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RESUMEN

Objetivos. Numerosas patologias que afectan a la vejiga, de origen
congénito (extrofia) o adquirido (traumatismos, tumores), requieren la
reconstruccion de la pared vesical utilizando intestino delgado, sigma
o0 estdmago, los cuales no estdn exentos de complicaciones. Por ese
motivo, en el presente trabajo pretendemos desarrollar un nuevo modelo
de pared vesical humana mediante ingenierfa tisular que pudiese tener
una utilidad clinica.

Material y métodos. En primer lugar, se procedié a generar culti-
vos primarios de células epiteliales y estromales de la mucosa vesical
a partir de pequefias biopsias de la pared vesical humana, utilizando
para ello técnicas de digestién enzimdtica mediante tripsina-EDTA y
colagenasa. Posteriormente, se gener6 un sustituto tridimensional de la
mucosa vesical utilizando como soporte biomateriales de fibrina-agarosa.
El andlisis de las muestras se realizd a los 14 dias mediante examen
histolégico de muestras tefiidas con hematoxilina-eosina.

Resultados. La aplicacion de los métodos de digestion enzimatica
permiti6 generar eficientemente cultivos primarios de células epitelia-
les y estromales de la mucosa vesical humana, comprobandose que la
tasa de proliferacion de las células estromales era superior a la de las
células epiteliales. Una vez generados los sustitutos de la pared vesical,
se comprob¢ el adecuado nivel de biocompatibilidad del biomaterial
y las células estromales y epiteliales. La estructura histoldgica de los
sustitutos de pared vesical presentaba una gran analogfa con la mucosa
vesical humana nativa.

Conclusiones. El tejido vesical generado por ingenieria tisular
muestra importantes similitudes estructurales e histoldgicas con el te-
jido vesical nativo. Estos resultados sugieren que los tejidos generados
mediante ingenierfa tisular podrian tener utilidad terapéutica en el futuro.
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Histologfa.

Correspondencia: Dra. Miriam Garcia Gémez. C/ Népoles, 56. Polg. Santa
Ana. 30319 Cartagena, Murcia
E-mail: garcia.miriam82 @gmail.com

Financiado por los proyectos FIS P107-331 y 07/619 del Instituto de Salud
Carlos 111.

Presentado en el 52 Congreso de la Sociedad Espariiola de Cirugia Pedidtrica.

Recibido: Mayo 2013 Aceptado: Diciembre 2013

VOL. 26 N° 4, 2013

IN VITRO GENERATION OF A HUMAN BLADDER WALL SUBSTITUTE BY
TISSUE ENGINEERING

ABSTRACT

Introduction. Certain urological congenital conditions, such as
bladder exstrophy and acquired conditions such as trauma and tumors
may require the use of different tissues like small bowel, sigmoid colon
or stomach for bladder reconstruction. However, these tissues are often
associated to important complications. The aim of this study is to develop
a novel substitute of the human bladder wall by tissue engineering.

Material and methods. We first generated primary cell cultures of
epithelial and stromal bladder mucosa cells from small tissue biopsies
of human bladder by using enzymatic methods based on trypsin-EDTA
and collagenase 1. Then, a three-dimensional substitute of the bladder
mucosa was generated using fibrin-agarose biomaterials. The analysis
of the tissue substitutes was carried out at day 14th of development by
histological examination of samples stained with hematoxylin-eosin.

Results. The use of enzymatic digestion methods allowed us to
efficiently generate primary cell cultures of the human bladder epithelial
and stromal cells. The proliferation rate was higher in stromal cells
as compared to epithelial cells. Once the bladder mucosa substitutes
were generated, a good biocompatibility of the stromal and epithelial
cells into the biomaterial was found. The histological structure of the
bladder wall substitutes was analogue to that of the native human blad-
der mucosa.

Conclusions. The bladder mucosa substitute generated by tissue
engineering showed structural and histological similarities with the na-
tive human bladder tissues and open the door to the future therapeutic
use of these bioengineered tissues.

KEY Worbs: Constructs; Tissue engineering; Bladder; Urology; His-
tology.

INTRODUCCION

Existen enfermedades que afectan a la vejiga que preci-
san en ocasiones la sustitucion tisular, incluyendo patologias
urolégicas congénitas (extrofia, vejiga neurdgena con baja
capacidad de llenado)® y adquiridas (tumores, traumatis-
mos). Para realizar la cistoplastia, existen técnicas quirdr-
gicas que utilizan segmentos de intestino delgado, sigma o
estdmago@). Este tipo de intervenciones no estdn exentas
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de complicaciones, pudiendo provocar problemas a nivel del
tejido donante, como isquemia, estenosis, tejido limitado,
etc. Por otro lado, estos tejidos no suelen presentar las ca-
racteristicas y el fenotipo del urotelio ni de la musculatura
vesical, por lo que la funcién y contractilidad de los mismos
suele ser diferente a la de la pared vesical®. Aunque en la
mayorfa de los casos se consigue fabricar un reservorio capaz
de reemplazar la vejiga, la ausencia de funcion contractil
requiere sondajes intermitentes a lo largo del dia, pudien-
do provocar infecciones y sangrado. Junto a ello, algunos
érganos, como el sigma, pueden presentar caracteristicas
propias del tejido como la presencia de secrecion mucosa,
que predispone a la formacién de cdlculos e infecciones,
ademds de alteraciones hidroelectroliticas y otras?. Por
todo ello, se hace necesario buscar alternativas basadas en
el uso de tejidos de estirpe uroldgica para la reparacién qui-
rirgica de estas patologias.

En este contexto, la ingenierfa tisular constituye un con-
junto de técnicas y métodos de base biotecnoldgica que per-
miten disefiar y generar en laboratorio sustitutos tisulares,
tejidos artificiales o constructos a partir de células madre y
biomateriales, evitando la posibilidad de rechazo inmunoldgi-
co cuando se utilizan células autélogas. Hasta el momento, se
han generado numerosos tejidos y 6rganos humanos mediante
estas técnicas, habiendo obtenido resultados esperanzadores
en el caso de la cérnea®™9), la piel™, la mucosa oral®?, la
uretra® y la vejiga urinaria®!-13), entre otros. Sin embargo,
hasta el momento no se ha descrito ningtin modelo de vejiga
artificial capaz de reproducir con exactitud la estructura de la
vejiga nativa y de llevar a cabo las funciones de ésta. Aunque
actualmente se han descrito varios modelos de vejiga artificial
basados en diferentes biomateriales, 1a mayoria de estos mo-
delos presentan problemas de biocompatibilidad, resultando
finalmente en fibrosis, contractura, calcificacion y fracaso del
implante). Por este motivo, la bisqueda de un nuevo bioma-
terial plenamente compatible con el cultivo de células de la
vejiga urinaria humana es un reto de la investigacion actual
en este campo.

El presente trabajo tiene como objetivo generar un nuevo
modelo de pared vesical mediante ingenierfa tisular utilizando
células estromales y epiteliales de la mucosa vesical y bio-
materiales biocompatibles de fibrina-agarosa.

MATERIAL Y METODOS

Generacion de cultivos primarios de células estromales
y epiteliales de la pared vesical

En este estudio se obtuvieron 15 biopsias de pared vesical
de alrededor de 1 x 0,5 cm procedentes de individuos some-
tidos a cirugfa uroldgica abierta. Todos los pacientes fueron
varones, descartdndose aquellos pacientes que presentaban
patologia tumoral urotelial, litiasis vesical o sospecha de in-
feccion bacteriana. Todas las muestras correspondian a tejido
sano e inclufan epitelio y tejido conjuntivo subyacente. De
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Figura 1. Esquema representativo del procesamiento de las muestras
de mucosa vesical humana para la obtencion de células epiteliales y
células estromales.

todos los pacientes se obtuvo el consentimiento informado
para su inclusion en el estudio.

Una vez obtenidas, todas las muestras se introdujeron
en un medio de transporte estéril constituido por medio de
cultivo DMEM (medio de Eagle modificado por Dulbecco)
suplementado con antibidticos (600 U/ml de penicilina G,
600 pg/ml de estreptomicina y 1,5 pug/ml de anfotericina B)
para evitar la contaminacién de las muestras, y se mantuvie-
ron a 4°C hasta el momento de su procesamiento durante las
siguientes 6 horas. Tras lavar las muestras en solucién salina
PBS, se procedié a su digestion enzimdtica para liberar las
células y destruir la matriz extracelular. En primer lugar, se
realizaron tres ciclos de digestion con tripsina-EDTA para
liberar y obtener las células epiteliales del urotelio vesical. En
segundo lugar, el tejido remanente se tratd con colagenasa tipo
I durante 5-6 horas para individualizar las células estromales.
Todas las células se recogieron mediante centrifugacion a
1.000 rpm durante 10 minutos. Todo el proceso se muestra
de manera esquemdtica en la figura 1.

Una vez individualizadas las células, cada estirpe celular
se mantuvo en su medio de cultivo correspondiente. En el
caso de las células uroteliales, se utiliz6 medio de cultivo de
queratinocitos rico en hormonas y factores de crecimiento,
el cual fue previamente descrito para el cultivo de células
epiteliales humanas™, mientras que las células estromales
se cultivaron en medio de cultivo DMEM suplementado con
suero bovino fetal y antibi6ticos.
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Células estromales

Generacion de sustitutos tridimensionales de la pared
vesical humana

Una vez establecidos los cultivos celulares, y tras obtener
un nimero adecuado de células, se procedid a generar un
estroma vesical artificial utilizando biomateriales biocom-
patibles de fibrina y agarosa previamente descritos para su
utilizacion en ingenierfa tisular®. Para ello, en primer lugar,
se obtuvo plasma humano congelado (cedido por el Centro
Regional de Transfusién Sanguinea y Banco de Tejidos de
Granada y Almeria), afiadiéndose las células estromales pre-
viamente cultivadas (fundamentalmente, fibroblastos), dcido
tranexdmico (como agente antifibrinolitico) y agarosa hasta
una concentracion final del 0,1%. Los geles de fibrina-agarosa
con células estromales se dejaron reposar en un incubador a
37°C durante 2 horas para favorecer la reaccion de polimeri-
zacion del biomaterial de fibrina-agarosa, afiadiéndose medio
de cultivo a continuacién. Tras 24 horas de su generacion, se
procedid a tripsinizar las células de los cultivos de urotelio
humano, subcultivindose estas células en la superficie del
sustituto estromal, generando de este modo un epitelio de
tipo urotelial sobre la superficie de este.

Todas las muestras se analizaron a los 14 dias de evo-
lucién, fijdndose en formaldehido al 4% e incluyéndose en
parafina para su andlisis histolégico mediante tincioén de
hematoxilina-eosina. Mediante el andlisis histoldgico se de-
termind la estructura del sustituto de mucosa vesical a nivel
del estroma (fibras y células estromales) y del epitelio (célu-
las uroteliales). La biocompatibilidad in vitro del biomaterial
utilizado se determiné mediante el andlisis estructural de las
células inmersas en dicho biomaterial y la comprobacién de
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Células epiteliales

Figura 2. Cultivos celulares corres-
pondientes a las células estromales y
epiteliales de la mucosa vesical a los 2,
7y 14 dias de su aislamiento median-
te digestion enzimdtica. Microscopia
4 Optica de contraste de fases, células en
cultivo sin ningtin tipo de tincién.

la adecuada adaptacion de las células al estroma artificial
formado por este material.

RESULTADOS

En primer lugar, la utilizacién de los métodos y técnicas
descritos en este trabajo permiti6 generar cultivos primarios
de células epiteliales (uroteliales) y estromales (fundamental-
mente, fibroblastos) a partir de pequefias muestras de mucosa
vesical. Como se muestra en la figura 2, las células epiteliales
presentaban morfologia poligonal o redondeada y alcanzaron
confluencia alrededor del dia 14 del cultivo, mientras que las
células estromales, de morfologia elongada, fusiforme o estre-
llada, alcanzaron confluencia en el frasco del cultivo celular
alrededor del 7° dia de cultivo.

En segundo lugar, el andlisis histoldgico de las muestras
de mucosa vesical humana control y tefiidas con hematoxilina-
eosina reveld la presencia de un epitelio transicional bien
configurado y un tejido conjuntivo subyacente rico en fibras de
coldgeno y fibroblastos, existiendo nervios y vasos sanguineos
en su espesor (Fig. 3A). Finalmente, los sustitutos de pared
vesical humana mostraron un estroma artificial constituido
por fibras del biomaterial de fibrina-agarosa entre las cuales
se disponia la poblacién estromal (fibroblastos cultivados e
inmersos en el biomaterial). La tincién mediante hematoxi-
lina-eosina mostrd gran homogeneidad en el estroma, el cual
estaba formado exclusivamente por el biomaterial de fibrina-
agarosa con células en su interior, no existiendo vasos, nervios
ni estructuras asociadas. A nivel del epitelio, se observé una
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tinica capa de células de aspecto aplanado compatible con
un epitelio de tipo transicional similar al de la vejiga urina-
ria normal, aunque no se observaron signos histoldgicos de
diferenciacion celular terminal (Fig. 3B). Todas las muestras
analizadas en este trabajo mostraron idénticos resultados en
el andlisis histolégico y de biocompatibilidad.

DISCUSION

La generacion de tejidos y érganos artificiales mediante
ingenieria tisular supone un gran avance y un cambio de pa-
radigma en el tratamiento de numerosas patologfas congénitas
y adquiridas. En lo que respecta a la vejiga urinaria, se han
descrito diferentes modelos basados en biomateriales natu-
rales y sintéticos. Por un lado, la utilizacién de biomateriales
sintéticos escasamente reabsorbibles tales como el teflén o la
silicona normalmente han ofrecido escasos resultados a nivel
estructural, funcional y bioldgico, presentando escasa biocom-
patibilidad¥. Por otro lado, el grupo de investigacion de A.
Atala y cols. disefié diversos modelos de sustitutos vesicales
basados en biomateriales obtenidos a partir de la submucosa
vesical9), polimeros de 4cido poliglicélico!® e hidrogeles de
coldgeno mezclados con otros biomateriales(!?, demostrando
buena biocompatibilidad e integracién en la vejiga receptora
en la mayorfa de los casos. Estos resultados sugieren que
los materiales de origen natural y altamente biodegradables
son los que muestran mayor biocompatibilidad y, por tanto,
mejores resultados funcionales!'?. Sin embargo, atin no se ha
conseguido fabricar un modelo de vejiga humana artificial
basado en un biomaterial plenamente biocompatible al cual
se adapten las células sin perder capacidad de proliferacion
y diferenciacién in vivo. Ademds, es importante incidir en la
busqueda de biomateriales de origen natural, faciles de obtener
e implantar y libres de efectos secundarios.

Para que este pueda ser utilizado en ingenierfa tisular, un
biomaterial debe cumplir diversos requisitos, destacando su
biocompatibilidad, la ausencia de toxicidad o efectos secun-
darios, su cardcter estable e inerte, adecuadas propiedades
fisicas y su facilidad de produccién y procesamiento. Junto
a esto, un adecuado biomaterial debe permitir el cultivo de
células en su interior sin alterar su viabilidad, capacidad de
proliferacion y diferenciacion celular. A este respecto, traba-
jos previos de nuestro grupo de investigaciéon demostraron
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Figura 3. Analisis histolégico de las
muestras de mucosa vesical nativa uti-
lizadas como control (A) y de los susti-
tutos de pared vesical generados en este
estudio (B). Tincion con hematoxilina-
eosina. Magnificacion 200X.

que los biomateriales de fibrina-agarosa podrian cumplir los
requerimientos del material ideal para su utilizacién en in-
genierfa tisular. Por un lado, la fibrina se obtiene a partir de
plasma humano procedente de donante, lo cual constituye
una fuente de facil obtencién que incluso puede tener origen
autdélogo. Por otro lado, la agarosa es un polimero natural
procedente de la pared de ciertas algas marinas y se utili-
za ampliamente en aplicaciones médicas y en alimentacion,
siendo un material de elevada biocompatibilidad. De hecho,
hasta el momento se han generado diversos érganos y tejidos
humanos utilizando células inmersas en este tipo de material,
con resultados esperanzadores tanto in vitro como in vivo en
modelos animales®-%1%. Por ese motivo, en el presente trabajo
se evalud la utilidad de este biomaterial para el desarrollo de
un sustituto de la mucosa vesical generado mediante ingenierfa
tisular, encontrando una adecuada biointegracion de las células
estromales y epiteliales puestas en contacto con este material.

Para la construccion del sustituto de pared vesical pro-
puesto en este trabajo, en primer lugar se procedi6 a obtener
cultivos celulares a partir de pequeias biopsias de vejiga
urinaria humana. Como se puede deducir de los resultados
obtenidos, las técnicas basadas en digestion enzimatica per-
mitieron de forma muy eficiente generar cultivos de los dos
principales tipos celulares de 1a mucosa vesical. Los cultivos
celulares asi obtenidos podrian tener numerosas utilidades
y aplicaciones, no sélo en ingenierfa tisular sino, también,
para el diagndstico, para la realizacién de pruebas funcionales
o para la evaluacion de farmacos a nivel de la via urinaria
en laboratorio previamente a su aplicacion en el paciente(!?).
Aunque ambos tipos celulares pudieron obtenerse y culti-
varse con eficacia utilizando los medios de cultivo que se
describen en la metodologia del presente trabajo, nuestros
resultados demuestran un crecimiento mds acelerado de las
células estromales en comparacion con las células epiteliales.
Estos resultados coinciden con trabajos previos en los que se
comprueba que las células epiteliales presentan un crecimiento
mucho mds lento que las células estromales®, probablemente
debido al hecho de que las células epiteliales han de crecer
y expandirse por contigiiidad a partir de las células vecinas,
existiendo uniones intercelulares entre todas las células del
cultivo, mientras que las células estromales tienden a crecer
individualmente, sin que existan uniones entre si.

Una vez introducidas las células estromales en el bioma-
terial de fibrina-agarosa para generar un sustituto del estroma
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vesical, se observé un adecuado nivel de integracion celular
en dicho material, no observdndose ningtin signo de necrosis,
apoptosis o mortalidad celular debida a otro mecanismo, es-
tando las células bien adaptadas al estroma del sustituto vesi-
cal. Estos resultados demuestran la elevada biocompatibilidad
in vitro de este biomaterial y la adecuada funcionalidad celular
en los geles de fibrina-agarosa. Probablemente, el origen na-
tural de ambos materiales y el hecho de que los fibroblastos
humanos sean los encargados de colonizar los codgulos de
fibrina que se forman como primera barrera a la presencia de
una herida, podrian explicar la excelente tolerancia de las célu-
las estromales a estos biomateriales. Sin embargo, el sustituto
de estroma vesical generado en este trabajo estaba formado
por una reticula de fibras correspondientes al biomaterial de
fibrina-agarosa en la cual se integraban los fibroblastos, no
existiendo estructuras fundamentales para el funcionamiento
in vivo del tejido como son los vasos sanguineos o las termi-
naciones nerviosas. Probablemente, los tejidos adquieran estas
estructuras a partir de tejidos del receptor una vez implantada
esta vejiga artificial in vivo, tal como ocurre con otros tejidos
artificiales generados mediante ingenieria tisular(®.

Finalmente, nuestros resultados revelan la existencia de
un epitelio con una tnica capa de células en la superficie del
biomaterial, tal como ocurre en la vejiga urinaria humana
nativa. La generacion de esta capa epitelial refuerza la idea
de que el biomaterial de fibrina-agarosa es altamente biocom-
patible, siendo capaz de generar uniones con el polo basal del
epitelio que mantendrian unidas las células uroteliales puestas
en contacto con este biomaterial. Aunque atin son necesarios
futuros trabajos para determinar la funcionalidad in vivo de
este epitelio, los resultados de este trabajo sugieren que el
epitelio artificial que se forma en la superficie del sustituto
vesical podria ser andlogo al de la mucosa vesical normal y,
por tanto, podria desarrollar las funciones de este una vez
implantado in vivo.

Aunque serdn necesarios nuevos estudios para determinar
las ventajas del modelo de vejiga artificial aqui presentado
frente a otros modelos previamente descritos, el carcter natu-
ral del biomaterial utilizado, asi como la plena adaptacién de
las células a esta matriz nos permite afirmar que el biomaterial
de fibrina-agarosa podria presentar utilidad en ingenieria tisu-
lar. En comparacidn con otros biomateriales, la fibrina-agarosa
es plenamente biocompatible y puede ser obtenida a partir del
plasma del propio paciente siendo, por tanto, posible mejorar
el resultado obtenido con otros biomateriales. Sin embargo,
sus limitadas propiedades biomecdnicas podrian ser un obs-
tdculo a su utilizacion clinica. Futuros estudios realizados in
vivo en animales de experimentacién deberdn determinar la
utilidad clinica de estos sustitutos de pared vesical basados
en biomateriales de fibrina-agarosa.

Por otro lado, la vejiga urinaria humana debe llevar a cabo
importantes funciones urodindmicas, siendo fundamental que
estas funciones se lleven a cabo de forma coordinada con el
complejo sensorial y esfintérico del paciente. Por este motivo,
y para que el sustituto vesical no actie como un mero reservo-
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110, serd necesario desarrollar nuevos modelos de pared vesical
que incluyan una capa muscular plenamente funcional0.

En resumen, los resultados de este trabajo sugieren que la
generacion de un modelo de vejiga urinaria humana artificial
basado en biomateriales de fibrina-agarosa es una técnica fac-
tible y relativamente sencilla. La analogia estructural de este
modelo con la mucosa vesical humana nos lleva a concluir
que la mucosa vesical generada mediante ingenieria tisular
podria ser util para el tratamiento de patologias que afectan
a la integridad de la vejiga. Futuros trabajos in vivo deberdn
confirmar estos resultados.
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