grupos se estan acercando cada
vez mas a ello.
Material y métodos: Realizamos una busqueda electrénica mediante la base de datos
Pubmed, tanto de articulos originales como de revisiones, utilizando los criterios de
busqueda stem cells urology, urothelial stem cells, bladder stem cells, prostate stem cells, urethra
stem cells, cell therapy urology, tissue engeneering urology y regenerative medicine urology.
Resultados: Hemos hecho una revisién de 30 trabajos publicados hasta noviembre de 2009,
tratando con ello de hacer una recopilacién lo mas completa posible, para poder conocer un
poco mejor los avances realizados en este campo, desde los inicios hasta nuestros dias.
Conclusién: Aunque existen aun importantes numerosas incégnitas, la mayor de ellas
conseguir la identificacién, aislamiento y cultivo de las células madre renales, uroteliales y
prostaticas humanas, esto no debe impedir a los investigadores el poder trasladar los
resultados obtenidos en el laboratorio a la clinica.
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Stem cells and regenerative medicine in urology, part 2: urothelium, urinary
bladder, urethra and prostate
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Introduction: Investigation in cell therapy and regenerative medicine, mainly developed
around stem cell research, is reaching promising results in every medical specialities.
There are also being great advances in Urology, despite the difficulties researchers are
facing, as complete identification and isolation of human urothelial and prostatic stem
cells has not been possible yet, although many groups are close to achieve it.

Correo electrénico: tpastorn@yahoo.es (T. Pastor-Navarro).

0210-4806/$ - see front matter © 2009 AEU. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos reservados.

doi:10.1016/j.acuro.2010.03.008


www.elsevier.es/acuro
dx.doi.org/10.1016/j.acuro.2010.03.008
mailto:tpastorn@yahoo.es

ACTAS UROL Esp. 2010;34(7):592-597 593

Urology Material and methods: We performed an electronic research through the Pubmed database,
Urothelium of both original and review publications, with the following search criteria: "stem cells
Urinary bladder urology", "urothelial stem cells", "bladder stem cells", "prostate stem cells", "urethra stem
Urethra cells", "cell therapy urology", "tissue engeneering urology" y "regenerative medicine
Prostate urology".

Results: We reviewed 30 articles published up to November 2009, trying to summarize

thoroughly the most relevant findings and the last advances in this fild, from the first steps

to this day.

Conclusion: Despite the great lack of knowledge existing, especially the need for achieving

the identification of kidney, urothelium and prostate stem cells, this shouldn’t prevent

researchers from translating the laboratory results to the clinical work.

© 2009 AEU. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccién uroteliales humanas obtenidas a partir de biopsias que

El estudio de las células madre y su aplicacién en la urologia
mediante la terapia celular, la ingenieria tisular y la medicina
regenerativa es un campo que poco a poco va arrojando
resultados prometedores. Si bien ain no ha sido posible el
aislamiento y caracterizacién de las células madre renales,
uroteliales o prostdticas, esto no ha sido un impedimento
para que la investigacién centrada en el urotelio, la vejiga y la
prostata haya ofrecido importantes avances en los dltimos
afios. El objetivo de esta revisién ha sido, siguiendo la revisién
que realizamos en la primera parte de este trabajo, hacer una
recopilacién lo més completa posible de los hallazgos mas
relevantes y ultimos trabajos publicados en el estudio del
tracto urinario inferior: vejiga, prostata y uretra.

Material y métodos

Realizamos una bisqueda electrénica mediante la base de
datos Pubmed, tanto de articulos originales como de revisio-
nes, utilizando los criterios de busqueda stem cells urology,
urothelial stem cells, bladder stem cells, prostate stem cells, urethra
stem cells, cell therapy urology, tissue engeneering urology y
regenerative medicine urology. Hemos hecho una revisién de 30
trabajos publicados hasta noviembre de 2009 sobre el estudio
de las células madre uroteliales y prostaticas asi como
publicaciones centradas en la ingenieria tisular y la medicina
regenerativa aplicadas a la vejiga y la uretra. Excluimos los
trabajos cuya metodologia fuera incorrecta o que no trataran
directamente sobre medicina regenerativa, terapia celular o
ingenieria tisular en urologia.

Urotelio y prostata: técnicas de ingenieria tisular
para el tracto urinario

Como comentamos en la primera parte de esta revision, el
urotelio sigue siendo hoy en dia un epitelio mal conocido y de
dificil cultivo. En el afio 1983, autores como Reznikoff y
Schmit perfeccionan la metodologia del cultivo de células
uroteliales obteniendo cultivos celulares monocapa, hasta la
fecha unicamente se habia logrado cultivar urotelio de origen
neoplasico™. En 1992 el grupo de Anthony Atala, de Boston,
describe una metodologia de cultivo y expansiéon de células

consigue adherir a mallas biodegradables y trasplantar a
ratones atimicos?, lo cual supone un antes y un después en
este campo. Posteriormente se publican numerosos trabajos
estudiando diferentes técnicas de cultivo de urotelio tanto
in vitro como sobre moldes biodegradables, asi como sus
caracteristicas moleculares y fisiolégicas? (tabla 1). En Espafia,
el primer grupo que publica una metodologia de aislamiento y
cultivo de células uroteliales es el grupo de De Diego, de
Asturias, en 2006°.

En la actualidad atin no se han podido localizar las células
madre uroteliales, es por ello que los estudios sobre medicina
regenerativa con urotelio se estan realizando actualmente a
partir de cultivos celulares obtenidos de biopsias*™® y no de
células madre aisladas, como en otras disciplinas’®'’. No
obstante, en los Ultimos afios se estdn publicando trabajos
que pueden suponer una aproximacién a la metodologia de
aislamiento y cultivo de las células progenitoras de urotelio y
prostata, a pesar de no haber podido identificarlas por
completo™ ™, Asi, el grupo de Kurzrock, de la universidad

Tabla 1 - Marcadores inmunohistoquimicos mas impor-

tantes del urotelio en cultivo

Marcador Localizacién

Pancitokeratina cultivos monocapa

AE1/AE3

CK17 y 14 células basales de cultivo de urotelio
diferenciado

CK 7 células en 1.° pase de cultivo en confluencia y
diferenciado

CK 20 superficie luminal de células en confluencia y
diferenciadas

CK 18 a partir de 3.* semana de cultivo

CD 44 superficie células basales

ZO-1 superficie superolateral de urotelio en cultivo
y confluencia, desde el pase 1
proteina superficial de unién. Se comporta
igual que ZO-1

E-cadherina

Ocludina proteina superficial de unién. Se comporta
igual que ZO-1

Uroplakinas especificas, sélo en urotelio diferenciado

P63 100% de células en confluencia pero

monocapa
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de California ha hallado diferencias regionales en el urotelio
de vejigas de rata. Con la observacién de que el trigono es el
area de la vejiga en que mayor numero de neoplasias se
desarrollan y partiendo de la hipétesis de que el origen de los
tumores esta en células progenitoras mutadas, estos investi-
gadores han cultivado por separado urotelio vesical caudal y
cefélico, estudiando 2 caracteristicas atribuibles a las células
progenitoras: la capacidad proliferativa y de clonogenicidad.
Han demostrado una mayor capacidad de formacién de
colonias y un menor tiempo de duplicacién del cultivo en la
vejiga caudal, por lo que presumen una densidad mayor de
células madre en la regién trigonal que en el resto de la vejiga
(que segln se cree es la Unica regién que deriva del
mesodermo, siendo el resto del urotelio vesical de origen
endodérmico). Estas diferencias se observan solo hasta el
pase 4 de cultivo, lo que los investigadores atribuyen a una
seleccion de las células proliferativas. No han observado
nichos de crecimiento como en otros epitelios (intestino,
préstata)?. Asi pues, es posible que para el aislamiento de las
células madre vesicales haya que centrarse en el estudio del
trigono especialmente.

Este mismo grupo ha intentado hallar marcadores bioqui-
micos que puedan definir a las células madre uroteliales y asi
resulte mas ficil localizarlas e identificarlas. p1 integrina, una
molécula de adhesién al coldgeno tipo IV de la membrana
basal, ha sido identificada como marcador de célula madre en
otros epitelios, pues es expresado por células con alto
potencial clonogénico y proliferativo. Sin embargo, se ha
visto que en el urotelio todas las capas marcaban para esta
proteina, por lo que se ha comprobado que no es un marcador
util para deteccién de células progenitoras®.

También, en un reciente trabajo, este grupo sefiala como
posibles candidatas a célula madre urotelial a las llamadas
Label Retainig Cells, es decir, células que tras la adminis-
tracién intraperitoneal de un nucleétido marcado como la
bromodesoxiuridina son capaces de retenerlo mas alld de
12 meses, como muestra del «ciclo lento» caracteristico de las
células madre in vivo. La bromodesoxiuridina se incorpora
principalmente a los nucleos basales del epitelio y el anélisis
de posibles marcadores bioquimicos sefiala a la p4 integrina
como el mas compatible (proteina de anclaje). Asimismo
estas células muestran escasa granularidad en su citoplasma
y gran potencial clonogénico in vitro, cualidades comunes a
las células madre. Sefialan ademadas que, a diferencia del
trabajo publicado previamente en el que asumian una mayor
concentracién de células madre en el trigono, esta vez no han
hallado diferencias regionales en la concentracién de Label
Retainig Cells en la vejiga®.

El grupo de Alessandra Fierabracci publicé en Pediatric
Surgery International®™ un trabajo en el que consiguieron
formar «uroesferas», similares a las ya conocidas «neuroes-
feras» a partir de muestras de tejido vesical humano. Tras
digerir muestras de 1cm® tomadas de las vejigas de 6
pacientes intervenidos de megauréter congénito con colage-
nasa IV y descartar los sobrenadantes, se cultivaron las
células obtenidas en un medio similar al utilizado para las
neuroesferas, obteniendo esferas celulares. Tras varios pases
de cultivo exitosos se caracterizaron estas células mediante
citometria de flujo observando positividad para CD34 en las
5 lineas analizadas, como marcador de célula madre, con

negatividad para CD45 como marcador hematopoyético en
todas ellas y débil positividad en algunas lineas para
marcadores de diferenciacién vesical (Uroplakina II, a«Actina
y Desmina).

Recientemente también se han puesto en interaccién
células madre embrionarias de ratén con mesénquima
embrionario de vejiga de rata, observando la diferenciacién
de las células de ratén en tejido similar al urotelio, con
expresion de factores de transcripccién especificos de tejido
endodérmico asi como uroplaquinas. Sin embargo se observé
la aparicién demasiado frecuente de teratomas, lo que, unido
a los problemas éticos que supone la utilizacién de células
madre embrionarias en humanos, hace dificil pensar que
estos experimentos sean extrapolables a personas’®. De estos
y similares trabajos, en que se ha obtenido por ejemplo tejido
prostatico a partir de células embrionarias en contacto con
mesénquima urogenital’’-*8, y sabiendo que vejiga y préstata
tienen un origen comun en el seno urogenital otra linea de
investigacién que proponen estos autores seria conocer si las
células madre uroteliales sufren una transdiferenciacién a
epitelio prostatico o si ambas estructuras comparten una
célula progenitora comun.

Ingenieria tisular aplicada a la uretra

En el aflo 2002 el grupo de Atala publica un trabajo en que se
comparan los resultados obtenidos en 2 grupos de conejos
macho a los que se realizé reconstruccién uretral mediante
injertos tubulizados. Sabiendo que la experiencia clinica ha
demostrado que las uretroplastias realizadas con injertos
tubulizados no han dado buen resultado, Atala propone
utilizar injertos poblados de células autdlogas obtenidas de
biopsias de vejiga de los propios conejos. Asi, realiza una
reconstruccién de uretra peneana con el injerto tubulizado
hecho a partir de una matriz de colageno sin células en 10 de
los conejos, y con el mismo tipo de injerto pero poblado de
células en otros 10. Compara al cabo de un mes los resultados
demostrando la formacién de fistulas o estenosis en todos los
injertos acelulares mientras que los injertos poblados de
células no muestran ningin tipo de complicacién con
uretrografias de aspecto normal. El andlisis histolégico
demostrd una estructura tisular organizada, comparable a la
de la uretra sana, sin signos de fibrosis ni de inflamacién, y
con buena vascularizacién, mientras que esto no fue asi en
los injertos no poblados®%°.

Afios después, en 2008, Antony Atala publica junto a su grupo
de la Wake Forest University un ensayo comparando resultados
de la técnica quirtrgica Gold-Standard en las estenosis
uretrales, la plastia con mucosa bucal, con los de la plastia
mediante injertos con matrices acelulares tratadas, esta vez sin
poblarlas de células, obteniendo mejores resultados con la
primera, aunque concluye que la segunda puede ser una buena
opcién para estenosis no intervenidas previamente®’.

Ingenieria tisular aplicada a la vejiga

Se han publicado en los ultimos afios 3 trabajos del grupo de
Boston. En el primero de ellos realizaron una cistectomia
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parcial (50% aproximadamente) seguida de cistoplastia a
10 perros Beagle. El material utilizado para la cistoplastia
fueron unas matrices acelulares obtenidas de submucosa
vesical. En 5 de estos perros se obtuvieron del material de la
cistectomia células uroteliales y musculares que se cultivaron
y expandieron por separado. Después se cubrieron las
matrices con estas células (la capa interna se incubé con las
células uroteliales y la externa con las células musculares) y
se realiz6 la cistoplastia con ellas. En los otros 5 perros se
realizé la cistoplastia con las mismas matrices, pero sin
poblarlas de células. Al cabo de 2-3 meses se realizaron
estudios fluoroscépicos y urodindmicos que mostraron un
aspecto normal de todas las vejigas, con una buena distensi-
bilidad, demostrando una capacidad media del 99% de la
capacidad preoperatoria en las vejigas tratadas con matrices
pobladas de células, frente a un solo un 30% en las vejigas con
matriz acelular. Se extirparon las vejigas para analizarlas,
observandose una estructura histolégica normal en todas
ellas, pero con una capa muscular mayor y un mayor nimero
de fibras nerviosas en las primeras®.

El segundo de los trabajos publicados describe la creacién
de unos moldes a partir de unas matrices acelulares de acido
poliglicélico, poblados de células uroteliales y musculares
lisas como en el trabajo anterior, obtenidas mediante una
biopsia transmural de vejiga por via suprapubica, también en
perros Beagle. Se realizé en este caso una cistectomia subtotal
conservando Unicamente el trigono en 14 perros y se hicieron
3 grupos: en el grupo «A» se realizé cierre simple de la vejiga,
en el «By», reconstruccién vesical con molde sin células y en el
«C» reconstruccién con el molde poblado de células, con
control urodinamico y cistografia alos 1, 2, 3,4, 6 y 11 meses y
sacrificando a los animales de forma escalonada en los
mismos intervalos para estudio histolégico. Se observd una
capacidad vesical media del 95% de la previa en los animales
del grupo C frente al 46% del grupo B y al 20% del A, con una
distensibilidad media del 106% en C, 42% en B y solo 10% en A.
En las cistografias se evidencié una tamafio normal de las
vejigas del grupo C con colapso parcial en el B y tamafio muy
reducido en el A. El estudio histolégico e inmunohistoquimico
mostré una histologia vesical normal en los grupos Ay C con
marcada fibrosis en B, con aspecto macroscépico normal en
todos ellos, tan solo con cierto colapso en el grupo B (fig. 1).

El tercer trabajo y mas reciente publicado por este grupo es
un ensayo clinico en 7 pacientes afectos de vejiga neurégena
por mielomeningocele (edad entre 4-19 afios) a los que se
realizé una cistoplastia de aumento utilizando moldes de
matriz acelular poblados de células expandidas in vitro.
Mediante una pequeifla incisién suprapuibica, se tomaron
biopsias transmurales de ciipula vesical a todos los pacientes,
y las células uroteliales y musculares se cultivaron y
expandieron por separado, como en experimentos previos.
Las matrices utilizadas se fueron perfeccionando al cabo del
tiempo, de tal manera que en los primeros pacientes eran de
submucosa vesical acelular mientras que en los dltimos eran
de una mezcla de coldgeno con acido poliglicélico, que se vio
que daban mejor resultado. Se poblaron por ambas caras
como en trabajos anteriores y se realiz6 la cistoplastia a cada
uno de los pacientes, algunos de ellos cubriendo la zona con
omento y otros sin cubrir. El seguimiento fue de hasta 5 afios
(22—61 meses, con un seguimiento medio de 46 meses). Se
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Figura 1 - Reconstruccion vesical en perros Beagle.

realizaron estudios urodindmicos y urograficos pre y post-
operatorios obteniendo resultados favorables en cuanto a
capacidad, contractilidad y distensibilidad, con mejores
resultados en los pacientes en que se utilizé la matriz de
PGA colageno y el colgajo de omento. Las biopsias mostraron
una estructura histolégica normal. No se observaron fistulas
ni ninguna de las complicaciones propias de la enterocisto-
plastia tales como alteraciones metabdlicas, formacién de
calculos o formacién de moco, siendo también el postope-
ratorio menos traumadtico al no realizar ninguna anastomosis
intestinal. En resumen, se obtuvieron resultados funcionales
similares a los de una enterocistoplastia evitando muchos de
los aspectos negativos de esta®.

Recientemente, el mismo grupo ha estudiado también los
efectos que puede tener a nivel local asi como a nivel
sistémico el uso de dichos moldes poblados de células en
perros, observando que tras 6 meses de seguimiento no hay
indicios de que exista reaccién inflamatoria alguna, y
presentando los injertos una buena funcién in vivo e in vitro®.

Riesgos y dificultades

No cabe duda que es necesario continuar la bisqueda de las
células madre propias del urotelio. Sin embargo, hay que
asumir también que un requisito fundamental para que la
medicina regenerativa se convierta en un tratamiento aplica-
ble en un futuro préximo es que la obtencién del material a
cultivar se realice de la forma mdés inocua posible. Asi,
muchos grupos centran sus esfuerzos en obtener células
uroteliales cultivables a partir de liquidos de irrigacién vesical
o de muestras de orina directamente, evitando asi la toma de
biopsias vesicales?>?3. Asimismo, también se es consciente de
que en ciertos casos no es posible obtener muestras
de mucosa vesical o musculo liso para su cultivo por hallarse
esta enferma, como es el caso de los tumores vesicales. Por
ello otros equipos estadn buscando la manera de transdife-
renciar células madre de otros origenes, como la médula 6sea
o los foliculos pilosos, en células de urotelio®**, o células
derivadas de tejido adiposo en células musculares lisas para
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formar moldes vesicales®. Finalmente hay que destacar los
esfuerzos realizados por otros grupos para mejorar las
caracteristicas de los moldes sobre los que se cultivan
las células, de manera que no solo sean bien tolerados por
el organismo®’, sino que ademés puedan poseer caracteristi-
cas que mejoren los resultados funcionales del injerto, como
los moldes de acido poliglicélico recientemente disefiados por
el grupo de Atala, que permiten la liberacién de pequeiias
cantidades de oxigeno durante varios dias tras el implante
mejorando la viabilidad celular hasta que el injerto haya
podido vascularizarse adecuadamente?®. También se ha
descrito un mejor y mas rapido desarrollo de la mucosa
urotelial y del musculo liso en vejigas fabricadas in vitro
utilizando dispositivos que simulan la mecénica vesical
normal de llenado-vaciado®.

Las expectativas y aspiraciones futuras en este campo son
varias: ademas de pretender aislar y caracterizar definitiva-
mente las células madre de los diferentes érganos urogeni-
tales, se pretende perfeccionar las técnicas de disefio de
6rganos urolégicos utilizando matrices acelulares biodegra-
dables, asi como aplicar los conocimientos que se vayan
adquiriendo al estudio oncolégico (partiendo de la idea cada
vez mas generalizada de que el origen de los tumores se
encuentra en células madre mutadas) y unir terapia celular y
terapia génica, modificando genéticamente los cultivos celu-
lares mediante transfeccién con plasmidos®®->°,

Conclusion

En urologia existen importantes barreras aun por franquear, la
mayor de ellas es conseguir la identificacién, aislamiento y
cultivo de las células madre renales, uroteliales y prostaticas
humanas. Sin embargo, si bien esto es una de las principales
dianas a las que debe apuntar la investigacién actual, autores
como Atala han demostrado que la falta de conocimiento exacto
de estas células madre no es un impedimento para la aplicacion
a dia de hoy de la medicina regenerativa para la patologia
urolégica, obteniendo cultivos celulares a partir de biopsias de
vejiga adulta, o de orina o lavados vesicales como han hecho
otros grupos. No dudamos que entre las células obtenidas con
dichos métodos deben hallarse células madre de mucosa vesical,
y que estas juegan un papel decisivo en el desarrollo de estos
cultivos gracias a su importante capacidad clonogénica in vitro.

El conocimiento de las células madre debe por otro lado
abrirnos las puertas de la investigacién oncourolégica, ya que,
tal y como sefialan numerosas teorias, es muy probable que el
origen de los tumores sea una Unica célula madre mutada. La
investigacién a nivel molecular con dichas células puede
esclarecer muchas dudas sobre el origen y la formacién de los
tumores urolégicos. El grupo de Kurzrock, de la universidad
de California, se estd aproximando mucho al aislamiento y
caracterizacién de estas células madre, y como hemos visto,
ya ha obtenido importantes resultados sobre la posible
localizacién y marcadores de esas células.
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