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Resumen

Objetivo: La principal finalidad de este estudio es el desarrollo de un nuevo modelo experimen-
tal para la induccion de cistitis intersticial (Cl) mediante la instilacion vesical de una solucion
polimérica que contiene el S-nitrosoglutation donante de dxido nitrico (GSNO), y su compa-
racion con la cistitis intersticial experimental inducida por instilacion vesical de protamina y
cloruro potasico.

Material y métodos: Para la consecucion de nuestro objetivo utilizamos 40 hembras de rata
Wistar divididas en cuatro grupos: a) solucion salina + GSNO; b) solucion salina + solucion poli-
mérica (sin GNSO); c) sulfato de protamina + KCl; y d) sulfato de protamina + GSNO. Se realizo
bien una aplicacion a las ratas (5 animales), bien 3 aplicaciones (5 animales) de la sustancia
correspondiente mediante instilacion vesical, y al cabo de 6 dias (5 animales) o 9 dias (5 anima-
les) se les practico la eutanasia y se les extrajeron las vejigas para su evaluacion macroscopica
y estudio histologico.

Resultados: En términos de evaluacion macroscopica observamos edema e hiperemia de la
mucosa en dos (22%) de los animales del grupo 1, en 0 (0%) de los del grupo 2, en 10 (100%) de
los del 3y en 5 (50%) de los animales del grupo 4. En el grupo de protamina + KCl y en solucion
salina + GSNO se observaron efectos similares en la pared vesical. Los animales del grupo 2
(solucion salina + polimérica) mostraban congestion vascular, bastante menos significativa que
en el resto después de 9 dias de instilaciones (p =0,0035). Se observo un aumento de la fibrosis
tras las instilaciones en los grupos 3y 4 a los 6 dias (p=0,3781) y a los 9 dias (p=0,0459)
respectivamente, en comparacion con los controles (grupo 2). En todos los grupos aparecia un
infiltrado de neutrofilos con intensidad variable a los 6 dias de las instilaciones (p=0,7277). Al
cabo de 9 dias se producia una regresion del infiltrado, y sin evidencias de reaccion neutrofilica
marcada en todos los grupos (p=0,2301).
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Introduccién

Conclusion: La respuesta inflamatoria a la instilacion vesical de una solucion acuosa de S-
nitrosoglutation fue muy parecida a la inducida por la instilacion vesical de protamina y KCL.
La instilacion de una solucion acuosa de GSNO puede considerarse un nuevo modelo para la
induccion experimental de cistitis intersticial.

© 2010 AEU. Publicado por Elsevier Espafa, S.L. Todos los derechos reservados.

A new experimental model for inducing interstitial cystitis by oxidative stress using
bladder instillation of a nitric oxide donor gel

Abstract

Purpose: The aim of this study is to develop a new experimental model of inducing intersti-
tial cystitis (IC) through vesical instillation of a polymeric solution containing the NO donor
S-nitrousglutathione (GSNO) and to compare it to the experimental interstitial cystitis induced
by vesical instillation of protamine and potassium chloride.

Material and method: For that purpose 40 female Wistar rats were used, divided in four groups:
1. saline solution + GSNO; 2. saline solution + polymeric solution (without GNSO); 3. protamine
sulphate + KCl; 4. protamine sulphate + GSNO. The rats received one application (5 animals)
or 3 applications (5 animals) of the corresponding substance through intravesical instillation,
and after 6 days (5 animals) or 9 days (5 animals) they were euthanized and their bladders were
removed for macroscopic evaluation and histological study.

Results: In the macroscopic evaluation we observed edema and hyperemia of the mucosa in
2 (22%) of the animals in group 1, in 0 (0%) of the animals in group 2, in 10 (100%) of the
animals in group 3, and in 5 (50%) of the animals in group 4. In the protamine + KCl group
and in saline + GSNO similar effects were observed on the bladder wall. The animals in group
2 (saline + polymeric) showed vascular congestion, significantly smaller than the rest after
9 days instillations (p=0.0035). Significant increased fibrosis was observed after instillations in
groups 3 and 4, after 6days (p=0.3781) and 9 days (p =0.0459) respectively, when compared to
control (group 2). All groups presented neutrophilic infiltrate of variable intensity 6 days after
instillations (p=0.7277). After 9 days, there was a regression of the infiltrate, with no evidence
of accentuated neutrophilic reaction in all the groups (p=0.2301).

Conclusion: The inflammatory response to bladder instillation of an aqueous solution of S-
nitrousglutathione was very similar to that induced by bladder instillation of protamine and KCL.
Instillation of an aqueous solution of GSNO can be considered a new model for experimental
induction of interstitial cystitis.

© 2010 AEU. Published by Elsevier Espafa, S.L. All rights reserved.

evaluacion experimental de nuevos tratamientos. El obje-
tivo del presente estudio es presentar un nuevo modelo

La cistitis intersticial (Cl) es una dolencia caracterizada por
dolor vesical, urgencia urinaria, frecuencia y nocturia. La
International Continence Society (ICS) prefiere el empleo
del término sindrome de vejiga dolorosa, que se definiria
como el dolor supraplbico asociado al llenado de la vejiga
y a otros sintomas tales como aumento en la frecuencia
(durante el dia y la noche) en ausencia de infeccién del
tracto urinario u otras enfermedades obvias'. Se sabe que
la ClI afecta tanto a hombres como a mujeres, pero predo-
mina sobre todo en estas ultimas (en torno al 90% del total
de pacientes)?. El principal problema para los pacientes es
la manera en que la enfermedad afecta negativamente a su
calidad de vida®.

Se ha apuntado la regulacion de la enzima sintasa del
oxido nitrico (NOS) como un factor de peso en la respuesta
inmune frente a la Cl. Otras teorias serian un posible origen
infeccioso, inflamacion neurogénica e hipersensibilidad vis-
ceral generalizada inducida por histamina y producida por
anomalias de los sistemas inmune o neuroendocrino®.

Para la comprension de esta afeccion idiopatica un
nuevo modelo experimental que se sirviese del estrés oxi-
dativo supondria un enorme avance. Asimismo, permitiria la

experimental de induccion de la Cl por estrés oxidativo y
con el uso de un gel donante de dxido nitrico.

Materiales y métodos

Hemos estudiado los efectos que podria tener sobre la pared
vesical de ratas Wistar una solucion acuosa polimérica a
base del copolimero poli(6xido de etileno)-poli(oxido de
propileno)-poli(6xido de etileno) (PEO-PPO-PEQ) plurénico
F127 conteniendo S-nitrosoglutation (GSNO) como donante
de dxido nitrico. EL GSNO es un S-nitrosotiol que actla como
portador y donante de NO aumentando su vida media. El
proyecto se desarrolld en nuestra institucion tras aproba-
cion por parte del Comité de ética en la investigacion y
de acuerdo con el protocolo 1296-1. Se alojo a las ratas en
jaulas con 5 animales cada una y en condiciones de alimen-
tacion, temperatura, iluminacion y humedad ideales.
Como proceso de formacion para la cateterizacion de la
vejiga de los animales se realizd un estudio piloto con 20
ratas Wistar. En la muestra se incluyeron 40 hembras de rata
Wistar de 3 meses de edad. El donante de NO elegido para
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este experimento es el S-nitrosoglutation (GSNO), produ-
cido y donado por el Instituto de Quimica de la Universidad
Estatal de Campinas. La sintesis del GSNO se llevo a cabo
haciendo reaccionar cantidades equimolares de glutation
con nitrito sddico en acido hidrocloridico acuoso (HCL 0,5M)
y en agitacion durante 40 minutos en un bano de hielo. La
solucion final se precipitd con acetona, filtrandose y lavan-
dose con agua fria y acetona. Se dejo secar el precipitado
obtenido durante 24 horas. El GSNO asi obtenido se guardd
en congelador (- 20°C) protegiéndolo de la luz.

La preparacion de la solucion del gel de NO pluronico
F-127 (25 wt%) en agua con GSNO (100 uM) se realizd en
la forma anteriormente descrita. Se anadio pluronico F-127
solido a agua fria (5°C). Dicha solucion permanecié a 5°C
durante 12 horas hasta alcanzar una disolucion equilibrada
del polimero. Se ainadio a la solucién de plurénico F-127 un
volumen adecuado de solucion acuosa de GSNO (0,35 mM),
agitandola en un bafo de hielo para completar su homoge-
neizacion. Se anestesio a los animales con una inyeccion de
pentotal sodico en la vena dorsal de la cola y colocando-
los a continuacion en posicion supina para poder realizar la
antisepsia con povidona yodada.

Distribuciéon de los grupos

Se procedio a la instilacion de acuerdo con la division de
los animales en 4 grupos, como muestra la tabla 1. En todos
los grupos se infundieron las distintas sustancias intravesi-
calmente (fig. 1), hasta conseguir el rebosamiento vesical
(1 ml de media). Las sustancias se mantuvieron en la vejiga
hasta la siguiente miccion de los animales.

1. Grupo 1: se aplicaron a 10 ratas dos sesiones de instila-
cion vesical de solucion salina al 0,9% y a 0,04 ml/min con
intervalos de 24 horas entre ellas hasta llegar al rebosa-
miento vesical, para después inyectarles la solucion de
GSNO en tres dosis, con un intervalo de dos dias entre
cada dosis, siendo sacrificadas a continuacion.

2. Grupo 2: se aplicaron a 10 ratas dos sesiones de instila-
cion vesical de solucion salina al 0,9% y a 0,04 ml/min con

intervalos de 24 horas entre ellas hasta llegar al rebo-
samiento vesical, para después inyectarles la solucion
de excipiente (solo la solucion polimérica, sin GSNO) en
tres dosis, con un intervalo de dos dias entre cada dosis,
siendo sacrificadas a continuacion.

3. Grupo 3: se aplicaron a 10 ratas dos sesiones de cate-
terizacion vesical de solucion de protamina (30 mg/ml)
y de 300 mM de KCL a 0,04 ml/min con intervalos de 24
horas entre ellas hasta llegar al rebosamiento vesical (el
momento en que se llegd a la maxima capacidad de la
vejiga), para después inyectarles la solucion de exci-
piente (sélo la solucion polimérica, sin GSNO) en tres
dosis, con un intervalo de dos dias entre cada dosis,
siendo sacrificadas a continuacion.

4. Grupo 4: se aplicaron a 10 ratas dos sesiones de cate-
terizacion vesical de solucion de protamina (30 mg/ml)
y de 300 mM de KCL a 0,04 ml/min con intervalos de 24
horas entre ellas hasta llegar al rebosamiento vesical (el
momento en que se llegd a la maxima capacidad de la
vejiga), para después inyectarles la solucion de GSNO en
tres dosis, con un intervalo de dos dias entre cada dosis,
siendo sacrificadas a continuacion.

Analisis

Se sacrificd a la mitad de las ratas de cada grupo con una
dosis letal de anestésico el sexto dia, sacrificandose la otra
mitad a los 9 dias. Se diseccionaron las capas cutanea y
muscular, abriéndose la pared abdominal. Se procedidé a
identificar y extraer la vejiga (fig. 2). Tras la apertura de la
vejiga se preparo para su fijacion en formaldehido durante
24 horas, y después en alcohol etilico al 70%, antes de intro-
ducirla en parafina y analizar la presencia o ausencia de Cl.
Los portas histologicos se hicieron con cortes histoldgicos
de entre 3 y 4 micrémetros de ancho, tinéndose con HE. El
estudio patoldgico se basd en la clasificacion siguiente de
acuerdo con los grupos terapéuticos (tablas 2 y 3).

El analisis de los portas histologicos fue realizado por
un patélogo, que los recibié identificados Unicamente por
nimeros y sin indicacion alguna de grupo. Se procedi6 al

Tabla 1  Distribucion temporal para los grupos 1 a 4
Grupo 1. Solucién salina + GSNO
Hora T=1 T=2

1 2

Dia instilacion Solucion salina Solucion salina
Grupo 2. Solucion salina + solucion polimérica
Hora T=1 T=2

1 2
Dia instilacion Solucion salina Solucion salina
Grupo 3. Solucién salina + protamina y KCl
Hora T=1 T=2

1 2
Dia instilacion Solucion salina Solucion salina
Grupo 4. Protamina y KCI + GSNO

Hora T=1 T=2
Dia 1 2
instilacion Protamina Protamina

T=3 T=6 T=9
3 6 9
GSNO GSNO GSNO
T=3 T=6 T=9
3 6 9

Sol. polimérica Sol. polimérica Sol. polimérica

T=3 T=6 T=9

3 6 9
Protamina Protamina Protamina
T=3 T=6 T=9

3 6 9

GSNO GSNO GSNO

*En T =6 se sacrificaron 5 animales.
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Figura 1

1

Figura 2

A. Se somete a las ratas a tricotomia y asepsia. B. La uretra se muestra con pinzas. C. Insercion cuidadosa del catéter.
D. Instilacion del liquido en la forma correspondiente a cada grupo.

A. Incision de la piel. B. Diseccion de la capa muscular. C. Apertura de la pared abdominal. D. Identificacion y extraccion

de la vejiga. E. Apertura de la vejiga. F. La vejiga se coloca en un bastoncillo para su fijacion en formol.

analisis de todos los parametros de la tabla, realizandose
también el analisis estadistico de los datos. Este ultimo se
hizo con ayuda del Departamento de Estadistica del Comité
de Investigacion de la Facultad de Ciencias Médicas, Univer-
sidad Estatal de Campinas. El analisis descriptivo se realiz6
empleando tablas de frecuencia para las variables de cate-
gorias. En cuanto a la comparacion de proporciones se utilizd
la prueba exacta de Fisher, siendo el nivel de significacion
del 5%.

Resultados

Macroscopicamente observamos edema e hiperemia de la
mucosa en dos (22%) de los animales del grupo 1, en 0
(0%) de los animales del grupo 2, en 10 (100%) de los
animales del grupo 3 y en 5 (50%) de los animales del
grupo 4. En el grupo de protamina + KCl y en el de solu-
cion salina + GSNO se observaron efectos similares en la
pared vesical. La evaluacion microscopica fue realizada por



Nuevo modelo experimental de induccion de cistitis intersticial

257

Tabla 2 Grupos de tratamiento

Grupo Tratamiento
1 Salina + GSNO
2 Salina+ excipiente
3 Protamina + excipiente
4 Protamina + GSNO
Tabla 3  Clasificacion de los resultados histologicos con HE
Parametros Gravedad

Aguda Moderada Leve Sin presencia
Neutrofilos 3 2 1 0
Edema 3 2 1 0
Congestion vascular 3 2 1 0
Monomorfonucleares 3 2 1 0
Tejido granulado 3 2 1 0
Fibrosis 3 2 1 0

un patodlogo, de acuerdo con los parametros indicados en
la tabla 3.

A nivel microscopico no se encontraron diferencias signi-
ficativas entre los grupos respecto a congestion vascular en
los animales al sexto dia (p=0,6329). A los 9 dias la conges-
tion vascular se habia reducido de forma significativa en el
grupo 2 (solucion salina + excipiente) en comparacion con
los grupos 1, 3y 4 (p=0,0035) (tabla 4). No se observaron
diferencias entre los grupos en cuanto a fibrosis el dia 6
(p=0,3781). Al cabo de 9 dias la fibrosis era mucho mayor

en el grupo 4 (protamina + GSNO) en comparacion con los
grupos 1y 2 (p=0,0035) (tabla 5).

Se observo un infiltrado de neutrdéfilos de intensidad
variable en todos los grupos a los 6 dias (p=0,7277), asi
como tendencia a la regresion a los 9 dias, sin que se lle-
gase a diferencias con relevancia estadistica entre los grupos
(p=0,2301). También se observd tendencia a la regresion en
todos los grupos en cuanto a la presencia de edema, sin
observarse tampoco diferencias significativas (p=0,8096 a
los 6 dias; p=0,2478 a los 9 dias). Los animales sacrificados
el 6 dia no mostraron diferencias significativas en cuanto
al infiltrado linfomonocitario (p=0,7253); no obstante, si
que se observo una diferencia significativa entre grupos el
dia 9 (p=0,0459). En el grupo tratado con GSNO + solucion
salina el infiltrado aparecia en mayor extension que en el
resto. No se observo entre grupos una presencia diferencial
de mastocitos en el infiltrado.

Exposicion

La Cl es una dolencia merecedora de atencion clinica, sobre
todo por la inexistencia de criterios diagnosticos fiables. Los
modelos clasicos no reproducen adecuadamente el estado
inflamatorio, sobre todo por desconocimiento de la causa’.
En estudios anteriores se encontraron niveles de NO mas
altos en estos pacientes®; sin embargo, son muchas las
dificultades en la recogida de material procedente de los
pacientes incluidos en estudios clinicos, ya que produce gran
malestar. Se hizo un estudio en pacientes en los que se
introdujeron 25 ml de aire en la vejiga mediante un catéter,
comparandose el nivel de NO con el del aire en la sala. Las

Tabla 4  Analisis descriptivo y comparacion de la congestion vascular entre grupos (%)

T=6 Grupo N Aguda Moderada Leve Sin presencia
Salina + GSNO 3 33,3 66,67 0 0
Salina + excipiente 4 75 25 0 0
Protamina 4 50 50 0 0
Protamina+GSNO 5 80 20 0 0

T=9 Grupo N Aguda Moderada Leve Sin presencia
Salina + GSNO 5 0 80 20 0
Salina + Excipiente 5 0 0 0 100 (*)
Protamina 3 33,3 66,67 0 0
Protamina+GSNO 5 40 60 0 0

(*): Reducida en el grupo 2 (solucion salina + excipiente) en comparacion con los grupos 1, 3y 4 (p=0,0035).

Tabla 5 Analisis descriptivo y comparacion de la fibrosis entre grupos (%)

T=6 Grupo N Sin presencia Leve
Salina + GSNO 3 33,33 66,67
Salina + excipiente 4 100 0
Protamina 4 50 50
Protamina +GSNO 5 60 40

T=9 Grupo N Sin presencia Leve
Salina + GSNO 5 100 0
Salina + Excipiente 5 100 0
Protamina 3 33,3 66,67
Protamina +GSNO 5 40 60 (*)

(*): Aumentada en el grupo 4 (protamina + GSNO) en comparacion con los grupos 1y 2 (p=0,0035).
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diferencias encontradas resultaron ser significativas, pro-
bandose que el nivel de NO en pacientes con cistitis es mayor
que en individuos sanos’.

Son escasos los modelos experimentales de Cl que pue-
den encontrarse en la bibliografia. En los primeros proyectos
de desarrollo de cistitis intersticial en animales se empled
acido acético, ciclofosfamida, lipopolisacaridos, sulfato de
protaminay agonista de los receptores vanilloides. Estas sus-
tancias no produjeron los efectos perseguidos, bien porque
danaban demasiado la vejiga, bien por su escasa fiabilidad.
Fraser et al se plantearon el desarrollo de un modelo que
imitase de forma fiable la fase aguda de esta enfermedad
debilitante®, y al fin combinaron el tratamiento con sulfato
de protamina (SP), que se cree que rompe la funcion de
barrera de las células paraguas del urotelio, con concentra-
ciones fisiologicas de cloruro de potasio (KCl) en un modelo
animal con cistometrograma abierto. Se anestesiaron hem-
bras de rata Sprague-Dawley realizandose una cistometria
continua transuretral con solucion salina normal, y con 100
mmol/l de KCl o 0 mmol/l de KCl como control. A continua-
cion se anadieron 10 o0 30 mg/ml de SP a la solucion control a
lo largo de un periodo de 30 minutos (para la ruptura mode-
rada y grave de la barrera urotelial, respectivamente), tras
lo cual se siguio con la solucion salina entre una y dos horas.
Se consignaron y analizaron las amplitudes, duraciones y fre-
cuencia de contraccion de la vejiga, asi como los intervalos
entre contracciones. No se encontraron diferencias entre los
periodos de solucion salina y los periodos de control a 100
mmol/l de KCl o a 500 mmol/l KCl, lo que indicaria que la
preparacion fisica no afectaba a la funcion de la barrera
en estos animales. De los tratamientos probados, los 100
mmol/l de KCl con 30 mg/ml de SP y 500 mmol/l de KCl (la
concentracion fisioldgica de la orina de la rata) con 10 o
30mg/ml de SP produjeron una irritacion comprobable, que
se mantuvo hasta dos horas tras la interrupcion de la admi-
nistracion de SP. Estos resultados indican que el uso historico
de la solucion salina normal, en lugar de la mas fisiologica
de 500 mmol/l de KCl, sesgan en buena medida en la cisto-
metria nuestra interpretacion de la funcionalidad del tracto
urinario inferior en modelos animales de Cl; y que agresiones
modestas no citotdxicas sobre la funcionalidad de la barrera
urotelial pueden producir respuestas irritativas acusadas, en
presencia de las condiciones fisiologicas adecuadas®.

En 2007 se describié un modelo experimental de Cl con
administracion intraperitoneal de ciclofosfamida (CF). Esta
sustancia antitumoral se metaboliza en acroleina en el
rinon, acumulandose en la vejiga con efecto toxico, que
acaba por producir dolor visceral. Esta sustancia produce
dano histoldgico Unicamente en el urotelio al disolverse en
solucion salina al 0,9% y administrarse intraperitonealmente
(i.p.). Se administré un vehiculo o CP (200-400 mg/kg, i.p.),
evaluandose simultaneamente en el mismo roedor las con-
ductas espontaneas y provocadas asociadas al dolor®.

Otro estudio experimental es el realizado en gatos que
ya presentaban Cl idiopatica. En algunos gatos se da de
manera natural una forma idiopatica de Cl que genera todas
las caracteristicas propias de la Cl humana, incluyendo sus
sintomas. Los animales tenian un historial de polaquiuria,
hematuria y miccion en lugares inapropiados. Después de

estudiar los niveles de NO en las vejigas, tanto control como
con Cl, se observo que los niveles de NO en las vejigas con
Cl eran superiores'®. Otros modelos experimentales de Cl
incluirian el uso de virus atenuado de pseudorrabia (PRV de
Bartha), un a-herpesvirus que absorben las neuronas y que
pasa por transporte retrogrado y replicacion viral en el sis-
tema nervioso central, e induccion de ClI con sustancia P
y lipopolisacaridos que inducen la liberacion de histamina
y citoquina por la vejiga® '°. La posible relacién entre el
NO y los procesos inflamatorios propios de la Cl supone un
modelo experimental mas proximo a la realidad con el uso
de un gel donante de NO que promueva el inicio del proceso
inflamatorio. La respuesta inflamatoria a la instilacion vesi-
cal de una solucion acuosa de S-nitrosoglutation (GSNO) fue
muy similar a la inducida por la instilacion vesical de SP y
KCL. Por consiguiente, la instilacion de GSNO puede conside-
rarse un nuevo modelo de induccion experimental de cistitis
intersticial en ratas.
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