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RESUMEN

La reconstruccion vesical es el procedimiento realizado para sustituir o ampliar la vejiga,
siendo el intestino el tejido utilizado en la practica clinica habitual. A pesar de que su uso no esta
exento de complicaciones, apenas hay estudios clinicos en humanos que realicen reconstrucciones
vesicales con materiales distintos al intestinal. Esta tesis -apoyada por dos articulos- quiere
contribuir al desarrollo e investigacion de un material que pueda reemplazar al intestino como gold
standard de sustituto vesical.

El articulo de revisién pretende describir y clasificar los diferentes materiales y cultivos
celulares utilizados en ingenieria tisular vesical, asi como revisar los estudios realizados en
humanos. Tras la revision de la literatura publicada, concluimos que la aproximacion mas realista
para realizar una reconstruccion vesical experimental seria utilizar una matriz acelular o bien un
polimero sintético y adherirle in vitro células uroteliales y musculares lisas autdgenas, y/o células
madre.

El articulo original esta basado en un proyecto experimental, en modelo porcino, en el que
se realizaron ampliaciones vesicales utilizando un injerto de peritoneo parietal y se determino si la
adicion de una matriz de colageno y elastina reportaba mejores resultados histologicos y
funcionales. Tras 6 semanas, los datos sugieren que la utilizacion de este tipo de biomaterial en un
modelo porcino de peritoneocistoplastia favorece la regeneracion tisular de la nueva pared.

La sustitucion o ampliacion vesical sin utilizar el intestino contintia siendo un reto a dia de
hoy a pesar del progreso en la fabricacion de biomateriales y del desarrollo de cultivos celulares.
Para plantear una traslacion clinica efectiva serd necesario en el futuro realizar estudios bien
disefiados, con mayor niimero de pacientes incluidos, mas tiempo de seguimiento y estandarizar las

pruebas funcionales de control.
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SUMMARY

Bladder reconstructive surgery consists in creating a substitute or an enlargement to the
bladder. Currently, human intestine is the tissue used into clinical practice to make it possible
although it has many relevant drawbacks. Human bladder engineering with other materials is
merely anecdotic, and mostly in vitro and animal studies have been conducted. This thesis -
supported by two articles- works towards the research of a material that could replace the intestine
as the gold standard tissue for bladder reconstruction.

The aim of the review article was to describe and classify the different biomaterials and
explain the human clinical studies done so far. We concluded that if we had to choose an
experimental method to perform a bladder reconstruction, current evidence suggests to opt for an
acellular matrix or a synthetic polymer, and seed it with autologous urothelial cells, autologous
smooth muscle cells and/or stem cells.

The original article consisted of an experimental project conducted in a porcine model, in
which we performed bladder augmentations using an autologous parietal peritoneum graft and
determined whether the attachment or not of an acellular collagen—elastin matrix had better
histologic and functional results. After six weeks, our data supports the benefit of an acellular
collagen—elastin matrix to reinforce bladder regeneration in a porcine model of
peritoneocystoplasty.

Bladder reconstruction without using the intestine is still an enormous challenge nowadays
despite of the improvements in providing new materials and cell cultures. In order to be able to set
apart the intestine as the material to substitute the bladder, it is necessary to continue performing

more studies, enroll more patients, increase the follow-up time and standardize the functional tests.
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INTRODUCCION
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1. El uso del intestino como sustituto vesical

La reconstruccion vesical es el procedimiento realizado para sustituir o ampliar la vejiga. La
derivacion urinaria tras la cistoprostatectomia radical por neoplasia vesical es la indicacion mas
frecuente de reconstruccion [1]. Las causas mas habituales que requieren ampliaciones vesicales
son la tuberculosis, la cistopatia radica, la cistitis intersticial y algunos tipos de vejigas neurdgenas.
El intestino es el tejido utilizado en la practica clinica diaria para realizar una reconstrucccion
vesical dado que no hay otro material autégeno o heterdgeno, natural o artificial, que haya
demostrado mejores resultados: ofrecer una buena funcidn estructural, preservar el tracto urinario
superior, mantener la continencia urinaria y promover un vaciado urinario adecuado. Por lo tanto, a
dia de hoy el tejido intestinal contintia siendo el gold standard a pesar de las multiples
complicaciones derivadas de su uso. Estas van desde las propias de una reseccion intestinal
convencional (ileo paralitico, fallo de sutura, déficit nutricional, diarrea, esteatorrea) hasta las
resultantes del contacto continuo de la orina con un tejido no preparado para ello. Estas tltimas
pueden producir disbalances electroliticos (acidosis metabolicas hiperclorémicas), aparicion de
neoplasias (especialmente en las zonas de anastomosis), reabsorcion por via portal de algunos
farmacos eliminados por la orina cambiando asi la toxicidad de éstos (destaca el metotrexato, la
fenitoina y el litio) y la formacién de litiasis. Mencion aparte merecen las complicaciones
mecanicas propias del reservorio: complicaciones estomales, estenosis de la anastomosis
ureteroentérica o uretroentérica, aumento no deseado del volumen méaximo, residuo postmiccional
elevado, incontinencia nocturna (€stas tres ultimas en referencia a las neovejigas ortotopicas) [2, 3].
Estas complicaciones comportan un incremento de la morbilidad [4, 5]. Para prevenir los efectos
negativos del uso de tejido intestinal como sustituto del urinario y considerando que en algunas

reconstrucciones no es posible el uso del intestino (pacientes con enfermedades intestinales
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inflamatorias cronicas, sindrome de intestino corto, irradiaciéon abdomino-pélvica, etc), en los afios

50 se inicid la experimentacidon con materiales no intestinales [6].

2. Generalidades sobre biomateriales y cultivos celulares

El interés por encontrar un material distinto al intestino para reconstruir la vejiga ha ido
creciendo con el paso de los afos en paralelo al progreso de la ingenieria tisular. Esta especialidad
es de caracter multidisciplinar dado que intervienen en su desarrollo ingenieros de diferentes
ambitos, bidlogos, médicos, bioquimicos, biotecnologos, farmacéuticos, etc. El objetivo es crear un
material -natural o artificial- capaz de restaurar la funcién de un o6rgano o tejido. A este material a
menudo se le denomina genéricamente biomaterial o scaffold (andamio). Lo ideal es utilizar un
compuesto biodegradable, biocompatible y que pueda funcionar como scaffold desde el punto de
vista estructural y celular permitiendo asi el crecimiento de nuevo tejido sobre éste [7, 8]. Se han
realizado multiples estudios in vitro y en modelo animal (perro, conejo, rata y cerdo) pero con
escasos trabajos clinicos en humanos pues apenas existen 18 estudios (169 pacientes en total) que

hayan realizado reconstrucciones vesicales utilizando biomateriales [9].

Existen diferentes tipos de biomateriales, como son los compuestos derivados de elementos
naturales (coldgeno, elastina, laminina, fibronectina, alginato, acido hialurénico, agarosa), las
matrices acelulares (submucosa vesical, submucosa de intestino delgado, dermis, vesicula biliar,
membrana amnidtica), los polimeros sintéticos (acido poliglicolico, &cido polilactico, éacido
polilactico-co-glicolico, policaprolactona) y los derivados de la seda [10, 11]. Entre ellos hay
diferencias en cuanto a la fuente a partir de la cual se procesan (diferente origen animal en el caso
de los naturales), el proceso de produccion, la inmunogenicidad, las caracteristicas mecanicas y

estructurales, la degradabilidad y la posibilidad de contener factores de crecimiento [12]. Se podria
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decir que cada investigador puede crear su propio biomaterial de acuerdo a las exigencias clinicas o
experimentales, incluyendo en ocasiones el uso de impresoras 3D en el proceso de produccion.
Ademas hay que tener en cuenta que un mismo biomaterial puede cambiar su comportamiento
dependiendo del animal al que se aplique. Por todo ello, la extrapolacion de resultados es dificil y se

ha de hacer con precaucion [13].

Es importante tener en cuenta que existen dos tipos de abordajes cuando se utilizan
biomateriales, pudiendo clasificarse como simple y compuesto [14]. El abordaje simple se refiere a
que el material se implanta directamente en el 6rgano diana sin adherir cultivos celulares. El
abordaje compuesto hace referencia a que, previo a la implantacion, se realizan cultivos celulares y
se adhieren in vitro al material. Los cultivos pueden ser de células autdogenas o bien de células
madre. A priori la mejor opcidn deberia ser el de células autdgenas (células uroteliales y musculares
lisas del propio individuo) pues no presentan riesgo de respuesta inmunoldgica. Existen varios
supuestos que limitan su uso, por ejemplo en las indicaciones de sustituciones o ampliaciones por
razones oncologicas por el riesgo de recurrencia de la neoplasia [15, 16]. El cultivo con células
madre y su posterior transferencia al biomaterial también ha sido ensayado en modelos animales
[17]. Las células madre adultas no presentarian los problemas éticos de las células madre
embrionarias. No presentan riesgo de rechazo inmunologico pero si de transformacion neoplésica
(aunque menos que las de origen embrionario), por lo que se ha de tener en cuenta el contexto
clinico en el que se utilizan [18-20]. La identificacién de la mejor poblacion de células madre para
su uso en tejidos urologicos aun esta por determinar. En el tracto urinario se ha experimentado con
células madre de tipo: mesenquimal (MSCs: Mesenchymal Stromal Cells), adiposa (ASC: Adipose
Stem Cells), de foliculo piloso (HFSC: Hair Follicle Stem Cells) y derivadas de la membrana
amniotica [21]. Dado que no son células autégenas vesicales, pueden tener mas predisposicion a ser

alteradas por la toxicidad de la orina. De todas ellas, las MSCs parecen ser las mas prometedoras.
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Han sido las mas utilizadas hasta ahora, hay protocolos bien establecidos de aislamiento y
crecimiento in vitro, son seguras en cuanto a ausencia de transformacién maligna y se pueden
diferenciar en multiples lineas celulares (por ejemplo, en células musculares lisas y nerviosas
presentes en el tracto urinario) [19, 22, 23]. Cabe mencionar otra variante de las células madre, las
llamadas "células madre inducidas" (Human cell reprogramming). Gracias a las técnicas de
transcripcion genética, se reprograman células maduras en células madre. En el campo urologico se
han llegado a crear células madre inducidas de dos tipos: prostaticas y uroteliales. Estas células

tienen la capacidad de diferenciarse posteriormente a células maduras (prostata, vejiga, uréter) [24].

3. Generalidades sobre la anatomia e histologia del peritoneo

El peritoneo es la membrana serosa mas extensa del ser humano con una superficie
aproximada de 1.8 m? , similar a la ocupada por la piel. Se clasifica en parietal y visceral

dependiendo de su localizacion. El peritoneo parietal recubre la superficie interna de la pared
abdominal y su vascularizacion procede de ramas arteriales de la propia pared. El peritoneo visceral
cubre algunos organos abdominales y su vascularizacion deriva de ramas arteriales de origen
mesentérico, celiaco y pélvico. El drenaje venoso del parietal va hacia venas sistémicas que se

dirigen hacia la vena cava, mientras que el del visceral drena a la vena porta [25].

Ambos tienen una estructura histologica consistente en 3 capas: mesotelio, lamina basal y
estroma submesotelial. Cabe decir que en la literatura no existe un consenso claro sobre la
definicion histologica del peritoneo dado que en muchas ocasiones se define como una unica capa
de células mesoteliales [26]. Considerando la definicion de tres capas, la mas interna estaria
formada por una monocapa de células mesoteliales rodeadas por una extensa red de vasos linfaticos

(también llamados estomas). Estas células contienen cuerpos lamelares que excretan lipidos y

20



surfactante, y ademas realizan funciones inmunomoduladoras. El mesotelio presenta también un
glicocalix compuesto de proteoglicanos y glucosaminoglicanos (GAG). Su funcién es establecer
una barrera para evitar el paso de liquidos -en condiciones normales deberia ser semipermeable- y
regula la respuesta inflamatoria, favorece la reparacion tisular y facilita el transporte de factores de
crecimiento [27]. La lamina basal es la capa intermedia que hace de soporte de las células
mesoteliales. Consiste en una matriz extracelular compuesta de colageno tipo IV y laminina. Tanto
mesotelio como 1amina basal estan sustentados por una Gltima capa: el estroma submesotelial. Este
se compone de coldgeno tipo I, elastina, fibronectina, proteoglicanos, GAG, miofibroblastos,

adipocitos y vasos linfaticos y sanguineos.

Por lo tanto, el peritoneo es una tricapa celular que actia como barrera y es a la vez un
organo complejo que responde a cambios patofisiologicos regulando respuestas inflamatorias e
inmunolodgicas, promueve la formacion y degradacion de fibrina, y facilita el transporte de factores

de crecimiento [28].

4. Estado de la ingenieria tisular aplicada a la reconstruccion vesical

La gran mayoria de estudios se basan en las propiedades del material in vitro, la capacidad
para alojar cultivos celulares y los resultados de su implantacién en modelos animales. A menudo se
comparan los materiales entre ellos y en muy pocas ocasiones existe un grupo control que utilice
tejido intestinal [29]. Actualmente se podria decir que la ingenieria tisular vesical clinica es
anecdotica. Partiendo de los experimentos en modelo animal, si hubiera que elegir con la evidencia
existente una técnica para realizar una ampliacion vesical (plantear la sustitucién es mas complejo),
probablemente habria que escoger una matriz acelular o bien un polimero sintético y adherirle in

vitro células uroteliales y musculares lisas autégenas (o bien afiadir células madre), cubriendo el
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injerto con epiplon en el momento de la cirugia. Esta eleccion se ha de tomar con cautela dado que
es dificil la extrapolacion de resultados ya que existe una gran variabilidad entre los experimentos
realizados en cuanto a animales, tiempo de seguimiento, tipos de biomaterial, tipos de cultivo
celular, pruebas funcionales, etc. En muchas ocasiones los estudios no son con comparables entre
ellos pese a ser con el mismo biomaterial. También es importante recalcar que en general los
modelos experimentales planteados suelen ser complejos dado que requieren de procedimientos de
laboratorio dificiles de trasladar a la practica clinica habitual. Ademas requieren de una minuciosa
planificacion previa por lo que su uso no puede ser decidido de forma intraoperatoria, por ejemplo

si se constatara durante una cirugia que el intestino no pudiera utilizarse.

En la literatura médica hay publicados 18 estudios clinicos (169 pacientes en total) que
realizan reconstrucciones vesicales utilizando biomateriales. El primero fue en el afio 1957 cuando
Bohne et al. utilizaron moldes plasticos para ampliar la vejiga a 7 pacientes a los que se les habia
realizado una cistectomia parcial; €stos estaban afectos de cistitis intersticial, neoplasia vesical o
tuberculosis [6]. El tejido que se formd fue mayoritariamente fibrotico. Experimentos similares con
moldes plasticos se llevaron a cabo entre 1958 y 1964, con resultados muy parecidos [30-32]. En
1963, Tsuji et al. utilizaron vejigas de perro conservadas en formaldehido que servian como soporte
estructural temporal (se retiraban a las 3 semanas) para facilitar el crecimiento sobre éstas de la
nueva pared vesical [33]. Reportaron que las vejigas creadas fueron de baja capacidad en casi todos

los casos. Posteriormente se publicaron ensayos con esponjas gelatinosas con Nobecutan® (que

actuaba de sellante) con resultados muy variables en cuanto a retraccion y funcionalidad [34]. En la

década de los 70 se publicaron varios estudios en los que se realizaban cistoplastias de ampliacion
utilizando dura madre [35-37]. En la mayoria de los casos no se describen signos de fibrosis o

retraccion de la nueva pared y solo en algunos estudios objetivaron la presencia de tejido muscular.
Apenas reportan complicaciones postoperatorias, reabsorbiéndose la dura madre sobre la décima

22



semana. También durante la década de los 70 se publicaron algunos trabajos que utilizaban un

material derivado del papel de arroz japonés (Tetrapanax papyrifer) al que aplicaron Nobecutan®.

Este compuesto ejercia de molde y lo retiraban al mes por via transuretral. Reportaron buenos
resultados [38, 39], aunque de dudosa credibilidad. En 1988, Mansson et al. realizaron derivaciones

urinarias heterotopicas (a modo de conducto ileal) con proétesis de Biocarbon® [40]. Este material

estaba compuesto en un 99.9% de carbono vitreo, el cual era impermeable, quimicamente inerte y
muy resistente a los acidos. Reportaron malos resultados: infecciones, fistulas urinarias y estenosis
ureterales. En 2006, Atala et al. publicaron en Lancet el primer estudio en el cual se adheria al
material experimental un cultivo celular de células uroteliales y de musculo liso autégenas [41]. Se
realizo a 7 pacientes pediatricos afectos de vejiga neurdgena. La nueva pared vesical se cred in vitro
con coldgeno o bien con un compuesto de coldgeno y acido poliglicolico (PGA); a estos materiales
se les anadieron células uroteliales y de musculo liso autdgenas. Solo se evidenciaron ampliaciones
vesicales realmente funcionales en 2 pacientes (ambos con el compuesto de colageno y PGA). En
2012, Caione et al. realizaron ampliaciones vesicales con submucosa de intestino delgado (SIS) a 5
pacientes pediatricos con extrofia vesical previamente reparada que presentaban vejigas retractiles
de baja capacidad [42]. La nueva pared acab6 presentando una histologia parecida a la normal pero
no reportaron unos beneficios clinicos funcionales significativos dado que el aumento de capacidad
y compliance vesical fue menor al esperado. En 2015, Bivalacqua et al. hicieron publico el inicio de
un ensayo clinico en humanos que consistia en realizar una derivacion urinaria heterotdpica
artificial (a modo de conducto ileal) en pacientes sometidos a cistectomia radical [43]. Esta se
componia de una matriz biodegradable de PGA con células de musculo liso autégenas que se
obtenian del propio tejido graso subcutaneo del paciente. Los primeros resultados publicados, a los
10 meses del implante, reportan presencia de urotelio, células musculares lisas desorganizadas,

estroma fibrovascular y fibras nerviosas.
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5. Motivacion

Rifion, higado, pulmoén, corazédn, péancreas, hueso, cornea, incluso intestino o pene son
organos solidos trasplantables. La vejiga no forma parte de este grupo a pesar de ser una viscera de
facil acceso anatomico y con una alta prevalencia de sustitucion total o parcial, sobre todo por
enfermedad neoplésica. Finalizando la Facultad de Medicina me preguntaba por qué no era posible
su trasplante, ya sea total o parcial, y por qué en la practica clinica se utiliza el tejido intestinal
como unico sustituto vesical. Las causas -sin entrar en aspectos relacionados con la
inmunosupresion- pueden estar relacionadas con la complejidad intrinseca del propio 6rgano: tiene
multiples y complejas conexiones vasculares, estd en contacto con la orina, es un 6rgano hueco,
tiene triple conexion urinaria y presenta una compleja inervacion, la cual es imprescindible para su
correcta funcionalidad. Probablemente las razones por las que tampoco se pueda regenerar sean
muy similares pero a diferencia de la sustitucion o trasplante si que hay estudios clinicos de
regeneracion vesical en humanos, si bien éstos son escasos, complejos, con pocos pacientes y con
resultados globales discutibles.

La motivacion para poder disefiar un estudio en modelo animal que fuera interesante, no
repitiera innecesariamente experimentos ya realizados, aportara algiin aspecto novedoso y pudiese
adaptarse a los recursos disponibles, fue preciso realizar una revision de la literatura sobre el estado
actual de la reconstruccion vesical con biomateriales. Esta fue la finalidad del primer articulo
(Articulo de revision), el cual pretende describir y clasificar los diferentes materiales y por otro
lado hacer una busqueda sobre los estudios realizados en humanos hasta el dia de hoy. Una vez
hecha esta primera aproximacidn, nuestra razon para utilizar injertos de peritoneo parietal fue la
falta de experiencia de éstos como sustituto vesical, la facilidad de la técnica quirurgica y su
reproducibilidad. Por otro lado, la razon para seleccionar una matriz de coldgeno y elastina fue la
disponibilidad de este biomaterial en nuestro centro (en la unidad de quemados) y los resultados de

algunos estudios experimentales publicados con este material, reportando buenos resultados en
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términos de biodegradabilidad, respuesta inmunologica, facil procesamiento y presencia de signos

de regeneracion. A partir de estas premisas se disefio el estudio experimental (Articulo original).
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ARTICULO DE REVISION

Estado actual de la ingenieria tisular aplicada a la reconstruccion vesical en humanos.

Gasanz C, Raventos C, Morote J. Actas Urologicas Espairiolas. 2017.

Resumen

Contexto y objetivo. La reconstruccion vesical es el procedimiento para sustituir o ampliar la vejiga,
siendo el intestino el tejido utilizado en la practica clinica habitual. Las complicaciones de su uso
van desde las propias de una reseccion intestinal hasta las resultantes del contacto continuo de la
orina con un tejido no preparado para ello. En este articulo se describen y clasifican los diferentes
biomateriales y cultivos celulares utilizados en la ingenieria tisular vesical y se revisan los estudios
realizados en humanos.

Adquisicion de la evidencia: Se ha realizado una revision de la literatura publicada en la base
Pubmed entre 1950 y 2017, siguiendo los principios de la declaraciéon PRISMA.

Sintesis de la evidencia: Se han realizado multiples estudios in vitro y en modelo animal, pero solo
se han realizado 18 experimentos en humanos, con un total de 169 pacientes. La pruebas actuales
indican que utilizar una matriz acelular o bien un polimero sintético y adherirle in vitro células
uroteliales y musculares lisas autogenas, o bien células madre, seria la aproximacion mas realista
para realizar una reconstruccion vesical experimental.

Conclusiones: La sustitucion o ampliacion vesical sin utilizar intestino contintia siendo hoy un reto,
a pesar del progreso en la fabricacion de biomateriales y del desarrollo de la terapia celular. Para
plantear una traslacion clinica efectiva sera necesario en el futuro realizar estudios bien disenados,
con mayor numero de pacientes y tiempo de seguimiento, ademds de estandarizar las pruebas

funcionales de control.
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PALABRAS CLAVE Resumen

Reconstruccion Contexto y objetivo: La reconstruccion vesical es el procedimiento para sustituir o ampliar la
vesical experimental; vejiga, siendo el intestino el tejido utilizado en la practica clinica habitual. Las complicaciones
Biomaterial vesical; de su uso van desde las propias de una reseccion intestinal hasta las resultantes del contacto
Ingenieria vesical; continuo de la orina con un tejido no preparado para ello. En este articulo se describen y
Vejiga artificial; clasifican los diferentes biomateriales y cultivos celulares utilizados en la ingenieria tisular
Derivacion urinaria vesical y se revisan los estudios realizados en humanos.

artificial Adquisicion de la evidencia: Se ha realizado una revisioin de la literatura publicada en la base

Pubmed entre 1950 y 2017, siguiendo los principios de la declaracioin PRISMA.

Sintesis de la evidencia: Se han realizado mUltiples estudios in vitro y en modelo animal, pero
solo se han realizado 18 experimentos en humanos, con un total de 169 pacientes. La pruebas
actuales indican que utilizar una matriz acelular o bien un polimero sintético y adherirle in vitro
células uroteliales y musculares lisas autégenas, o bien células madre, seria la aproximacion
mas realista para realizar una reconstruccion vesical experimental.

Conclusiones: La sustitucion o ampliacion vesical sin utilizar intestino continta siendo hoy un
reto, a pesar del progreso en la fabricacion de biomateriales y del desarrollo de la terapia
celular. Para plantear una traslacion clinica efectiva sera necesario en el futuro realizar estu-
dios bien disefados, con mayor nimero de pacientes y tiempo de seguimiento, ademas de
estandarizar las pruebas funcionales de control.
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KEYWORDS Current status of tissue engineering applied to bladder reconstruction in humans
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reconstruction; Abstract
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Context and objective: Bladder reconstruction is performed to replace or expand the bladder.
The intestine is used in standard clinical practice for tissue in this procedure. The complications
of bladder reconstruction range from those of intestinal resection to those resulting from the
continuous contact of urine with tissue not prepared for this contact. In this article, we describe
and classify the various biomaterials and cell cultures used in bladder tissue engineering and

Acquisition of evidence: We conducted a review of literature published in the PubMed database
between 1950 and 2017, following the principles of the PRISM declaration.

Synthesis of the evidence: Numerous in vitro and animal model studies have been conducted,
but only 18 experiments have been performed with humans, with a total of 169 patients. The
current evidence suggests that an acellular matrix, a synthetic polymer with urothelial and
autologous smooth muscle cells attached in vitro or stem cells would be the most practical

Conclusions: Bladder replacement or expansion without using intestinal tissue is still a cha-
llenge, despite progress in the manufacture of biomaterials and the development of cell therapy.
Well-designed studies with large numbers of patients and long follow-up times are needed to
establish an effective clinical translation and standardisation of the check-up functional tests.

diversion . ) .
reviews the studies performed with humans.
approach for experimental bladder reconstruction.
© 2017 AEU. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.
Introduccioén

La reconstruccion vesical es el procedimiento realizado para
sustituir o ampliar la vejiga. La ingenieria tisular consti-
tuye un conjunto de técnicas y conocimientos capaces de
disenar y crear un nuevo tejido. Aplicando esta a la recons-
truccion vesical, el tejido generado debe ofrecer una buena
funcion estructural y adaptarse para preservar el tracto
urinario superior, mantener la continencia urinaria y pro-
mover un vaciado urinario adecuado. La derivacion urinaria
tras la cistoprostatectomia radical por neoplasia vesical es
la indicacion mas frecuente de reconstruccion'. Las cau-
sas mas habituales que requieren ampliaciones vesicales son
la tuberculosis, la cistopatia radica, la cistitis intersticial y
algunos tipos de vejigas neurdgenas.

El intestino es el tejido utilizado en la practica clinica,
dado que no hay otro material autégeno o heterdgeno, natu-
ral o artificial, que haya demostrado mejores resultados. Las
complicaciones del uso del intestino van desde las propias de
una reseccion intestinal convencional (ileo paralitico, fallo
de sutura, déficit nutricional, diarrea, esteatorrea) hasta
las resultantes del contacto continuo de la orina con un
tejido no preparado para ello. Estas Ultimas pueden producir
disbalances electroliticos (acidosis metabdlicas hipercloré-
micas), aparicion de neoplasias (especialmente en las zonas
de anastomosis), reabsorcion por via portal de algunos far-
macos eliminados por la orina, lo que cambia la toxicidad
de estos (destaca el metotrexato, la fenitoina y el litio) y la
formacion de litiasis. Mencion aparte merecen las compli-
caciones mecanicas propias del reservorio: complicaciones
estomales, estenosis de la anastomosis ureteroentérica o
uretroentérica, aumento no deseado del volumen maximo,
residuo posmiccional elevado, incontinencia nocturna (estas
3 Ultimas en referencia a las neovejigas ortotopicas)?. Estas
complicaciones comportan un incremento de la morbilidad®.

Para prevenir los efectos negativos del uso de tejido
intestinal como sustituto del urinario y considerando que en
algunas reconstrucciones no es posible el uso de intestino
(en pacientes con enfermedades intestinales inflamatorias
cronicas, sindrome de intestino corto, irradiacion abdomino-
pélvica, etc.), en los anos 50 se inici6 la experimentacion
con materiales no intestinales®. Desde entonces, el interés
por encontrar un material distinto al intestino ha ido cre-
ciendo, y se han realizado mdltiples estudios in vitro y en
modelo animal (perro, conejo, ratay cerdo), pero hay esca-
sos estudios en humanos. Esta revision pretende describir y
clasificar los diferentes materiales y revisar los estudios cli-
nicos realizados en humanos hasta el dia de hoy. Con este
conocimiento previo, el objetivo es disehar nuevos y mejo-
res estudios y no repetir innecesariamente experimentos ya
realizados.

Adquisicion de la evidencia

Se ha realizado una revisioin de la literatura publicada en
PubMed desde 1950 hasta 2017, siguiendo los principios de
la declaracioin PRISMA (Preferred Reporting Items for Syste-
matic reviews and Meta-Analyses). Los teirminos utilizados
en la buisqueda han sido bladder biomaterials, bladder engi-
neering, artificial bladder, artificial urinary conduit, con
los que resultaron 344 articulos. De estos, 94 realizaban
experimentos que consistian en reconstruir la vejiga (tanto
sustituciones como ampliaciones); se descartaron asi los que
incluian mas érganos, los que eran estudios exclusivamente
in vitro o bien los que eran articulos de revision. Cabe resal-
tar que la mayoria de los estudios, tanto en animales como
en humanos, son pequenas series de casos —prospectivos—
y con seguimientos cortos. Las pruebas de imagen o funcio-
nales de control no estan estandarizadas y, en ocasiones,
estan ausentes. Finalmente, se seleccionaron los estudios
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Articulos encontrados en
Pubmed (n=344)

Exclusion:
experimentacion con otros
tejidos ademas de la vejiga

(n=23)

Articulos sobre ingenieria
tisular vesical (n=321)

Exclusion: estudios in vitro
o bien articulos de
revisiéon (n=227)

Articulos sobre
reconstruccion vesical in
vivo (n=94)

Exclusion: estudios en
animales (n=76)

Articulos sobre
reconstruccion vesical
realizados en humanos
(n=18)

Figura 1  Diagrama de flujo de la bibliografia revisada.

in vivo realizados en humanos, que fueron 18 (169 pacientes
en total). Los descartados corresponden a estudios in vitro o
en modelo animal (rata, cerdo, conejo y perro), tal y como
se muestra en el diagrama de flujo (fig. 1).

Sintesis de la evidencia

Qué saber sobre los materiales experimentales

La ingenieria tisular es un campo multidisciplinar que trata
de crear sustitutos que restauren la funcion de un o6rgano
o tejido. Al material empleado a menudo se le denomina
genéricamente biomaterial o scaffold (andamio). El obje-
tivo es utilizar un compuesto biodegradable, biocompatible
y que pueda funcionar como scaffold desde el punto de vista
estructural y celular y que permita el crecimiento de nuevo
tejido sobre él°. Por lo tanto, la seleccion del material apro-
piado es fundamental. La gran mayoria de los estudios se
basan en las propiedades del material in vitro, la capaci-
dad para alojar cultivos celulares y en los resultados de
su implantacion en modelos animales. A menudo se com-
paran los materiales entre ellos y en muy pocas ocasiones
existe un grupo control que utilice tejido intestinal’. Ade-
mas, sobre los modelos animales se ha constatado que cada
uno puede tener una respuesta diferente para un mismo

Tabla 1  Tipos de derivados naturales mas utilizados

Basados en proteinas Colageno, elastina,
laminina, fibronectina
Alginato, acido
hialurénico, agarosa,

quitosano

Basados en hidratos de
carbono

material, por lo que la extrapolacion de los resultados es
dificil.

Existen 2 tipos de abordaje cuando se utilizan estos mate-
riales, que pueden clasificarse como abordaje simple o
compuesto. El simple se refiere a que el material se implanta
directamente, sin adherir cultivos celulares. El compuesto
hace referencia a que, previamente a la implantacién, se
realizan cultivos celulares y se adhieren in vitro al material.

Los materiales que se emplean se pueden clasificar en
2 grandes grupos: bioldgicos y sintéticos. Los bioldgicos son
derivados de compuestos naturales. Muestran buena biode-
gradabilidad y buena biocompatibilidad. En muchos casos
presentan persistencia de factores de crecimiento tras el
proceso de produccion, aunque no siempre estos tienen
capacidad regenerativa. La vascularizacion del material es
mas dificil cuanto mayor sea la superficie para injertar,
lo que resulta en algunos casos en la necrosis del tejido.
En general, no presentan buenas propiedades mecanicas’.
Se subdividen en 2tipos: derivados naturales y matrices
acelulares. Los derivados naturales destacan por su escasa
respuesta inmune y por ser facilmente manipulables, con
diferentes tipos segln su origen (tabla 1). Por otro lado, las
matrices acelulares constituyen el material mas utilizado
del grupo de los bidlogicos. Para su produccion es necesaria
una decelularizacion del tejido, que deja asi una plataforma
natural para el nuevo desarrollo tisular. Habitualmente son
de origen porcino’, aunque también se realizan a partir de
otros animales. Pese a que su composicion es parecida entre
especies, existen diferencias, sobre todo, en cuanto al tipo
y a la distribucion de las fibras de colageno y elastina. Los
tipos de matrices acelulares mas utilizados se exponen en
la tabla 2. Se ha tener en cuenta que hay factores intrinse-
cos que determinan el comportamiento de la matriz, como
son la estructura «arquitectonica» de esta, su porosidad y
las técnicas de decelularizacion, esterilizacion y almacenaje
empleadas®®. En una revision publicada sobre matrices ace-
lulares se afirma que hay una tendencia a la regeneracion
parcial o total del urotelio —es mucho mas dificil la rege-
neracion de la pared muscular—, hecho que compromete el
correcto funcionamiento vesical'®. La propia matriz puede
tener factores de crecimiento enddgenos que han resis-
tido el proceso de decelularizacién. Existen algunos estudios
que han incorporado factores de crecimiento exdgenos que,

Tabla 2  Tipos de matrices acelulares mas utilizadas

Submucosa vesical (BAM: bladder acellular matrix)

Submucosa de intestino delgado (SIS: small intestinal
submucosa)

Dermis

Vesicula biliar

Membrana amniotica
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Tabla 3  Tipos de polimeros sintéticos mas utilizados

Acido poliglicélico (PGA)

Acido polilactico (PLA)

Acido polilactico-co-glicélico (PLGA)
Policaprolactona (PLC)

Acido policaprolactona-co-lactico (PCL-PLA)
Urea-uretano policarbonato (PCUU)

seglin sus autores, tienen mejores resultados en cuanto a
repoblacién celular y neovascularizacion que las que no lo
tienen. El implante de dichos factores es debatible, puesto
que no se puede asegurar su distribucion uniformey, por otro
lado, no se conoce la concentracion adecuada de estos (dosis
altas podrian afectar el proceso de cicatrizacion). Esto ha
ocasionado que los factores de crecimiento exdgenos se uti-
licen poco y que se potenciara mas la linea de investigacion
con terapia celular'"'2,

Los materiales sintéticos son «no naturales» o
«artificiales». Se puede interferir completamente en
el proceso de fabricacion y modificar asi las propiedades
de este. Pueden producirse tamanos grandes, que preser-
van una correcta estructura y fuerza tensil, y es posible
modificar la degradabilidad del producto®. Presentan menor
reconocimiento bioldgico por parte del huésped, con menos
reaccion inmunoldgica. Al no presentar actividad bioldgica,
precisan en muchos casos de la siembra de cultivos celulares
para favorecer el proceso regenerativo tras la implantacion.
Se subdividen en polimeros sintéticos y derivados de la
seda. Los polimeros sintéticos son los mas utilizados y los
que tienen mas posibilidades de procesamiento, incluso
se realizan mediante impresoras 3D. Los mas utilizados
se exponen en la tabla 3. Los derivados de la seda son
producidos in vitro a partir de gusanos de seda Bombyx
mori. Compuestos de 2 proteinas: sericina y fibroina. Desde
un punto de vista mecanico, presentan buen soporte estruc-
tural, buena elasticidad y facilidad para el procesado'>.
Se reportaron casos de hipersensibilidad relacionados con
la sericina, lo que obligé a la retirada de esta proteina
durante la fabricacion’.

Por tanto, el objetivo final de la ingenieria tisular vesi-
cal es identificar un material (asociando o no un cultivo
celular) que sea capaz de reproducir in vivo los compo-
nentes de la pared vesical y, ademas, soportar agresiones
que puedan proceder del propio huésped. El material ideal
deberia ser biocompatible, biodegradable y carente de
reaccion inmunoldgica. Ademas, deberia tener unas propie-
dades mecanicas adecuadas (elasticidad, tension de rotura)
y mantener las propiedades bioldgicas que le permitieran
funcionar correctamente como barrera urinaria.

Cultivos celulares sobre materiales experimentales

Células autégenas

Un material al que se adhieran células uroteliales y muscu-
lares lisas autogenas (células del propio individuo cultivadas
in vitro) deberia ser a priori la mejor opcion para promover
la regeneracion vesical. No presentan riesgo de respuesta
inmunoloigica. Existen varios supuestos que limitan su uso.
Por ejemplo, hay indicaciones de sustituciones o ampliacio-

nes por razones oncoloigicasy, por lo tanto, el uso de ceilulas
autogenas urinarias podriia tener riesgo de recurrencia de
la neoplasia. La mayoria de las indicaciones no oncoldgicas
actuales son de origen neuroldgico. Hay cierta controversia
al respecto: se cree que las células constituyentes de estas
vejigas neurdgenas son de por si patoldgicas puesto que en
estudios in vitro han mostrado menos contractilidad, menos
capacidad de proliferacion y de diferenciacion. Aun asi, en
estudios in vivo han mostrado un comportamiento similar al
de las células no patolégicas'.

Células madre

Hay autores que las consideran «necesarias» para conseguir
una regeneracion exitosa del tracto urinario’. Son células
no hematopoyéticas, multipotenciales y con capacidad de
diferenciarse in vitro e in vivo en diferentes lineas celula-
res. Ademas, tienen un efecto paracrino, hecho que mejora
la regeneracion tisular y la angiogénesis'®. Las células madre
adultas no presentarian los problemas éticos de las células
madre embrionarias: no presentan riesgo de rechazo inmu-
nolodgico y si presentan riesgo de transformacion neoplasica
(aunque menos que las de origen embrionario), por lo que
se ha de tener en cuenta el contexto clinico en el que se
utilizan'. La identificacion de la mejor poblacion de células
madre para su uso en tejidos urologicos aln esta por deter-
minar. En el tracto urinario se ha experimentado con células
madre de tipo mesenquimal (MSC: mesenchymal stromal
cells), adiposo (ASC: adipose stem cells), de foliculo piloso
(HFSC: hair follicle stem cells) y derivadas de la membrana
amniética’®. Dado que no son células autdgenas vesicales,
pueden tener mas predisposicion a ser alteradas por la toxi-
cidad de la orina. De todas ellas, las MSC parecen ser las mas
prometedoras. Han sido las mas utilizadas hasta ahora, hay
protocolos bien establecidos de aislamiento y crecimiento
in vitro, son seguras en cuanto a ausencia de transformacion
maligna y se pueden diferenciar en multiples lineas celu-
lares (por ejemplo, en células musculares lisas y nerviosas
presentes en el tracto urinario)'.

Cabe mencionar otra variante de las células madre, las
llamadas «células madre inducidas» (human cell reprogram-
ming). Gracias a las técnicas de transcripcion genética, se
reprograman células maduras en células madre. En el campo
uroldgico se han llegado a crear células madre inducidas
de 2tipos: prostaticas y uroteliales. Estas células tienen la
capacidad de diferenciarse posteriormente a células madu-
ras (prostata, vejiga, uréter)'’.

Experiencia clinica

En el ano 1957, Bohne et al. utilizaron moldes plasticos para
ampliar la vejiga a 7 pacientes a los que se les habia reali-
zado una cistectomia parcial, afectos de cistitis intersticial,
neoplasia vesical y tuberculosis. El molde plastico se retird
tras varias semanas y pretendia servir de andamio para que
sobre él se creara una nueva pared. Los resultados no fueron
exitosos: 3 muertos durante el postoperatorioy en el resto se
asociaron complicaciones como reflujo vesicoureteral, ure-
terohidronefrosis e infecciones urinarias. El tejido formado
era basicamente fibrotico’. Experimentos similares con mol-
des plasticos se llevaron a cabo entre 1958 (un paciente) y
1964 (28 pacientes), con resultados muy parecidos?®?2,
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En 1963, Tsuji et al. realizaron reconstrucciones vesica-
les tras cistectomia parcial o total a 4 pacientes afectos de
neoplasia utilizando vejigas de perro conservadas en for-
maldehido. Dichas vejigas servian como soporte estructural
temporal (se retiraban a las 3 semanas) para facilitar el
crecimiento sobre ellas de la nueva pared vesical. Repor-
taron que las vejigas creadas fueron de baja capacidad en
casi todos los casos?®. En 1967 se realizd un experimento
con esponjas gelatinosas en 10 pacientes, con resultados
similares a los de los estudios anteriores?*. Otro estudio rea-
lizado 3 afios mas tarde con 5 pacientes afiadié Nobecutan®
a la esponja gelatinosa?>. El Nobecutan® es un compuesto
formado por un acetato de etilo y una resina acrilica que
actia como sellante. Ademas, contiene disulfuro de tetra-
metiltiouramio, que actia como bactericida. En este estudio
con la esponja gelatinosa 'y Nobecutan® se obtuvieron mejo-
res resultados: en 4 de los 5 pacientes se reportd una
ampliacion vesical con ausencia de complicaciones, incluso
con la formacion de urotelio y de musculo en la nueva
pared.

En 1975, Kelami et al. realizaron cistoplastias de amplia-
cion a 34 pacientes (6 microvejigas, 28 neoplasias vesicales)
utilizando duramadre?. Se lograron ampliaciones vesicales
funcionales en casi todos los pacientes, aunque con mal-
tiples complicaciones como recurrencia de la neoplasia y
episodios de fuga urinaria y peritonitis. No hubo signos de
fibrosis ni retraccion a las 28 semanas de seguimiento, aun-
que no se objetivo tejido muscular en la nueva pared. En
1979, Glnther et al. realizaron ampliaciones vesicales con
duramadre a 9 pacientes, en los que destaco la formacion
de litiasis y retraccion?’. En 1989, Kakimoto et al. publica-
ron una serie de 10 pacientes con cistoplastias realizadas con
duramadre, con resultados clinicos satisfactorios?®. Reporta-
ron epitelizacién de la dura a las 8 semanas. En 1990, Romero
Pérez et al. publicaron su serie de 15 pacientes, con 5 afos
de seguimiento, sin reportar complicaciones relevantes?’.
En 1995, Arikan et al. realizaron un experimento similar con
10 pacientes, con resultados parecidos a los anteriores®. En
este grupo si se observo tejido muscular desorganizado ade-
mas de urotelio, con reportes de resultados satisfactorios a
los 3 meses en 7 de los 10 pacientes. Apenas tuvieron compli-
caciones postoperatorias, con reabsorcion de la duramadre
sobre la décima semana.

En 1977 y 1978 se publicaron 2 estudios con 13 y 4 pacien-
tes, respectivamente, los cuales tenian vejigas retractiles
por tuberculosis y cistitis intersticial®'*2. A estos se les rea-
liz6 una ampliacion vesical utilizando un material derivado
del papel de arroz japonés (Tetrapanax papyrifer) al que
aplicaron Nobecutan®. Este compuesto ejercia de molde y
lo retiraban al mes por via transuretral. El resultado mos-
tro un tejido de granulacion que cubria completamente el
material implantado. Combinando ambos estudios, se obtu-
vieron resultados «excelentes» en 14 pacientes y negativos
en 3 a 1-2 afos de seguimiento. Es dificil creer en la veraci-
dad de los resultados, puesto que informan que se multiplica
por 10 la capacidad vesical poscirugia y, ademas, con escaso
residuo posmiccional.

En 1988, Mansson et al. realizaron a 6 pacientes una deri-
vacion urinaria heterotopica (a modo de conducto ileal) con
una protesis de Biocarbon®. Este material esta compuesto en
un 99,9% de carbono vitreo, el cual es impermeable, quimi-
camente inerte y muy resistente a los acidos. Los resultados

no fueron buenos: se reportaron infecciones, fistulas urina-
rias y estenosis ureterales, con necesidad del explante de la
derivacion en casi todos los casos®:.

En 2006, Atala et al. publicaron el primer estudio en el
cual se adheria al material experimental un cultivo celular®*.
Se utilizo en 7 pacientes pediatricos afectos de vejiga neu-
régena. La nueva pared vesical se creo in vitro con colageno
o bien con un compuesto de colageno y acido poliglicélico
(PGA); a estos materiales se les anadieron células urotelia-
les y de musculo liso autdgenas. El seguimiento medio fue
de 46 meses, con buenos resultados histologicos en todos los
casos (se identifico urotelio y musculo liso en la nueva pared
vesical). Aun asi, solo se evidencié una ampliacion vesical
funcional en 2 de los pacientes (ambos con el compuesto de
colagenoy PGA). Los otros 5 pacientes no tuvieron una buena
compliance ni capacidad vesical y necesitaron cateterismos
intermitentes. También observaron mejores resultados his-
toldgicos en aquellos pacientes que cubrieron el material
con epiplon.

En 2011, Moon et al. utilizaron pericardio bovino en una
ampliacion vesical tras un cierre de fistula enterovesical®”.
Describieron que, tras la reseccion del orificio fistuloso,
el tamano vesical era pequeno y precisaba una amplia-
cion, pero no era posible utilizar intestino, dado su mal
estado (era un paciente con antecedentes de radioterapia y
varias laparotomias). Por ello, utilizaron pericardio bovino
a modo de nueva pared vesical. La cirugia fue «reparativa»,
con un seguimiento de 3 anos y sin complicaciones. En
sus resultados no reportaron datos de capacidad vesical ni
compliance.

En 2012, Caione et al. realizaron ampliaciones vesica-
les con submucosa de intestino delgado (SIS) a 5 pacientes
pediatricos con extrofia vesical previamente reparada que
presentaban vejigas retractiles de baja capacidad®. En los
5 pacientes se utilizd SIS sin cultivo celular asociado. A
los 6 meses se habia logrado incrementar ligeramente la
capacidad y a los 18 meses esta permanecia estable. La
nueva pared presentaba una histologia parecida a la normal
(urotelio, musculo liso, fibras nerviosas, neovasos, abun-
dante colageno-in y sin evidencia de SIS). Utilizaron un
grupo control con pacientes sanos: destacaba que el ratio
musculo/colageno era menor en los operados que en el
control. No se evidenciaron complicaciones a 3 anos de
seguimiento. A pesar de ello, no reportaron unos benefi-
cios clinicos funcionales significativos, dado que el aumento
de capacidad y compliance vesical fue menor del espe-
rado, quizas por esta relacion musculo/colageno inferior a la
normal.

En 2015, Bivalacqua et al. hicieron publico el inicio de un
ensayo clinico de fase 1 en humanos que consistia en reali-
zar una derivacion urinaria heterotdpica artificial (a modo de
conducto ileal) a la que llamaron NUC (neo-urinary conduit)
en 9 pacientes tratados mediante cistectomia radical®’. Este
NUC estaba confeccionado in vitro y se componia de una
matriz biodegradable de PGA con células de musculo liso
autogenas. Estas células se obtenian del propio tejido graso
subcutaneo del paciente, se cultivaban y luego se sembra-
ban sobre el biomaterial. Durante el tiempo quirurgico, el
NUC era recubierto por epiplon del propio paciente con el
objetivo de favorecer su vascularizacion. A las 7 semanas,
las biopsias efectuadas en el NUC describian urotelio y célu-
las musculares lisas desorganizadas. Los ultimos resultados

Como citar este articulo: Gasanz C, et al. Estado actual de la ingenieria tisular aplicada a la reconstruccion vesical en
humanos. Actas Urol Esp. 2018. https://doi.org/10.1016/j.acuro.2017.11.005




+Model

ACURO-1055; No. of Pages7

6

C. Gasanz et al.

que reportaron fueron a los 10 meses del implante, en los
que persistia la misma celularidad, pero mas desarrollada y
organizada, asi como estroma fibrovascular y fibras nervio-
sas.

Discusién

La busqueda de una técnica, material y grupo celular ade-
cuados para realizar una ampliacion o sustitucion vesical
funcional es dificil. No hay que tener solo en cuenta la
competencia estructural del tejido o la respuesta bioldgica
natural de este, sino que deben anadirse los efectos toxicos
de la orina.

Actualmente se podria decir que la ingenieria tisular
vesical «clinica» es anecddtica. Partiendo de los experi-
mentos en modelo animal, si hubiera que elegir con las
pruebas existentes una técnica para realizar una ampliacion
(plantear la sustitucion es mas complejo), probablemente
habria que escoger una matriz acelular o bien un polimero
sintético y adherirles in vitro células uroteliales y muscu-
lares lisas autdgenas (o anadir células madre), cubriendo
el injerto con epiplon en el momento de la cirugia. El
seguimiento deberia ser a largo plazo, estricto, incluyendo
pruebas de imagen, urodinamicas e, idealmente, biopsias de
control.

En cuanto a la formacion del nuevo tejido, cabe destacar
que no solo es importante una regeneracion del urotelio,
sino también del musculo liso. La regeneracion urotelial
parece mas sencilla y se ha logrado con muchas combi-
naciones, tanto de material aislado como combinado con
cultivos celulares. Uno de los grandes problemas es que en
muchas ocasiones la regeneracién muscular es solo parcial,
es estructuralmente desorganizada, no esta bien integrada
con el resto de la vejiga o bien carece de vascularizacion e
inervacion. En muchos estudios, tanto en animales como en
humanos, dicha regeneracion muscular es aberrante, insufi-
ciente o directamente es un tejido fibroso retraido, lo que
provoca que la vejiga no sea funcional. Es importante tener
en cuenta que no es lo mismo realizar un reservorio artifi-
cial incontinente que uno continente, y que es fundamental
en este ultimo el papel del musculo liso para el correcto
funcionamiento.

Conclusion

A pesar del desarrollo de la terapia celular y del progreso en
la fabricacion de biomateriales, la aplicacion clinica real de
estos en la reconstruccion vesical no es inminente y continta
siendo un reto a dia de hoy. Es preciso realizar mas estu-
dios, aumentar el nimero de pacientes incluidos, el tiempo
de seguimiento y estandarizar las pruebas funcionales de
control. Solo asi se podra hallar un biomaterial —con o sin
cultivo celular anadido— que desplace al tejido intestinal
como gold standard de sustituto vesical.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS

En un modelo experimental porcino, la utilizacion de una matriz de coldgeno y elastina asociada a

peritoneo parietal favorece la regeneracion tisular en la reparacion de un defecto vesical.
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OBJETIVOS

Analizar macroscopicamente la nueva pared vesical a las 6 semanas de la intervencion y
comparar los resultados entre los grupos de animales sometidos a peritoneocistoplastia con y sin
matriz de coldgeno y elastina. Se comparara cualitativamente la presencia de seroma, signos de
infeccion, areas adelgazadas, defectos de continuidad y cualquier otro hallazgo macroscopico
relevante. Ademads, se analizard cuantitativamente la retraccidon y se comparard entre ambos

grupos.

Analizar microscopicamente la nueva pared vesical a las 6 semanas de la intervenciéon y
comparar los resultados entre los grupos de animales sometidos a peritoneocistoplastia con y sin
matriz de colageno y elastina. Se comparara cuantitativamente la presencia de fibrosis y de
neoangiogénesis en ambos grupos. Ademads, se describira cualitativamente la organizacioén
celular, la presencia de células transicionales, la existencia de restos de biomaterial, la presencia

de fibras musculares y cualquier otro hallazgo anatomopatologico relevante.

Finalmente se analizard y comparara el resultado funcional vesical mediante un estudio de

presion/volumen, que se realizara antes de la cirugia y a las 6 semanas de seguimiento.
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METODOLOGIA
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Tipo de estudio, participantes y consideraciones éticas

Se trata de un estudio experimental prospectivo y aleatorizado realizado en modelo porcino.
Se llevo a cabo entre 2014 y 2017 en el Institut de Recerca Vall d’Hebron (VHIR). Se asigno
aleatoriamente a los animales en dos grupos: grupo 1 y grupo 2. A los sujetos del grupo 1 se les
realizd6 una peritoneocistoplastia con biomaterial; a los del grupo 2 se les realizd6 una
peritoneocistoplastia sin biomaterial. Se utilizaron 16 hembras porcinas (Large White x Landrace)
de 3 meses de edad aproximadamente y pesos entre 23 y 44 kg. Se utilizaron hembras por la
facilidad del sondaje uretral. El tiempo de supervivencia de los animales hasta la eutanasia fue de 6
semanas, que consideramos adecuado de acuerdo a estudios previos [49-51] y a las posibilidades de
estabulizacion de nuestro centro. El proyecto fue aprobado por el Comité Etico de Experimentacion
Animal (registro 20/13) del VHIR de acuerdo a las directivas de la Union Europea (2010/63/EU).
La justificacion para utilizar el cerdo como modelo experimental fue su compatibilidad con las
técnicas a realizar, su similitud anatémica con el ser humano y el facil manejo quirrgico de la
vejiga. Dentro del marco de referencia IDEAL-Device (Idea, Development, Exploration,
Assessment, Long term study) para el desarrollo de un nuevo producto médico, el estudio se

clasifica en estadio 0 (preclinico) [44].

Preparacion del injerto

El injerto de peritoneo parietal se obtuvo disecando un fragmento de 10 x 10 cm de la pared
abdominal anterior; una vez disecado, este fragmento se doblaba por la mitad para mejorar su
consistencia y se almacenaba en un contenedor con suero fisioldgico a temperatura ambiente hasta
que ser utilizado durante el transcurso de la cirugia. La matriz de colageno y elastina (Matriderm®,

MedSkin Solution Dr. Suwelack AG) la aport6 de forma gratuita la empresa Bioser, distribuidora en
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Espaia del biomaterial. La razon para utilizar este biomaterial fue la disponibilidad de éste en
nuestro hospital (en la unidad de quemados). Consiste en una matriz acelular de 1 mm de grosor
formada por coladgeno y a-elastina, ambos de origen bovino [45]. En reconstrucciones cutaneas tras
traumatismos y quemaduras ha demostrado promover la regeneracion tisular facilitando la

proliferacion celular y la neoangiogénesis [46—48].

Procedimiento quirurgico

La cirugia se realizaba bajo anestesia general. El primer paso era colocar una sonda vesical
de 3 luces y realizar un estudio funcional de presién/volumen, como se explica mas adelante.
Posteriormente se realizaba una laparotomia media infraumbilical, se abria la cavidad peritoneal
localizando la vejiga y se resecaba un fragmento de 5 x 5 cm de la cara anterior de ésta. Una vez
comprobado que la sonda vesical estaba indemne, se sustituia la pared vesical resecada por el
injerto de peritoneo parietal mas el biomaterial (se adherian perfectamente por contacto sin
necesidad de suturas o adhesivos) o bien se utilizaba el injerto de peritoneo parietal de forma
aislada. Para realizar la cistoplastia se utilizaban dos suturas hemicontinuas de poliglecaprona 4-0
(Monocryl®, Ethicon). El biomaterial siempre se colocaba en la cara interna vesical. Se realizaban
puntos de referencia con polipropileno 2-0 (Prolene®, Ethicon) en los bordes de la reseccion (en la
serosa) para facilitar la localizacion de la zona de la cistoplastia a posteriori. Tras la cirugia los
animales permanecian en el mismo estabulario hasta la eutanasia (a la sexta semana) controlando
diariamente el peso e identificando las posibles complicaciones postoperatorias. La sonda vesical se

retiraba al final de la segunda semana postoperatoria (entre el dia 10 y el 14).
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Estudio histoldgico

El andlisis anatomopatologico se realizo en el Servicio de Anatomia Patologica del Hospital
Vall d’Hebron. Las piezas de cistectomia se analizaban de forma macroscopica estudiando
cualitativamente la presencia de seroma y/o de exudado purulento (A: ausencia; B: presencia) y el
perimetro de la cistoplastia (A: integracion completa; B: é4reas adelgazadas o defectos de
continuidad). Asimismo se describia cualquier otro hallazgo macroscopico relevante. Por otro lado,
se analiz6 cuantitativamente la superficie de la nueva pared calculando el porcentaje de retraccion.
Para el estudio microscopico se seleccionaron 6 zonas representativas: 2 muestras de la nueva
pared, 2 muestras del area de transicion y 2 muestras de la pared vesical normal. A los fragmentos
se les realizaron tinciones con hematoxilina-eosina (H&E), tricromico de Gomori y elastica de Van
Gieson. Las muestras se describian cualitativamente en términos de morfologia y organizacion
celular, presencia de células transicionales y restos de biomaterial. Se estudi6 cuantitativamente la
fibrosis de la nueva pared vesical con una magnificacion 40x (4x objetivo y 10x ocular) utilizando
un histoscore (H-score). El calculo H-score se hacia evaluando el porcentaje de fibroblastos y su
intensidad en la tincion de tricromico de Gomori (0: ausencia de tincion; 1+: débil; 2+: moderada;
3+: intensa). El resultado final (en rango 0-300) se realizaba: [1x(% células 1+) + 2x(% células 2+)
+ 3x(% células 3+)]. Por otro lado, se cuantificaba el nimero de vasos sanguineos de la nueva pared
vesical realizando un contaje manual; el valor de cada muestra se obtenia de realizar la media
aritmética en 10 campos microscopicos (a 40x aumentos) del numero de vasos contabilizados por

campo.
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Estudio funcional

Se realizaba al principio de cada una de la cirugias, es decir, antes de la cistoplastia inicial y
antes de la eutanasia, a través de una sonda vesical de tres vias de 18 Ch conectada a un monitor de
presion. Se procedia al llenado vesical con suero fisioldgico a una velocidad aproximada de 25 mL
por minuto. La presion y volumen méximo de la vejiga se fijaba en el momento que detectabamos
la salida de liquido perisonda. Cabe destacar que el estudio funcional pre-eutanasia se realizaba
después de la laparotomia media, una vez la vejiga estaba expuesta; de esta manera se podian
observar los posibles defectos de expansion de la nueva pared vesical o bien pérdidas de liquido por

solucion de continuidad.

Analisis estadistico

El nimero total de animales se calculo tras los resultados preliminares en relacion a la
retraccion de la nueva pared vesical (asumimos una diferencia de un 60% entre grupo 1 y grupo 2).
Con una potencia de 0.8 y un riesgo alfa de 0.05, necesitdbamos 7 animales por grupo para hallar
diferencias significativas. Una vez finaliz6 el experimento y organizada la base de datos, se realizd
un analisis univariante para describir los cambios de peso de los animales, la retraccion, los cambios
de presion y volumen, el histoscore de fibrosis y el nimero de vasos formados en la nueva pared.
Las comparaciones entre el grupo 1 y el 2 se analizaron con el test U Mann-Whitney mediante

SPSS® (V24.0), definiendo estadisticamente significativo los valores de p < 0.05.

En el Articulo original se especifica con mas detalle algunos aspectos relacionados con el material

y métodos del estudio experimental.
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ARTICULO ORIGINAL

Use of an acellular collagen—elastin matrix to support bladder regeneration in a porcine
model of peritoneocystoplasty.
Gasanz C, Raventos C, Temprana J, Esteves M, Fonseca C, de Torres IM, Morote J. Central

European Journal of Urology. 2018.

Abstract

Introduction: Bladder reconstruction without using the intestine remains a challenge to this day
despite the development of new biomaterials and cell cultures. Human bladder engineering is
merely anecdotic, and mostly in vitro and animal studies have been conducted.

Material and Methods: In our study using a porcine model, we performed a bladder augmentation
using an autologous parietal peritoneum graft (peritoneocystoplasty) and determined whether the
attachment (group 1) or not (group 2) of an acellular collagen—elastin matrix had better histologic
and functional results. Thus far, peritoneocystoplasty has rarely been performed or combined with a
biomaterial.

Results: After 6 weeks, we observed different degrees of retraction of the new bladder wall in both
groups, although the retraction was lower and the histological analysis showed more signs of
regeneration (neoangiogenesis and less fibrosis) in group 1 compared with group 2. No transitional
cells were found in the new bladder wall in any of the groups, and no differences were observed in
the functional test results.

Conclusions: Performing a peritoneocystoplasty is an easy and safe procedure. The data supports
the benefit of an acellular collagen—elastin matrix to reinforce bladder regeneration. However, we
observed too much retraction of the new wall and the histologic results were not good enough to

consider it an appropriate cystoplasty technique.
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Introduction Bladder reconstruction without using the intestine remains a challenge to this day despite
the development of new biomaterials and cell cultures. Human bladder engineering is merely anecdotic,
and mostly in vitro and animal studies have been conducted.

Materials and methods In our study using a porcine model, we performed a bladder augmentation using
an autologous parietal peritoneum graft (peritoneocystoplasty) and determined whether the attachment
of an acellular collagen-elastin matrix (Group 1) or lack of (Group 2) had better histologic and functional
results. Thus far, peritoneocystoplasty has rarely been performed or combined with a biomaterial.
Results After 6 weeks, we observed different degrees of retraction of the new bladder wall in both groups,
although the retraction was lower and the histological analysis showed more signs of regeneration (neo-
angiogenesis and less fibrosis) in Group 1 than when compared with Group 2. No transitional cells were
found in the new bladder wall in any of the groups, and no differences were observed in the functional
test results.

Conclusions Performing a peritoneocystoplasty is a easy and safe procedure. The data supports the ben-
efit of an acellular collagen—elastin matrix to reinforce bladder regeneration. However, in our study we
observed too much retraction of the new wall and the histologic results were not acceptable to consider
it an appropriate cystoplasty technique.

Key Words: acellular matrix <> bladder regeneration <> biomaterial > peritoneocystoplasty

o tissue engineering

INTRODUCTION

Bladder reconstructive surgery encompasses surgi-
cal procedures involving the substitution or enlarg-
ing of the bladder. Radical cystoprostatectomy due
to muscle-invasive bladder cancer is the most preva-
lent condition warranting the removal and substitu-
tion of the urinary bladder [1]. Augmentation cys-
toplasty is required in certain types of neurogenic
bladder dysfunction, interstitial cystitis (painful
bladder syndrome), and severe radiation- induced

Cent European J Urol. 2018; 71:

or urogenital tuberculosis contracted bladder. Cur-
rently, the human intestine is used in daily clinical
practice to substitute or enlarge the bladder. It has
many drawbacks, not only due to bowel resection,
but also to relevant complications related to the con-
tact of the urine with a tissue not biologically pre-
pared for this purpose, which involves an increase
in morbidity rates [2, 3]. Bladder tissue engineering
is dedicated to design and produce a material that can
replace the bladder tissue instead of using the intes-
tine. Mostly in vitro and animal studies have been

doi: 10.5173/ceju.2018.1735
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conducted with different types of biomaterials, cell
cultures and growth factors [4]. However, the human
bladder engineering is merely anecdotic and remains
an enormous challenge to this day [5, 6, 7]. The ideal
material should be readily biodegradable, biocompat-
ible and useful as a scaffold, so that it could host tis-
sue development [8, 9].

In our study using a porcine model, we made blad-
der augmentations using an autologous parietal
peritoneum graft (peritoneocystoplasty) and deter-
mined whether the attachment or not of an acellu-
lar collagen—elastin matrix to this peritoneum graft
had better histologic and functional results. Thus
far, peritoneocystoplasty has rarely been performed
or combined with a biomaterial.

MATERIAL AND METHODS

The animals were divided in two groups: Group 1
was peritoneocystoplasty plus biomaterial and Group
2 was peritoneocystoplasty without the biomaterial.
The total survival time of the animals was six weeks.

Animals and ethics statement

Experiments were performed on 16 female hybrid
pigs (Large White x Landrace) weighing 27-40 kg.
All procedures were approved by the Animal Experi-
mentation Ethics Committee (registration number:
20/13) of the Vall d'Hebron Research Institute and
conducted in compliance with the Spanish legisla-
tion in accordance with the European Union direc-
tives (2010/63/EU). The experiment was categorized
as a stage 0 (preclinical study) for the evaluation
of a new medical product according to IDEAL-Device
(Idea, Development, Evaluation, Assessment and
Long-term) [10].

Graft preparation

The biomaterial consists of a 1 mm-thick structurally
intact native collagen matrix coated with a-elastin hy-
drolysate of bovine origin (Matriderm®, MedSkin So-
lution Dr. Suwelack AG, Germany). It is sterilized by
gamma irradiation after freeze-drying and is stored
at room temperature. It has been tested in clinical
trials to treat full-thickness burns, trauma and re-
constructive wounds. It has shown good results when
applied simultaneously with split-thickness skin
grafts in single-stage operative procedures. The ma-
terial promotes cell migration and proliferation and
encourages early neoangiogenesis [11, 12]. We also
used a parietal peritoneum graft obtained through
a midline down laparotomy. A 10X10 cm graft was
completely dissected from the anterior abdominal

wall musculature. The graft was later taken folded
in half, and then folded in half again. It was stored
in a covered container with a 0.9% sterile saline solu-
tion at room temperature.

Anesthesia and surgical procedure

A urinary catheter was inserted before initiating the
surgical procedure to perform the first functional test
(as explained in the functional test section). A lower
midline laparotomy incision was performed to ac-
cess the peritoneal cavity. After a general inspection,
we completely dissected the peritoneum graft from
the anterior abdominal wall musculature and stored
it. Afterwards, we located the bladder and performed
a 5X5 cm exeresis of the anterior wall. Afterwards,
we made simple interrupted stitches of polypropylene
(Prolene®, Ethicon) around the edges of the exeresis
(in the serous membrane) as reference points. Six
weeks later, these marks helped us to identify the sur-
gical borders and measure macroscopically the even-
tual graft shrinkage. After performing these referral
stitches, we randomly divided the pigs in two groups.
In Group 1, we substituted the resected bladder wall
with a 5X5 ecm compound graft of peritoneum plus
the biomaterial. Both were attached easily by con-
tact in the operating theater without glue or stitches.
The biomaterial was in the inner part of the bladder
and the peritoneum was in the outer part. The graft
was sutured to the bladder wall (all layers) with two
running stitches of poliglecaprone 4-0 (Monocryl®,
Ethicon). In Group 2, we performed the same pro-
cedure, but only with the peritoneum graft without
attaching the biomaterial. The final macroscopic re-
sults are shown in Figure 1. The animals kept the
urinary catheter for 10 days. After six weeks, we re-
peated the functional test and performed the cystec-
tomy and euthanasia. The animals were euthanized
by receiving an anesthetic IV overdose of 2 g of tio-
barbital (Tiopental®, B. Braun Melsungen AG).

Specimen harvest and histological procedures

The gross examination analysis of the bladder, sub-
sequent to euthanasia, involved four steps: identify
the new bladder wall formed from the graft, study
the seroma formation, local infection, and tissue in-
tegrity. In measuring the new bladder wall, the poly-
propylene stitches previously placed along the edges
of the resected area were very useful. We obtained
this measure in centimeters and calculated the even-
tual shrinkage rate of the new wall. We used quali-
tative scales to evaluate the rest of the parameters.
First, the seroma in the new wall was classified into
A (no alteration) or B (mild or massive seroma).
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Second, we evaluated whether signs of infection
were present and categorized the signs as either A
(no alteration) or B (purulent exudate). Lastly,
we carefully examined the perimeter of the graft
to study the tissue integration with the normal
bladder wall and classified it as either A (complete
integration) or B (narrow areas at the edges or lack
of integration). The histological analysis was per-
formed by selecting six representative sections of the
bladder (new wall, transition zones and normal wall).
These tissue sections were fixed in 4% paraformalde-
hyde, embedded in paraffin, and sectioned at 4 um.
These sections were stained using the hematoxylin
and eosin (H&E), Gémori trichrome and Elastica
van Gieson. The slides were qualitatively assessed
for cellular organization with regard to the vessel
density, cellular infiltration, fibrosis, presence of uro-
thelial cells and traces of the biomaterial. The quan-
tification of fibrosis and vascular rate was counted
on a light microscope at 40x magnification field
(4x objective and 10x ocular). To quantify the fibro-
sis, we used an histoscore (H-score) that was calcu-
lated by assessing the percentage of fibrosis cells and
the intensity of the Gomori staining (graded as O:
non-staining; 1+: week; 2+: moderate; 3+: strong).
The final score was calculated [1x(% cells 1+) + 2x
(% cells 2+) + 3x(% cells 3+)], and it ranged from
0 to 300. The blood vessels were quantified by aver-
aging the total number in 10 different microscopic
fields of the new bladder wall per animal.

Functional test

A volume/pressure test by filling the bladder to the
leak point was performed just before the first surgery
and before euthanasia. We used an 18 Ch double-lu-
men urinary catheter connected to a custom-designed
software, and we filled the bladder with normal sa-
line at 25 mL/min. We set the maximum bladder
capacity when the pericatheter leak was detected.
Note that the functional test before euthanasia was
made after the laparotomy, so that we could observe
how the bladder was expanding throughout the fill-
ing process, especially in the graft area.

Statistical analysis

Total number of animals was calculated after the
preliminary results in relation to the retraction rate
(we presumed a difference of 60% between Group
1 and 2). With a power (1- B-risk) of 0.8 and a-risk
of 0.05, we needed 7 animals per group to find sig-
nificant statistical differences. Univariate analy-
sis was used to describe the animal weight, retrac-
tion, differences in maximum volume and pressure,

Figure 1. Representative macroscopic steps of the implanta-
tion procedure. A. Peritoneum + biomaterial cystoplasty.

B. Peritoneum cystoplasty. C. Anterior abdominal wall after
removing the peritoneum graft. D. Peritoneum graft.

H-score and number of vessels. In order to describe
the variables we calculated the mean, median, vari-
ance and standard deviation. Comparisons between
Group 1 and Group 2 were analyzed with the Mann-
Whitney U test using SPSS® (V24.0). Statistically sig-
nificant values were defined as p <0.05.

RESULTS

General considerations and complications
of the surgical procedure

The original idea of dividing the animals into two
exact groups was not possible in three cases because
of the fragility of the peritoneum graft. We could not
perform adequate stitches because they provoked
ruptures at the graft edges. In these three cases, we
added the biomaterial to strengthen the peritoneum
graft. Thus, we used 11 peritoneum plus biomaterial
grafts (Group 1) and 5 peritoneum grafts (Group 2) in
total. As a serious complication, one animal (Group 1)
required further surgery because of an intraperito-
neal urinary leakage caused by the partial rupture
of the graft suture line, which was successfully re-
paired. We noticed the importance of cutting the
tip of the urinary catheter (respecting the balloon)
to prevent graft damage. All the animals were
weighed twice: at the beginning and after six weeks.
Results are shown in Table 1.
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Macroscopic examination

We did not observe seroma, local infection, or lack
of integration in any of the groups after six weeks.
In two cases belonging to Group 1, a 1X1 cm stone
attached to the new bladder wall was observed (Fig-
ure 2D). The mean retraction in Group 1 was 28.6%
(10-80%) and that in Group 2 was 72% (60-80%),
which was statistically significant (p = 0.007). Macro-
scopically, that difference was self-evident, as shown
in Figure 2. In all cases we observed a correct wall
thickness without narrow areas (Figure 3).

Histological analysis

In Group 1, the H&E stain examination (Figure 4) of
the new-born bladder wall tissue at six weeks showed
mucous ulceration, moderate fibrosis tissue, glandu-
lar cystic cystitis, poor neovascularization and hardly
any bundle of disorganized smooth muscle tissue. No
urothelial cells were observed in the new bladder wall,
although we observed emerging signs of urothelial
epithelization and chronic inflammatory eosinophilic
response at the edges. Most of the new vessels were
found to be subepithelial, and fibrosis was predomi-
nantly found in the deepest part of the tissue (Figu-
re 5). In addition, traces of the monocryl stitches were
found, but there were hardly any traces of the bio-
material. In Group 2, the H&E stain showed mucous
ulceration, massive fibrosis tissue and lack of urothe-
lium and muscle tissue. Using the Gomori trichrome
stain, the mean H-score assessment of fibrosis was 40.9
(10-65) for Group 1 and 129 (50-220) for Group 2, and
the difference was statistically significant (p = 0.007).
To quantify the vessels of the new wall, we used the
H&E and the Elastica van Gieson stain. The average
number of blood vessels per field in Group 1 was 61.3
(12-103) and 33.8 (17-52) in Group 2, and the differ-
ence was also statistically significant (p = 0.03).

Functional results

The test was finally conducted on 9 animals (Group
1: 6, Group 2: 3) because placing the urinary catheter
in the rest of the them was not possible because of
urethral anatomical limitations. The mean pressure
variation in Group 1 was 3.5 mmHg and that in Group
2 was —0.3 mmHg, which was not statistically signifi-
cant (p = 0.051). Results are shown in Table 1.

DISCUSSION

Obtaining the best technique and material to per-
form an augmentation cystoplasty or a bladder sub-
stitution without using the intestine remains a chal-

Table 1. Results of the variables investigated and comparison
between groups

Variable* Group 1 Group 2 p-value
Weight increase, kg 59+29 8.2+3 0.18
Retraction raté, % 7 28.6 119:5 72 J_r8.37 . <0.05
Fibrosis H—sco}e 40.9 118:2 129 164 <0.05
Vessels, ** 7 61.3 J_r24:8 33.8 J_r13:6 <0.05
Volume variaﬁon, mL 7 30 ir103.77 -46.6 J_r617.1 . 0.16
Pressure variaﬁon, mrﬁHg 3.5 ir2.3; -0.3 127 . 0.051

* Values are reported as mean * standard deviation
** Average number of blood vessels per field (40x magnification)

Figure 2. Macroscopic overview 6 weeks post-surgery.
A, B. Mild retraction in Group 1. See the polypropylene marks
in figure 2B. C. Major retraction in Group 2. D. Stone attached
to the new bladder wall in Group 1.

lenge [13, 14]. Nowadays, they can only be offered
within a clinical trial setting. Since the announce-
ment of the in vitro urinary bladder reconstruction
by Atala et al., interest in bladder tissue engineering
has increased [15]. To date, only 18 studies have been
conducted on humans (approximately 169 patients)
using biomaterials and all the other studies have
been performed using animal models or based on in
vitro tests [6, 16]. The different biomaterials can be
classified into naturally derived scaffolds (collagen,
alginate, elastin, fibronectin, and hyaluronic acid),
acellular tissue matrices (bladder acellular matrix,
small intestinal submucosa, dermis, gallbladder, and
amniotic membrane), and synthetic scaffolds (silk-
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Figure 3. Representative samples of the bladder wall thickness
in Group 1. A. Transition area between normal bladder and
new wall, with the polypropylene marks. B. Mid-sagittal plane
of the new wall.
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Figure 4. Representative histological overview (hematoxylin
and eosin) after 6 weeks in Group 1. A. Transition area. Uro-
thelial cells are only present in the normal bladder (right part).
B. Inflammatory response (left), matrix traces (right). C. Ves-
sels in the new wall.

based materials and different types of poly-a-esters
as polyglycolic acid) [17]. There are studies that have
incorporated exogenous growth factors to the bio-
material in order to promote better results in terms
of cellular repopulation and neovascularization.

ew’ ww;m-wam

trichrome) after 6 weeks. A. Transition area in group 1. See
muscle fibers at the right part trying to emerge to the new
wall (left part). B. Fibrosis (H-score 3+) in group 2. C. Pre-
dominantly the new born tissue was in the inner part and the
fibrosis was in the outer part, in Group 1.

Incorporating these factors could be debatable, since
sometimes their uniform distribution cannot be as-
sured and high doses could affect the healing process
[8, 18]. In general, experimental models conducted
are complex and they usually require autologous
or stem cell cultures and laboratory procedures that
are difficult to perform in daily clinical practice. Fur-
thermore, a well-stablished previous plan is always
needed, and thus the use of biomaterials, cell cultures
and exogenous growth factors cannot be decided upon
the perioperative period (e.g., if the surgeon consid-
ers that the intestine cannot be used). Our main rea-
son to perform peritoneocystoplasty with a parietal
peritoneum graft was due to the relative ease of the
technique and its reproducibility, the capability to do
it without cell cultures and other in vitro procedures,
and its limited experience as a bladder substitute tis-
sue and in combination with a biomaterial. In 1988,
Youssef et al. performed bladder augmentations in
rats using a peritoneal graft with a polyglycolic acid
mesh [19]. After the first month, the histological
analysis showed a transitional epithelium and mus-
cle fibers on the new wall. In 1990, Weingarten et al.
performed myoperitoneocystoplasties in six ferrets
reporting a median increase of 67% of the bladder ca-
pacity, transitional epithelium on the new wall, and
no complications [20]. Close et al. published a group
of 10 peritoneocystoplasty procedures in a sheep
model with poor results. The bladder capacity did not
increase, and the histological analysis showed an ex-
tensive fibrosis of the new wall [21]. In humans, two
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similar studies (21 patients in total) used a peritoneal
flap to cover a bladder auto-augmentation [22, 23].
After detrusorrhaphy, a segment of the peritoneum
was harvested by making an inverted U incision and
tacking it to the bladder to promote the expansion
of the exposed urothelium. The results were not sat-
isfactory in functional terms. Our reasons for using
an acellular collagen—elastin matrix were its avail-
ability in the burn unit of our hospital and the lack
of experience in experimental bladder surgery with
this type of biomaterial and peritoneum. This matrix
acts as a scaffold to promote bladder regeneration,
it is biodegradable and easy to handle, and does not
induce an immune response. In general, it has bet-
ter results in urothelial epithelialization rather than
in muscle fiber regeneration, therefore it can finally
affect the functional outcomes [24].

Our results in a pig model showed that performing
a peritoneocystoplasty using the parietal peritoneum
graft was not a good choice because the new wall was
contracted and was mainly composed of fibrotic tis-
sue. However, when we added an acellular collagen—
elastin matrix to the peritoneum graft, the results
were better because the retraction rate was lower
and the histological analysis showed more signs of re-
generation (greater number of vessels and less fibro-
sis). Nevertheless, in that last group the retraction
was also high, and we found a urinary stone attached
to the new bladder wall (inner part) in two animals.
We did not observe transitional cells on the new wall
in any of the groups. We believe that this outcome
was probably due to the limited survival time accord-
ing to other studies [8, 24, 25]. We want to emphasize
that in bladder regeneration, not only is the presence
of urothelial cells important, but also the muscle fi-
ber regeneration, which we did not properly observe
in any of the groups. Previous studies on animals
and humans showed good results in terms of uro-
thelial re-epithelialization, but with an inadequate
muscle regeneration because it was incomplete, dis-
organized, not well integrated into the new wall, and
without adequate vascularization or innervation [7].
This fact determines the final bladder functionality
[24, 26]. Some studies have even performed a specif-
ic mechanical analysis to study the tensile strength
of the new wall [27, 28]. In terms of the high rate
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Los resultados de nuestro estudio en modelo porcino mostraron que realizar una
peritoneocistoplastia utilizando un injerto de peritoneo parietal no era una buena eleccion dado que
la nueva pared estaba retraida y mayoritariamente estaba compuesta por tejido fibrotico. Sin
embargo, si afladiamos una matriz de coldgeno y elastina los resultados eran mejores puesto que la
retraccion era menor y la histologia de la nueva pared mostraba mas indicios de regeneracion
(mayor numero de vasos y menor fibrosis). Aun asi, también en este grupo la retraccion fue mas
elevada de lo deseable y ademas en dos animales observamos la formacion de litiasis adheridas a la
nueva pared. Sobre este ultimo aspecto se debe recordar que no solo hay que tener en cuenta la
competencia estructural del tejido sino que deben anadirse los efectos toxicos de la orina sobre un
material heterogeno pudiendo favorecer la litogénesis urinaria. Por otro lado, no observamos la
presencia de epitelio de transicion en ninguno de los grupos aunque si estaba presente en los bordes.
Creemos que si la supervivencia de los animales hubiera sido mayor probablemente se hubiera
acabado epitelizando la nueva pared tal y como reportan otros estudios [49—51]. Por otro lado, la
degradacion del biomaterial a las 6 semanas fue la esperada de acuerdo a experiencias previas que
habian utilizado un material similar en reconstrucciones tanto de vejiga como de otros 6rganos [52].
Los resultados funcionales no difieren entre grupos a pesar de las diferencias de retraccion.
Posiblemente la vejiga sea capaz de compensar los cambios estructurales de la nueva pared y por lo
tanto se pueda mantener el volumen y presion maximas.

Como limitacion principal del estudio, creemos que la estabulizacion de los animales
deberia haber sido mayor para favorecer mayor regeneracion de la nueva pared. Por otro lado, la
debilidad del peritoneo para realizar la cistoplastia hizo que en algunos individuos nos viéramos
obligados a afadir el biomaterial para mejorar estructuralmente la nueva pared. Esto hizo que los
grupos finalmente fueran desiguales en cuanto a numero. Por ultimo, el estudio funcional no se hizo

en todos los animales debido a la imposibilidad de cateterizar la uretra en algunos de ellos. En éstos
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el sondaje se hizo anterdégrado durante la cirugia una vez abierta la vejiga y por lo tanto no fue
posible realizar el estudio funcional.

La razén para realizar una peritoneocistoplastia con un injerto de peritoneo parietal fue la
simplicidad y reproducibilidad de la técnica, la escasa experiencia en su uso, la capacidad de
realizacion del procedimiento sin utilizar cultivos celulares ni procedimientos previos in vitro y la
falta de experiencia en combinar dicho injerto en vejiga con un biomaterial. En 1988, Youssef et al.
realizaron ampliaciones vesicales en rata utilizando un injerto de peritoneo parietal en combinacioén
con una malla de acido poliglicolico [53]. Tras el primer mes, el andlisis histologico mostro
epitelizacion urotelial y formacion de fibras musculares en la nueva pared. La malla se degrado
parcialmente y dio estabilidad a la nueva pared, aunque predispuso a la formacidén de litiasis
urinarias. En 1990, Weingarten et al. realizaron mioperitoneocistoplastias en 6 hurones reportando
incrementos medios de la capacidad vesical del 67%, epitelizacion con células transicionales en la
nueva pared y ausencia de complicaciones [54]. Close et al. publicaron una serie de 10
peritoneocistoplastias en modelo ovino obteniendo malos resultados, puesto que no se aumentod la
capacidad vesical y el andlisis histologico mostr6é una fibrosis mayoritaria de la nueva pared [55].
En humanos, existen dos trabajos similares (21 pacientes en total) en los que se cubre un
autoaumento vesical (tras seromiotomia) con un colgajo de peritoneo parietal [56, 57]. En estos
estudios los resultados no fueron satisfactorios en términos funcionales (no incremento de
capacidad ni compliance), especialmente en aquellas vejigas que inicialmente tenian menor
capacidad. Nuestra decision de utilizar una matriz de colageno y elastina fue la experiencia ya
existente con este biomaterial en otros modelos de cirugia vesical experimental y su disponibilidad
en nuestro centro (utilizado en la unidad de quemados). El uso de este tipo de material -siempre en
cirugia experimental- ha demostrado que puede favorecer la regeneracion parcial o total del

urotelio, es biodegradable, tiene poca respuesta inmunogénica y es facil de manipular. Sin embargo,
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los resultados publicados en cuanto a regeneracion de fibras musculares no son buenos,
comprometiendo asi la correcta funcionalidad vesical [50].

La busqueda de una técnica, material y grupo celular adecuado para realizar una ampliacion
o sustitucion vesical funcional es compleja puesto que no solo se debe tener en cuenta la
competencia estructural del tejido o la respuesta biologica natural de éste, sino también los efectos
toxicos de la orina. Como ya se ha comentado anteriormente, en cuanto a la formacion del nuevo
tejido no solo es importante una regeneracion del urotelio sino también del musculo liso. La
regeneracion urotelial parece mas sencilla y se ha logrado con muchas combinaciones, tanto de
material aislado como combinado con cultivos celulares. El reto mas importante es la regeneracion
muscular pues ésta suele ser solo parcial, estructuralmente desorganizada, no estd bien integrada
con el resto de la vejiga o bien carece de vascularizacion e inervacion. En muchos estudios, tanto en
animales como en humanos, dicha regeneracion muscular es aberrante, insuficiente o directamente
es un tejido fibroso retraido, provocando que la vejiga no sea funcional. Este es uno de los
principales motivos por los que la ingenieria tisular vesical clinica es anecdoética. Hoy en dia si
hubiera que elegir con la evidencia existente una técnica para realizar una ampliacion vesical en el
humano (plantear la sustituciéon ya seria mas complejo), probablemente habria que escoger una
matriz acelular o bien un polimero sintético y adherirle in vitro células uroteliales y musculares lisas
autdgenas (o bien células madre), cubriendo todo el injerto con epiplon en el momento de la cirugia.
El seguimiento deberia ser a largo plazo, estricto, incluyendo pruebas de imagen, urodinamicas e,
idealmente, biopsias de control.

En resumen, podemos afirmar que a pesar del desarrollo de la terapia celular y del progreso
en la fabricacion de biomateriales, la aplicacion clinica real de éstos en la reconstruccion vesical no
es inminente y contintia siendo un reto a dia de hoy. Apenas hay estudios en humanos que realicen
reconstrucciones vesicales utilizando biomateriales. La gran mayoria de trabajos estan basados en

modelos animales o bien son exclusivamente in vitro. En general, los modelos experimentales

65



planteados son complejos dado que requieren cultivos celulares con células autdogenas o células
madre asi como procedimientos de laboratorio dificiles de trasladar a la practica clinica habitual.
Ademas requieren de una planificacion previa importante, por lo que su uso no puede ser decidido
de forma intraoperatoria. Por lo tanto, es preciso realizar mas estudios, aumentar el numero de
sujetos incluidos, el tiempo de seguimiento y estandarizar las pruebas funcionales de control. Solo
asi se podra disponer de un biomaterial -con o sin cultivo celular afiadido- que desplace el tejido

intestinal como gold standard de sustituto vesical.
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CONCLUSIONES
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La adicién de una matriz de coldgeno y elastina a una peritoneocistoplastia favorece que la
nueva pared presente menor retraccion. No observamos diferencias respecto a la existencia de

seroma, infeccion o falta de integracion.

La adicion de una matriz de colageno y elastina a una peritoneocistoplastia favorece la
regeneracion tisular observandose a las 6 semanas mayor neoangiogénesis y menor fibrosis en
la nueva pared. Sin embargo, no observamos epitelizacion por células transicionales. A la sexta

semana el biomaterial se degrado casi por completo.

La adicion de una matriz de coldgeno y elastina a una peritoneocistoplastia no mejor6 el

resultado funcional en el estudio de presién/volumen.
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Figure 1. Representative macroscopic steps of the implantation procedure.

la. Peritoneum + biomaterial cystoplasty.

1b. Peritoneum cystoplasty.
Ic. Anterior abdominal wall after removing the peritoneum graft.

1d. Peritoneum graft.
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Figure 2. Macroscopic overview 6 weeks post-surgery.

2a, 2b. Mild retraction in group 1. See the polypropylene marks in figure 2b.

2c. Major retraction in group 2.

2d. Stone attached to the new bladder wall in group 1.
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Figure 3. Representative samples of the bladder wall thickness in group 1.

3a. Transition area between normal bladder and new wall, with the polypropylene marks.

3b. Mid-sagittal plane of the new wall.
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Figure 4. Representative histological overview (hematoxylin and eosin) after 6 weeks in group

““New wall. ; u

Transitional area

4a. Transition area. Urothelial cells are only present in the normal bladder (right part).
4b. Inflammatory response (left), matrix traces (right).

4c. Vessels in the new wall.
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Figure 5. Representative histological overview (Gomori trichrome) after 6 weeks.
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5a. Transition area in group 1. See muscle fibers at the right part trying to emerge to the
new wall (left part).

5b. Fibrosis (H-score 3+) in group 2.

5c. Predominantly the new born tissue was in the inner part and the fibrosis was in the outer

part, in group 1.
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