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RESUMEN

TITULO: INYECCION DE MIOBLASTOS AUTOLOGOS EN SUBMUCOSA
URETRAL DE MUJERES CON INCONTINENCIA URINARIA DE ESFUERZO
Dr. José Medina Flores
CLINICA DE REPRODUCCION Y GENETICA AGN Y ASOCIADOS
INSTITUTO MEXICANO DE TERAPIA CELULAR
HOSPITAL ANGELES DEL PEDREGAL

INTRODUCCION Y OBJETIVOS: Estudios clinicos previos sugieren que la inyeccion
de mioblastos autélogos, pueden provocar una regeneracion completa del rabdoesfinter, asi
como recuperar la funcion fisioldgica del mismo, obteniendo excelentes resultados en las
pacientes que cursan con incontinencia urinaria de esfuerzo. Por lo que nuestro objetivo
fue, evaluar la eficacia de dicho tratamiento aplicado en pacientes que acudieron a nuestra

clinica a las cuales se les diagnosticé incontinencia urinaria de esfuerzo.

MATERIAL Y METODO: Fueron evaluadas 8 pacientes femeninas, con diagndstico de
incontinencia urinaria de esfuerzo, mediante un estudio piloto de tipo prospectivo, a las
cuales se les realizd una historia clinica completa, se les aplicé un cuestionario de calidad
de vida y severidad referente a la incontinencia, asi como pruebas de laboratorio (BH, QS,
EGO) y estudios de urodinamia multicanal. Posteriormente fueron sometidas a biopsia del
musculo biceps (brazo derecho 1 cm. aprox.), posteriormente estas células fueron
cultivadas durante 6 semanas obteniendo una cantidad promedio de mioblastos aut6logos
de 40 millones por ml. Los cuales fueron inyectados bajo sedacion mediante
uretrocistoscopia en uretra media y rabdoesfinter (radio 3,6 y 9). Evaluando resultados
clinicos a las 6 semanas, mediante cuestionario de calidad de vida, cuestionario de
severidad de sintomas y estudio urodinamico multicanal. Para analizar las variables del
estudio se realizé la prueba de Wilcoxon. Los datos se procesaron en el paquete estadistico
SPSS (version 12.0). Los valores p menores o iguales a 0.05 se consideraron

estadisticamente significativos.



RESULTADOS: No se presento infeccion o contaminacion celular durante el cultivo de
las mismas, el tiempo promedio de cultivo fue de 7.2 semanas. La biopsia de masculo y la
inyeccion de mioblastos autdlogos por via endoscopica fueron llevadas a cabo
completamente sin ninguna complicacion, y el deposito de las células en el lugar correcto

se corroboro por medio de ultrasonido transabdominal.

La edad promedio de 63.25 (rango 48-84) (D/E 12.48), el indice de masa corporal
promedio fue de 23.86 (rango 19.3-28.7) (D/E 3.95), el promedio de partos fue de 2.5
(rango 0-6) (D/E 1.85). El cuestionario de salud mostré una mejoria con una P significativa
casi en la totalidad de las variables, asi mismo en el score se severidad de sintomas, en
donde se encontrd un promedio antes del tratamiento de 5.38 y posterior al mismo de 2.75
con una P significativa=0.005. El estudio de urodinamia multicanal previo y post
tratamiento, se encontrd una P significativa principalmente en la presién maxima de cierre
en reposo con un promedio de 34.88 antes y 46.88 cm. H20 después del tratamiento
(P=0.005), el é&rea de presiobn de cierre mostré un promedio de 59.88 y 79.88
respectivamente (P=0-005).

El estudio urodinamico post tratamiento demostrd que no se presento obstruccion urinaria
en ninguna de las pacientes, observandose una mejoria clinica en la mayoria en la mayoria

de las pacientes.

CONCLUSIONES: La inyeccion de mioblastos autologos en la submucosa uretral, asi
como en el rabdoesfinter es una nueva y prometedora opcion de tratamiento de la
incontinencia urinaria de esfuerzo, como lo demuestran los estudios realizados tanto en
animales de experimentacion como en seres humanos. Aunque nuestros resultados son
preliminares, y la muestra estudiada es pequefia, se observaron resultados favorables en

forma inmediata posterior al tratamiento y sin complicaciones.



INTRODUCCION

La incontinencia urinaria representa un serio problema en pacientes adultas, asi como en las
de edad avanzada. Se considera una enfermedad devastadora tanto medica como
socialmente. La incidencia ha ido en aumento, en los Estados Unidos se estima que
representa un costo anual de 27 billones de ddlares. La mayor proporcion de este gasto se
genera en el tratamiento, uso de pafiales desechables y toallas sanitarias, ademas del

tratamiento médico y quirargico (1).

Las causas mas comunes de incontinencia urinaria son una excesiva actividad del detrusor
(causa neurogénica e idiopatica), la cual es conocida como incontinencia de urgencia, y la
incompetencia compleja del esfinter uretral, la cual es conocida como incontinencia de
esfuerzo o de estrés. Debido a que el 78 % de las mujeres que sufren incontinencia urinaria
se encuentran dentro del grupo de incontinencia urinaria de esfuerzo o mixta, el
tratamiento que se requiere en la mayoria de las pacientes deberd ser enfocado en el

complejo esfinter-uretra, es decir, en la uretra y el rabdoesfinter de musculo estriado. (22)

Se sabe que conforme avanza la edad, la vejiga va perdiendo la capacidad y la habilidad de
posponer su vaciamiento. Asimismo, la presion maxima uretral de cierre y la longitud
declinan conforme avanza la edad. La prevalencia reportada en estudios epidemioldgicos
varia ampliamente. Esto se debe principalmente a las diferencias existentes en las
definiciones, poblaciones y méetodos de recoleccion de la informacion y datos utilizados en
estos estudios, se reporta a nivel mundial una afeccion entre un 10 a un 35%. La
incontinencia urinaria de esfuerzo (IUE) es el tipo mas frecuente de incontinencia urinaria

(IU) en mujeres.

Los factores que afectan el cierre de la uretra, incluyen el tono muscular uretral liso y
estriado, asi como las propiedades de soporte de la mucosa y submucosa uretral,
especialmente la capa submucosa vascular. Una pobre funciéon de la mucosa, debido a
atrofia y disminucién de la vascularizacion, puede contribuir a la incontinencia de esfuerzo,

especialmente en mujeres de edad avanzada con niveles bajos de estrogeno.



El rabdoesfinter es una capa muscular que rodea a la uretra en forma ventral y lateral y
brinda una integridad en el mecanismo de cierre uretral, por lo que en las pacientes que
cursan incontinencia presentan problema de reduccion en el tono asi como en la
contractilidad del rabdoesfinter y por consiguiente la uretra no presenta un cierre completo.
El dafio de este musculo puede resultar de una lesion en el momento del parto o durante un
procedimiento quirdrgico. Asi mismo una apoptosis espontanea puede ocurrir en pacientes
de edad avanzada. (22)

El concepto del uso de inyectables para aumentar la resistencia y por lo tanto tratar la
incontinencia urinaria se ha conocido desde hace 60 afios (2). Los primeros agentes tales
como parafina o dondren, actuaban como un medio esclerosante causando muchas veces
estenosis de la uretra. A principios de los 70s se introdujo el primer material de relleno
(ocupante de espacio o “bulking”) elaborado con politetrafluoroetileno  (teflén), se
introdujo como un posible material para el tratamiento de la incontinencia urinaria. (3). A
esto le siguieron varios reportes que estaban en desacuerdo con los resultados y
complicaciones a largo plazo, especialmente la  migracién de particulas de estas
substancias hacia los pulmones (4, 5) y cerebro (6) causando altas tasas de morbilidad.
Recientemente se han desarrollado aloplasticos como el “coldgeno” que, inyectados en la
mucosa uretral dan, un efecto de engrosamiento. También se han utilizado particulas en
suspension de silicon y substancias potencialmente nuevas como el gel de alcohol de
polivinilo (7), dextrémeros en hialuronidaza, y bioglass (8).

Los efectos secundarios inmunogenéticos a largo plazo y la posible migracién de estas
substancias, han permitido el desarrollo de técnicas donde se usan materiales autélogos
tales como la propia grasa del paciente; sin embargo, estudios experimentales han
demostrado que a largo plazo méas del 90% de los implantes de grasa se pierden y las

inyecciones deben repetirse con mucha frecuencia. (9)

Existen pocas investigaciones bien disefiadas sobre los diferentes métodos de tratamiento y

sus resultados clinicos en esta condicion.



Existen varias opciones para el tratamiento de la incontinencia urinaria, dependiendo de su
clasificacion; por ejemplo, de esfuerzo, de urgencia, etc.  Estos tratamientos incluyen

farmacos, cirugias, colocacion de prétesis, psicologicos, etc.

Los tratamientos quirdrgicos estan en aumento y se practican colocando materiales que
originan engrosamiento al cuello de la vejiga, que idealmente no sean inmunogénicos, no
migratorios, biocompatibles, inyectables que causen una reaccion inflamatoria minima,
retengan el efecto de engrosamiento o abultamiento de la submucosa, y sean
razonablemente econdémicos; sin embargo, ninguno de los disponibles en la actualidad

llenan los criterios antes mencionados.

El tener una imagen ultrasonogréfica transrrectal o transabdominal durante el
procedimiento es importante para poder inyectar el material en el lugar exacto, y es uno de

los factores clave para un resultado satisfactorio.

Dependiendo de la longitud de la uretra y del sitio de la inyeccion ya sea transuretral,
transvesical anterégrada, periuretral, de la etiologia, la cantidad de material inyectado, el

numero de procedimientos y el material de relleno usado, el promedio de mejoria varia.

El propdsito de esta investigacion es realizar un estudio piloto, para evaluar si la inyeccion
periuretral de mioblastos homdlogos y autélogos precursores de fibras musculares, mejoran

la funcion del esfinter uretral en la incontinencia urinaria de esfuerzo.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con la finalidad de solucionar el problema de biocompatibilidad, migracion, y reacciones
inmunogénicas a corto y largo plazo, el uso de células y tejidos autdlogos ha sido el foco

de estudios experimentales recientes.

El problema con los transplantes de tejidos libres no vascularizados es el de una pérdida
significativa del volumen del implante a largo plazo. Esto puede ser superado con el uso de
células precursoras tales como células madre, mioblastos (10) y condrocitos, los cuales, de
acuerdo a estudios preliminares, inducen la formacion de tejido en el sitio de la inyeccion,
dando a los implantes una forma uniforme y estable después de varios meses,

restableciendo la funcion anti apoptosis que genera el problema.

Los mioblastos, las células precursoras mononucladas del musculo esquelético, son
diferentes de otras células en muchos sentidos. Naturalmente los mioblastos se fusionan
para formar miotubos postmitdticos multinucleados, lo cual resulta a largo plazo en la
expresion y liberacion de proteinas bioactivas. Los mioblastos han sido extensamente
estudiados, se sabe que actuan como vehiculos de entrega para genes del musculo
esquelético (11), en algunas enfermedades musculares como la Distrofia Muscular de
Duchenne (DMD). Aunque también han sido extensamente usados en muchas terapias
génicas tales como la transferencia y expresion del factor IX de la hemofilia B ((12), para
retardo en el crecimiento y la liberacion sistémica de hormona de crecimiento (13),
transferencia del gen de la proinsulina humana para Diabetes Mellitus entre otras. Los
mioblastos han sido usados en estas enfermedades no relacionadas con los musculos por su
habilidad para volverse postmitdticas y crear un reservorio génico que secreta moléculas
que juegan un papel terapéutico. En realidad, los miotubos transplantados han demostrado
persistir y expresar proteinas terapéuticas en cerebro por 6 meses (14) y en el tejido

subcutaneo por al menos 3 meses post implantacion (15).

Algunos estudios clinicos recientes revelan la eficacia del uso de mioblastos inyectados en

la mucosa suburetral con fines terapéuticos en el problema de la incontinencia urinaria.

(16).



HIPOTESIS

1.- La inyeccion intrauretral de mioblastos autdlogos permitird una mejoria de la
incontinencia urinaria de esfuerzo, restableciendo la disminucion de células funcionales
causadas por la apoptosis

JUSTIFICACION

1.- Con base en estudios anteriores, es factible que la cosecha de mioblastos obtenidos por
aspiracion de una muy pequeia cantidad de musculo esquelético del brazo del paciente,
puedan crecer en cultivos y posteriormente ser trasplantados en la mucosa y el
rabdoesfinter uretral, provocando una regeneracion del mismo asi como una recuperacion
de la funcion del mismo.

2.- Esta técnica es minimamente invasiva y puede ser aplicada a todos los tipos de
incontinencia urinaria de esfuerzo.

OBJETIVOS

1.- Curar la incontinencia urinaria de esfuerzo.

2.- Regenerar el rabdoesfinter y la mucosa uretral.



REVISION

Creemos conveniente una breve revision de la Incontinencia Urinaria, para una mejor

comprension de nuestro trabajo.

A). DEFINICION

En afios anteriores, las distintas definiciones existentes para la disfuncion de las vias

urinarias bajas (VUB), incluyendo la incontinencia urinaria (IU), hacian extremadamente

dificil la comparacion de resultados entre los diferentes estudios existentes.

En 2002, la  Sociedad de Incontinencia Urinaria actualizd y estandarizé la
terminologia y definiciones correspondientes a la disfuncion de las VUB, incluyendo
la TU.

La disfuncion de las VUB se puede clasificar en cuatro niveles: sintomas, signos,
observaciones urodinamicas y la enfermedad como entidad completa.

Los sintomas son los cambios percibidos por la paciente, mencionados durante el
interrogatorio cuando acude con el médico.

Los signos son las observaciones objetivas hechas por el médico durante la
exploracion fisica.

Los estudios de urodinamia como la cistometria de llenado y los estudios de flujo de
presion pueden dar una vision mas exacta de la causa de la enfermedad.

El principal sintoma de la IU es la fuga involuntaria de orina que puede diferenciarse

en tres tipos principales: Incontinencia urinaria de esfuerzo (IUE),

Incontinencia urinaria de urgencia (IUU) e Incontinencia urinaria mixta (IUM).

El sintoma principal en la IUE es la fuga involuntaria de orina al realizar esfuerzo,
toser, o estornudar.

El sintoma principal en la IUU es la fuga involuntaria de orina acompafada o
precedida inmediatamente por urgencia.

El sintoma principal en la IUM es la fuga involuntaria de orina asociada con urgencia

y también con esfuerzo, al estornudar o toser.



B). FISIOPATOLOGIA DE LA INCONTINENCIA

- La IUE se produce cuando existe un incremento stubito en la presion vesical debida a
esfuerzo (esfuerzos voluntarios, estornudos, tos) y excede la presion intrauretral.

- Existen actualmente dos explicaciones anatomopatologicas para la IUE; la
hipermovilidad del cuello vesical/uretral y/o la disfuncion intrinseca del esfinter
(DIE)

- La hipermovilidad del cuello vesical/uretral resulta en un descenso del cuello vesical
y de la uretra proximal durante situaciones de esfuerzo e impide la compresion
uretral de manera que la uretra no responde en forma suficiente al incremento de la
presion abdominal, incrementdndose bruscamente la presion vesical.

- La DIE resulta en una contraccion insuficiente del rabdoesfinter impidiendo que se
tenga un incremento suficiente en la presion intrauretral para compensar el aumento

de la presion abdominal.

C). ASPECTOS ANATOMICOS.

La vejiga urinaria es un 6érgano muscular hueco que actiia como un reservorio para la orina.
Comprende el cuerpo de la vejiga, en donde se recolecta la orina y la pared vesical. La
pared vesical se compone de diferentes capas, incluyendo el musculo liso del detrusor que
ayuda a expandir la vejiga sin incrementar la presion durante la fase de llenado y que es
responsable de la contraccién vesical durante el vaciamiento. El trigono vesical es area
muscular triangular, situado en la pared posterior, junto al cuello y que, entre otras
funciones evita el reflujo de orina durante el vaciamiento. En los angulos superiores del
trigono entran los dos uréteres, y en el apex inferior se encuentra la abertura que a través

del cuello vesical desemboca en la uretra.

La uretra femenina es un tubo fibromuscular de aproximadamente 3.15 cm de largo. Su
pared esta formada por una capa interna de fibras de musculo liso, una capa externa de
fibras de musculo estriado y elementos no musculares como la mucosa, los vasos

submucosos y el tejido conectivo. (Fig.)
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El sistema del esfinter uretral femenino consiste en musculo liso inervado por el sistema
nervioso autoénomo, asi como de musculo estriado inervado por nervios somaticos. Existe
un acuerdo general que las fibras nerviosas autondmicas que inervan el esfinter muscular
liso se originan en el plexo pélvico. Y la innervacion del esfinter urinario voluntario sigue
siendo una controversia pero muchos autores estan de acuerdo que proviene de ramas del

nervio pudendo. (18)

Como se ha comentado existen dos esfinteres involucrados en el control del flujo urinario.
El esfinter de musculo liso del cuello de la vejiga y el de musculo estriado también
llamado rabdoesfinter. El esfinter de musculo liso es de control involuntario y mantiene
tanto la vejiga como la parte superior de la uretra cerrada durante la fase de
almacenamiento. A menudo se vuelve incompetente durante las tltimas décadas de la vida,

aun cuando la mujer permanezca continente.

- El Rabdoesfinter estd formado por fibras de musculo estriado y es de control
voluntario. Es més grueso en la mitad anterior (dos tercios de la uretra) y tiene una
forma proximal y distal en herradura. Presenta tejido conectivo entremezclado en la
parte posterior que coincide con la pared anterior de la vagina.

- Ademas de las estructuras de las vias urinarias bajas, el piso pélvico juega un papel
critico en la continencia urinaria. Los musculos del piso pélvico (MPP o musculos
elevadores del ano) soportan y mantienen la posicion del cuello de la vejiga y la
uretra y permiten la compresion de la uretra contra la pared anterior de la vagina. Esto
es particularmente importante cuando la actividad fisica produce un incremento
repentino de la presion abdominal y el cuello de la vejiga tiende a irse hacia abajo.

- En el control neurologico intervienen diversas vias y neurotransmisores.

- El nervio simpdtico hipogastrico y el neurotransmisor Noradrenalina estan
involucrados en la relajacion del musculo liso del detrusor mediada por ~ receptores
B3 — adrenérgicos y la contraccion del musculo liso uretral mediado por receptores
al- adrenérgicos, permitiendo el almacenaje de orina en la vejiga. Este almacenaje
también es permitido por el nervio somdtico pudendo y su neurotransmisor
acetilcolina, induciendo la contraccion del rabdoesfinter estriado. La actividad del

nervio pudendo es controlada por el glutamato cuya accion es facilitado por la
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serotonina y la noradrenalina en el nucleo de Onuf situado en la parte baja de la
médula espinal.

- El vaciamiento se inicia cuando se elimina el glutamato, se inhibe el sistema nervioso
simpatico y somatico, y se activa el sistema parasimpatico que libera acetilcolina e

induce a los receptores M3 provocando la contraccion del musculo liso del detrusor.

Los procesos de almacenaje y vaciamiento urinario se encuentran bajo control del Sistema

Nervioso Central en el centro pontino de la miccion

D). IMPLICACIONES FUNCIONALES DE LAS ESTRUCTURAS ANATOMICAS

Las estructuras anatomicas tienen un papel fundamental en el mantenimiento de la
continencia urinaria y fecal. Cualquier alteracion anatomica puede derivar en una
disfuncion. Las causas anatdmicas que probablemente ocasionan una pérdida de la
continencia de orina son: un descenso de la union uretrovesical, un fallo de los ligamentos
pubouretrales, una alteracion de la pared uretral (esfinter intrinseco) y un fallo de la funcion

del esfinter estriado.

Un descenso de la union uretrovesical altera la distribucion de las presiones
abdominopelvianas. Cuando la unién uretrovesical se mantiene en su nivel natural, la
vejiga y la uretra proximal se encuentran por encima del diafragma pelviano y por tanto
dentro de la cavidad pelviana. Las presiones abdominales se transmiten por igual a la

vejiga y a la uretra proximal cerrando la luz uretral.

Unos ligamentos pubouretrales débiles no pueden mantener a la uretra en su localizacion
anatomica normal por detras del pubis, y la uretra no responde adecuadamente a las fuerzas
musculares que la deben elongar y comprimir, es lo que conocemos como hipermovilidad

uretral.

La funcion del esfinter intrinseco de la uretra puede deteriorarse como consecuencia de
tejido cicatricial u otras patologias dentro de la pared uretral. Las proporciones de los

diferentes tipos de tejidos que forman la estructura uretral pueden contribuir al
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funcionamiento correcto o incorrecto del esfinter intrinseco. Con la edad, el volumen
relativo del tejido conjuntivo aumenta mientras que el del tejido muscular estriado y
vascular disminuye; el volumen del tejido muscular liso suele permanecer constante.
Estos cambios en el volumen relativo afectan tanto a la accion de los componentes
musculares como a la eficiencia de las anastomosis arteriovenosas en la capa submucosa de
la uretra. Estos sistemas vasculares se ingurgitan con la entrada de sangre, la submucosa se
hincha y el diametro de la luz disminuye. Este sistema estd controlado hormonalmente vy,
por consiguiente, una disminucion de los niveles estrogénicos en la menopausia puede

afectar su funcion.

Una disminucién del volumen de las fibras musculares estriadas en el esfinter urogenital
puede producir una disminucién importante de su capacidad funcional. El esfinter estriado
extrinseco es el responsable del cierre de la uretra por sus fibras circulares (porciones
uretral y uretrovaginal) y de la compresion de la misma uretra contra la vagina por el

musculo compresor de la uretra.

E).- ESTUDIOS EN ANIMALES

Recientemente, se han publicado numerosos estudios sobre el transplante de mioblastos
para la reparacion de la disfuncion miocardica (16) como vectores de entrega en terapias
génicas. Se han realizado estudios en animales utilizando mioblastos de musculo
esquelético autdlogo en el espesor del musculo liso de la vejiga y uretra, en los que se
demuestra la persistencia y proliferacion de los mioblastos inyectados (17), asi como la
formacion de miotubos, los cuales son capaces de contraerse y de sobrevivir un periodo de
tiempo razonable. Cuando los mioblastos se fusionan para formar miotubos estas células
detienen su division (maduran) y son capaces de expresar marcadores como [-

galactosidasa, que nos sirven como método de deteccion (17).
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MATERIAL Y METODOS

Se realizara un estudio piloto donde se incluiran 8 pacientes para su estudio y tratamiento.

A. CRITERIO DE INCLUSION

e Mujeres de cualquier grupo de edad que tengan el diagndstico de

Incontinencia Urinaria de Esfuerzo.

B. CRITERIOS DE EXCLUSION

e Que cursen con otros tipos de Incontinencia Urinaria.

e Presentar una orina residual mayor de 100 ml.

e Diagnostico de un detrusor hipotdnico

e Enfermedad sistémica y/o cronico degenerativa descompensada.
e Tratamiento previo de radioterapia pélvica

e Que presenten < de 6 meses de puerperio.

C. DIAGNOSTICO

La evaluacion inicial de cada paciente incluira una historia clinica, una
valoracion general y una evaluacion de sintomas con el cuestionario de
calidad de vida, y el cuestionario de severidad de la incontinencia, Hoja de

datos e Historia clinica. (Ver formas anexas).
Se realizaran los siguientes exdmenes de laboratorio: B.H., Q.S., E.G.O.

La evidencia de pérdida de orina durante el esfuerzo, estornudar o toser

junto con una prueba positiva de tos o apésito son indicativos de IUE.

Pruebas urodindmicas (flujometria, cistometria, perfilometria y estudio de

flujo/presion). Ultrasonido uretral, cistoscopia.
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D. PREPARACION DE LOS MIOBLASTOS ESQUELETICOS AUTOLOGOS

Se realizara a cada paciente una biopsia del mdsculo biceps con la cual se obtendran
aproximadamente de 0.6 a 1 gr. de tejido el cual debera ser colocado en un frasco con
medio de transporte Ham F-10 suplementado con penicilina estreptomicina a la
concentracion de 10 mg/L, respectivamente. Para la obtencion de las células, el tejido se
cortara 0 macerara en pedazos muy pequefios para que se disgregue y se puedan obtener las
células satélites. Los mioblastos esqueléticos seran cultivados de acuerdo al método de
Ham. Las celulas serdn mantenidas en cultivo a 37°C en una atmosfera de humedad y 5%
de CO2 en medio de crecimiento basal para mioblastos SKBM (Clonetics), conteniendo 15
a 20% de suero Bovino fetal (SBF) (Hyclone), factor de crecimiento epidérmico humano
recombinante (hEGF) (10 ng/ml) y dexametasona y (3/ml.). Para evitar la formacién de
miotubos durante el proceso de cultivo de las células, la densidad celular se mantendra <
75% de la superficie ocupada por los mioblastos. Todas las células seran expandidas de 11
a 12 pasajes. Los pasajes celulares se llevaran a cabo con tripsina-EDTA (0.25%) (Gibco
BRL, Life Technologies). El primer pasaje se llevara a cabo de 6 a 10 dias después de la
obtencion y digestion del tejido proveniente de la biopsia. Los pasajes subsecuentes seran
llevados a cabo cada 3 6 4 dias dependiendo de la confluencia celular. Previo al
transplante, las células seran lavadas tres veces con PBS durante 5 minutos a 1200 rpm.
Con la finalidad de retirar el SBF. Posteriormente las células seran resuspendidas en 3 ml.
de medio de transplante conteniendo entre 40-50x10° millones de células y cargadas en una
jeringa de 10 ml.

La pureza de los mioblastos sera determinada mediante citometria de flujo por
Fluorescencia-Activada (FACS) con el anticuerpo monoclonal anti-CD-56 (mAb) (BD
Biociencias). Este anticuerpo tifie de manera selectiva a los mioblastos esqueléticos y no a

los fibroblastos.
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Analisis Citogenético

Un frasco de cultivo con 3x10° células viables (30 dias después de realizada la biopsia),
sera utilizado para llevar a cabo un cariotipo, para determinar si a lo largo de 9 6 10 pasajes
celulares han mutado las células, siguiendo los estdndares y reglas del Sistema
Internacional para la Citogenética Humana. De resultar positivo el analisis, las células seran

descartadas y no seran utilizadas para el transplante.

Estudios de laboratorio del paciente y de los cultivos celulares

Al momento de la biopsia, se realizara una toma de muestra de sangre de cada paciente para
realizar la correspondiente serologia infecciosa convencional para descartar la presencia de
los siguientes virus: Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), Virus de Hepatitis C
(VHC), Hepatitis B (Ags Hb), Citomegalovirus 1gG (CMV 1gG) y Citomegalovirus IgM
(CMV IgM).

Las células seran cultivadas por un periodo de tiempo promedio de 6 semanas; después de
la expansion celular y criopreservacion, los mioblastos serdn lavados y suspendidos en
medio de transplante a una concentracion aproximada de 50 millones, cargados en una
jeringa de tuberculina y transportada en hielo al quir6fano donde se realizara el transplante.
Al momento del transplante, las células seran calentadas a temperatura ambiente e
inyectadas sin mayor manipulacion. Se espera que la viabilidad de la suspension celular al

momento del transplante sea > del 90%.

E. TECNICA DE INYECCION TRANSURETRAL

Bajo analgesia-sedacion, se coloca al paciente en posicion ginecoldgica, se realiza la
asepsia acostumbrada y se colocan los campos operatorios. Se introduce una sonda de
Foley a la vejiga, y antes de vaciarla se infla el globo y se retrae hasta topar con el esfinter
interno. Se marca la sonda en el limite de la uretra y se desinfla el globo y se extrae la
sonda. Se mide la longitud de la uretra mediante un estudio de urodinamia previa para

identificar la uretra media, y se anota en el reporte quirdrgico.
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Se coloca el cistoscopio rigido con deflector Albarran y canal operatorio con calibre 21
para introducir el catéter protector que albergara la aguja aplicadora de células.

Se visualiza la vejiga por via endoscépica y se inspecciona minuciosamente localizando la
uretra media en donde se depositaran las células. Se identifica el inicio del esfinter
uretrovesical y se aplica a las 3, 6, y 9 de acuerdo a las manecillas del reloj para la
colocacion de las células.

Identificados los puntos se cargara el cistoscopio operatorio con el catéter uretral y la aguja
con la jeringa ya cargada con tres ml. de la preparacion celular, con la ayuda del deflector
se inyectara 0.5ml. de la preparacion en el radio de las 3,6 y 9 del esfinter. Inmediatamente
después se retira el cistoscopio hasta llegar a la mitad de la uretra previamente identificada,
y nuevamente con la ayuda del deflector se colocaran 0.5 ml de la preparacion celular en
los radios de las 3,6,9 y 12 de la uretra, bajo vision directa observando como se distiende el
tejido inmediatamente por debajo de la mucosa uretral.

Durante todo el procedimiento es muy importante mantener la aguja dentro del catéter
uretral para no desgarrar la mucosa uretral.

Todo el procedimiento es monitorizado con Ultrasonido Transabdominal de alta resolucion.
Este procedimiento es ambulatorio y no requiere de Hospitalizacion.

Seguimiento

o Las cateterizaciones deben ser evitadas en el periodo postoperatorio inmediato. En
caso extraordinario de que llegase a presentarse la retencion urinaria, puede
insertarse un catéter 10 Fr en la region suprapubica hasta que la paciente reasuma su

funcién espontaneamente.

o Debe evitarse:
La realizacién de esfuerzos
Cargar cosas pesadas
Actividad sexual durante una semana
Presiones sobre el periné durante 2 semanas

Bicicleta por 6 semanas
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Se dara tratamiento con Pirifur (Acido Nalidixico, Fenazopiridina) 1 tableta cada 8

hrs. durante 3 dias como profilactico.

La paciente sera reevaluada 6 semanas después donde se realizara una evaluacion que
incluya exploracion fisica y pruebas urodinamicas. Este mismo control se llevara a
cabo a los seis y a los doce meses.

Figura 1. Esquema para ejemplificar la secuencia de eventos realizados

ESQUEMA

! i
Myoblast Injection Muscle Biopsy

Myeblast Cell Culture

A. Biopsia de musculo esquelético (Biceps)

B. Cultivo de Mioblastos

C. Proliferacion a partir de la biopsia inicial.

D. Transplante cuando se tiene el nimero adecuado de célufas
E. Inyeccion de células mediante Uretrocistoscopia.



Figura 2. Cultivo de mioblastos derivado de musculo estriado del Biceps.

'1- “iw 18
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Figura 3. Imagen Ultrasonografica transvaginal, para visualizar el esfinter uretral

18
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VARIABLES DEL ESTUDIO

Las variables analizadas en el presente estudio fueron: 1.- las obtenidas en la historia

clinica como edad, peso, talla, indice de masa corporal, gestas y paridad.

2.- las obtenidas a través cuestionario de calidad de vida, que en su primera parte incluye la
percepcion de salud en general y el impacto de la incontinencia, en donde la paciente
describe su estado de salud, asi como las repercusiones del problema urinario en su vida
diaria. En la segunda parte se mencionan las limitaciones del rol en la vida diaria, en donde
se describe el grado de afectacion en las tareas del hogar y en el trabajo. Las limitaciones
fisicas y su capacidad para viajar. Las limitaciones sociales, incluyen el desempefio en su
vida social. Las relaciones personales, se refieren a la afectacion en su relaciéon con sus
parientes, su vida sexual, y familiar. Las emociones, describen los estados depresivos, crisis
de ansiedad y nerviosas, asi como la sensacion de malestar consigo misma. En las variables
de energia y suefio, se cuestiona si el problema le genera trastornos del suefio y si la hace
sentir cansada o rendida. Finalmente el cuestionario incluye las medidas de severidad, en
donde la paciente especifica si utiliza proteccion, si cuida la cantidad de liquidos que
ingiere, si le obliga a cambiarse de ropa interior, si le provoca mal olor y si ha estado en

alguna situacion vergonzosa.

3.- Se aplicd también un cuestionario de severidad de sintomas, obteniendose un score total
resultado de 2 preguntas, la primera ¢con que frecuencia experimenta fuga de orina? y la

segunda ¢Cuénta orina pierde?.

4.- Por ultimo las variables obtenidas del estudio urodinamico multicanal, fueron: flujo
urinario maximo (ml/s), Presion maxima del detrusor durante el flujo (cm. H20), capacidad
maxima vesical (ml), Presion maxima de cierre en reposo (cm. H20), longitud total (cm).,
longitud de continencia (cm)., longitud funcional (cm)., area de presion de cierre (cm2

H20) y finalmente el area de continencia (cm2 H20).
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ANALISIS ESTADISTICO

El tamafio de la muestra es de 8 pacientes con incontinencia urinaria de esfuerzo, las cuales

recibieron como tratamiento la inyeccion de mioblastos autélogos en la mucosa suburetral.

El anélisis de las variables en el presente estudio, compara los resultados antes y después
del tratamiento, como prueba estadistica se aplico la Prueba de Wilcoxon ya que el tamafio
de la muestra fue pequefio y se tiene una dependencia de las observaciones de cada
paciente.

La hipotesis nula de la prueba estadistica es que los valores de antes, son iguales a los
valores después del tratamiento, Hy : Ma=Mp. La hipotesis alternativa de cola derecha, Ha :
Ma>Mp, sera utilizada en las variables donde la mejoria se da con valores menores después
del tratamiento. Y la hipdtesis alternativa de cola izquierda, Ha : Ma<Mp , se utilizara con

las variables en las que la mejoria se da con valores mayores.

M. es la suma de los rangos positivos asignados a las diferencias de cada par de
observaciones xa-Xp y de manera similar se obtiene M_ como la suma de los rangos

negativos. La estadistica de prueba es el mayor valor entre M.y M..

La idea de la prueba es valorar si la diferencia entre las mediciones antes y después es
aleatoria, por lo tanto la suma de los rangos positivos debe ser muy parecida a la suma de

los rangos negativos.

Los datos se procesaron en el paquete estadistico SPSS (version 12.0).
Los valores p menores o iguales a 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

Fueron evaluadas 8 pacientes femeninas, con diagnostico de incontinencia urinaria de
esfuerzo, mediante un estudio piloto de tipo prospectivo, a las cuales se les realiz6 una
historia clinica completa, se les aplicé un cuestionario de calidad de vida y severidad de
sintomas en relacion a la incontinencia, pruebas de laboratorio (BH, QS, EGO) y estudios
de urodinamia multicanal. Posteriormente se realizo una biopsia del musculo biceps (brazo
derecho 1 cm. aprox.), la muestra fue preparada y cultivada durante 6 semanas obteniendo
una cantidad promedio de mioblastos aut6logos de 40 millones por ml. los cuales fueron
inyectados bajo sedacién mediante uretrocistoscopia y colocadas en uretra media y el
rabdoesfinter (radio 3,6 y 9). Se evaluaron resultados clinicos a las 6 semanas, repitiendo el
cuestionario de calidad de vida, el cuestionario de severidad de sintomas y un nuevo

estudio urodindmico multicanal.

A las variables analizadas se les aplico la prueba de Wilcoxon en donde se compararon los
resultados previos y posteriores al tratamiento. No se presento infeccion o contaminacion
celular durante su cultivo, el tiempo promedio de cultivo fue de 7.2 semanas, la biopsia de
masculo y la inyeccién de mioblastos autélogos por via endoscépica, fueron llevadas a
cabo sin ninguna complicacion, y el depdsito de las células en el lugar correcto se

corroboro por medio de ultrasonido transabdominal.

La tabla 1 muestra la edad promedio de 63.25 (rango48-84) (D/E 12.48), el indice de masa
corporal promedio fue de 23.86 (rango 19.3-28.7) (D/E 3.95), el promedio de partos fue de
2.5 (rango 0-6) (D/E 1.85).

Tablal

Edad | Peso | Talla | IMC | Gestas | Partos | Cesarea | Aborto
Promedio | 63.25 | 62.85 | 162.9 | 23.86 | 2.88 2.5 0.0 0.38

Desviacion | 15 46 1 1034 | 7.16 | 3.95 | 1.64 | 1.85 | 00 | 052
Estandar

Mediana | 60.50 | 61.40 | 160 | 243 | 30 | 20 | 00 0.0
Minimo 48 | 485 | 155 | 193 | 1 0 0.0 0

Maximo 84 82.0 | 176 | 28.7 6 6 0.0 1
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La tabla 2, nos muestra resultados estadisticamente significativos en todas las variables
incluidas en el cuestionario de salud. Asi mismo, en el score se severidad de sintomas, se
encontr6 un promedio antes del tratamiento de 5.38 y posterior al mismo de 2.75 con una P
significativa= 0.005. Tomando en cuenta que el valor maximo de 8 se refiere a una
incontinencia urinaria total de esfuerzo, y el valor de 0 se refiere a ausencia total de

incontinencia urinaria.

Tabla 2
Resultados de la Prueba de Wilcoxon para comparar antes y después del tratamiento
promedios Hipotesis y valor de la n Nivel de
estadistica de prueba sin significancia
Ho: Ma=Mp empates descriptivo
antes | después Ha: Ha:
Ma>Mp Ma<Mp
M. M_
Salud en| 275 1.25 21 6 0.025
general
Impacto de la| 2.75 1.25 36 8 0.005
incontinencia
Limitaciones 5.25 2.75 36 8 0.005
del rol (2 preg.)
Limitaciones 5.13 2.50 36 8 0.005
fisicas(2 preg.)
Limitaciones 4.63 2.63 15 5 0.05
sociales (2
preg.)
Relaciones 4.88 2.63 15 5 0.05
personales (3
preg.)
Emociones (3| 7.25 3.13 36 8 0.005
preg.)
Energia y| 425 2.25 21 6 0.025
suefio (2 preg.)
Medidas 12.25 5.75 28 7 0.01
Severas 5
preg.)
Score de | 5.38 2.75 36 8 0.005
severidad de
sintomas

En la hipdtesis nula se esta considerando que los niveles de las variables son similares antes

y después del tratamiento.



23

En la hipdtesis alternativa Ha: Ma>Mp se pretende probar si los niveles después del

tratamiento son menores a los de antes del tratamiento.

En la hipdtesis alternativa Ha: Ma<Mp se busca probar si los niveles después del

tratamiento son mayores a los de antes del tratamiento.

Para todas las variables del cuestionario de salud si se rechaza la hip6tesis nula, se concluye

que los niveles después del tratamiento son menores a los de antes.

Gréfical

3.5

2.5

1.5

T T
impacto antes impacto despues



Gréfica 2

I
rol antes

Grafica 4

I
rol despues

I
suefio antes

I
suefio despues

24



Grafica s

20—

17.54

154

12.5+

10—

7.5

—

Grafica 6

T T
severidad antes severidad despues

I I I I I
2 3 4 5 6 7

Case Number

score antes
score despues



26

Grafica 7

I I
score antes score despues

La tabla 3, nos muestra los resultados de las variables que fueron tomadas de los resultados
del estudio de urodinamia multicanal previo y post tratamiento, reportando una P
significativa principalmente en la presion méxima de cierre en reposo con un promedio de
34.88 y 46.88 (cm. H20) antes y despues del tratamiento respectivamente (P=0.005), el
area de presion de cierre mostro un promedio de 59.88 y 79.88 (P=0-005).

El estudio urodindmico post tratamiento demostrd que no se presento obstruccién urinaria

en ninguna de las pacientes y se observo una mejoria clinica en la mayoria de las pacientes.
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Tabla 3
Resultados de la Prueba de Wilcoxon para comparar antes y después del tratamiento
promedios Ho: Ma=Mp n Nivel de
antes | después Ha: Ha: sin significancia
Ma>Mp Ma<Mp empates descriptivo
orina residual | 48.13 225 31 8 0.05
maxima (ml)
flujo urinario | 20.75 27.0 35 8 0.01
maximo ml/s
presion maxima del | §2.25 | 43.13 26.5 8 >0.10
detrusor durante el
flujo cm. H20
Capacidad maxima | 356.5 | 461.63 36 8 0.005
vesical ml
presién méxima de | 34.88 | 46.88 36 8 0.005
cierre en reposo
cm. H20
total length cm. 3.32 3.99 33 8 0.025
continence length | 1.52 2.18 35 8 0.01
cm.
funcional  length | 303 3.69 34 8 0.01
cm.
pclo areacm2h20 | 5088 | 77.88 36 8 0.005
continence  area | 28.25 | 39.25 33 8 0.025
cm2 h2o0

En la hipotesis nula se esta considerando que los niveles de las variables son

similares antes y después del tratamiento.

En la hip6tesis alternativa Ha: Ma>Mp se quiere probar si los niveles después del

tratamiento son menores a los de antes del tratamiento.

En la hip6tesis alternativa Ha: Ma<Mp se quiere probar si los niveles después del

tratamiento son mayores a los de antes del tratamiento.

Solamente en la presion maxima del detrusor durante el flujo, no se rechaza la
hipotesis nula y se concluye que no hay diferencia en los niveles antes y después
del tratamiento.

Para la variable orina residual maxima se rechaza la hipotesis nula y se concluye
que los niveles después del tratamiento son menores a los de antes del
tratamiento.

Para las demas variables si se rechaza la hipotesis nula, se concluye que los
niveles después del tratamiento son mayores a los de antes.
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DISCUSION

Nuestros resultados, sugieren una mejoria clinica franca de la incontinencia urinaria
de esfuerzo, aunque el tamafio de la muestra de pacientes tratadas hasta el momento es
muy pobre, y el seguimiento de las pacientes muy corto, los resultados son excelentes, y
los efectos adversos son nulos hasta el dia de hoy. Nuestros resultados coinciden con
estudios clinicos previamente reportados(22), sin embargo es necesario realizar como parte
del seguimiento estudios que corroboren la implantacion los mioblastos, como serian
ultrasonido transvaginal o transuretral, asi como estudios de electromiografia, para
documentar la contractilidad del rabdoesfinter, aunque clinicamente es evidente, se sugiere
que los mioblastos inyectados son implantados en forma exitosa regenerando el

rabdoesfinter y la submucosa uretral.

La inyeccién de los mioblastos mediante cistoscopia, asi como el uso de ultrasonido
transabdominal como guia durante el procedimiento, son cruciales para que se obtengan
resultados favorables, que hemos observado hasta el momento. Es necesario incluir en

nuestro estudio un grupo control.

Se requiere hacer un seguimiento estrecho a largo plazo y reportar los resultados en
un periodo de hasta 5 afios si es posible, para evaluar los resultados a largo plazo de
nuestro tratamiento en la incontinencia urinaria de esfuerzo, y evaluar la presencia o no de

efectos colaterales adversos.

Idealmente se requiere un estudio multicentrico para reclutar un numero mayor de
pacientes y poder validar estadisticamente nuestros resultados, nuestra meta es que este
tratamiento sea estandarizado e implementado en forma rutinaria como un tratamiento de la

incontinencia urinaria de esfuerzo.
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CONCLUSIONES

La inyeccion de mioblastos autdlogos en la submucosa uretral, asi como en el
rabdoesfinter, es una nueva y prometedora opcién de tratamiento de la incontinencia
urinaria de esfuerzo, los resultados obtenidos en nuestro estudio, asi como los reportados en
la literatura, demuestran resultados exitosos en el tratamiento a corto plazo asi como la
ausencia de efectos adversos. Es importante mencionar que son datos preliminares de un
estudio piloto, se requiere de un mayor numero de pacientes, el seguimiento a largo plazo

asi como la inclusion de un grupo control.
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PACIENTE

FECHA

FICHA DE IDENTIFICACION.

FECHA DE NACIMIENTO

TELEFONO

ESCOLARIDAD

DURACION DEL PADECIMIENTO

EDAD
OCUPACION

EDO. CIVIL

TABAQUISMO

ALERGIAS

INGESTA DE LIQUIDOS AL DIA

ANTECEDENTES QUIRURGICOS

ENFERMEDADES Y DURACION

TRATAMIENTOS

MEDICAMENTOS UTILIZADOS ACTUALMENTE




DIAGNOSTICO URODINAMICO

PLAN
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SINTOMAS URINARIOS

NICTAMERO INCONTINENCIA URINARIA
URGENCIA_____ ESFUERZO PEQ MED GDES

FORMA EN LA QUE PIERDE: GOTAS _____ CHORRO VACIA VEJIGA
CONTINUA_______ DEPIE ACOSTADA INTERMITENTE
USA PROTECCION TIPO MINI MAXI PANAL
IMPLICA PROBLEMA SOCIAL RETARDO PARA INICIAR LA MICCION
ESFUERZO MICCIONAL ____ PRE____TRANS_____ POST____

DOLOR VESICAL ESPONTANEO

A LA MICCION PRE TRANS POST

CHORRO: NORMAL _____ DISMINUIDO AUMENTADO
DESVIACION

INTERRUPCION DEL CHORRO VOLUNTARIO

PARCIAL COMPLETO

SENSACION DE MICCION TENESMO GOTEO TERMINAL

CARACTERISTICAS DE LA ORINA.
OLOR COLOR SEDIMIENTO SANGRE
HEMATURIA TIEMPO DE EVOLUCION FACTORES DESENCADENANTES

OTROS
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PROLAPSO ORGANOS PELVICOS

SENSACION DE CUERPO EXTRANO EN VAGINA TIEMPO DE EVOLUCION
FACTOR DESENCADENANTE DURACION DE PIE
DECUBITO CON ESFUERZO ESPONTANEO

SINTOMAS SEXUALES

VIDA SEXUAL ACTIVA: SI___ NO ¢Por que?

SATISFACTORIA SI NO FRECUENCIA DEL COITO X SEMANA
PROBLEMA SEXUAL NO Sl

POR INCONTINENCIA URINARIA POR INCONTINENCIA ANAL

POR PROLAPSO DE ORGANOS PELVICOS POR ATROFIA UROGENITAL __

MOMENTO EN QUE SE PRESENTA:

PENETRACION COITO ORGASMO POST-COITO
ALTERA LA RESPUESTA SEXUAL: NO Sl
FASE: DESEO EXCITACION ORGASMO

EXPLORACION FiSICA

TA mmHg FC X
TALLA cm. PESO kg. IMC

EXPLORACION GENERAL

EXPLORACION ABDOMINAL

TACTO VAGINAL

OBSERVACIONES:

DISFUNCION DEL PISO PELVICO Y PROLAPSO DE ORGANOS PELVICOS.
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Hisopo: /
Aa Ba C Defectos Paravaginales:
Defectos Anteriores:
gh pb tvl Defectos Pararrectales:
Defectos Posteriores:
Ap Bp D
URODINAMIA FECHA: HALLAZGOS:
CISTOSCOPIA FECHA: HALLAZGOS:
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CUESTIONARIO DE SEVERIDAD DE SINTOMAS

Nombre:

Fecha: No. Expediente.

A. ¢Con qué frecuencia experimenta Usted fuga de orina?

0 = Nunca

1 = Menos de una vez al mes

2 = Una o varias veces al mes

3 = Una o varias veces a la semana
4 = Todos los dias y/o noches

Score

B. ¢Cuéanta orina pierde cada vez?

1 = gotas 0 menos?
2 = mas?

El score total de la primera pregunta se suma al score de la segunda pregunta

0= seco

1-2 = ligera
3-4 = moderada
6-8 = severa

Nota: se agregd la categoria “seca” para la mujer cuya incontinencia
esta curada

Médico que realiza.
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