REV ARGENT COLOPROCT | 2025 | VOL. 36, N° 1: 21-25
DOI: https://doi.org/10.46768/9yyc6361

REPORTE DE CASO

Células madre: Una alternativa prometedora para el
tratamiento de las fistulas perianales

Pablo Piccinini', Mateo Santillin?, Leonardo Ugartemendia®, Augusto Carrie? Nicolas Avellaneda’?

Departamento de Cirugia, CEMIC. Buenos Aires, Argentina

' Médico Cirujano. Unidad de Patologia Orificial
>Médico Cirujano. Servicio de Cirugia General

*Especialista en Biotecnologia Bioquimica Farmacéutica. Laboratorio EterCell de Biomedicina Eternity

RESUMEN

Presentamos dos pacientes con fistulas anales transesfinterianas en los que se combiné un tratamiento de ablasion con laser con la aplicacion de
células madre derivadas de adipocitos liofilizadas. Se describe la técnica quirtrgica utilizada y el método de obtencion y expansion de las células
madre aut6logas obtenidas. Se pudo lograr una acelerada cicatrizacion y bajo nivel de dolor posoperatorio. Proponemos la necesidad de continuar

con esta linea de investigacion.
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ABSTRACT

We present two patients with transsphincteric anal fistulas in whom laser ablation treatment was combined with the application of lyophilized adipo-
se-derived stem cells. The surgical technique used and the method of obtaining and expanding the autologous stem cells obtained are described.
Accelerated healing and a low level of postoperative pain were achieved. We propose the need to continue with this line of research.
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INTRODUCCION

En la ultima década, a la par de los avances y descubrimien-
tos en el campo de la biomedicina, han surgido numerosas
alternativas para el tratamiento de las fistulas anales que
buscan mejorar la calidad de vida del paciente reduciendo el
dolor postoperatorio, el tiempo de tratamiento y las tasas de
recidiva e incontinencia.'

Las células madre pluripotenciales han sido objeto de inves-
tigacion en los tltimos afios, sobre todo en el campo del tra-
tamiento de heridas de dificil cicatrizaciéon, como también en
otras dreas de la medicina.? Las células madre mesenquimati-
cas (MSCs, por su sigla en inglés) derivan de una variedad de
tejidos, incluida la médula dsea y el tejido adiposo (ADSCs,
por su sigla en inglés). Existen dos técnicas principales para
la aplicacion de las ADSCs: ADSCs liofilizadas y autotras-
plante de células madre derivadas del tejido adiposo fresco
centrifugado.

La aplicacién de células madre sobre el tejido cicatrizal se
basa en la regeneracién y migracién de la microvasculatu-
ra debido a su accién angiogénica, tanto por diferenciaciéon
en tejido endotelial,®> como por secrecion de factores proan-
giogénicos como el VEGF-A.* Las células madre favorecen

la cicatrizacién promoviendo la accién de los queratinocitos
y fibroblastos.” Ademas, se observa una inmunomodulacién
que favorece la creacion del medio propicio para una cicatri-
zacion adecuada.

El objetivo de este trabajo es presentar dos pacientes con fis-
tulas anales transesfinterianas criptoglandulares en los que
se utilizo la técnica de inyeccion de ADSC liofilizadas como
complemento al tratamiento laser estandar y analizar sus re-
sultados.

CASOS

Se analizaron en forma retrospectiva dos pacientes con fistu-
la transesfinteriana a nivel medio, tratados con fotocoagula-
cidén laser, a los que se les realiz6 en forma complementaria
la aplicacion de células madre en un hospital universitario de
Buenos Aires, Argentina.

Paciente 1: Sexo femenino, 82 afios, con antecedentes de taba-
quismo severo, EPOC, cirugia hemorroidal hace 25 afios con
estenosis posoperatoria y posterior anoplastia. En contexto de
abscesos perianales a repeticién con drenaje espontaneo, fue
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estudiada con una ecografia endorrectal de 360° que mostrd
un trayecto fistuloso transesfinteriano tinico a nivel medio,
con orificio externo e interno en hora siete. El esfinter se en-
contraba normotonico, sin clinica de incontinencia fecal.

Paciente 2: Sexo masculino, 52 afos de edad, con anteceden-
tes de sobrepeso y hernia de disco. Concurre al consultorio
por presentar secrecion purulenta espontanea. En la ecografia
endoanal 360° se evidencia fistula transesfinteriana de trayec-
to tnico a nivel medio, con orificio interno y externo en hora
6. El paciente no presentaba tratamientos previos. El esfinter
se encontraba normotdnico, sin clinica de incontinencia fecal.

Ambos pacientes firmaron un consentimiento informado
previo al procedimiento explicando la naturaleza del mismo
y los potenciales riesgos.

Los pacientes fueron evaluados a los 7 y 21 dias del postope-
ratorio y posteriormente alos 2, 4 y 12 meses.

El método de obtencién de las células mesenquimales se de-

talla a continuacién
Recoleccion del tejido adiposo

El material de partida utilizado fue 3 cc de tejido adiposo
y 90 cc de sangre entera con anticoagulante. Las muestras
de tejido adiposo fueron obtenidas por abdominoplastia y
la sangre por puncién venosa en tubos con citrato de sodio.
Las muestras del abdomen fueron tomadas bajo anestesia lo-
cal por dos cirujanos especializados en esta técnica. El sitio
donante se infiltré previamente con 5 ml de lidocaina al 2%
y 5 ml de bupivacaina al 0,2% con epinefrina y se dejo du-
rante actuar por 3 minutos. Las muestras se obtuvieron uti-
lizando bisturi frio y posterior hemostasia del lecho cruento
con electrobisturi. ueron recolectadas en tubos tipo falcon
estériles con medio acondicionado para tal fin. con 1% de
antibiodticos (Penicilina y Estreptomicina).

Aislamiento y cultivo de células madre

Las muestras de tejido adiposo obtenidas se lavaron con PBS
suplementado con 1% de antibiéticos (100 uU/ml de Peni-
cilina y 100 pg/ml de Estreptomicina), hasta que se elimi-
no la sangre remanente. Se procedi6 a la digestién con una
solucion de colagenasa con homogenizacion constante. La
suspension celular se purificé con filtros de 100 pm, el conte-
nido se llevé a volumen con PBS con 1% PE, para luego ser
centrifugado. La fase oleosa y acuosa presente en el tubo se
descarto por volcado. Al botdn celular obtenido en este pun-
to se lo denomina Fraccion Vascular Estromal (FVE). Esta
compuesto principalmente por ADSCs, células endoteliales,
fibroblastos, macréfagos, pericitos y preadipocitos.
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La FVE se resuspendié en medio de cultivo con factores de
crecimiento concentrados y puros obtenidos del concentra-
do de plaquetas del propio paciente y 1% de PE. Se utilizé
antibidticos en el cultivo primario, dado que no se observé y
se constatd ausencia microbiolégica. Transcurridas 24 h, las
células comenzaron a adherirse y extenderse por la superficie
de la botella de cultivo, llegando a las 48 h la formacion de
las Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Luego de las
72 h, se observaron nuevamente bajo microscopio invertido
con contraste de fase, se enjuagaron con PBS y se le agregé
medio de cultivo y factores de crecimiento frescos. Los facto-
res de crecimiento concentrados y puros se obtienen luego de
centrifugar suavemente la sangre entera anticoagulada con
citrato por 15 minutos. A continuacién, se congela a -20°c
por 2 h, tras tres ciclos de criolisis e incubacién se procede a
centrifugar 30 minutos a 3000 RPM.

Pasajes celulares

Cuando las células alcanzaron una confluencia mayor al 80%
en la botella T75, se hizo el primer pasaje, que consta en le-
vantar las células y pasarlas a una mayor superficie; fueron
pasadas a tres botellas T175. A los 3 dias, cuando llegaron a
una confluencia mayor al 80%, se repiti6 el mismo procedi-
miento para hacer la expansion final. Se tomaron alicuotas
de las diferentes suspensiones celulares para hacer conteo y
lectura de viabilidad por el método de exclusion con azul de
tripan en los diferentes pasajes.

Conteo celular

Para realizar el conteo de las células se utiliz6 el método de
exclusién con azul de tripan.

Se realizé conteo de la FVE y luego cada vez que se efectua-
ron pasajes de las células (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas del cultivo de células madre mesenquimales deri-
vadas de tejido adiposo.

Dia 0: 400,000 en FVE.
Dia 12: 4,5 x 10° Células mesenquimales.
Dia 21: 120 x 10° Células mesenquimales.

Conteo Celular

Densidad celular de
siembra

8ci: 5,3 x 10° Células mesenquimales / cm*
Scler Cultivo: 8,57 x 10° Células mesenqui-
males / cm®

Sc2do Cultivo: 2,38 x 10° Células mesen-
quimales / cm®

[¢]i: 4 x 10* Células/ml

[¢]1¢" Cultivo: 1 x 10° Células/ml
[¢]2¢ Cultivo: 2,77 x 10* Células/ml

Concentracién Celular

Velocidad especifica de
crecimiento maxima

pmax (cultivo 1rio): 0,0144
umax (ler pasaje): 0,0198
umax (2do pasaje): 0,0224
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La observacion de los cultivos a diario en microscopio in-
vertido con contraste de fase nos permitio ver y registrar el
tiempo de pegado de las células mesenquimales, la formacion
de las UFC, observar su forma caracteristica fibroblastoide
(forma de huso, alargado) y ademas controlar que el cultivo
esté libre de contaminacién microbioldgica

Analisis inmunofenotipico

Se marcaron las células usando anticuerpos especificos, para
lo cual se incubaron con un panel de estudios monoclonales
conjugados con CD90 (FITC), CD105 (PE), CD34 (PerCP
CY-5.5), CD73 (APC), HLA-DR (V450), CD45 (V500) y se
usaron anticuerpos de control isotipo. Se adquirieron en un
citometro de flujo FacsCanto II de Becton Dickinson de 3
laseres y se analizaron con software Infinicyt versién 1.7i.

En ambos casos los resultados fueron mayores al 98% para
ADSCs (Figs. 1y 2).
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Figura 1. Caso 1. Cultivo de células madre derivadas de tejido adiposo.
Células mesenquimales: 99,33%. CD73+, CD105+, CD90+.

4
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Técnica quirurgica

El paciente es colocado en posicion de litotomia. Se infiltran
ambos nervios pudendos con bupivacaina al 0.5% con epin-
efrina mas Xilocaina al 2%. Se identifica el trayecto fistuloso
con estilete. Se realiza fotocoagulacion con laser diodo 1470
a 7 watts de potencia modo continuo con fibra 6ptica cir-
cular en todo el trayecto fistuloso, comenzando la ablacién
desde el orificio interno hacia el orificio externo. Al finalizar
el tratamiento del trayecto fistuloso se realiza la inyeccion de
células madre: 0,5 ml en cada uno de los cuatro cuadrantes,
alrededor de los orificios interno y externo (total 4 ml) y lue-
go 1,5 ml aplicado con jeringa y aguja en los cuatro puntos
cardinales en todo el trayecto de la pared de la fistula (total 6
ml) (Fig. 3). Final 100.000 millones de células madres en 10
ml de plasma rico en factores de crecimiento.
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Figura 2. Caso 2. Cultivo de células madre de tejido adiposo.. Células
mesenquimales: 98,11%. CD73+, CD105+, CD90+.

Figura 3. Inyeccion de células madre liofilizadas en el trayecto fistuloso de ambos pacientes luego de la foto-

coagulacion con ldser.
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RESULTADOS

Los pacientes no presentaron complicaciones durante el se-
guimiento.

La paciente 1 presenté un requerimiento de analgesia via oral
(etoricoxib con rescates de tramadol) por un lapso de sie-
te dias debido a un dolor de intensidad 3/10 segun la escala
visual analdgica. No requirié tratamiento analgésico poste-
rior. La herida se encontr6 cicatrizada por completo a los 21
dias. En el control a los 12 meses no se observaron sintomas
compatibles con recidiva de la enfermedad ni incontinencia
postoperatoria.

El paciente 2, requirié analgesia via oral (etoricoxib) sin re-
querimiento de rescates con opioides y refirié dolor 2 /10 se-
gun escala visual analdgica. A los 25 dias la herida se encon-
trd cicatrizada por completo y al aflo no presentaba recidiva
de la enfermedad ni incontinencia postoperatoria.

En ninguno de los dos casos se requirié el uso de antibiotico-
terapia postoperatoria.

DISCUSION

El tratamiento de las fistulas perianales ha sido objeto de
estudio debido a la complejidad de la patologia y el riesgo
de complicaciones postoperatorias, especialmente la incon-
tinencia anal. El advenimiento de nuevas tecnologias amplid
las opciones de tratamiento, permitiendo un abordaje a me-
dida y aumentando la competencia para disminuir el dolor
postoperatorio y las tasas de recidiva e incontinencia. Entre
los tratamientos disponibles se encuentran la fistulotomia,
fistulectomia, colocacion de sedal, instilacién de fibrina, liga-
dura interesfintérica del trayecto fistuloso, ablacion con laser,
ablacion endoscopica y anoplastias con colgajo. Debido a la
gran variabilidad entre las técnicas, falta de estandarizacion y
ausencia de ensayos randomizados, ninguno ha demostrado
superioridad a lo largo de los afios.”

En lo relativo a la patologia periorificial, desde 2009 se ha re-
portado el uso de la expansion de células madre del tejido adi-
poso para el tratamiento de las fistulas anales complejas, sobre
todo en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal.®* Un
meta-analisis de 2019 observo tasas prometedoras de curacion
de fistulas complejas en pacientes con y sin enfermedad de
Crohn, observando la necesidad de un ensayo clinico de gran
escala, randomizado y doble ciego para evaluar el verdadero
impacto de esta terapéutica.’ En una reciente revisién de la
literatura publicada por Zahra et al,'° se compar? la efectividad
de los tratamientos alternativos (laser diodo, MSCs, ADSCs)
con el tratamiento convencional (fistulectomia y colgajo de
avance mucoso), demostrando una mejor respuesta a los trata-
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mientos alternativos en los pacientes con enfermedad de Cro-
hn y similares resultados en la fistula compleja no asociada a
enfermedad inflamatoria intestinal.'

A partir de su aplicacion en diferentes enfermedades autoin-
munes, se propuso la instilacién de MSCs para el tratamiento
de la enfermedad de Crohn," logrando demostrar un bene-
ficio en el tiempo de cicatrizacién y la tasa de recidiva.”? En
cuanto a la fistula criptoglandular, no se encuentra evidencia
suficiente en la literatura para comprobar la no inferioridad
y/o superioridad de este tratamiento con respecto a las otras
terapéuticas.”

Un reciente metaanalisis llevado a cabo por Wang et al,** eva-
lué diez ensayos clinicos randomizados con control en los
que se aplicaron diferentes volumenes de MSCs. Encontraron
que el tratamiento de las fistulas con células madre agregado
al tratamiento convencional, que en la mayoria de los tra-
bajos consistidé en pegamento de fibrina, resulté en mejores
resultados a corto y largo plazo.

En un ensayo clinico randomizado, Ascanelli et al.’* obser-
varon una ventaja en la velocidad de cicatrizacién al realizar
tratamiento quirdrgico mas inyecciéon de ADSCs en compa-
racién con el tratamiento quirtrgico inicamente. Ademas,
encontraron una diferencia significativa en el dolor postope-
ratorio, la velocidad de cicatrizacién y el tiempo de retorno
laboral a favor de la inyeccién de células madre. Sin embargo,
se encontraron hematomas abdominales y dolor en la prime-
ra semana del postoperatorio en los pacientes en quienes se
realizd la lipoaspiracion. Cabe destacar que no se observaron
diferencias significativas al evaluar la satisfaccion de los pa-
cientes entre los dos grupos.

La aplicacion tanto de MSCs liofilizadas como las de tejido
adiposo fresco se basa en el mismo principio de la inyeccién
de células madre en el tejido dafiado. En comparacién con el
trasplante de tejido fresco, la aplicacién de MSCs expandidas
es un procedimiento de mayor costo debido a la necesidad de
un laboratorio para la expansion de la linea celular. Por otro
lado, la necesidad de realizar lipoaspiraciéon requiere entre-
namiento adecuado y conlleva los riesgos asociados a dicho
procedimiento.

En nuestro grupo creemos que realizar inyecciones de mayor
volumen y la presencia de agentes proinflamatorios en el teji-
do adiposo fresco podrian provocar mayor reaccién inflama-
toria, por ende, menor efectividad y mayor dolor. Pensamos
que seria conveniente disponer de un ensayo clinico rando-
mizado donde se compare la técnica de MSCs liofilizadas con
la de tejido adiposo fresco.

Presentamos en estos dos casos nuestra experiencia tempra-
na con la aplicaciéon de ADSCs liofilizadas combinada con el
tratamiento estandar con laser para fistulas perianales com-
plejas como primer tratamiento. La sencillez de la técnica
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quirargica, su reproducibilidad y el tiempo de cicatrizaciéon
postoperatoria resultan alentadores.
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