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Capitulo I: Sindrome de dolor vesical y

cistitis intersticial






Introduccion

INTRODUCCION.

1. Terminologia.

Actualmente, con el fin de consensuar la terminologia, las Guias
Clinicas Europeas adoptaron la propuesta de la International Association for
the Study of Pain (IASP) publicada en el 2012, donde definian el dolor
pélvico cronico como un dolor persistente que puede ser continuo o
recurrente de 6 meses de duracion, relacionado con las estructuras de la

pelvis tanto del varén como de la mujer (Merskey, 2012).

El sindrome de dolor pélvico cronico (SDPC) se caracteriza por
dolor pélvico créonico en ausencia de cualquier patologia que justifique
dicho dolor (cancer, infecciones, litiasis, etc...). Generalmente esta asociado

a una repercusion en las vida diaria del paciente.

Actualmente para la clasificacion del sindrome de dolor pélvico
crénico se utiliza si es sistémico u 6rgano especifico. Si es drgano especifico
se utiliza la palabra del 6rgano afecto, como por ejemplo sindrome de dolor

vesical.

El sindrome de dolor vesical se define en las Guias Clinicas de la
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Asociacion Europea de Urologia como el dolor suprapibico que esta
relacionado con el llenado de la vejiga y va acompafniado de otros sintomas
como poliaquiria diurna y nocturna en ausencia de una infeccion urinaria u
otra enfermedad evidente conocida (Fall 2010). El sindrome de dolor vesical
(SDV) ha reemplazado al de sindrome de vejiga dolorosa (SVD) ( Fall,
2010, van de Merwe et. al. 2008). La cistitis intersticial (CI) se engloba
actualmente dentro de el sindrome de dolor vesical, aunque algunos
pacientes que han sido catalogados de CI no cumplen los criterios del
National Institute of Diabetes and Digestive And Kidney Diseases (NIDDK)
(Abrams, 2002). En este trabajo utilizaremos a la CI para referirnos a las

pacientes con SDV/CI.

2. Concepto y generalidades de la CI.

La CI sigue siendo un gran enigma, cuya comprension no ha
cambiado en 100 afios y su definicion se ha visto obstaculizada por la falta
de criterios especificos de diagnéstico, cambios histopatologicos
especificos, la fluctuacion de los sintomas y la extrema variabilidad entre los
pacientes en términos de sintomas, hallazgos objetivos y la respuesta al

tratamiento.
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El SDV/CI se considera parte del sindrome de dolor pélvico crénico
por guardar similitudes con ¢él. La CI es una enfermedad inflamatoria
cronica de la vejiga caracterizada por dolor pélvico y / o perineal, urgencia

miccional, frecuencia y nocturia.

Debido a la dificultad para definir la CI se ha empleado una variedad
extraordinariamente amplia de criterios diagnosticos. A finales de los afios
ochenta se establecieron los criterios de consenso del NIDDK con el fin de
garantizar que los estudios cientificos fueran relativamente comparables
(van de Merwe, 2008). Los criterios del NIDDK establecieron un
diagnostico de CI de exclusion. Dolor vesical, tenesmo vesical y el hallazgo
de hemorragias submucosas, denominadas glomerulaciones, son los Unicos
elementos positivos. La identificacion de lesiones circunscritas de tipo
Hunner es un criterio de inclusion automatica. Aunque admitidos de forma
general, los criterios del NIDDK tan solo proporcionan un marco minimo
para establecer el diagnéstico y algunos autores consideran que son
demasiado restrictivos para su uso clinico. Todavia no existe una definicion

de consenso para el diagnostico clinico de la CI
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Actualmente las Guias Europeas de Urologia dividen a la CI en dos
subtipos de acuerdo con los hallazgos de la cistoscopia. En la CI con
ulceraciones o cistitis ulcerativa, y en las pacientes sin estos hallazgos como
CI no ulcerativa. Esto se debe a que existen algunos datos donde se
observan diferentes respuestas a determinados tratamientos y que podria ser

diferente su etiopatogenia. (Koziol, 1996; Peeker, 2000; Frijofsson, 1987)

2.2. Importancia de la enfermedad

2.2.1 Prevalencia e Incidencia

La prevalencia exacta no es conocida y puede que varie segin
paises. Datos procedentes de EEUU estiman entre 700.000 a un millén de
afectados. Cifra similar a la de pacientes con enfermedad de Parkinson
(Sand, 1997; Kuseck, 2001). Ademas, se tiene el convencimiento de su
infradiagndstico y de que algunos de los hombres diagnosticados de

prostatitis no bacteriana podrian padecerla (Nickel, 2008; Parsons, 2002).

En Europa, Leppilahti y cols. (Leppilahti, 2005) comunicaron tasas
en Finlandia de 239/100.000 de CI clinicamente confirmada y 530/100.000

de CI posible/probable.
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Estudios recientes generalmente sefialan cifras mayores que otras
series mas antiguas. En un reciente estudio austriaco, se comunicd una
prevalencia global de CI de 306/100.000 mujeres, con un valor maximo
(464/100.000) en las mujeres de mediana edad (40-59 afios) (Temml, 2007).
En una revision, se ha afirmado que podrian estar afectadas el 20 % de las

mujeres (Burkman, 2004).

En Espafia no existen datos reales sobre la prevalencia o incidencia
de esta enfermedad. Ademas, se cree que dichos datos son menores a los
reales. En parte porque son pacientes complicadas que requieren atencion y
que por tanto, cambian de especialistas con facilidad. Las pacientes suelen

ser controladas y tratadas por urélogos, ginecologos y clinicas de dolor.

Afecta principalmente a mujeres, siendo la ratio 10/1 con respecto a
los hombres. Se puede presentar en cualquier tipo de edad, sexo y raza. Sin
embargo, esta enfermedad es mucho mas frecuente en la raza blanca. La
edad media de comienzo de los sintomas es 40 afios, pero un 25% de los

pacientes tienen menos de 25 afios (Sant, 1997).
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2.2.2 Clinica

Los enfermos apenas logran mantener unos centimetros ctbicos de
orina en su vejiga. La orina les provoca molestia, presion y dolor en la

vejiga y organos pélvicos relacionados.

Los pacientes consultan por el dolor caracteristico y por polaquiuria,
que a veces es extrema y siempre se acompana de nicturia. La naturaleza del
dolor es el sintoma clave de la enfermedad. El dolor guarda relacion con el
grado de llenado de la vejiga, de modo que aumenta normalmente al hacerlo
el contenido vesical. Se localiza a nivel suprapubico, a veces con irradiacion
a ingles, vagina, recto o sacro. El dolor mejora con la evacuacion, pero

reaparece enseguida con el llenado (Erickson, 1997; Erickson, 2001).

También existen diversos comportamientos de las pacientes afectas
de CI, ya que en algunas de ellas los sintomas predominantes pueden ser los
de llenado (frecuencia y urgencia), mientras que en otras el sintoma

principal serd el dolor.

2.2.3 Calidad de vida

La CI tiene un gran impacto sobre la calidad de vida, ya que provoca
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cambios de comportamiento social, laboral (50% de incapacidad laboral),
ritmo de suefio, etc... En muchas ocasiones conduce a la depresion. De
forma comparativa, los pacientes en programa de didlisis tienen mejor

calidad de vida que los pacientes con CI (Abrams 2006).

2.2.4 Costes economicos de la enfermedad

Esta enfermedad tiene importantes costes economicos. Exceptuando
los costes indirectos, el coste médico atribuible a este complejo sintomatico
en Estados Unidos (EEUU) se ha estimado en mas de 100 millones de
dolares al ano (Held, 1990). Ademas, el coste econdmico sanitario y en
horas perdidas se ha estimado en 1.7 billones de dolares en EEUU (Sand,

2002; Sant, 1997).

3. Etiopatogenia

La etiologia de la CI es desconocida. Se han propuesto factores de
diversa indole que implican alteraciones estructurales de la mucosa vesical,
neurologicos, autoinmunes, linfaticos, infecciosos y psicologicos. Sin
embargo, no existen datos suficientes para explicar el papel que juegan cada

uno en la etiopatogenia de la CI. No se puede descartar que, en algunos
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pacientes, sea posible una combinacion de varios factores los que causen la

agresion de la mucosa vesical.

Los factores epidemioldgicos indican que el sexo, la presencia de
infecciones del tracto urinario inferior previas y el antecedente de problemas
urinarios desde la infancia, distinguen a los pacientes con CI. El comienzo
rapido en la edad media sugiere que es una enfermedad adquirida, en
ausencia de una asociacion familiar importante. Si bien, se esta comenzando
a estudiar la posibilidad de que exista una predisposicion genética. Estudios
genéticos recientes han revelado una susceptibilidad heredada a padecerla
en familiares de primer grado de pacientes con CI a través de multiples
generaciones. Aunque, hasta la fecha no se ha implicado ningun gen

especifico como causa de la enfermedad (Elgavish, 2009; Gamper, 2009).

También se ha propuesto que sea una enfermedad autoinmune o
inmunogénica ya que, tiene una expresion clinica tipica de sintomas
crénicos con remisiones Yy exacerbaciones, infiltracion de células
mononucleares 6rgano especifica, falta de un patdégeno claramente definido
y respuesta ocasional a esteroides u otros inmunosupresores (Bates, 2000;

Eisenberg, 2003)

10
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. La cuestion es cual seria el antigeno permanente o recurrente que
provoca la inflamacion cronica. Varios aspectos implican a la orina como
agente irritativo por sus constituyentes endogenos o exdgenos. Puesto que,
la miccion calma el dolor, la exclusion o derivacion urinaria también,
aunque la vejiga permanezca en su sitio (Warren, 1994). Por otra parte,
aunque la CI presenta una clinica similar a la de cistitis bacteriana no se ha
logrado demostrar ningiin agente microbiano en muestras urinarias ni

biopsias de pared vesical.

Sin embargo, todas las teorias propuestas para explicar su
etiopatogenia conducen a un aumento de la permeabilidad vesical, la
activacion de mastocitos, la inflamacion neurogénica y a la activacion de

varios de factores de crecimiento.

3.1 Aumento de la permeabilidad vesical.

El urotelio tiene como funcidn servir de barrera de proteccion contra
los solutos diluidos en la orina. Dispone de diversos mecanismos de defensa
como: una densa capa de glicosaminglicanos (acido hialurénico, sulfato de
heparina, dermatan sulfato, condroitin 4-sulfato), una capa de glicoproteinas

en la superficie luminar, placas de uroplakin, bomba activa de iones y

11
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estrechas uniones celulares (Chacrabarti, 1980; Thorne, 1984). Todos ellos
actlian como una barrera controlando la permeabilidad de las moléculas. Los
sintomas en la CI serian consecuencia del efecto irritante que provocan el
potasio, la creatinina, la urea o el amonio secundaria a una lesion urotelial y
aumento de la permeabilidad (Elbadawi, 1997). Tras la agresion inicial, se
desencadenaria una cascada de reacciones inflamatorias (Teichman, 2007).
A favor de esta teoria estarian los estudios experimentales donde se ha
provocado el aumento de la permeabilidad vesical a la urea y al calcio tras la
lesion de la barrera de mucina con sulfato de protramina. Se ha visto mejoria
de los sintomas al administrar heparina, para revertir el efecto de la
protamina (Parsons, 1990), el aumento en la captacion de urea en la vejiga

de pacientes con CI (Parsons, 1991) y el test de potasio positivo.

Estudios ultraestructurales mas recientes de la pared vesical de
pacientes con CI han mostrado cambios morfologicos anormales en células,
tejido intersticial, vascularizacion y nervios intrinsecos a nivel del urotelio,
suburotelio y muscularis. Todo ello asociado a edema celular y tejidos

extracelulares (Elbadawi, 1997).
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También se han encontrado alteraciones en E-cadherina, que tiene un
papel crucial en la diferenciacion urotelial; en la ZO-1, que es una proteina
que forma estrechas uniones celulares y que contribuye a la
impermeabilidad del urotelio, en el uroplakin, una proteina con una funcion
hidrofobica situada a nivel de la superficie de las células en paraguas, y en
el condroitin sulfato, elemento esencial en la capa de glicosaminglicanos

para mantener la impermeabilidad (Slobodv 2004).

3.2 Aumento de mastocitos.

La CI esta asociada a un aumento del numero de mastocitos en la
pared vesical (Eldrup, 1983; Feltis, 1987, Sant, 1994). Estas cé¢lulas
producen sustancias irritantes como la histamina, factor quimiotactico de
eosinofilos, sustancias implicadas directamente en el desarrollo de
inflamacién como las citoquinas y en la produccion de dolor como los
leucotrienos (Aldenborg, 1998; Green, 2004). Sin embargo, si este aumento
es una consecuencia o una causa de la enfermedad estd todavia por
demostrar. La degranulaciéon de mastocitos y la liberacion de sustancias
pueden, por si mismas, ser responsables de los sintomas de la CI. Sin

embargo, dicha degranulacion podria ser consecuencia de un factor irritante
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previo sobre el urotelio ya alterado. Si esto Gltimo fuera cierto, el numero de
mastocitos seria Unicamente el reflejo de la severidad en la alteracion
urotelial (Moldwin, 2002). Ademas, el desencadenante del dolor en la CI no
es completamente conocido, puesto que no tiene relacion directa con los
hallazgos patologicos. Se cree que podria existir una participacion de las
terminaciones nerviosas sensitivas en la patogénesis (inflamacion

neurogénica).

Otro factor a favor de esta teoria, es la evidencia de aumento de los
niveles de histamina en las capas del urotelio (Kastrup, 1983) y en el
aumento de la excrecion urinaria del acido 1-4 metilimidazol-acético, un
metabolito de la histamina (el-Mansoury, 1994; Pang, 1998). Sin embargo,
la validez de esta teoria es cuestionable por la dificultad técnica de
cuantificar los mastocitos ya degranulados, en caracterizar y evaluar su
contribucion a la respuesta inflamatoria y en definir el mecanismo por el

cual influyen en dicha reaccion (Saban, 2001).

3.3 Inflamacién neurogénica.

El dolor es un sintoma comun en la CI y a menudo, persiste incluso

tras extirpar la vejiga. Este hecho, sugiere que podria existir un componente
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central a nivel del sistema nervioso. Sin embargo, las reacciones que se
originan a nivel vesical pueden contribuir, por si mismas, al desarrollo y
perpetuacion del dolor en estos pacientes. La regulacion neuroldgica es
probable que juegue un papel relevante en la patogenia de la CI. La
inflamaciéon neurogénica es un proceso por el cual las terminaciones
nerviosas sensitivas pueden llegar a segregar mediadores inflamatorios que
perpettien la inflamacion y produzcan un estado de hiperalgesia. Se produce
el fendmeno de neurosensibilizacion, es decir, se modifican el estado basal
del nociceptor alterando su respuesta habitual frente al estimulo. Se
modifica la percepcion como consecuencia de cambios genotipicos y
fenotipicos expresados en todos los niveles de la transmision nociceptiva, lo
que conduce a una alteracion en la modulacién del dolor a favor de la
hiperalgesia (Saban, 2007). La sustancia P jugaria un papel esencial en este
proceso. Esta sustancia es un mediador inflamatorio que funciona como un
neurotransmisor nociceptivo a nivel de los nervios central y periférico. Su
secrecion a nivel de las terminaciones nerviosas periféricas, desencadena
una cascada inflamatoria que implicaria una degranulacion de mastocitos y

una estimulacion de las terminaciones sensitivas cercanas (Saban, 2002).
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Se ha demostrado que el aumento de las terminaciones nerviosas
quecontienen sustancia P y la eliminacion de sustancia P en orina se
correlaciona con la severidad de los sintomas en pacientes con CI. Por otra
parte, el hecho de que la CI sea mas prevalente en mujeres, y que los
sintomas se agudicen en el periodo premenstrual, hace sospechar la
participacion de los estrogenos en la patogenia (Whitmore, 1994; Nazif,
2007). Posiblemente estos actuaran aumentando la expresion de factores de
crecimiento nerviosos en la pared vesical y contribuyendo a la inflamacion

neuroldgica.

3.4 Factores de crecimiento.

La lesion de la barrera epitelial estaria causada por una inhibicion del
proceso normal de proliferacion de las células epiteliales. Se han
identificado dos factores que pueden explicar los cambios que se producen
en las vejigas de pacientes con CI. El heparin-binding-epidermal-growth-
factor like growth factor (Hb-EGF) jugaria un papel importante en la
proliferacion celular epitelial y la reparacion de lesiones. Se ha demostrado
que existe un descenso significativo en los niveles de este factor de

crecimiento tanto en muestras urinarias como sanguineas en pacientes con
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CI, en comparacion con controles. Estos hallazgos sugieren que la falta de
Hb-EGF puede ser el responsable de la incapacidad de la vejiga para reparar

el epitelio dafiado (Sun, 2007; Wilkinson, 2006).

Key y cols. descubrieron que el factor antiproliferativo (APF) esta
presente en la orina de personas con CI (Keay ,1996). Esta proteina inhibiria
la producciéon de Hb-EGF y podria impedir el crecimiento del epitelio
vesical y su regeneracion. Ambos factores han sido confirmados como
marcadores de CI en dos estudios recientes. Ademads, se ha demostrado que
el APF afectaria a la distribucion de células en las diferentes fases del ciclo
celular. Estas diferentes distribuciones se deberian a apoptosis o a falta de
regeneracion dentro del ciclo celular (Zhang, 2003; Keay, 2003; Keay,
2004). Por otra parte, el factor de crecimiento epitelial (EGF) también se ha
encontrado significativamente disminuido en la orina de los pacientes con

CI en comparacion con las de pacientes control (Erickson, 2002).

3.5 Proteina p53

Una de las proteinas reguladoras mas importantes dentro del ciclo
celular es la proteina p53 ya que es un mediador del flujo del ciclo celular,

muerte celular por apoptosis y respuestas celulares al estrés (Lane 2005).
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Esta proteina se une al ADN del ciclo celular deteniendo el mismo,
reparando el ADN, o provocando la apoptosis si el dafio celular es

irreversible.

La proteina p53 es un factor de transcripcion que controla la
expresion de numerosos genes en una red que esta siendo definida con
multiples enfoques. En respuesta a las condiciones estresantes del medio
ambiente, la proteina p53 aumenta dando lugar a la detencion del ciclo
celular o apoptosis. La pérdida de la funcion de p53 por mutacion es la
alteracion genética mas comun y se ha relacionado con algunos tipos de
cancer. La p53 esta relacionada como un supresor de la hiperproliferacion

(Harris, 2005).

3.6 Apoptosis celular con relacion a la CI

La muerte celular fisiologica es un proceso natural programado
genéticamente, controlado por mecanismos moleculares complejos, cuyo
conocimiento es un objetivo primordial de la biologia y la medicina
contemporaneas. La apoptosis es un programa metabolico que, activado,
induce la muerte celular segun secuencias estereotipadas, que culminan con

la fragmentacion de la célula y la digestion de sus fragmentos por fagocitos.

18



Introduccion

El efecto fisiologico de ese programa es la eliminacion de células
decadentes, dafiadas o superfluas, sin liberar su contenido al entorno
(Palomba, 1996)

La apoptosis se debe diferenciar de la necrosis, un proceso pasivo en
la que la muerte celular se produce por un dafio directo, irreversible, de
todas las estructuras celulares, como ocurre en la isquemia severa, por
accion de temperaturas extremas, por agentes quimicos diversos, o por
trauma mecanico, entre otros (Lemasters, 1998).

La proteina p53 tiene funciones que implican la ligadura al ADN,
como la activacion de la transcripcion y el control del acceso de la célula al
proceso de apoptosis (Sugrue, 1999). La regulacion de la reparacion del
ADN es esencial para el control del crecimiento de los tumores y por lo
tanto, para el resultado del tratamiento clinico del cancer. En este contexto
cabe destacar que a) la mutacion del gen p53 es frecuente en los tumores
humanos y del raton; (b) pS3 controla la respuesta celular al dafio al ADN y
la mitosis, a través de otro factor regulador p21.

Vicencio et al. publicaron que en condiciones normales la proteina
p53 es degradada por el complejo MDM2 (en inglés: Mouse Double Minute
2), pero cuando existe estrés mitogénico o dafio del ADN se activa la

primera via de sefializacion, pues la actividad de MDM2 se suprime,

19



Introduccion

originando que la proteina p53 active la proteina p21 (también denominada
CDK- Nla) que es inhibidora de kinasas dependientes de ciclinas (CDKI),
la cual frena el ciclo celular. (Vicenccio 2008)

La apoptosis y senescencia celular son excelentes pardmetros
bioldgicos que determinan el estado y posible utilizacion del cultivo, porque
revelan condiciones especificas de la célula a nivel fisioldgico, morfologico,
bioquimico y genético que no pueden ser reconocidas de manera tan
completa y clara por otros parametros celulares, ademas de estar
relacionados con la generacion de multiples fenotipos patologicos que no
son convenientes a la hora de implementar mecanismos terapéuticos. Se ha
evidenciado que las células en un ambiente in vitro se ven enfrentadas a
multiples agentes perjudiciales extrinsecos e intrinsecos, cuya acumulacion
resulta en dafios a nivel estructural, funcional y fisiologico en los
componentes celulares (Vicencio 2008). En respuesta a estos dafios, la
célula activa una serie de complejas vias bioquimicas y genéticas que
resultan en fenotipos particulares asociados a muerte y senescencia celular,
lo que eventualmente puede significar un estado de deterioro del cultivo, el
cual no tendria aplicabilidad médica pues representaria un riesgo alto.

(figura 1).

20



Introduccion

Estrés ‘ﬁ’APF
Continun o g

HI-Ib—egF Incapacidad
para reparar y
reponer células

ﬁ‘pSE

Ciclo de MDMZ
caspasas G

Apoptosis
Detencidn . 2 Senesecia
ciclo celular celular

Figura 1: Esquema de los mecanismos que inducen a la apoptosis

4. Diagnéstico

La definicion y el diagnostico de CI han evolucionado durante los
ultimos afios. En 1987, el National Institutes of Health (NIH) llevo a cabo
una serie de reuniones de expertos con la intencion de desarrollar unos
criterios diagnosticos que sirvieran como definicion de CI. Posteriormente

NIDDKD actualizo6 los criterios en 1993 y mas tarde, en 1997 se fundé un
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registro de casos con el desarrollo del proyecto Interstitial Cistitis Data
Base. Este registro fue la primera base de datos donde se recogia de forma
sistematica, multicéntrica, observacional y longitudinalmente informacién
sobre las caracteristicas demograficas, habitos dietéticos, diagndstico,
sintomas y tratamientos empleados, en pacientes con CI. Sin embargo,
quedaba claramente expresado que la utilidad de los criterios de inclusion y
exclusion era que sirviera para seleccionar pacientes para ensayos clinicos y

con fines de investigacion (tabla 1 y 2).

Tabla 1: Criterios de inclusion. (NIDDK 1993-1997)

Criterios de inclusion

Cistoscopia: presencia de glomerulaciones y/o presencia de ulcera de
Hunner clésica

Sintomas: Dolor vesical y/o urgencia miccional
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Tabla 2: Criterios de exclusion de la CI (NIDDK 1993-1997)

Criterios de exclusion

Edad inferior a 18 afios
Capacidad vesical mayor a 350cc con el paciente consciente

Ausencia de una urgencia intensa de vaciado con la vejiga llena con 100
cc, durante la realizacion de cistomanometria

Demostracion de contracciones

Duracion de sintomas inferior a 9 meses

Ausencia de nocturia

Mejoria de sintomas con antibidticos

Frecuencia miccional diaria inferior a 8 veces
Diagnostico de cistitis bacteriana o prostatitis (3 meses)
Calculo ureteral o vesical

Herpes genital activo

Céancer uterino, cervical, vaginal o de uretra
Diverticulo uretral

Cistitis quimica por ciclofosfamida u cualquier otro agente
Cistitis tuberculosa

Cistitis radica

Tumor vesical benigno o maligno

Vaginitis
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Es decir, dicha definicion no era necesariamente aplicable para el
diagnostico en la practica clinica. Se era consciente de que algunos de los
pacientes con CI quedarian excluidos (Warren, 2006). Este hecho se ha
demostrado en dos estudios recientes donde aproximadamente dos tercios de
los pacientes no cumplian la definicion de CI cuando se aplicaba de forma
estricta los criterios de inclusion (Warren, 2008; Mouracade, 2008). Hanno
y cols analizaron (Hanno, 1999) los pacientes incluidos en la base de datos
de un estudio multicéntrico sobre CI (Simon, 1997). En este estudio un total
de 269 mujeres fueron catalogadas como enfermas de CI definitiva o muy
probable por sus urdlogos (todos ellos expertos en CI). De ellas, s6lo un 32
a 42% cumplian los criterios de la NIDDKD. El resto no hubieran sido
tratadas o diagnosticadas como enfermas de CI si sus urdlogos hubieran
seguido los criterios de la NIDDKD. Por lo tanto, la CI continta siendo un
reto diagndstico puesto que, sus sintomas se solapan con los sintomas de
otras patologias pélvicas. Sigue siendo un diagnéstico de exclusion y se
deben llevar a cabo los andlisis y las exploraciones complementarias

necesarias para descartar el resto de patologias (Tabla 3).
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Tabla 3: Exploraciones necesarias para descartar otras patologias.

Exploraciones complementarias necesarias para el diagnodstico de CI

Sedimento urinario

Cultivo de orina

Baciloscopia

Citologia

Cistoscopia

Biopsia mucosa vesical
Hidrodistension bajo anestesia
Urodinamica

Ecografia pelviana

Cultivo de secrecion vaginal

Test del potasio

Marcadores urinarios

La utilidad de los criterios de la NIDDKD se ha cuestionando. Se
necesita un nuevo consenso para definir y diagnosticar en la practica clinica

y para futuras guias de investigacion.
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4.1 Test del potasio.

Es opcional y puede servir para confirmar la sospecha de CI. Esta
disefiado para detectar si existe una lesion en la barrera epitelial vesical. La
solucion de cloruro potasio se utiliza como irritante para provocar dolor o
urgencia. Parsons et. al. (Parson, 2003) realizaron una revision multicéntrica
de los resultados de este test y encontraron que un 78% de los pacientes con
la sospecha de CI respondian positivamente. Un test de potasio positivo
indica lesion epitelial, lo que puede estar presente en la cistitis radica o en
una infeccion aguda, asi como la CI. Sin embargo, los pacientes con
infecciones cronicas del tracto urinario inferior, obstruccion vesical o
hiperactividad del detrusor presentan una baja tasa de positividad al test. El
test se lleva a cabo mediante la instilacion de 40 ml de solucion 0.4 mol /
litro de cloruro potésico. Si se produce dolor inmediato o urgencia tras la
instilacion, el test se considera positivo y posteriormente se debe lavar la
vejiga con agua bidestilada. Al mismo tiempo, se aprovecha para instilar la
terapia intravesical especifica, en caso de que se tenga pautada. Si no existen
cambios en la sintomatologia a los 5 minutos o no hay un cambio superior a

dos puntos con respecto a la puntuacion basal, se considera negativo.
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4.2 Citoscopia.

En la actualidad para un correcto diagndstico de las pacientes con CI
la AEU recomienda que a todas las pacientes deberia realizarse una
cistoscopia bajo anestesia con hidrodistension donde debe comprobar la
capacidad maxima ademds de muestras de biopsia de la pared vesical y
recomiendan que se utilice la clasificacion del ESSIC (European Society for

the Study of IC) para los hallazgos de las cistoscopia (tabla 4).
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Tabla 4: Clasificacion de la ESSIC de los tipos de sindrome de dolor

vesical en funcion de los resultados de la cistoscopia con hidrodistension y

la biopsia
Cistoscopia con hidrodistension
No Normal Glomerulaciones® Lesion de

realizada Hunner °
Biopsia
No realizada XX 1X 2X 3X
Normal XA 1A 2A 3A
No concluyente XB 1B 2B 3B
Positiva XC 1C 2C 3C

a Cistoscopia: glomerulaciones de grado 2-3. b. Con o sin glomerulaciones
tejido de granulacion o fibrosis intrafascicular.

4.3 Cuestionarios

El uso de medidas de Calidad de Vida Relacionada con la Salud
(CVRS) ha aumentado de forma significativa en importancia de la
evaluacion de la CVRS, que radica en la necesidad de obtener, mediante

otro tipo de resultados que no sean los resultados clinicos tradicionales, el
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impacto de la patologia en la vida diaria del paciente. La evaluacion de la
CVRS también es importante para analizar las posibles diferencias entre
tratamientos (Sanders, 1998). La perspectiva del paciente como un enfoque
valido en la evaluacion de los resultados de una determinada intervencion,
ha impulsado definitivamente que el conocimiento de la CVRS de los
pacientes sea cada vez mas importante (Badia, 2000). Para medir la CVRS
se han desarrollado cuestionarios especificos de las patologias y genéricos

relacionadas con la CVRS.

En la actualidad, en la CI también se estan utilizando cuestionarios
validados tanto para el diagnéstico como para monitorizar la respuesta al
tratamiento (Blaivas, 2007). Actualmente, el uso de diversos cuestionarios
especificos sobre sintomas miccionales se utilizan con frecuencia
clinicamente, tales como cuestionarios de la calidad de vida, de la
incontinencia (IQoL), International Prostate Symptom Score (IPSS), y

O'Leary Sant (MCO, o ICSI/ IPIC).

El cuestionario de O'Leary tuvo como objetivo comparar las
caracteristicas y severidad de los sintomas, la calidad de vida de los

pacientes con CI y su respuesta a los tratamientos (O Leary, 1997).
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Recientemente se ha desarrollado el indice de dolor genitourinario
(GUPI) que es un instrumento valido, fiable y sensible que se puede utilizar
para cuantificar los sintomas en hombres y mujeres con condiciones de
dolor uroldgico. El indice podria ser una herramienta importante para el uso
clinico, asi como para fines de investigacion para evaluar la gravedad inicial
de los sintomas y la respuesta al tratamiento (Clemens, 2009). EI GUPI
(tabla 5) es el cuestionario mas completo y mas empleado para poder
objetivar mediante una escala los sintomas de las pacientes. En ¢l se evaluan
el dolor relacionado con la micciéon y el dolor relacionada con la actividad
sexual, ademas de contener preguntas que permiten conocer la afectacion de

la calidad de vida de las pacientes.
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Tabla 5: Cuestionario de Indice de dolor genitourinario(GUPI)

PUNTOS 0 1 2 3 4
1) (Cuantas veces orina por el dia? 3-6 7-10 11-14 15-19 >20
2a)Cuantas veces orina por la noche 0 1 2 3 >4
2b)Le preocupa levantase por las noches Nunca A veces Normalmente Siempre

3) Sexualmente activo? Si/No

4a) Si es sexualmente activo, tiene o ha ~ Nunca A veces Normalmente Siempre

tenido dolor con la actividad sexual

4b) Si tiene dolor, le ha hecho evitarel =~ Nunca A veces Normalmente Siempre

contacto sexual

5) Tiene usted dolor en su vejigaoenla Nunca A veces Normalmente Siempre

pelvis (vagina, labios, bajo abdomen)

6a) Cuantas veces orina durante el dia Leve Moderado Severo

6b) Le preocupa tener dolor Nunca A veces Normalmente Siempre

7) Después de ir al bafio, contintia con Nunca A veces Normalmente Siempre
urgencia?

8a) Si tiene urgencia, que intensidad tiene Leve Moderado Severo

8b) Le preocupa tener dolor Nunca A veces Normalmente Siempre
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Ademas de estos cuestionarios especificos para dolor pélvico cronico
y CI existen cuestionarios genéricos para evaluar la calidad de vida de los
pacientes. Los cuestionarios genéricos mas utilizados para la medicion y
percepcion del dolor de las pacientes son: el BPI (brief pain inventory), el

EQ5D y el PGI.

El BPI es un cuestionario autoadministrado y de facil comprension
que contiene dos dimensiones: la intensidad del dolor y el impacto del dolor
en las actividades de la vida del paciente. En los ultimos afios ha aumentado
el uso del BPI como método de evaluacion estandarizada del dolor en
pacientes oncologicos, aunque también se ha utilizado en otros procesos que
cursan con dolor cronico, existiendo versiones validadas en varios idiomas

incluida en espafiol (Badia 2003).

El cuestionario EQ-5D (EuroQol Group, 1990) es otro de los
cuestionarios genéricos mas utilizados y cuenta de dos apartados: el sistema
descriptivo y la Escala Visual Analogica (EVA). El sistema descriptivo
contiene 5 preguntas en las que se evaluan 5 dimensiones de la calidad de
vida: movilidad, cuidado personal, actividades cotidianas, dolor/malestar y

ansiedad/depresion. Cada pregunta tiene 3 opciones de respuesta que van de
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1 «no tengo problemas» a 3 «tengo muchos problemas». En la EVA, el
paciente debia puntuar su estado de salud en una escala que va de 0 (peor

estado de salud imaginable) a 100 (mejor estado de salud imaginable).

5. Tratamiento de la CI.

El tratamiento de la CI sigue siendo un reto para la mayoria de
urdlogos. Al no tener claro las causas, mecanismos fisiopatoldgicos y
debido a que estas pacientes son tratadas por una multitud de especialistas,
hacen que no exista consenso en el tratamiento estandar. Ademas existe una
gran variabilidad en la literatura sobre la eficacia de determinados

tratamientos.

El tratamiento de la CI se puede dividir en : cambios en habitos
higiénicos-dietéticos y tratamientos alternativos médicos, tratamientos
intravesicales, terapias intervencionista y para los casos mdas severos

tratamientos quirdrgicos.
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5.1 Terapias higiénicos-dietéticos y alternativas.

5.1.1 Terapias Conductuales.

Las técnicas conductuales de entrenamiento vesical resultan
unaalternativa para los pacientes con SVD/CI y sintomas predominantes de
polaquiuria/ tenesmo vesical, pero apenas con dolor (Parson, 1991; Chaicen,

1993).

5.1.2 Medidas Dietéticas.

No se dispone de datos cientificos que justifiquen este tipo de dietas.
Sin embargo, las restricciones alimentarias se encuentran entre las
numerosas estrategias de cuidados personales fisicos halladas en los
pacientes con SVD/CI (Webster, 1994). En un anélisis del estudio de
cohortes ICDB (Interstitial Cystitis Data Base), las dietas especiales
figuraron entre los cinco tratamientos mas utilizados (Rovner, 2000). Bade y
cols. (Bade, 1997) constataron que los pacientes con CI consumian

significativamente menos calorias, grasas y café, pero mas fibra.

En general, el tratamiento dietético es una estrategia habitual de

cuidado personal en el SDV/CI y ofrece una estrategia terapéutica rentable.
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En el manual para pacientes con CI se facilitan instrucciones completas
sobre el modo de identificar alimentos desencadenantes individuales
(Osborne, 1999). Sin embargo, hay pocos datos cientificos y las
restricciones alimentarias aisladas no producen un alivio completo de los

sintomas.

5.1.3 Terapias Alternativas.

Los datos cientificos que respaldan estos tratamientos suelen ser
escasos, de modo que se han obtenido resultados contradictorios en algunos
trabajos con un grado bajo de comprobacion cientifica sobre la acupuntura,
con efectos que parecen limitados y pasajeros (Chang, 1998; Chang, 1993;

Geirson, 1993).

La hipnosis se utiliza en pacientes urologicos pero no existen datos

cientificos acerca de su efecto sobre los sintomas de CI (Barber, 1982).

5.2 Tratamiento médico (via oral)

5.2.1 Analgésicos y opiaceos.

Dado que el dolor suele ser un sintoma predominante, muchos

pacientes probaran analgésicos de uso habitual en algin momento de la
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enfermedad. Sin embargo, el alivio del dolor es decepcionante porque el
dolor visceral que se experimenta en el SDV/CI responde mal a los
analgésicos. No se han presentado estudios sistematicos sobre analgésicos
convencionales. El uso breve de opidceos puede estar indicado en caso de
dolor intercurrente o agravado o de exacerbaciones periddicas. Dado que el
SDV/CI es una enfermedad cronica, solo deben utilizarse opiaceos a largo

plazo de forma excepcional y bajo estricta vigilancia.

5.2.2 Corticoides.

La terapia con corticoides ha sido tanto prometedor (Pool, 1967)
como decepcionante (Soucy, 2005). Los efectos secundarios de los
esteroides pueden ser muy graves, por lo que resulta muy dificil justificar su

uso.

5.2.3 Antialérgicos.

Una de las posibles causas etiologicas de la enfermedad pueden ser
los mastocitos Entre las sustancias liberadas por los mastocitos figura la
histamina. Los antagonistas de los receptores de la histamina se han

utilizado para bloquear el subtipo H1 de receptores con resultados variables.
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La hidroxizina es un antagonista de los receptores H1 de la histamina
que bloquea la activacion neuronal de los mastocitos. Con esta se observo
escasa mejoria de la sintomatologia urinaria sin embargo, lo que resulto mas
interesante, fue una mejoria de los sintomas asociados, tales como migrafia,
sindrome del intestino irritable y alergias (Theoharides, 1994). Existe un
estudio donde los pacientes no respondieron a hidroxizina siendo, el

resultado de mejoria similar al placebo (Sant 2003).

5.2.4 Antidepresivos.

La amitriptilina ha aliviado los sintomas en el SDV/CL
Probablemente por mecanismos tales como el bloqueo de los receptores de
acetilcolina, la inhibicion de la recaptacion de la serotonina y la

noradrenalina liberadas y el bloqueo de los receptores H1 de la histamina.

Varios trabajos han sefialado una mejoria después de administrar
amitriptilina oral (Hanno, 1989; van Ophoven, 2004). La amitriptilina
mejord significativamente la puntuacion media de sintomas, la intensidad
del dolor y el tenesmo vesical, mientras que la polaquiuria y la capacidad
funcional de la vejiga mejoraron, pero no de un modo estadisticamente

significativo (van Ophoven, 2004).
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5.2.5 Pentosanpolisulfato sédico (Elmiron®).

El pentosanpolisulfato sodico (PPS, Elmiron®) se ha evaluado en
estudios doble ciego y controlados con placebo. Se cree que el PPS sustituye
un defecto en la capa de las glucoaminglicanos (GAG). En pacientes que
recibieron este medicamento en comparacion con placebo se comunic6 una
mejoria subjetiva del dolor, el tenesmo y la polaquiuria, pero no de la
nicturia (Mulholland, 1990; Hwang, 1997). En un estudio multicéntrico
abierto, el PPS tuvo un efecto mas favorable sobre la CI clasica que sobre la
enfermedad no ulcerosa. Ademas, se ha observado que en las pacientes que
recibieron PPS las puntuaciones ICSI medias mejoraron significativamente
(Nickel, 2005). La dosis habitual es de 150-200 mg dos veces al dia entre
las comidas. Sin embargo este medicamento ain no se comercializa en

Espana.

5.2.6 Gabapentina.

La gabapentina es un antiepiléptico que se emplea como tratamiento
adyuvante en trastornos dolorosos. En un estudio en pacientes con dolor
genitourinario cronico se observo una mejoria con la gabapentina al cabo de

6 meses.
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En este estudio participaron ocho pacientes con CI, de los que cinco

respondieron a gabapentina (Sasaki, 2001).

5.2.7 Inmunomoduladores.

El tosilato de suplatast (IPD-1151T) es un inmunomodulador oral
que suprime los procesos alérgicos mediados por los linfocitos T
colaboradores. Catorce mujeres con CI tratadas con tosilato de suplatast
notificaron un aumento significativo de la capacidad de la vejiga y una
reduccion de los sintomas tras un afo de tratamiento. No se produjeron
efectos secundarios graves y los efectos terapéuticos se correlacionaron con
una reduccion de la cifra de eosinofilos en sangre, la inmunoglobulina E y
los linfocitos T en la orina. No se dispone de datos controlados

comparativos (Ueda, 2000).

Los resultados de un pequeio estudio aleatorizado indican que el
factor de crecimiento nervioso humano recombinante es seguro y presenta
datos preliminares de eficacia en pacientes con SDV/CI, aunque se

necesitan mas estudios para definir su utilidad (Dimitrakov, 2001).
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5.3 Tratamiento intravesical

La aplicacion intravesical de medicamentos logra concentraciones
elevadas en el lugar objetivo con pocos efectos secundarios sistémicos.
Entre sus inconvenientes figuran la necesidad de sondaje intermitente, que
puede ser doloroso en los pacientes con CI, el coste y el riesgo de infeccion.
Con la terapia de lidocaina intravesical se han descrito casos esporadicos de

tratamiento satisfactorio de la CI (Giannacopoulos, 1992; Henry, 2001).

5.3.1 Pentosanpolisulfato sédico (PPS).

El pentosanpolisulfato sdédico (PPS) es una glicoproteina dirigida a
reponer la capa de GAG, que se aplica por via intravesical debido a su
escasa biodisponibilidad tras administracion oral. Se han obtenido buenos

resultados en cuanto a capacidad vesical y disminucion de los sintomas

(Bade, 1997).

5.3.2 Heparina intravesical.

La heparina intravesical, se ha propuesto como sustancia de
recubrimiento. En un ensayo abierto, prospectivo y no controlado en mas de

la mitad de los pacientes estudiados, la heparina intravesical controlo los
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sintomas, con una mejoria continuada después de un afio de tratamiento

(Parsons, 1994; Kuo, 2001).

5.3.3 Acido hialurénico.

El acido hialurdnico (hialuronato) es un proteoglicano natural que
estéa dirigido a reparar defectos en la capa de GAG. Los resultados con acido
hialurénico demuestran una mejoria en los sintomas a partir de la 4* semana
y que se mantienen durante 3 meses produciéndose una disminucion tanto

en los sintomas de llenado como en el dolor (Kallestrup, 2005; Daha, 2005).

El sulfato de condroitina intravesical presentd efectos beneficiosos
en pacientes con una prueba positiva de estimulacion con potasio en dos

estudios piloto abiertos, no aleatorizados y no controlados (Sorensen, 2003).

5.3.4 Dimetilsulfoxido.

El dimetilsulfoxido (DMSO) es un disolvente quimico y liquido
hidrosoluble que penetra en las membranas celulares. También es un
receptor del radical OH intracelular que se supone que es un desencadenante
importante del proceso inflamatorio. Se ha evaluado empiricamente y se ha

comprobado que alivia los sintomas de la CI. Actualmente, el DMSO es un
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tratamiento de referencia (Peres-Marrero, 1998; Sant, 1994; Rossberger

2005).

Dado que se ha descrito un caso en el que el tratamiento con DMSO
podria haber provocado depdsitos pigmentados en el cristalino, ha de
plantearse un examen oftalmologico durante el tratamiento (Rowley,

2001).

5.3.5 Bacilo de Calmette-Guerin.

La vacuna contra la tuberculosis, bacilo de Calmette-Guérin (BCG),
se utiliza por sus propiedades inmunomoduladoras en el tratamiento
intravesical del carcinoma de vejiga superficial. Se han obtenido resultados
dispares sobre su eficacias (Peters, 1997; Mayer, 2005). Sin embargo, la tasa
de respuesta baja (18 %) con BCG en esta serie es un argumento mas en

contra de su uso sistematico como tratamiento del SDV/CI (Peters, 1998).

5.4 Tratamientos intervencionistas

5.4.1 Hidrodistension vesical

Aunque la hidrodistension vesical es un tratamiento habitual para el

SDV/CI, la justificacion cientifica es escasa. Representa una herramienta
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diagnostica, pero su utilidad terapéutica es limitada. Muchos de los trabajos
con hidrodistension vesical no son concluyentes, pero en la practica clinica
habitual sigue siendo una herramienta muy util (Bumpus, 1930; Glemain

2002).

5.4.2 Neuromodulacion.

La neuromodulacién o estimulacion de raices sacras actiia creando
un campo eléctrico que estimula las raices aferentes, consiguiendo modificar
el comportamiento del detrusor, esfinter uretral externo y musculos del
suelo pélvico. Sin embargo, el mecanismo de accion en la CI se desconoce
aunque ha demostrado que en estas pacientes disminuye el dolor y la
frecuencia. (Weil, 1998). Whitmore y cols. demostraron que Ila
neuromodulacién es util en el tratamiento de pacientes con CI en un ensayo
clinico multicéntrico (Whitmore, 2003). Peters y cols. también observaron
que la neuromodulacion es util en el tratamiento de pacientes diagnosticadas
de CI refractaria a tratamientos convencionales y que ademés disminuye la
utilizacion de analgesia (Peters, 2003 y Peters, 2004). Actualmente, en las
guias europeas de urologia junto con la toxina botulinica continua siendo
considerada como un método experimental a pesar de la evidencia

cientifica.
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En ellas tiene una grado de comprobacion cientifica 3 y un grado de

recomendacion B.

5.4.3 Reseccion transuretral.

La reseccion transuretral (RTU) con coagulacion y laser han
demostrado que producen un alivio y en algunos casos curacion cuando se
reseca la ulcera de Hunner, sin embargo las resecciones endouroldgicas no
son aplicables a la CI no ulcerosa. Estas técnicas pueden proporcionar un
alivio a largo plazo de los sintomas, pero ninguna cura la enfermedad.
Ademas, que hasta el momento aliin no existen estudios controlados (Kerr,

1971; Peeker, 2000).

5.4.4 Toxina botulinica.

La toxina botulinica A (TXB-A) puede tener un efecto
antinociceptivo sobre las vias aferentes de la vejiga, con aparicion de
mejorias sintomaticas y urodindmicas. También se han observado
reducciones significativas de la polaquiuria diurna, la nicturia y el dolor, asi
como un aumento significativo del primer deseo de orinar y la capacidad

cistométrica maxima (Kuo, 2005).
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Recientemente se han publicado dos trabajos donde la TXB-A ha
demostrado ser efectiva tanto en el tratamiento de la CI ulcerativa como en
la no ulcerativa (Pinto 2014). Ademas existen pruebas en laboratorio donde
se demostré que la TXB-A podria inducir la desensibilizacion periférica,
reduce la inflamacion cronica de la vejiga y disminuye moléculas sefial
apoptdtica en el urotelio (Jhang 2014) . A pesar de estos buenos resultados
la TXB-A en las Guias de la Asociacion Europea 2014 continua siendo un

tratamiento experimental (Fall 2010).

5.4.5 Cistectomia

Cuando todos los esfuerzos no logran aliviar los sintomas
discapacitantes, la extirpacion quirurgica de la vejiga afectada constituye la
ultima opcion (van Ophoven, 2002; Oberpenning, 2002; Warwick, 1967).
Las tres técnicas principales de reseccion vesical son: cistectomia
supratrigonal (es decir, con conservacion del trigono) cistectomia
subtrigonal y cistectomia radical con extirpacion de la uretra. Todas las
técnicas requieren una sustitucion del tejido vesical extirpado, realizada en

su mayor parte con segmentos intestinales.
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La cistectomia supratrigonal con aumento vesical subsiguiente
representa la técnica quirirgica con conservacion de la continencia que
cuenta con mas partidarios. Se han utilizado varios segmentos intestinales
para aumentar el trigono, entre ellos ileon, ileociego, colon derecho y sigma.
La sustitucion con segmentos gastricos parece menos util porque la
produccion de &cido gastrico puede mantener la disuria y el dolor

persistente.

La eficacia terapéutica de la cistectomia supratrigonal se ha descrito
en numerosos estudios (Bruce, 1977; Van Garrets, 1966; Guilleneau, 1993).
En general, la cirugia logré una mejoria significativa de la polaquiuria
diurna y nocturna, en la capacidad funcional de la vejiga y de las

puntuaciones de sintomas, con tan solo dos fracasos del tratamiento.

En estudios mas recientes con un seguimiento mas prolongado
persiste el debate sobre el resultado de los pacientes con CI tratados con
cistectomia y los resultados varian considerablemente entre distintos

cirujanos y poblaciones de pacientes (Chakravati, 2004; Blaivas 2005).

Aunque menos popular, también se ha descrito la cistectomia

subtrigonal (Linn, 1998). La reseccion subtrigonal tiene el potencial de
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extirpar el trigono como posible foco de la enfermedad, aunque a costa de
requerir un reimplante ureteral con los consiguientes riesgos de fugas,

estenosis y reflujo.

La CI es una afeccion benigna y no acorta la vida, motivo por el que
las intervenciones quirurgicas ocupan el ultimo lugar en el algoritmo
terapéutico. Sin embargo, los pacientes muy rebeldes al tratamiento no
tendrian que soportar tratamientos conservadores infructuosos durante afios

cuando hay opciones quirargicas disponibles.

Un asesoramiento detallado y el consentimiento informado deben
preceder a cualquier tipo irreversible de cirugia mayor, que solo ha de ser
practicada por cirujanos experimentados. La eleccion de la técnica
dependera de la experiencia del cirujano. El grado adecuado de reseccion
tisular debe basarse en los datos endoscopicos e histopatologicos. Algunos
cirujanos recomiendan una cistoscopia y una determinacion preoperatoria de
la capacidad vesical como parametro prondstico del éxito quirtrgico (Awad,

1998).
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La NIDDKD ha disefiado un programa de actuacion para el estudio
de la CI en diversos campos de investigacion basica y clinica. Desde el
punto de vista epidemioldgico en el afio 2001 comenzd el estudio
Epidemiology of Chronic Pelvis Pain of the Bladder and Interstitial Cystitis.
Su objetivo es estimar la verdadera prevalencia de la CI en ambos sexos y su
impacto sobre la calidad de vida. Otras areas de investigacion incluyen: el
papel del oxido nitroso, estudio de los mecanismos aferentes del dolor
vesical, sensibilidad dolorosa y ciclo menstrual, inflamacion neurogénica,
mediadores inmunes, plasticidad aferencial del dolor uretral y pélvico etc.
Ademas, existen dos areas especiales: nuevos tratamientos y pruebas

diagnosticos y los marcadores bioldgicos.

Ante la dificultad diagnostica de la CI, se estan realizando esfuerzos
para encontrar pruebas diagnosticos de enfermedad menos invasivos y mas
seguros. La busqueda de marcadores bioldgicos es un area de investigacion
muy atractiva que puede proporcionar claves para el entendimiento de la
etiologia y el tratamiento de la CI. Si se dispusiese de marcadores
concluyentes de diagnostico se podrian mejorar los estudios

epidemiologicos y fisiopatologicos.
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1. Tipos de muestras

Los estudios iniciales sobre marcadores biologicos de la CI se
realizaron a partir de muestras biopsias de pared vesical. Las biopsias de la
pared vesical se dejaron de usar por su baja sensibilidad y especificidad
ademas de ser invasivas. Posteriormente, se han analizado muestras
urinarias por su facilidad de manejo y ausencia de invasividad. Las
alteraciones encontradas en las biopsias se han logrado reproducir en la
orina para los marcadores mas representativos. Todo ello,
independientemente de si se analiza en orina de 24 horas, tomas alicuotas o
corregida por creatinina sanguinea (Birne, 1998; Erieckson, 2002; Keay,

1996).

2. Biomarcadores urinarios de la CI

La concentracion de muchos componentes de la orina estan
aumentados o disminuidos en la CI. Por lo tanto, pueden servir como
marcadores objetivos. Su utilidad puede ser diferente: 1) para realizar un
diagnostico de enfermedad definitivo; 2) para identificar grupos de
pacientes con diferentes etiologias, con la intencion de dirigir

investigaciones o tratamientos especificos; 3) para saber que pacientes

52



Introduccion

responden a un tratamiento especifico o proporcionar una medida objetiva

del resultado terapéutico.

3. Marcadores diagnésticos de CI

El diagndstico de la CI recae en la clinica, cistoscopia y
exploraciones complementarias necesarias para descartar otras posibles
causas de los sintomas. El resultado de estas pruebas se combina con el
juicio y experiencia del urdlogo y se llega al diagnodstico. Sin embargo,
como ya se ha expuesto anteriormente, si se aplican estrictamente los
criterios diagnosticos de inclusion propuestos por la NIDDKD, unicamente
los retnen entre un 32-42% de los pacientes. El resto, aun siendo
diagnosticados por el urdlogo en su practica clinica habitual quedarian
excluidos. Es por esto que, la CI sigue siendo un reto diagnoéstico y la
necesidad de un marcador de enfermedad que identifique a todos los

pacientes seria de gran ayuda en la practica clinica.

Muchos componentes urinarios se encuentran aumentados o
disminuidos en la orina de las pacientes diagnosticadas de CI (tabla 4). Pero
la pregunta que se plantea es ;cual de ellos seria util como marcador

diagnostico de la CI? Para que sea de utilidad diagnostica el marcador

53



Introduccion

bioldgico debe reunir una serie de cualidades. Los niveles urinarios del
marcador deben separar claramente, o con minimo solapamiento, a los
pacientes con CI de los pacientes sanos o de control. El marcador ideal debe
ser capaz de identificar la enfermedad y descartarla. O lo que es lo mismo,
poseer una elevada sensibilidad y especificidad. La sensibilidad es la
habilidad del marcador para encontrar la enfermedad en los pacientes que
realmente la tienen (capacidad de detectar). La especificidad es la capacidad
de un marcador para descartar que pacientes no tiene CI (capacidad de
descartar). Es decir, la capacidad de acertar que padece una CI, que se esta
sano o que se padece otra patologia diferente. Sin embargo, la mayoria de
los marcadores descritos presentan un grado importante de solapamiento
entre CI y el grupo control. La especificidad suele ser baja, porque los
marcadores no son enfermedad especifico de CI y se elevan o disminuyen
en otras posibles patologias o son producidos en varios o6rganos. En este
momento, los marcadores urinarios con mayor rendimiento diagnostico y
que mejor separan a los pacientes con CI del grupo control son: la
glycoproteina-51 (GP-51), el factor antiproliferativo (AFP), el insulin-like
growth factor (IGF) binding protrein 3, el epidermal growth factor (EGF), y

el heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor (HB-EGF).
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La GP-51 es una glicoproteina procedente del epitelio transicional
que puede ser aislada en orina humana y de otros mamiferos. Byrne y cols
(Byrne, 1999) demostraron, mediante biopsias de pared vesical, que los
pacientes diagnosticados de CI con los criterios de la NIDDKD tenian un
nivel disminuido de GP-51 comparado con grupos de pacientes sanos. Los
mismos resultados se produjeron cuando se analizaron y compararon
muestras urinarias. Sin embargo, aunque la determinacion urinaria de GP-51
podria ser un buen marcador no invasivo para el diagnostico de CI, lo cierto
es que solo seria util para el diagndstico de pacientes que cumplen los
criterios de la NIDDKD, pero no para aquellos pacientes que no los

cumplen.

El APF fue propuesto por Keay y cols en 1996 (Keay, 1996) como
marcador potencial de diagndstico. La observacion inicial era que la orina
de pacientes con CI inhibian la proliferacion de células epiteliales cultivadas
procedentes de mucosa de pared vesical. Para estudiar si la actividad del
APF podria ser 1util como marcador diagnostico, determinaron su
concentracion en orina de 58 pacientes con CI segun los criterios de la
NIDDKD. Como controles utilizaron 36 mujeres sanas, 58 con cistitis

bacteriana y 12 con vulvovaginitis. La determinacion se realizé mediante
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incorporacién de timidina. Se consideré como prueba positiva la inhibicion
de la incorporacion de timidina igual o superior al 25%. La prueba
consiguié una sensibilidad y una especificidad para la CI del 91.4 y 90%
respectivamente. Estos resultados han sido reproducidos por otros grupos
(Erickson, 2000). De todos los marcadores estudiados hasta el momento es
el que tiene menor solapamiento entre la CI y el grupo control (Erickson,
2002). Es el mejor candidato a convertirse en marcador que sirva como test
diagnoéstico, puesto que ha demostrado su reproducibilidad
independientemente de la raza, pais y hallazgos patologicos (Zhang, 2003;

Erickson, 2002; Zhang, 2005).

El IGF binding protrein 3, el EGF y el HB-EGF se encuentran muy
alterados la CI. Posiblemente, reflejan una misma via patogénica. El EGF y
el IGF binding protein 3, estan significativamente aumentados en orina de
pacientes con CI en comparacion con los controles normales. Sin embargo,
el grado de solapamiento entre los niveles de pacientes con CI y sus
controles es superior al del APF. Por su parte, el HB-EGF se encuentra
significativamente disminuido en la orina de los pacientes con CI con
respecto a los controles. También tiene un mayor grado de solapamiento que

el APF. Al igual que el APF, el EGF y el HB-EGF han demostrado su
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reproducibilidad independientemente de la raza, pais y hallazgos

patoldgicos (Zhang, 2003; Erickson, 2002; Zhang, 2005).

4. Marcadores identificativos de grupos etiolégicos de pacientes con CI.-

Muchos urélogos creen que la CI es un sindrome heterogéneo donde
tienen cabida diferentes grupos clinicos de CI de etiologias especificas. Si
esto fuera asi, explicaria el solapamiento entre pacientes y controles
existente en la mayoria de marcadores bioldgicos analizados. Es decir, si un
marcador estd alterado en un grupo de pacientes con CI de etiologia
especifica, no lo est4 en aquellos pacientes con CI de diferente etiologia. Por
lo que, los pocos marcadores que demostrasen estar alterados en la mayoria
de pacientes, reflejarian la via final del proceso patofisioldgico iniciado a
través de diferentes etiologias. En la tabla 6, se recogen una lista de
marcadores urinarios analizados con sus correspondientes procesos
fisiopatologicos implicados. En muchos casos los resultados son
contradictorios y no soportan la relacion causa — efecto que demuestre su

determinada etiologia.
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Tabla 6: Marcadores urinarios estudiados en la CI, su alteracion y el

proceso fisiopatologico implicado.

Marcador urinario Cambio CI Fisiopatologia

APF Aumentado  Deficiéncia epitelial
HB-EGF Diminuido  Deficiéncia epitelial
EGF Aumentado  Deficiéncia epitelial
IGF-1 Aumentado  Deficiéncia epitelial
Glicoproteina-51 Diminuido  Deficiéncia epitelial
Acido hialurénico Aumentado  Deficiéncia epitelial
Triptofano Diminuido  Deficiéncia epitelial
Histamina Aumentado  Activacion mastocitos
Metilhistamina Aumentado  Activacion mastocitos
Tryptasa Aumentado  Activacion mastocitos
IL-6 Aumentado Inflamacion

IL-8 Aumentado Inflamacion

IL-2 Aumentado Inflamacion

Inhibidor de IL-2 Aumentado Inflamacion
Quemotaxis neutrofila Aumentado  Inflamacién
Calicreina Aumentado Inflamacion

Oxido Nitrico Aumentado Inflamacion

GMP ciclico Diminuido  R. musculo liso
F.crecimiento nerviosos Aumentado Inervacion alterada
Norepinefrina Aumentado Inervacion alterada

EGF= Factor de crecimiento epidérmico, GMP= Guanosin monofosfato,
HB-EGF= Factor de crecimiento epidérmico, heparina asociado, factor
like, CI= Cistitis intertiticial, IGF= Factor de crecimiento insulina like,
IGFBP= Factor de crecimiento insulina like proteina asociadol-4 MIAA=
1,4 acido metilimidazol acético, PGE2= Prostaglandina E2
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Aunque existe una falta de consenso con relacion a la etiologia de la
CI, una de las teorias mas aceptadas es la alteracion de la permeabilidad del
urotelio. Recientemente, se ha realizado un estudio de la expresion de
marcadores moleculares implicados en la impermeabilidad del urotelio. En
el andlisis inmunohistoquimico se realizd a partir de biopsias de pared
vesical de pacientes con CI y controles. Se demostraron anormalidades en
E-cadherina, proteina ZO-1, uroplakin y condroitin sulfato (Slobodv,

2004).

Otra de las teorias etiopatogénicas de la CI es la liberacion de
histamina y otros mediadores a través de la activacion y degranulacion de
mastocitos. Hasta el momento, Gnicamente se ha logrado demostrar un
aumento de 1-4 acido metilimidazol acético y de la proteina catidnica
eosinofilica en orina de pacientes con aumento de la densidad de mastocitos

en el detrusor.

También existen niveles elevados de interleukina 6 (IL-6) en orina
de pacientes con CI e inflamacion severa demostrada en biopsias (Erickson,
1997). Sin embargo, el proceso inflamatorio es una respuesta inespecifica y
puede ser consecuencia de una infeccion microbiana, una reaccion alérgica

0 autoinmune, una inflamacion neurogénica o un filtrado de la orina a través
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de la pared vesical.

Otra forma de demostrar que un marcador urinario refleja un
determinado mecanismo fisiopatologico que explique la CI es medir su
nivel antes y después de un tratamiento, ya que se conoce su mecanismo de
accion especifico sobre el proceso fisiopatologico propuesto. Sin embargo,
la mayor parte de marcadores determinados lo han sido tras la aplicacion de
tratamientos inespecificos, ya que los tratamientos pueden tener diversos
mecanismos de aliviar los sintomas. Hasta el momento, el Gnico tratamiento
especifico empleado para estudiar un marcador urinario ha sido la
L-arginina oral para aumentar los niveles de 6xido nitrico (ON) (Smith,
1996). Los resultados no han sido concluyentes, puesto que no se ha
conseguido aumentar el nivel de ON en la vejiga con la administracion de
L-arginina. Tampoco clinicamente se demostrd una mejoria significativa de

los pacientes tratados con relacion a los controles.

5. Marcadores como medida objetiva para evaluar el resultado

terapéutico (marcadores de actividad de enfermedad).

La mayoria de tratamientos para la CI son empiricos. Su eficacia

terapéutica se mide unicamente mediante la evaluacion de la mejoria

60



Introduccion

sintomatoldgica. Sin embargo, existen una serie de preguntas en cuanto al
efecto terapéutico todavia sin contestar como: ;consigue el tratamiento el
efecto fisiologico para el cual fue desarrollado? ;Tiene el paciente una
enfermedad no relacionada con el tratamiento que se le estd administrando?
[Tiene la vejiga cambios anatomicos residuales, como la fibrosis, que
limitan su capacidad, incluso si el proceso activo de la CI ha desaparecido?
(Tiene el paciente cambios en su sistema nervioso central que le provocan
dolor incluso después de que el insulto ha desaparecido? Los marcadores de

actividad de enfermedad de la CI podrian ayudar a resolver estas cuestiones.

Se han realizado diferentes intentos mediante la determinacion de
marcadores antes y después del tratamiento. Lose y cols (Lose, 1983)
describieron dos casos con una gran densidad de mastocitos y de proteina
cationica eosinofilica en los que, tras la administracion de heparina
subcutanea, hubo una mejoria clinica y disminucioén del marcador al orinar,
sin embargo, no se han publicado series mas amplias. Posiblemente porque

la heparina causa osteoporosis cuando se administra cronicamente.

Por otra parte, Lynes y cols (Lynes, 1987) determinaron los niveles
de PGE2 en 6 pacientes con CI tras la distension vesical e instilaciones de

oxychloroseno. En tres pacientes, los sintomas mejoraron tras el tratamiento
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y se normalizaron los niveles de PGE2. En los tres restantes no hubo
respuesta. No ha habido estudios posteriores, por lo que, el valor de la PGE2

como marcador sigue por determinar.

Por su parte, Zuraw y cols (Zuraw, 1994) estudiaron la modificacion
de los niveles de calicreina antes y después de un mes de hidrodistension
vesical en 10 pacientes. La calicraina es una enzima que transforma el
quimindégeno en bradicinina y que, estos mismos autores, la observaron
elevada en pacientes con relacion a pacientes control sanos (Zuraw, 1994).
Unicamente en 5 pacientes se produjo una mejoria de sintomas y se
normalizaron los niveles. En el resto, los niveles de calicreina estaban
normales antes y después del tratamiento. En consecuencia se considerd que
la calicreina era un factor predictivo de mejoria de sintomas tras la
distension vesical. Sin embargo, no se han realizado estudios posteriores de
seguimiento. Por lo tanto, sigue sin determinarse el verdadero papel de la

calicreina como marcador.

Elgebaly y cols, publicaron (Elgebaly, 1992) que la orina de
pacientes con CI tenia capacidad quimiotactica para neutrofilos. Esta
caracteristica no se presentaba en controles normales, en otras patologias

vesicales ni tras el tratamiento con DMSO.
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Sin embargo, no hay estudios de seguimiento publicados

posteriormente.

Shingleton y Fleishmann (Shingleton, 1991) encontraron un
inhibidor de la interleuquina 2 en la orina de pacientes con CI. Sin embargo,
también aparecia en pacientes con cistitis bacteriana y con tumores

vesicales. Tampoco existen estudios de seguimiento.

Peters y cols (Peters, 1999) determinaron los niveles de diferentes
citoquinas en tres grupos de pacientes: 11 controles normales, 15 pacientes
con CI activa y 9 pacientes en remision tras la administracion de vacuna con
bacilo de Calmette-Guérin (BCG). Los pacientes en remision y los controles
demostraron niveles urinarios de interleuquina 6, 8 y 2 similares. Por el
contrario, los pacientes con CI activa presentaban niveles elevados de todas
las interleuquinas. Este estudio no es propiamente de seguimiento tras
tratamiento, ya que no se determinaron estos marcadores previamente a la
administracion de BCG. Por lo tanto, no se pueden extraer conclusiones. Sin
embargo, las citoquinas podrian tener un papel en el futuro como

marcadores activos de enfermedad.

Por ultimo, el APF y el HB-EGF, ya comentados previamente, han
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sido estudiados como marcadores de actividad de enfermedad, ademas de
diagnostico. El APF inhibe la proliferacion de células epiteliales de vejiga
humana y ha sido aislado tanto en orina como en biopsias de pared vesical
de pacientes con CI (Keay, 2000). E1 HB-EGF es un factor de crecimiento
de la orina normal que se encuentra significativamente disminuido en
pacientes con CI ( Keay, 1997). Se ha logrado demostrar que el APF
purificado inhibe especificamente la produccion de HB-EGF en cultivos de
células epiteliales vesicales y que, dicho efecto antiproliferativo del APF,
puede ser revertido afiadiendo HB-EGF al cultivo (Keay, 2000). Para ello,
se ha teorizado sobre la posibilidad de que las células epiteliales de
pacientes con CI producen APF. Ambos marcadores han sido determinados
antes y después de 2 a 4 horas y 2 semanas de la realizacion de distension
vesical en pacientes con CI (Chai, 2000). Antes de la distension, los niveles
de APF estaban aumentados y los de HB-EGF disminuidos en relacion a los
controles. Tras la distension, los niveles del HB-EGF aumentaron hasta
cifras en rango de los controles. Por su parte, el APF disminuy6
considerablemente, aunque no lo bastante para alcanzar las cifras de los
controles normales. Por lo tanto, los niveles de ambos marcadores se

modifican hacia la normalidad tras la distension vesical.
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Por su parte, Chai y cols (Chai, 2004) compararon ambos
marcadores antes y 5 dias después de la realizacion de estimulacion sacra
percutanea con electrodo temporal en S3. Tras la estimulacion, ambos
marcadores alterados previamente, se normalizaron. Ademads, en este
estudio se realizd una valoracion sintomdtica con un cuestionario para el
dolor y un diario miccional. Se pudo demostrar que la normalizacién de los
marcadores se asociaba a una mejoria sintomatologica. Por lo tanto, estos
son los unicos marcadores en los que se ha logrado demostrar una
normalizacién tras la administracion de dos tipos de tratamiento
completamente diferentes. La pregunta en el futuro es si también cambarian
con otro tipo de tratamiento y si los marcadores se normalizaran en aquellos
pacientes en los que no responden al tratamiento. Por lo tanto, los
marcadores mas estudiados han sido el APF, el HB-EGF y el EGF. La
evidencia existente sobre estos marcadores sugiere que podrian ser Utiles
para distinguir pacientes con CI que retinen los criterios de la NIDDKD. Sin
embargo, queda por determinar si serian de utilidad en la practica clinica

para diagnosticar pacientes que no retnen dichos criterios.
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Estos marcadores deben ser estudiados con mayor profundidad, y
uno o mas de ellos deben ser incluidos en estudios clinicos y
epidemioldgicos futuros para confirmar su capacidad diagndstica y
determinar su utilidad para predecir el pronodstico o para monitorizar la

historia natural o respuesta terapéutica.

66



Capitulo III: Citometria de flujo como
método de estudio de la apoptosis

celular

67
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1. Citometria de flujo.

La citometria de flujo es un método de estudio citologico que
permite la cuantificacion exacta de distintos parametros celulares tales como
el contenido de ADN, contenido de ARN o la actividad enzimatica celular.
Es un método objetivo, multiparamétrico, automatizado y con alta
reproductibilidad que permite el despistaje de extensas muestras celulares

con mayor rentabilidad que los tradicionales métodos citopatologicos.

Bésicamente, la citometria de flujo consiste en introducir una
suspension celular dentro de una cédmara de flujo, mediante una ligera
presion, con un orificio en el extremo inferior. En la camara, las células
entran en un rapido movimiento, que junto con la forma geométrica de la
camara asi como la propia vaina de fluido de salida permiten formar un flujo
de alta velocidad (5000 células/segundo) con una sola linea celular (célula a
c¢lula) pasando inmediatamente a través de un haz de laser o cualquier otra

forma de fuente de luz de alta intensidad focalizado sobre el flujo celular.

La interaccion de la luz con el flujo celular puede dispersar el haz
con o sin excitacion de moléculas fluorescentes presentes en la superficie

celular. Una serie de lentes Opticas presentes en la zona de deteccion
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permiten convertir dichas sefiales en impulsos eléctricos, enviados a una

computadora para su almacenaje y analisis (Figura 2).

Figura 2: Esquema de la citometria de flujo

70



Introduccion

Para el andlisis de dichas sefiales se utilizan filtros Opticos que
permiten seleccionar previamente aquellas sefiales con una longitud de onda
deseada. Algunas de sus aplicaciones clinicas especificas son analisis de
ADN/ARN, deteccion de células neoplasicas y alteraciones en la
distribucion porcentual de las células dentro de las fases del ciclo celular
(actividad proliferativa/apoptosis), analisis de subpoblaciones y diagnostico

de linfomas, entre otras.

Las ventajas de la citometria de flujo es que permite analizar las
células y su ciclo celular tanto en muestras de tejidos como en liquidos
orgadnicos (orina). Ruiz et. al. demostraron que mediante los parametros
resultantes de la citometria de flujo proporcionaban informacion
directamente relacionada con el comportamiento biologico del tumor,
considerandose factores prondsticos del riesgo de progresion y de
mortalidad (Ruiz Cerda, 1997). Mas adelante y del mismo grupo Di Capua y
cols. (Di Capua, 2011) mediante citometria de flujo determinaron que las

células aneuploides en el tumor renal presentaban un peor prondstico.
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2. Citometria de flujo como herramienta para medir las fases del ciclo

celular y pico sub-G1 como reflejo de la apoptosis.

Los principios basicos de la citometria de flujo son sencillos. Es
esencial disponer de una suspension celular de modo que la dificultad para
obtenerla es un factor limitante para el empleo de la técnica. La posibilidad
de conseguir una suspension celular individualizada varia con el tejido: la

sangre, la médula dsea, cultivos celulares y orina.

La suspension celular convenientemente procesada y tefiida se
inyecta en la camara de flujo del citometro de fluyjo que estd
hidrodindmicamente enfocada para que las células pasen individualmente
una detras de la otra en «fila india» a través de un punto en que estas
interaccionan fisicamente con un haz de luz monocromatica dispersando la
luz en todas las direcciones. El ordenador capta la cantidad de luz basado en
la cuantificacion del contenido de DNA nuclear en ntcleos individuales en y
la misma es proporcional a la cantidad de DNA que contiene. Esto
posteriormente es procesado por un ordenador obteniendo histogramas
donde se pueden visualizar las fases del ciclo celular: G1, fase S, G2M. En
la figura 3 vemos un esquema del analisis que realiza el ordenador y es visto

como un histograma.
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CITOMETRIA DE FLUJO

Progresion del CITOMETRIA DE FLUJO
CICLO CELULAR

2C

2C
4C

CONTENIDO ADN

4C

Figura 3: Esquema del anélisis de la citometria de flujo y las fases del ciclo

celular.

En el histograma si existe un pico en la fase sub-G1 seran las células
que se encuentran en apoptosis, el tamafio de este pico es proporcional al
porcentaje de células apoptdticas. Es por ello que la citometria de flujo es
una herramienta que permite identificar de manera relativamente sencilla el
porcentaje medio de apoptosis con contenido DNA en fase sub GOG1 (M1)

(figura 4).
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1 ] ] 1 T2

Pico sub-G1

Figura 4: Citometria de flujo donde la flecha indica el pico sub GO/1, que

corresponde al porcentaje de apoptosis.
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Hipotesis y Objetivos

1. Descripcion del problema

En la actualidad, no se dispone de un marcador diagnostico ni
etiologico de enfermedad. Tampoco existen marcadores que reflejan la
actividad de la enfermedad ni la respuesta al tratamiento. Por otra parte
existe una ausencia de un modelo humano de investigacion para el estudio

de la CI.

2 Ausencia parcial de marcadores de enfermedad.

De acuerdo a la evidencia actual, la determinacion de APF, el HB-
EGF y el EGF en orina tienen capacidad diagnodstica Unicamente para
separar pacientes que cumplen los criterios de la NIDDKD. Sin embargo, no
son de utilidad en la préctica clinica para diagnosticar el resto de pacientes,

que son la mayoria.

Los dos marcadores mas estudiados son el APF y el HB-EGF, sin
embargo el analisis de los mismos en las practica clinica habitual, es casi
inviable por varias razones: el coste de dichas pruebas es muy elevado, las
tinciones celulares como su analisis es muy complejo y al alcance de muy
pocos centros. Ademas su sensibilidad y especificidad aun sigue siendo
cuestionada.
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3. Ausencia de marcadores etiologicos.

No se dispone de marcadores etiologicos ya que faltan estudios de
relacion causa efecto. Muchos de los marcadores estudiados hasta ahora se
desconoce si son causa o efecto. La unica manera de demostrar que
participan en el proceso fisiopatologico de la enfermedad seria evidenciar
una correlacion del nivel del marcador con los hallazgos relevantes en la
biopsia, 0 que se modificase su nivel respondiendo a un determinado
tratamiento dirigido hacia la etiologia propuesta. Sin embargo, al no conocer
bien la etiopatogenia tampoco es posible aplicar un tratamiento especifico.
Por ahora, no disponemos de modelos para poder investigar y demostrar

hipotesis de relacion causa efecto a través de mecanismos precisos.

4. Imposibilidad de estudiar marcadores de respuesta al tratamiento, de

actividad de enfermedad en modelo humano de investigacion.

En la actualidad, el manejo de la CI se rige exclusivamente por los
aspectos clinicos. Pareceria que este campo es ideal para llevar a cabo
investigacion translacional. Sin embargo, existe una falta de conocimiento
sobre su etiologia y su historia natural que hace inviable este abordaje. La

unica posibilidad que tenemos a nuestro alcance es estudiar la evolucion de
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pacientes con CI para tratar de identificar a los respondedores al tratamiento,

los no respondedores y aquellos con remisiones espontaneas.

Ante la ausencia de modelo humano, el progreso en la investigacion
de la patogenia de las enfermedades, y en concreto de la CI, esta supeditado
a la creacion y desarrollo de modelos fiables de experimentacion. Los
modelos in vitro mimetizan las interacciones intercelulares que se producen

en la pared vesical y son facilmente manipulables.

Para entender la etiopatogenia de la CI los modelos animales in vivo
son preferibles Estos modelos animales permiten realizar dos tipos de
experimentacion. Por una parte, utilizando agentes irritantes que puede
reproducir los sintomas de urgencia, frecuencia y dolor. Por otra, sirven
para estudiar el mecanismo de accion de dicho efecto, identificar
marcadores y moléculas asociadas y correlacionarlas con los sintomas e
investigar las posibles intervenciones terapéuticas. A pesar de ello, en la
actualidad existen pocos modelos animales que se asemejen al modelo
humano para el estudio de la CI. El gato podria ser un buen modelo por sus
similitudes con el género humano, pero la prevalencia de CI en el gato no es
elevada. Ademas, este modelo no es facilmente manejable para la

manipulacion o el analisis genético.
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Otro modelo con el que se ha experimentado es el raton, mediante la
creacion de una cistitis neurogénica a través de una infeccion aguda con un
virus pseudorabico. Este modelo es facilmente manejable y reproducible, sin
embargo, los efectos sistémicos de este virus limitan su uso para la
caracterizacion de los aspectos crénicos de la CI. Por lo tanto, existe la

necesidad de un modelo humano de investigacion.

5. La apoptosis como herramienta diagndstica.

Actualmente existen multiples teorias que estan involucradas en la
etiopatogenia de la CI una de ellas es la alteracion en el ciclo celular normal,
bien sea de las células debido a las proteinas involucradas en la apoptosis y
falta de regeneracion celular (proteina 53, APF, HB-EGF) y otra es debido a
un fallo en las estructuras de la membrana (teoria de la permeabilidad

vesical).

6. Hipoétesis

La hipdtesis que subyace en esta tesis es que la capacidad
regenerativa del epitelio vesical estd deteriorada como consecuencia de la
presencia de un factor antiproliferativo en la orina de pacientes con CI, que

impediria la adecuada regeneracion del epitelio vesical tras una agresion.
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El APF ejerceria su efecto inhibiendo la producciéon de dos factores
esenciales para el crecimiento celular y la regeneracion epitelial: Hb-EGF y
el EGF. La inhibicién se llevaria a cabo a través de la via de la proteina p53
facilitadora de la apoptosis celular. De tal forma que, se produciria una
paralizacion del ciclo celular a nivel de la fase GO, impidiendo que las
células epiteliales entren en fase G1 para su division. Por lo tanto, la
afectacion de la regeneracion del epitelio, impediria la normal re-
epitelizacion de las lesiones de la mucosa vesical, siendo éstas las
responsables de los sintomas de dolor al llenado y de las imagenes
cistoscopicas objetivadas con la distension vesical. Nuestro estudio se basa
en que, la paralizacion del ciclo celular debe producir una alteracion de la
distribucion porcentual de células en cada una de sus fases del ciclo celular.
Concretamente, se expresaria como un aumento (acimulo) de células a
nivel de la fase sub-G1, facilmente medible mediante citometria de flujo.

El factor antiproliferativo, ha sido determinado y utilizado como
biomarcador de enfermedad. Sin embargo, su analisis es complejo, poco
reproducible (mediante la incorporacion de timidina al ARN) y muy caro.
Por lo que, su aplicacion en la practica clinica no se ha extendido.

Una forma indirecta de demostrar la presencia de éste factor

antiproliferativo en orina de pacientes con CI seria tratar de objetivar su
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efecto. De tal forma que se evidenciara que la orina de pacientes con CI es
capaz de inducir un aumento de la apoptosis in vitro en cultivos celulares
respecto a la orina de pacientes normales. Si esta hipotesis se confirmara,
seria interesante valorar cuantitativamente dicha capacidad apoptética y
estudiar su valor como biomarcador de diagnéstico y de severidad de

enfermedad.
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7. Objetivos.

1) Estudiar si la orina de pacientes con CI ejerce un efecto apoptotico

2)

3)

sobre cultivos celulares y si dicho efecto difiere del que ejerce la
orina de pacientes normales.

Si el primer objetivo se confirma, estudiar si los pacientes que
presentan un determinado nivel de efecto apoptético presentan una
probabilidad mayor de presentar CI que pacientes con dolor pélvico
cronico similares.

Si la magnitud del efecto apoptotico se correlaciona positivamente

con la severidad de enfermedad clinica.
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8. Contraste de hipétesis.

Hipétesis nula:

La orina de pacientes con CI no ejerce un efecto inhibitorio del crecimiento
celular en cultivos celulares tumorales cuantificado mediante el porcentaje
de células en fase GO (grado de apoptosis) respecto a la orina de pacientes

sanos.

Hipotesis alternativa:

La orina de pacientes con CI si ejerce un efecto inhibitorio del crecimiento
celular en cultivos celulares tumorales cuantificado mediante el porcentaje
de células en fase GO (grado de apoptosis) respecto a la orina de pacientes

Sanos.
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1. Muestra

1.1 Seleccion de la muestra

Entre enero del 2007 y enero del 2011, se recogieron 57 pacientes
diagnosticadas de CI, 50 pacientes sanas y 49 pacientes diagnosticadas de
dolor pélvico cronico de origen ginecologico. Las pacientes del dolor
pélvico cronico de origen ginecologico fueron: 10 pacientes diagnosticadas
de vulvodinia, 12 de dolor neuropatico y 27 pacientes diagnosticadas de

endometriosis.

Las pacientes pertenecian al Hospital Clinic de Barcelona y al

Hospital Universitario la Fe de Valencia.

1.2 Comision de investigacion.

El proyecto se presentd al comité de ensayos clinicos Hospital
Universitario La Fe de Valencia y recibio la aprobacion para su desarrollo
del comité ético de investigacion médica. Se pidid la colaboracion de la
Asociacion Catalana de Afectadas por Cistitis Intersticial (ACACI) para el

reclutamiento del mayor niumero de pacientes posible.
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1.3 Consentimiento informado

A todos los pacientes se les solicitd su consentimiento informado. En
¢l, se informaba de los objetivos del estudio, de como se iba a llevar a cabo,
del numero de visitas y de las exploraciones complementarias que se iban a

llevar a cabo.

1.4. Criterios de inclusion.

Todas las pacientes con CI eran mujeres, mayores de 18 afos y
diagnosticados de CI segtn los criterios de la NIDDKD. Es decir, clinica de
dolor vesical y/o urgencia miccional y demostracion cistoscopica de
glomerulaciones y/o presencia de ulcera de Hunner clasica. Todas estas
pacientes de CI fueron diagnosticadas de novo y sin haber recibido
tratamiento alguno. A todas las pacientes se les realizdo como procedimiento
estandar durante su estudio una cistoscopia bajo anestesia con
hidrodistensiéon donde se comprobd la capacidad maxima. Todas las
pacientes debian tener al menos 6 meses de seguimiento desde el

diagnostico de CI.
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Los criterios de inclusiéon para el grupo control fueron; mujeres
mayores de 18 afios asintomatica y sin sintomatologia miccional, con

cultivos de orina negativos.

El diagnostico de las pacientes de dolor pélvico cronico de origen
ginecologico fue realizado por el ginecdlogo especifico de la consulta de
dolor pélvico cronico. Las pacientes se diagnosticaron de vulvodinia
cuando presentaban dolor vulvar persistente o episddico recurrente
relacionados con el ciclo miccional o acompafiado de sintomas indicativos
de disfuncion de las vias urinarias o sexual y ausencia de infeccion u otra

enfermedad evidente conocida (Abrahms, 2003).

La pacientes diagnosticadas de dolor neuropético del pudendo
presentaban un dolor de tipo neuropatico que surge en la distribucion del
nervio pudendo con sintomas y signos de disfuncion rectal, de las vias
urinarias o sexual. Ausencia de una enfermedad evidente conocida. Ademas
como prueba diagnéstica a estas pacientes se les realizo un bloqueo del

nervio pudendo y todas ellas mejoraron de su sintomatologia (Fall, 2003).

A todas las pacientes para el diagndstico de endometriosis se les

realiz6 una laparoscopia diagnostica.
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El sindrome de dolor asociado a la endometriosis es el dolor pélvico
créonico o recurrente en pacientes con endometriosis confirmada por
laparoscopia y se utiliza cuando los sintomas persisten a pesar del
tratamiento de la endometriosis adecuada. Muchas pacientes tienen dolor
por encima y mas alld de las lesiones de endometriosis. Los sintomas
principales de este grupo de pacientes eran la dispareunia, dismenorrea, y

en algunas la hipermenorrea.

1.5 Valoracion sintomatologica.

Para la cuantificacién objetiva de los signos y sintomas se utilizo el
cuestionario de indice de dolor genitourinario (GUPI) que las pacientes

rellenaron por si solas antes de la recogida de muestras de orina.

2. Estudio del efecto apoptotico de la orina sobre cultivos celulares

Este estudio se llevo a cabo en el Insituto de Investigacion Principe
Felipe de Valencia. Para ello se expuso la orina de las pacientes con CI y del
grupo control a cultivos de células neoplasicas y se analiz6 su capacidad
para inducir apoptosis. El grado de apoptosis se midi6é cuantificando el

porcentaje de células del ciclo celular en fase subGO del ciclo celular
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determinado mediante citometria de flujo. Siguiendo la metodologia

expuesta en los siguientes apartados.

2.1 Lineas celulares, medios de cultivo, productos y equipamiento

Se utilizaron las lineas celulares HT1197 y EJ138 (linea T24),
correspondientes ambas a carcinoma vesical humano (Keay, 2004). La linea
HT1197 se obtuvo de la American Type Culture Collection (ATCC) y la

linea EJ138 de la European Collection of Cell Cultures (ECACC).

Los medios y productos de cultivo utilizados fueron: Medio Esencial
Minimo (MEM), solucién de glutamina, solucion de antibidticos y suero

bovino fetal. Todos los productos se obtuvieron de InVitrogen.

Los reactivos que se utilizaron para el analisis del ciclo celular
fueron: yoduro de propidio (Sigma), RNAasa A (Sigma), MTT (Sigma),

PBS e Isoton.

El equipamiento disponible para la unidad de cultivos celulares
fueron: un sistema de criopreservacion en nitrogeno liquido, una cabina de

flujo laminar e incubador de CO2 y un microscopio 6ptico invertido.
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2.2. Conservacion y cultivo de células

Los viales de células congeladas de las lineas HT1197 y EJ138,
procedentes del proveedor, fueron mantenidas desde su recepcion hasta el
inicio de la fase experimental criopreservados en tanque de nitrogeno
liquido. Para el inicio de los cultivos celulares, fueron descongelados y
crecidos sucesivamente en frascos Falcon T-25 y Falcon-T-75 (Iwaki), hasta
generar un stock suficiente de células. Una parte del stock fue alicuotada en
crioviales estériles y se mantuvo en criopreservacion hasta su uso.
Previamente a los estudios de inhibicion de la proliferacion, se
descongelaron los viales necesarios y crecieron durante una semana en los
frascos Falcon T-25, siguiendo los procedimientos habituales de cultivo

antes de ser sembrados en placas de cultivo de 96 pocillos (Iwaki).

2.3. Conservacion y procesado de las muestras de orina

Las muestras de orina de todas las pacientes del estudio fueron
mantenidas a 4°C desde su obtencion hasta la llegada al laboratorio. Se
centrifugaron a baja velocidad para eliminar material sedimentable y, a
continuacion, fueron filtradas a través de filtros Millipore de 0.22 um de

diametro y congeladas a -80°C en alicuotas distribuidas en crioviales
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estériles hasta su utilizacion en los estudios de inhibicion de la proliferacion
celular. Inmediatamente antes de su uso, las muestras fueron descongeladas,
neutralizadas a pH 7.2 y corregidas en osmolaridad hasta 300 mOsm. Antes
de ser adicionadas a los pocillos de las placas de cultivo, las muestras de

orinas fueron diluidas 1:2 (v/v) con medio de cultivo completo (Keay 1998).

2.4. Tratamiento con muestras de orina y controles positivos de

inhibidores de la proliferacion.

Las lineas celulares HT1197 y EJ138, fueron sembradas con pipeta
multicanal en placas de cultivo de 96 pocillos a una densidad de 50.000
células por pocillo (200 pL de suspension celular por pocillo). Tras 24 horas
de cultivo en incubador a 37°C y 5% CO2, el medio de cultivo de las placas
se elimind y reemplazdé con 180-200 pL medio de cultivo fresco. Los
pocillos se trataron con 0-20 nL de muestra de orina neutralizada procedente
de los sujetos de control o de los pacientes con CI. En cada placa de cultivo
se utilizd algunos pocillos como controles positivos de inhibicion de la
proliferacion celular. En dichos pocillos, las células fueron tratadas con 10-
20 pL de soluciones de agentes antiproliferativos (Sigma) en medio de
cultivo Aphidicolina 1 mM (agente bloqueante de la progresion a través de

la fase de sintesis del ciclo celular), Nocodazol 1 mM (agente inhibidor de la
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polimerizacion de microtubulos y bloqueante de la progresion de la fase de
Mitosis del ciclo celular). Los cultivos celulares asi tratados fueron
incubados durante 24 horas en incubador a 37°C y 5% CQO2, hasta su uso
para analisis del ciclo celular. Todas las etapas de la preparacion se
monitorizaron mediante la observacion de los cultivos con un microscopio

optico invertido.

2.5. Anadlisis de las fases del ciclo celular por citometria de flujo.

Un estudio exhaustivo del efecto del tratamiento sobre la
proliferacion celular se realizo mediante el analisis del ciclo celular por
citometria de flujo. Basado en la cuantificacion del contenido de DNA
nuclear en nucleos individuales en suspension procedentes de los diferentes
pocillos de las placas de cultivo. El contenido en DNA nuclear se estimo por
la intensidad de la emision de fluorescencia naranja del fluorocromo yoduro
de propidio, que se intercala de forma estequiométrica en el DNA nuclear.
La suspension nuclear se obtuvo por la lisis hipotonica controlada de la
monocapa celular del cultivo. La unién inespecifica del yoduro de propidio
al RNA de doble cadena se elimind mediante tratamiento con RNAasa

(Krishan 1975; Baguena-Cervellera 1987, Ruiz-Cerda, 1996)
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Tras 24 horas de incubacidn en presencia de las muestras de orina o
los agentes de control positivo, el sobrenadante de los pocillos de las placas
de cultivo se reemplazé por una solucion hipotonica de yoduro de propidio
(50 pg/mL) en citrato trisoédico (5% p/v) con 0.1% (p/v) de Triton X-100,
adicionada de RNAasa (100 pg/mL). Las placas asi tratadas fueron
incubadas a 4 *C y en oscuridad durante la noche. Al dia siguiente, se
procedid a resuspender los nucleos de cada pocillo mediante pipeteo suave y

cuidadoso con pipeta multicanal con volumen desplazado de 100 pL.

Se utilizo el citometro de flujo Cytomics FC500 MPL, disefiado para
aspirar directamente desde pocillos de placa de cultivo. Las células tefiidas
con yoduro de propidio se excitaron a 488 nm con el laser de argdn de 15
mW. La emision de fluorescencia naranja se recogio a través de un conjunto
de filtros de 575 BP + 610 LP y se amplifico en modo lineal, calculando
para cada nucleo individual la integral y el pico de la sefal de fluorescencia.
La eliminacién del ruido de fondo y desechos celulares se establecid
mediante el andlisis de la morfologia de cada particula (sefales de
dispersion frontal y lateral de luz laser) y la presencia de DNA en la
particula (fluorescencia de propidio). Los agregados de dos o mas nucleos

fueron excluidos mediante el analisis del cociente entre la sefial integral y de
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pico para cada particula. Para cada pocillo se analizaran 10.000 nucleos
individuales. La distribucion del ciclo celular en cada suspension de nucleos
analizada se estableci6 a partir del histograma de frecuencias de la
intensidad de fluorescencia individual en los nucleos individuales
analizados en cada pocillo. Para el ajuste de las fases del ciclo celular
(GO+G1, S y G2+M) se utilizara el programa matematico MultiCycle A V
(Phoenix Flow Systems), que aplica un algoritmo para la desconvolucion de
la distribucion de fluorescencia en las curvas gausianas particulares de cada

fase.

2.6. Cuantificacion del grado de apoptosis por citometria de flujo.

Al analizar el histograma resultante de las fases del ciclo celular que
son representadas (GO+Gl, S y G2+M) cuando se observaba en el
histograma un pico en la fase sub-G1 este pico en el mismo corresponden a
las células apoptdticas, el tamafio de este pico es proporcional al porcentaje
de células apoptoticas. Es por ello que la citometria de flujo es una
herramienta que permite identificar de manera relativamente sencilla el

porcentaje medio de apoptosis con contenido DNA en fase sub GOG1 (M1)
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3. Mediciones

Se analizaron las siguientes variables:

Variables clinicas: sexo, edad y severidad clinica. La severidad clinica se
categoriz6 en leve, moderada y grave en funcidon de la puntuacion de los
cuestionarios. Leve puntuacion menor de 10, moderado entre 10 y 14 y

severo mayor de 15.

Variables del estudio con citometria de flujo de ADN: numero total de
células analizadas (eventos), nimero de células en G1 y G2 y porcentaje de

apoptosis.

4. Analisis Estadistico.

Para facilitar el correcto analisis de los datos, la informacion
recogida de cada caso se introdujo en un ordenador personal tipo PC,
quedando estructurada en la forma de una base de datos con el programa
Gestor de Base de Datos Access 97 (Microsoft). Se utilizd el programa
estadistico R (Team 2010) y sus aplicaciones Remdr y RemdrPlugin.EZR
Ademas, se utilizo el Programa SPSS para Windows version 20.0 de SPSS

Inc.
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A continuacidn, se detallan los tipos de andlisis estadisticos que se

han utilizado con el fin de alcanzar los objetivos propuestos por el estudio.

4.1 Analisis descriptivo.

Incluy6 el calculo de distintos estadisticos de distribucion para las
variables cuantitativas (media, mediana, intervalo, desviacion tipica, valor
maximo, valor minimo) y de frecuencia de sucesos en distintas clases para
las variables cualitativas. El calculo se llevé a cabo mediante las formulas
habituales. Ademas, se llevd a cabo una labor de deteccién de posibles

errores, datos faltantes y outliers.

4.2 Andlisis comparativo

Para estudiar la asociacion entre variables cualitativas, se realizo la
prueba de Chi-Cuadrado mediante la creacion de tablas de contingencia y se
compard las proporciones de las caracteristicas consideradas. En aquellos
casos en que uno de la frecuencia observada en alguna de las casillas de la

tabla de contingencia fuera inferior a 5 se utilizo6 la prueba exacta de Fisher.
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Para la comparacién de medias muestrales entre variables continuas
cuantitativas se han utilizado la prueba de la t de Student para grupos
independientes

. Cuando la variable de referencia tenia mas de dos categorias se
utiliz6 un analisis de la varianza de una via (test de ANOVA). Previamente
a la comparacion de medias, se llevé a cabo un test Kolmogorov-Smirnov
para comprobar la normalidad y un test de F de Snedecor para comprobar la
homogeneidad de las varianzas. En caso de incumplimiento de condiciones
de aplicabilidad, se utilizaron los test no paramétricos de Mann-Whitney y
test de Kruskal-Wallis. Igualmente, en caso de que las variables
cuantitativas incumplieran la normalidad, se llevo a cabo una trasformacion

logaritmica en base 10.

4.3 Trasformaciones de variables.
Dado que la variable porcentaje de células en fase GO no presentaba
una distribucion normal, se llevé a cabo una trasformacioén logaritmica

transformando su escala de medicion y logrando una distribucion normal.
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Por otra parte, la variable sintomatologica se categorizo en tres niveles con

sus correspondientes cddigos. Leve (<9), moderado (10-15) y severo (>15)

4.4 Analisis de la seguridad diagnéstica.

Para evaluar la capacidad del porcentaje de apoptosis como prueba
diagnostica (prueba de apoptosis) se utilizo la construccion de curvas ROC
y tablas de 2 x 2 comparando el diagndstico realizado por la prueba de
apoptosis y el realizado por la prueba de referencia.

a) Construccion de curvas ROC .- Se construyeron curvas ROC y se
estim6 el area por debajo de la misma (AUC) para cuantificar la capacidad
discriminativa de la prueba como resumen de seguridad diagnostica global.
Ademas, se identificaron los puntos de méaxima especificidad y sensibilidad
segun el criterio de proximidad al angulo superior izquierdo. La seleccion de
puntos de corte definitiva se realizé priorizando la especificidad sobre la
sensibilidad para permitir identificar el mayor porcentaje de personas sin
CIL. De tal forma, se revisaron todos los pares de valores de sensibilidad y
especificidad proporcionados por la curva ROC y se eligieron tres para
considerar a la prueba de apoptosis como positiva para el diagndstico de CI:

> 4%, >8% y >10%.
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b) Construccion de tabla de clasificacion de 2 x 2.- Una vez
elegidos los puntos de cortes, se llevo a cabo la categorizacion de pacientes
como enfermos (CI) y no enfermos. Se construyeron tablas de contingencia
de doble entrada 2x2 clasificando a todos los individuos de acuerdo al
diagnédstico por la prueba de apoptosis frente al diagnostico estandar. Se
evalu6 la concordancia de clasificaciones correctas entre pruebas
diagnodsticas. A partir de estos datos, se realizaron las siguientes
estimaciones junto a sus intervalos de confianza: prevalencia, sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y negativo, seguridad diagnostica y

la razon de probabilidades para test positivo y negativo.

4.5 Analisis de informacion diagnostica independiente.

Para conocer si la prueba de apoptosis aportaba informacion
diagnostica independiente de la sintomatologia en el diagnostico de CI, se
llevaron a cabo tres analisis de regresion logistica. De tal forma que, se
introdujeron como variable respuesta (diagnostica) la presencia o no de CI
y, como variables explicativas, la severidad sintomatoldgica junto y la
prueba de apoptosis de acuerdo a los tres puntos de corte establecidos. Se

estimaron las odds ratio diagndsticas para la prueba de apoptosis positiva
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para los tres puntos de corte. La variable respuesta se codificé como 1 si la
paciente presentaba CI y como 0O si no lo presentaba. Esta codificacion
responde a que nosotros estamos interesados en conocer la probabilidad de
diagnostico de CI. Para la variable explicativa de los sintomas con tres
categorias (leve, moderada y severa), se crearon n-1 variables dummy
tomando el primer valor como categoria de referencia. De esta forma se
pudo estimar el diferente efecto de pasar de una categoria a otra sobre la
variable respuesta. Para la estimacion de los coeficientes se utilizd el
método de maxima verosimilitud. Para testar la hipotesis de que los
coeficientes obtenidos eran diferentes a 0, se utilizo el estadistico de Wald.
La interpretacion de los coeficientes en la regresion logistica fue directa y
expresan la unidad de cambio en la variable respuesta por cada unidad de
cambio en la variable explicativa. Las odds ratios se calcularon mediante el
exponencial del coeficiente con sus correspondientes intervalos de

confianza al 95%.

4.6 Analisis de la aplicacion clinica.

Para medir hasta qué punto la probabilidad de presentar CI cambia

por el resultado de la prueba de apoptosis, se utilizo el teorema de Bayes.
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De tal forma que, se calcul6 la probabilidad de un evento en base a:
probabilidad pre-prueba y la informacion anadida por la prueba. Mediante la
razén de probabilidades para test positivo y negativo, se realizd un
refinamiento de la capacidad diagnoéstica del porcentaje de apoptosis segun
los puntos de corte para los que se considera la prueba de apoptosis como
positiva. La probabilidad pre-prueba se obtuvo de datos previos de la
literatura cientifica. Las probabilidades se convirtieron en odds y la razén de

probabilidad positiva se obtuvo de las tablas de 2 x 2.

4.7 Estrategia del analisis estadistico

El anélisis estadistico se llevo a cabo de forma secuencial por pasos
para contestar a las preguntas del estudio: 1°) se realiz6 una descripcion de
las variables cuantitativas y cualitativas de la muestra global y por grupos;
2°) para estudiar si la orina de pacientes con CI ejercia un efecto apoptotico
sobre cultivos celulares diferente del que ejerce la orina de pacientes
normales y la orina de pacientes con otras causas de dolor pélvico crénico
de origen no vesical, se realizo un analisis comparativo de medias entre los
grupos control, CI y de dolor pélvico y un analisis de la distribucion de los

valores del porcentaje de apoptosis para cada grupo; 3°) se analizo la
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seguridad diagnoéstica de la prueba de apoptosis mediante el estudio de su
capacidad para discriminar entre enfermos y controles sanos, controles con
dolor pélvico crénico de origen no vesical y global mediante la construccion
de curvas ROC y se determinaron diferentes puntos de cortes para
maximizar la especificidad; 4°) se evalu6 el rendimiento global de la prueba
mediante la construccion de tablas de 2 x 2 estimando los valores de
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo para cada
uno de los puntos de corte previamente establecidos. En este paso, se realizé
un refinamiento diagnostico de la prueba mediante el calculo de la razén de
probabilidad positiva y negativa; 6°), se realiz6 un modelo de regresion
logistica para el estudio de la capacidad diagndstica independiente de la
prueba de apoptosis y 7°) la estimacion de la verdadera utilidad practica de

la prueba de apoptosis se realizo siguiendo las bases del teorema de Bayes.
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Capitulo VI: Resultados
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RESULTADOS

1. Descripcion de la muestra global y por grupos.

La muestra global consta de 156 pacientes distribuidos de la
siguiente forma: 57 pacientes con CI (36,5%), 50 (32,1%) controles
normales y 49 pacientes (31,4%) con sindrome de dolor pélvico de origen
ginecoldgico (10 vulvodinias, 12 dolores neuropaticos, 27 endometriosis).

De las 57 pacientes, 6 (10,5% ) presentaron una Ulcera de Hunner
en la cistoscopia.

La edad media de las pacientes fue de 43,85 afios + 12,2 DE (rango

18 a 69).

2. Evaluacion sintomatolégica
En la tabla 7 se exponen el grado de severidad de sintomas

categorizado de acuerdo al indice GUPI por grupos de pacientes del estudio.
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Tabla 7: Grado de severidad sintomatoldgica por grupos de pacientes.

Sintomas Normal CI D. Pélvico Total

n (%) n (%) n (%) n (%)

Leve (<9) 50 (32,1) 12 (7,7) 0(0) 62 (39,7)

Moderada(10-14) 0(0) 23 (14,7) 12 (7,7) 35(22,4)

Severa (>15) (0) 22.(14,1) 37(23,7)  59(37.8)
Total 50 (32,1) 57 (36,5) 49(31,4) 156 (100%)

* Los porcentajes son los globales.

3. Analisis del efecto apoptotico de la orina (prueba de apoptosis).

Para cada uno de los 156 pacientes del estudio se analiz6 dos veces
el efecto de su orina sobre el ciclo celular de las poblaciones de los cultivos
celulares tumorales. Por lo que en total, se analizaron 312 ciclos celulares.

En la tabla 8, se exponen los resultados del analisis del ciclo celular
de las poblaciones de los cultivos celulares tumorales tras la exposicion a la
orina de los pacientes de los diferentes grupos. Se compar6 la media del
numero total de células en orina (eventos) y fase G1 donde se observo que
no existian diferencias estadisticamente significativas entre las pacientes con

CI con el grupo control y grupo de dolor pélvico cronico ginecoldgico

(p>0,05).
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La media de células en fase G2 de las pacientes del grupo con CI
fue significativamente mayor que la de las pacientes del grupo control
(35,31+17,4 DE vs 22,00+12,0 DE, p=0,02) y que las del dolor pélvico
crénico ginecologico (35,31+17,4 DE vs 27,55+14,8 DE, p=0,02). La
media de células en fase S de las pacientes del grupo con CI fue
significativamente menor que la de las pacientes del grupo control
(19,9+12,06 DE vs 26,02+13,08 DE, p=0,01) y que las del dolor pélvico

crénico ginecolédgico (19,9+12,06 DE vs 25,4+9,22 DE, p=0,01).

La media de la células en el pico sub-G1 de las pacientes del grupo
CI fue significativamente mayor que las de las pacientes del grupo control
(278,8+287,14 DE vs 1474109 DE, p=0,02) y que las pacientes del grupo de
dolor pélvico cronico ginecologico (278,78+287,14 DE vs 168+103 DE

p=0,02).
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Tabla 8. Valores de la distribucion porcentual de células en las diferentes

fases del ciclo celular por grupos de pacientes.

Fases Ciclo Celular Normal CI Dolor Valor
(n=50) (n=57) Pélvico de p
(n=49)
N° eventos,
- Media 4601 4715,1 4235 0,80
-DE 2168,31 2455,85 1943,86
Pico subG1,
- Media 147 278,80 168,0 0,02
- DE 109,0 287,14 103,0
% fase G1
- Media 46,30 44,70 45,30 0,87
- DE 11,29 15,10 9,6
% faseG2
- Media 22 35,31 27,55 0,02'
- DE 12,03 17,47 14,8
% fase S
- Media 26,2 19,9 25,41 0,017
- DE 13,08 12,06 9,22

! Control versus Cistitis Intersticial; valor de p= 0,02; CI 95% diferencia= 8,0 — 9,0

Cistitis Intersticial versus Dolor Pélvico; valor de p=0,02; CI 95% diferencia= 3,2 — 8,1

2 Grupo Control versus Cistitis Intersticial valor de p=0,01; CI 95% diferencia= 6,0 — 12,1

Cistitis Intersticial versus Dolor Pélvico; valor de p=0,02; CI 95% diferencia = 6,4 - 13,7



En la tabla 9 se expone el valor medio del porcentaje de apoptosis y
el valor de su transformacion logaritmica para cada uno de los grupos a
estudio. Los valores medios de apoptosis de los pacientes con CI fueron
significativamente muy superiores a los de los pacientes controles sanos (p=
0,001). La diferencia estimada al 95% de IC a favor de los pacientes de CI
fue entre un 3,7% y 9,0%. Con respecto a los pacientes con dolor pélvico
ginecoldgico, los porcentajes medios de apoptosis fueron también
significativamente superiores en los pacientes con CI (p= 0,001). Si bien, las
diferencias en el porcentaje medio estimadas al 95% fueron ligeramente

inferiores entre un 2,9% y un 8, 1.
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Tabla 9. Comparacion de los porcentajes medios de apoptosis por grupos de

pacientes.
Efecto Cistitis Dolor
Apoptdtico Intersticial Pélvico Valor de p
(n=57) (n=49)
n° subG1
Media=DE 278 £287,8 168 +£ 103 0,02
%Apoptosis
Media+DE 9,97+9,5  446+4.2 <0,01"
Logl0 %
Apoptosis
-Media+DE 0,74+0,5  0,58+0,25 <0,01°

! Control versus Cistitis Intersticial; valor de p= 0,0014; CI 95% diferencia= 3,7 — 9,0

Cistitis Intersticial versus Dolor Pélvico; valor de p=0,00979. CI 95% diferencia=2,9 — 8,1

? Grupo Control versus Cistitis Intersticial valor de p= 0,03; CI 95% diferencia= 0,49 — 0,15

Grupo Cistitis Intersticial versus Grupo Dolor Pélvico; valor de p= 0,04. CI 95%

diferencia= 0,001 — 0,3.

3.1 Distribucion de valores de apoptosis entre el grupo control y el de

CI.

En la figura 5, se exponen la distribucion de los valores del

porcentaje medio de apoptosis de los grupos control y CI.
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Se aprecia como Unicamente tres pacientes del grupo control (3/50,
6%) superan el 10% de apoptosis. Por el contrario, en los pacientes con CI,
el valor del porcentaje de apoptosis se distribuye ampliamente alcanzado en

uno de los casos el 35%.
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Figura 5: Distribucion de los resultados del efecto apoptotico medido como

porcentaje medio de apoptosis en los grupos control y de CI.

113



3.2 Distribucion de valores de apoptosis entre el grupo de CI y el de
dolor pélvico.
En la figura 6 se exponen la distribucion de los valores del

porcentaje medio de apoptosis de los grupos CI y de dolor pélvico crénico

ginecoldgico. Se aprecia claramente que, mientras que la distribucion del
porcentaje de apoptosis para las pacientes de CI es amplia y, algunas de
ellas, alcanza hasta un 35% de apoptosis, ningun paciente con dolor pélvico
supera el 10% de apoptosis. En la figura 7 se exponen la misma distribucion

de valores del porcentaje medio de apoptosis por patologias.
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Figura 6: Distribucion de los resultados del efecto apoptdtico medido como

porcentaje medio de apoptosis en de CI y dolor pélvico ginecolodgico.
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Figura 7: Distribucion de los resultados del efecto apoptotico medido como
porcentaje medio de apoptosis en los grupos control, CIy en las diferentes

patologias causantes de dolor pélvico ginecologico.
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4. Analisis de la seguridad diagnostica de la prueba de apoptosis.

4.1 Estudio de la capacidad discriminativa de la prueba de apoptosis
para el diagnéstico de CI frente a controles sanos, dolor pélvico créonico
de origen no vesical y en conjunto.

En la figura 8 se muestra la curva ROC que analiza la capacidad
discriminativa del porcentaje de apoptosis entre los grupos de pacientes de

CI (57 casos) y controles sanos (50 casos).

El valor de la AUC como indice resumen del funcionamiento de la
prueba de apoptosis para el diagndstico de CI fue de 68% (95% IC: 57%-
78%). Lo cual se interpreta como buena. Considerando a la prueba de
apoptosis como positiva para un valor de corte un porcentaje de apoptosis >
7.9, se obtiene una especificidad del 94% y una sensibilidad del 46% para el

diagnostico de CI frente a los controles sanos.
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Figura 8: Curva ROC del % medio de apoptosis indicando el punto de corte
que maximiza la especificidad y la sensibilidad para el diagnostico de CI

frente a controles sanos (AUC= 68%, 95% IC 57-78%).

En la figura 9 se muestra la curva ROC que analiza la capacidad
discriminativa del porcentaje de apoptosis entre los grupos de pacientes de
CI (57 casos) y pacientes con dolor pélvico cronico ginecologico (49 casos).

El valor de la AUC es de 59%, (95% IC 48-70%), lo cual puede

interpretarse como suficiente. Considerando a la prueba de apoptosis como
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positiva para un valor de corte de porcentaje de apoptosis > 9, se obtiene

una especificidad de 98% y una sensibilidad del 42%.

1.0 —
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0.0 —
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1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0
Specificity

Figura 9: Curva ROC del % medio de apoptosis indicando el punto de corte
que maximiza la especificidad y la sensibilidad para el diagnostico de CI
frente a sujetos con dolor pélvico cronico ginecoldgico (AUC= 59%, 95%

IC 48-70%).

En la figura 10 se muestran la curva ROC que analiza la capacidad
discriminativa del porcentaje de apoptosis entre los grupos de pacientes de

CI (57 casos) y el resto de pacientes, sin tener en cuenta la sintomatologia.
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Es  decir, considerandoles como  pacientes sin  CI,
independientemente de si presentan dolor o no (99 casos, 49 casos con dolor
pélvico cronico ginecoldgico y 50 controles sanos). El valor de la AUC es
de 64% (95% CI: 53%-74%), lo cual puede interpretarse como suficiente.
Considerando a la prueba de apoptosis como positiva para un valor de corte

> 9, se obtiene una especificidad de 96% y una sensibilidad del 42%.

1.0 4

Sensitivity

0.4 | 8.976 (0.960, 0.421)

Specificity

Figura 10: Curva ROC del % medio de apoptosis indicando el punto de
corte que maximiza la especificidad y la sensibilidad para el diagnostico de

CI frente casos sin CI (AUC= 64 %, 95% IC 53-74%).
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4.2 Estudio de la capacidad discriminativa de la prueba de apoptosis
estratificada por severidad sintomatologica.

Dado que los pacientes sanos y un grupo de pacientes con CI
presentan valores de porcentaje de apoptosis bajos, se llevd a cabo un
analisis estratificado por grupos de severidad sintomatoloégica para conocer
la capacidad discriminativa de la prueba en donde mas se necesita, es decir,
cuando la sintomatologia es moderada o severa entre grupos de pacientes
con dolor pélvico cronico ginecoldgico.

El AUC de la curva de ROC de la prueba de apoptosis para
discriminar entre pacientes con el diagndstico de CI (n=23) frente a sujetos
con dolor pélvico crénico no visceral (n= 12) con sintomatologia moderada
(9-15) fue suficiente con un valor de 68% (95% IC 50-86%) (figura 11). La
AUC aumentdé en la discriminacion entre pacientes con sintomatologia
severa (> 15) alcanzando un valor del 75% (95% IC 60-91%), lo que se

considera una buena capacidad discriminativa (Figura 12).
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Figura 11: Curva ROC del % medio de apoptosis indicando el punto de
corte que maximiza la especificidad y la sensibilidad para el diagnostico de
CI frente a sujetos con dolor pélvico cronico ajustado por sintomatologia

moderada (9-15).
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Figura 12: Curva ROC del % medio de apoptosis indicando el punto de
corte que maximiza la especificidad y la sensibilidad para el diagnostico de
CI frente a sujetos con dolor pélvico crénico ginecoldgico ajustado por

sintomatologia severa (> 15).

4.3 Prueba de apoptosis como método diagnéstico de enfermedad frente
a controles sanos.

Teniendo en cuenta los valores de méxima discriminacion
diagnostica donde la sensibilidad y especificidad alcanzan su valor méaximo,
y dado que en un porcentaje de pacientes con CI presentaban valores de la

prueba de apoptosis similares a pacientes control normales, se decidieron
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tres puntos de corte para considerar la prueba de apoptosis como positiva
para enfermedad de CI: > 4%, > 8% y > 10%.

En la tabla 10, 11 y 12 se exponen los resultados de la comparacion
entre el diagnéstico de CI realizado segin prueba de apoptosis positiva de
acuerdo a los puntos de corte considerados y el diagndstico estandar (57
pacientes con CI frente a 50 controles sanos). En la tabla 13 se exponen los
resultados del rendimiento diagnéstico de la prueba de apoptosis con el
analisis de validez (sensibilidad y especificidad) y seguridad (valor
predictivo positivo y negativo), seguridad diagnodstica global y razones de

probabilidad positiva y negativa calculados a partir de las tablas anteriores.

Tabla 10. Diagnostico de CI segin prueba apoptosis positiva > 4% y el

estandar.
Prueba Apoptosis Cistitis Intersticial
>4% Si No Total
Si 33 16 49
No 24 34 58
Total 57 50 107
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Tabla 11. Diagnédstico de CI segin prueba apoptosis positiva > 8% vy el

estandar.
Prueba Apoptosis Cistitis Intersticial
>8% Si No Total
Si 24 3 27
No 33 47 80
Total 57 50 107

Tabla 12: Diagnodstico de CI segin prueba apoptosis positiva > 10% y el

estandar.
Prueba Apoptosis Cistitis Intersticial
>10 % Si No Total
Si 23 2 25
No 34 48 82
Total 57 50 107
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Tabla 13: Rendimiento diagndstico de la prueba de apoptosis segiin puntos de corte para diagnostico de CI frente a

controles sanos.

Apoptosis >4%

Estimacion (IC 95%)

Apoptosis >8%

Estimacion (IC 95%)

Apoptosis >10%

Estimacion (IC 95%)

Prevalencia

Sensibilidad
Especificidad

Valor Predictivo positivo
Valor Predictivo positivo
Seguridad diagndstica
Razon probabilidad test +

Razon probabilidad test -

0.53 (0.43-0.63)
0.58 (0.44-0.71)
0.68 (0.53-0.80)
0.67 (0.52-0.80)
0.58 (0.44-0.71)
0.62 (0.52-0.71)
1.80 (1.14-2.87)
0.62 (0.43-0897)

0.53 (0.43-0.63)
0.42 (0.29-0.56)
0.94 (0.83-0.99)
0.89 (0.70-0.98)
0.66 (0.56-0.75)
0.65 (0.55-0.74)
7.02 (2.25-21.91)
0.62 (0.49-.77)

0.53 (0.43-0.63)
0.40 (0.27-0.54)
0.96 (0.86-0.99)
0.92 (0.74-0.99)
0.66 (0.57-0.75)
0.67 (0.57-0.76)
10.1 (2.50-40.67)
0.62 (0.50-0.77)




De acuerdo a estos resultados, si consideramos como resultado
positivo valores > 4% de la prueba de apoptosis, el test presenta una
sensibilidad de 58% (95% IC= 44% - 71%) y una especificidad de 68%
(95% IC=53% - 80%). Lo que significa que de 100 pacientes con CI, el test
unicamente diagnostica correctamente 58 casos (58% de verdaderos
positivos, 33 de 58). Por otro lado, de 100 pacientes sanos sin CI, el test
diagnostica 68 correctamente (tasa de verdaderos negativos del 68%, 34 de
50). El porcentaje global de diagnosticos correctos que proporciona la
prueba con este punto de corte es 62%, lo que expresa una seguridad
diagnostica baja. La baja sensibilidad es consecuencia de que las pacientes
con baja sintomatologia, presentan valores de prueba de apoptosis
semejantes a los controles sanos.

En la muestra a estudio, la prevalencia de pacientes con CI es del
53%, por lo que el valor predictivo positivo y negativo para el punto de
corte > 4% fue del 67% y 58% respectivamente. Lo que significa que, de
100 pacientes, 67 en los que la prueba da positiva para CI tienen realmente
CI. Por otra parte, de 100 pacientes, 58 en los que la prueba da como
negativa para CI, realmente no presentan CI.

Para el mismo punto de corte, la razon de probabilidad positiva es de

1.80 (practicamente 1) lo que indica que la prueba no posee ningtin valor



para distinguir entre pacientes con y sin CI. Ya que, la probabilidad de un
resultado positivo de la prueba es igual para pacientes con CI que sin CI
(controles sanos).

Para un valor > 8% de la prueba de apoptosis como resultado
positivo, se observa un aumento sustancial de la especificidad (94%), valor
predictivo positivo (89%) y negativo (66%) y la razéon de probabilidad
positiva (7.02). Por otra parte, disminuye la sensibilidad y la razon de
probabilidad negativa se mantiene. En general, la seguridad diagnostica del
test alcanza el 65%. Sin embargo, el Gltimo criterio para la utilizacion de un
test diagnostico es si afiade informacion por encima de la que ya
disponemos, y si dicha informacion nos permite llevar cambios en el
manejo del paciente que, en Ultima instancia, le rendird un beneficio.
Mientras que un valor de 7 de razon de probabilidad positivo aumenta la
probabilidad de CI en un 30% ayuda moderadamente al diagndstico de CI,
el valor de 0,62 de la razon de probabilidad negativo no permite descartar su
presencia cuanto el valor es negativo, ya que aumenta la probabilidad de
ausencia de enfermedad en menos del 15%.

Finalmente, con valor > 10% de la prueba de apoptosis como
resultado positivo, se observan pequeiios aumentos de la especificidad

(96%), el valor predictivo positivo (92%) y la razon de probabilidad positiva
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(10.1). Lo que significa que, la probabilidad de que un paciente presente una
CI si el valor de la prueba de apoptosis es >10%, aumenta en un 45%. Este
aumento ayuda en gran medida al diagnostico de CI. Por otro lado, con este
punto de corte la razén de probabilidad negativa sigue siendo de 0.62. Por lo
que, légicamente, no permite descartar la presencia CI cuanto el valor de la
prueba de apoptosis es negativa (< 10%).

4.4 Prueba de apoptosis como método diagnéstico de enfermedad frente
a pacientes con dolor pélvico crénico ginecologico.

En la tabla 14, 15 y 16 se exponen los resultados de la comparacion
entre el diagnéstico de CI realizado segun prueba de apoptosis positiva de
acuerdo a los puntos de corte considerados y el diagndstico estandar entre
grupos de pacientes con CI y con dolor pélvico crénico ginecoldgico (57
pacientes con CI frente a 49 con sindrome de dolor pélvico crénico
ginecologico. En la tabla 17, se exponen los resultados del rendimiento
diagnéstico de la prueba de apoptosis.

Con valor > 4% de la prueba de apoptosis como resultado positivo,
la sensibilidad se mantiene (57%, 95% IC= 0.44-0.70) pero la especificidad
baja considerablemente al 0.46 (95%, IC= 0.32-0.61). Lo que significa, que
frente a pacientes con dolor pélvico cronico de origen ginecologico este

punto de corte no permite un diagnostico diferencial. El porcentaje global de
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diagndsticos correctos del 52% expresa una seguridad diagndstica muy baja.
Igualmente, los valores predictivo positivo y negativo son bajos (55% y
48% respectivamente) y el valor bajo de la razéon de probabilidad positiva
(practicamente 1) indican que la prueba positiva no posee ningtn valor para

distinguir entre pacientes con y sin CI.

Tabla 14: Diagnéstico de CI segun prueba apoptosis positiva > 4 % y el

estandar.
Prueba Apoptosis Cistitis Intersticial
>4% Si No Total
Si 33 26 59
No 24 23 47
Total 57 49 106

Con valor > 8% de la prueba de apoptosis como resultado positivo,
se observa un aumento sustancial en la especificidad (91%), valor predictivo
positivo (85%) y la razon de probabilidad positiva (5.16). Por otra parte,
disminuyen la sensibilidad, valor predictivo negativo y la razon de

probabilidad negativa, aunque, en menor medida. En general, la seguridad
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diagnostica del test alcanza el 65%. El valor de 5 de razén de probabilidad
positivo aumenta la probabilidad de CI en un 30%, lo cual ayuda

moderadamente al diagndstico de CI. Sin embargo, el valor de la razén de
probabilidad negativo de 0,89 no permite descartar en absoluto su presencia

cuanto la prueba es negativa (< 8%).

Tabla 15: Diagnoéstico de CI segiin prueba apoptosis positiva > 8% y el

estandar.
Prueba Apoptosis Cistitis Intersticial
>8% Si No Total
Si 24 4 28
No 33 45 78
Total 57 49 106

Con valor >10% de prueba de apoptosis como resultado positivo, se
observa un aumento de la especificidad (98%), valor predictivo positivo
(95%) y, de manera muy pronunciada la razén de probabilidad positiva
(19.7). Lo que significa que cuando estamos ante un paciente con clinica de
dolor pélvico cronico de origen o no vesical, la probabilidad de que tenga

una CI cuando la prueba de apoptosis es positiva para un valor >10%,

130



aumenta en un 45%. Este aumento ayuda en gran medida al diagndstico
diferencial. Por otro lado, con este punto de corte la razén de probabilidad
negativa baja al 0.61, lo que significa que si el valor del % de apoptosis
medio es inferior a 10% se reduce la probabilidad de presentar una CI en

aproximadamente en un 15%.

Tabla 16: Diagnostico de CI segun prueba apoptosis positiva > 10% y el

estandar.
Prueba Apoptosis Cistitis Intersticial
>10% Si No Total
Si 23 1 24
No 34 48 82
Total 57 49 106

131



Tabla 17: Rendimiento diagnostico de la prueba de apoptosis de acuerdo a diferentes puntos de corte para establecer

el diagnostico de CI.

Apoptosis >4%

Estimacion (IC 95%)

Apoptosis >8%

Estimacion (IC 95%)

Apoptosis >10%

Estimacion (IC 95%)

Prevalencia

Sensibilidad
Especificidad

Valor Predictivo positivo
Valor Predictivo positivo
Seguridad diagnostica
Razon probabilidad test +

Razon probabilidad test -

0.53 (0.43-0.63)
0.57 (0.44-0.70)
0.47 (0.32-0.61)
0.55 (0.42-0.68)
0.48 (0.34-0.63)
0.52 (0.42-0.62)
1.09 (0.77-1.56)
0.89 (0.58-1.37)

0.53 (0.43-0.63)
0.42 (0.29-0.55)
0.91 (0.80-0.97)
0.85 (0.67-0.96)
0.57 (0.34-0.69)
0.65 (0.55-0.74)

5.16 (1.92-13.84)

0.89 (0.58-1.37)

0.53 (0.43-0.63)
0.40 (0.27-0.55
0.98 (0.89-0.99)
0.95 (0.78-0.99)
0.58 (0.47-0.69)
0.67 (0.57-0.76)

19.7 (2.77-140.12)
0.61 (0.49-0.75)




4.5 Prueba de apoptosis como método diagnéstico de enfermedad frente
al resto de pacientes con o sin dolor pélvico crénico ginecologico.

Para poder evaluar la prueba de la apoptosis de forma global sin
tener en cuenta la sintomatologia, se llevd a cabo el mismo analisis de
seguridad diagndstica comparando el diagnostico de CI segin prueba de
apoptosis positiva de acuerdo a los puntos de corte considerados y el
diagnédstico estandar entre grupos de pacientes con CI frente al resto de
pacientes incluidos como un solo grupo (57 pacientes con CI frente a 99
pacientes correspondientes a 50 controles sanos + 49 con dolor pélvico
crénico no vesical). En la tabla 18, 19 y 20 se exponen los resultados de la
comparacion y en la tabla 21 se exponen los resultados del rendimiento
diagnéstico de la prueba de apoptosis.

Se observa que el mejor rendimiento diagnéstico de la prueba de
apoptosis se consigue con el valor de corte igual o superior al 10%. Si bien
la sensibilidad es muy baja, (40%, 95% IC= 0.27-0.55), la especificidad y el
valor predictivo positivo son muy elevados con un 98% (95% IC= 89-99%)
y 95% (95% IC= 78-99) respectivamente. Lo que significa que ante 100
pacientes en los que no conociéramos su sintomatologia, la prueba de
apoptosis solo detectaria 40 con CI. Sin embargo, podria descartarse casi

por completo su presencia ante una prueba de apoptosis inferior al 10%



El porcentaje global de diagnésticos correctos con este corte es del
76%, lo que expresa buena seguridad diagnostica. Por ultimo, la razén de
probabilidad positiva sigue siendo elevada por encima de 10 (13.3, 95%
IC=4.18-42.40) y la negativa se mantiene en el 0.61 (95% IC = 0.49-0.75).

Tabla 18. Diagndstico de CI segin prueba apoptosis positiva >4% y el

estandar, independiente de la sintomatologia.

Prueba Apoptosis Cistitis Intersticial
>4% Si No Total
Si 33 42 75
No 24 57 81
Total 57 99 156

Tabla 19. Diagnostico de CI segun prueba apoptosis (positiva > 8%) y el

estandar, independiente de la sintomatologia.

Prueba Apoptosis Cistitis Intersticial
>8% Si No Total
Si 24 7 31
No 33 92 125
Total 57 99 156
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Tabla 20. Diagnoéstico de CI segun prueba apoptosis positiva > 10% y el

estandar, independiente de la sintomatologia.

Prueba Apoptosis Cistitis Intersticial
>8% Si No Total
Si 23 3 26
No 34 96 130
Total 57 99 156
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Tabla 21: Rendimiento diagnoéstico de la prueba de apoptosis de acuerdo a diferentes puntos de corte para establecer

el diagnostico de CI (Independiente de sintomatologia).

Apoptosis >4%

Estimacion (IC 95%)

Apoptosis >8%

Estimacion (IC 95%)

Apoptosis >10%

Estimacion (IC 95%)

Prevalencia

Sensibilidad
Especificidad

Valor Predictivo positivo
Valor Predictivo positivo
Seguridad diagndstica
Razon probabilidad test +

Razon probabilidad test -

0.36 (0.29-0.45)
0.57 (0.44-0.71)
0.57 (0.47-0.68)
0.44 (0.32-0.56)
0.70 (0.59-0.80)
0.58 (0.49-0.65)
1.36 (0.99-1.88)
0.73 (0.52-1.04)

0.36 (0.29-0.45)
0.42 (0.29-0.56)
0.93 (0.86-0.97)
0.77 (0.58-0.90)
0.73 (0.65-0.81)
0.74 (0.67-0.81)
6.00 (2.74-13.0)
0.62 (0.50-0.78)

0.36 (0.29-0.45)
0.40 (0.28-0.54)
0.97 (0.91-0.99)
0.88 (0.69-0.97)
0.74 (0.65-0.81)
0.76 (0.68-0.82)
13.3 (4.18-42.40)
0.61 (0.49-0.76)




5. Analisis del efecto apoptotico como biomarcador de severidad de
enfermedad clinica.

Se llevo a cabo un andlisis de la asociacion entre el grado del efecto
apoptotico y la sintomatologica categorizada por grupos de severidad y sin
categorizar para cada grupo de pacientes.

5.1 Grado del efecto apoptdtico y sintomatoldgica categorizada por
grupos de severidad en pacientes con CI.

En la tabla 22 se exponen los porcentajes medios de apoptosis,
expresados con valores crudos y mediante trasformacion logaritmica, por
grados de severidad sintomatologica en el grupo de pacientes con CI. Se
aprecia un aumento significativo de los porcentajes medios de apoptosis
conforme aumenta el grado de severidad sintomatologica. De tal forma que,
en la comparacion multiple entre los grupos, se encontraron diferencias
significativas entre grupos de leve versus moderada (p= 0,0014; diferencia=
7.02, IC 95%= 1,8 — 14,0), severa versus leve (p= 0,001; CI 95%
diferencia= 6,2 — 11,1) y moderada versus severa (p= 0,53. CI 95%
diferencia = 3,7 -7,1). Estas diferencias fueron mas acusadas en la variable
con trasformacion logaritmica. En la figura 13, se muestran estas diferencias

graficamente.



Tabla 22: Grado del efecto apoptotico por severidad sintomatologica

(GUPI) en grupo pacientes con CI.

Sintomas (GUPI)
Efecto Leve(n=12) Moderada(n=23) Severa (n=22) Valorp
Apoptético
%Apoptosis
-MediatDE 3,3£2,7 10,3£10,3 12,0+ 8,4 <0,01"
Logl0 %
Apoptosis 0,3340,3 0,69 £ 0,3 0,95+0,3 <001
-Media=DE

"Leve versus Moderada; valor de p=0,0014.Diferencia= 7.02 (IC 95% = 1,8 — 14,0).
Leve versus Severa; valor de p= 0,001.Diferencia=8,66, (IC 95%=6,2 — 11,1).
Moderada versus Severa; valor de p= 0,53.Diferencia= 1,68 (IC 95% = 3,7 -7,1).

? Leve versus Moderada; valor de p=0,0014. Diferencia= 0,66,(IC 95%= 0,06 — 0,65).
Leve versus Severa; valor de p= 0,001.Diferencia = 0,62 (IC95% = 0,31 — 0,91)
Moderada versus Severa; valor de p= 0,04.Diferencia= 0,26 (IC 95% = 0,01-0.5)
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Figura 13: Comparacion mediante diagrama de cajas de la distribucion del
logaritmo del porcentaje medio de apoptosis por grupo de sintomas segun el
GUPI leve (< 9) moderada (10-14) y severa (> 15) en el grupo de pacientes

con CI.
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5.2 Grado del efecto apoptotico y sintomatologia categorizada por
grupos de severidad en pacientes con dolor pélvico crénico ginecoldgico.

En este grupo de pacientes, a diferencia con el grupo de pacientes
con CI, no se observo diferencias significativas entre los porcentajes medios
de apoptosis entre los que presentaban sintomatologia moderada y severa
(p= 0,154; CI 95% diferencia = -2,57 - 0,43) . Es decir, el porcentaje medio
de apoptosis no aument6 con el grado de severidad de los sintomas. Por lo
que, para este grupo de pacientes, la apoptosis media se mantuvo constante
y no asociada al aumento del grado de severidad sintomatologica (tabla 23).
No fue posible detectar diferencias con el grupo de sintomas leves porque
ninglin paciente se encontraba en esta categoria. Esta ausencia de
diferencias tampoco se observaron con la transformacion logaritmica de la

variable. En la figura 14, se muestra graficamente la ausencia de diferencias.
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Tabla 23: Analisis de la asociacion del grado del efecto apoptotico y la
severidad sintomatologica (GUPI) en grupo de pacientes con dolor pélvico

de origen ginecologico.

Sintomas (GUPI)
Efecto Leve(n=0) Moderada(n=12) Severa (n=37) Valorp
Apoptotico
%Apoptosis
-Media+DS 4,76+ 2,1 3,66 2,1 0,154
Logl0 %
Apoptosis
-MediatDS 0,61 £0,28 0,48 £0,23 0,169

'Moderada versus Severa; T-Test, Diferencia entre medias= 1,06, CI 95% diferencia= -2,57
-0,43.
Moderada versus Severa; T-Test, Diferencia entre medias =0,13, CI 95% diferencia= 0,3 —

0,05.
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Figura 14: Comparacion mediante diagrama de cajas de la distribucion del
logaritmo del porcentaje medio de apoptosis por grupo de sintomas segin el

GUPI leve (< 9) moderada (10-14) y severa (> 15) para el grupo de

pacientes de dolor pélvico de origen ginecologico.
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5.3 Estudio de asociacion del efecto apoptdtico y sintomatologia clinica
entre grupos de pacientes a estudio.

Cuando se llevo a cabo un diagrama de dispersion entre el porcentaje
de apoptosis y el grado de severidad sintomatoloégica pero utilizando los
datos sin categorizar, la correlacion positiva se manifiesta de forma mas
evidente en los pacientes con CI y estd ausente en el grupo de pacientes con
dolor pélvico de origen no vesical y controles sanos (figura 15). Los
porcentajes de apoptosis de las pacientes con CI presentan un aumento
progresivo conforme aumenta la sintomatologia. En los grupos control y de
dolor pélvico de origen no vesical se mantiene estable o ligeramente

aumentado.
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6. Andlisis de la prueba de apoptosis como biomarcador de informacion
diagnéstica independiente de la sintomatologia.

Se realizd un analisis de regresion logistica para determinar si la
prueba de apoptosis aportaba informacion diagndstica de CI independiente
de la sintomatologia (tabla 24). En el analisis se introdujeron los 156
pacientes del estudio. Se consideré como variable respuesta el diagnostico o
no de CI (57 pacientes con CI + 99 pacientes sin CI, 50 controles y 49 con
dolor pélvico crénico ginecoldgico). Como variables independientes se
incluyeron la severidad sintomatologica categorizada y el resultado de la
prueba de apoptosis. Se llevaron a cabo tres andlisis diferentes, uno para
cada valor del punto de corte de apoptosis establecido previamente. La
severidad de sintomas leve y el resultado negativo de la prueba de apoptosis
se consideraron como categoria de referencia.

La prueba de apoptosis positiva para un punto de corte > al 4% no
aportd informacion diagnostica de CI independiente de la sintomatologia
(p=0.284). Por el contrario, la presencia de sintomatologia moderada si que
multiplico la probabilidad por 7.33 de presentar CI con respecto a los
pacientes con sintomatologia leve y ajustada por el resultado de la prueba de

apoptosis.
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La prueba de apoptosis positiva para puntos de corte > 8% y 10%,

aport6 informacion diagnostica independiente de la sintomatologia de forma

muy significativa. De tal forma que, la probabilidad de diagnodstico de CI se

multiplicé por 7,6 y 17,28 veces respectivamente con prueba de apoptosis

positiva respecto a los presentaban resultados negativos y ajustados por

severidad sintomatologica.

Tabla 24: Resultado de regresion logistica introduciendo la prueba de

apoptosis como positiva si valor de corte > 4%

Variable B ES Wald Valor 0Odds IC 95%
p Ratio Inf  Sup

Constante -1.5 034 -44 <0.001

%Apoptosis>4 040 037 1.07 0284 149 0.71 3.12

Sintomas 9-15 1.99 048 4.10 <0.001 733 290 19.7

Sintomas >15 0.77 043 176 007 216 092 521

B= Coeficiente B , ES= Error estandar.
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Tabla 25: Resultado de regresion logistica introduciendo la prueba de

apoptosis como positiva si valor de corte > 8%

Variable B ES Wald Valor Odds IC 95%
p Ratio Inf  Sup

Constante -1.5 033 -447 <0.01

%Apopoptosis >8 2.02 0.50 3.35 <0.01 7.60 294 21.8

Sintomas 9-15 1.69 0.51 334 <0.01 540 205 1524

Sintomas >15 045 046 098 032 1.60 0.63 3.90

B= Coeficiente B, ES= Error estandar.

Tabla 26: Resultado de regresion logistica introduciendo la prueba de

apoptosis como positiva si valor de corte > 10%

Variable B ES Wald Valor Odds IC 95%

p Ratio Inf  Sup
Constante -1.5 0.34 -4.65 <0.01
%Apopoptosis>10 0.40 037 1.07 <0.01 17.28 5.27 79.16
Sintomas 9-15 1.65 0.51 320 0.02 520 190 14.7
Sintomas >15 0.40 046 0.86 038 149 0.60 3.77

B= Coeficiente B, ES= Error estandar.
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7. Aplicacion clinica del test de apoptosis ante la presencia de un
paciente con dolor pélvico crénico de cualquier origen antes de realizar
cistoscopia.

El ltimo criterio para la utilidad de una prueba diagnostica depende
de si afiade informacion por encima de la que ya disponemos, y si dicha
informacion nos cambia el manejo o el tratamiento del paciente que, en
ultima instancia, le rendira un beneficio. En nuestro caso, antes de tratar a
una paciente con CI debemos estar seguros de que nos encontramos
realmente frente a una verdadera CI. Sin embargo, no siempre podemos
estar seguros de ello. Puesto que, sus sintomas se solapan con los sintomas
de otras patologias que causan dolor pélvico de origen no vesical, el examen
fisico no es claramente demostrativo y la cistoscopia no siempre es
informativa. Diversos estudios han puesto de manifiesto que solo un tercio
de las pacientes con sintomatologia de dolor pélvico crénico son realmente
Cl, por lo que podemos considerar que una paciente con dolor pélvico
crénico presenta una probabilidad pre-prueba de un 33% de ser
diagnosticada de CI (Abrams, 2003).

En ultima instancia, el objetivo de una prueba diagnostica es
determinar la probabilidad de que un paciente presente la enfermedad a

estudio (CI). La prueba de apoptosis sera util si la informacion que aporta
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modifica substancialmente la probabilidad pre-prueba de presentar CI. Para
medir hasta que punto la probabilidad de la presencia de una enfermedad
(CI) cambia por el resultado de una prueba diagndstica, se utiliza el teorema
de Bayes, de tal forma que se calcula la probabilidad de un evento en base a:
probabilidad pre-prueba de un evento y la informacién afiadida por la
prueba. Mediante la razon de probabilidades para test positivo y negativo, se
realiz6 un refinamiento de la capacidad diagnostica del porcentaje de
apoptosis segun los puntos de corte para los que se considera la prueba de
apoptosis como positiva. Los resultados se exponen en la tabla 27.

Teniendo en cuenta una probabilidad pre-prueba de 0,33 y las
razones de probabilidad positivas obtenidas de acuerdo a los puntos de corte
considerados se observa que, con un punto de corte de > 4, la magnitud del
cambio de probabilidad es escasamente de un 2% (de 33% a 35%), con un
punto de corte de > 8%, la magnitud del cambio de probabilidad es de un
38% (de 33% a 71%) y, finalmente, con un punto de corte mayor o igual a

la magnitud de cambio es considerable alcanzando un 57% (de 33% a 90%).
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Tabla 27: Informacion diagnoéstica de CI aportada por la prueba de apoptosis seglin puntos de corte.

Variable Probabilidad Odds Razon proba positiva®  Odds post-prueba’ Probabilidad
pre-prueba’ pre- prueba’ post-prueba’

% apoptosis >4 0,33 0,49 1,09 0,53 35%

% apoptosis >8 0,33 0,49 5,16 2,53 71%

% apoptosis >10 0,33 0,49 19,7 9,65 90%

'Basada en literatura cientifica de estudios previos.

?0dds pre prueba= probabilidad pre-prueba / (1- probabilidad pre-prucba)
*Razén de probabilidad = sensibilidad / (1- especificidad)

*0dds post- prueba = Odds pre- prueba x Razén de probabilidad positiva
> Probabilidad Post-Prueba = Odds post- prueba / (1 + Odds post- prueba)



Capitulo VII: Discusion






En nuestro trabajo hemos observado que la orina de pacientes con CI
ejerce un efecto apoptodtico sobre cultivos celulares expresado por un
aumento del porcentaje de células en la fase sub-Gl frente a orina de
pacientes control. Ademas, hemos podido demostrar que para la prueba de
apoptosis tomando como nivel un punto de corte de 10%, presenta una
elevada especificidad y una aceptable sensibilidad, que lo harén 1til como
biomarcador de enfermedad. Su valor se correlaciona positivamente con el
grado de severidad sintomatolédgica, por lo que lo hace util también como

biomarcador de severidad de enfermedad.

La distribucion porcentual celular en cada una de las fases en los
diferentes grupos indican que existe un efecto apoptdtico por actimulo
significativo de células en la fase G2 sin pasar a fase S. Una de nuestras
hipotesis era que el efecto del APF sobre el ciclo celular se traduciria en un
aumento del porcentaje de las células en apoptosis (fase sub-G1) y que una
forma de medirlo indirectamente seria utilizando la citometria de flujo.

Estos datos apoyan esta hipotesis.

Estos resultados han mostrado ser consistentes y reproducibles en
dos mediciones independientes. Cada muestra de orina ha sido procesada en

dos ocasiones, por lo que consideramos que la prueba es fiable aunque los

153



resultados obtenidos deben de ser validados con una muestra externa.

La teoria de los factores de crecimiento se basa en los multiples
trabajos que existen publicados relacionados con su presencia en mujeres
con CI. Entre los citados factores descritos los de mayor importancia son los

citados a continuacion.

El heparin-binding-epidermal-growth-factor like growth factor (HB-
EGF) que jugaria un papel importante en la proliferacion celular epitelial y
en la reparacion de las lesiones. En las pacientes con CI en comparacion con
controles, se demostré que este factor se encontraba aumentado
significativamente tanto en muestras urinarias como sanguineas (Sun, 2007;

Wilkinson, 2006).

El marcador mas estudiado y analizado ha sido el APF. Este
marcador fue propuesto por Keay y cols en 1996 (Keay, 1996) como
marcador potencial de diagnostico. La observacion inicial era que la orina
de pacientes con CI inhibia la proliferacion de células epiteliales cultivadas
procedentes de mucosa de pared vesical. La determinacion se realizd
mediante incorporacion de timidina. Se considerd como prueba positiva la

inhibicion de la incorporacion de timidina igual o superior al 25%. La
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prueba consiguié una sensibilidad y una especificidad para la CI del 91.4 y
90% respectivamente. Estos resultados han sido reproducidos por otros
grupos (Erickson, 2000). De todos los marcadores estudiados hasta el
momento, es el que tiene menor solapamiento entre la CI y el grupo control

(Erickson, 2002).

El APF esta presente en la orina de personas con CI (Keay, 1996.)
Esta proteina inhibe la produccion de HB-EGF y podria impedir el
crecimiento de epitelio vesical de regeneracion. Ambos factores han sido
confirmados como marcadores de CI en dos estudios ciegos (Keay, 2003;

Keay, 2004)

Se ha visto que el APF esta muy relacionado con la proteina p53, y
que ésta induce la sefalizacion del APF e induce su actividad
antiproliferativa de manera considerable. Ademas, se ha demostrado que el
tratamiento con proteina p53 de las células humanas normales uroteliales y
lineas de células humanas del carcinoma de vejiga, aumenta el APF y que
los cambios inducidos experimentalmente en los niveles de p53 altera el
efecto de la APF sobre el crecimiento celular. Lo que indica que la p53 esta
involucrada en el mecanismo de APF-supresion (apoptosis) en el contexto

de la CI (Kim, 2007).
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El IGF binding protrein 3, el EGF y el HB-EGF se encuentran muy
alterados en la CI. Posiblemente, reflejan una misma via patogénica. El EGF
y el IGF binding protein 3 estan significativamente aumentados en orina de
pacientes con CI en comparacion con los controles normales. Sin embargo,
el grado de solapamiento entre los niveles de pacientes con CI y sus
controles es superior al del APF. Por su parte, el HB-EGF se encuentra
significativamente disminuido en la orina de los pacientes con CI con
respecto a los controles. También tiene un mayor grado de solapamiento que
el APF. Al igual que el APF, el EGF y el HB-EGF han demostrado su
reproducibilidad independientemente de la raza, pais y hallazgos

patologicos (Zhang, 2003; Erickson, 2002; Zhang, 2005).

Existen dos vias que pueden inducir la muerte celular por apoptosis:
la via intrinseca (o mitocondrial), que es inducida por el estrés celular y
mediada por la Bcl- 2 (proteina antiapoptdtica), debido a un aumento de la
permeabilidad de la membrana externa mediada por la caspasa- 9, y la via
extrinseca (via de apoptosis), que es inducida por ligandos especificos que
se acoplan a los receptores de muerte como por ejemplo la inducida por el

APF o la proteina p53
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De todos estos marcadores propuestos, el mas estudiado es el APF,
sin embargo, este presenta dificultades tanto de técnica como de andlisis que
dificultan su uso clinico, ya que requiere de la fijacion con timidina. Este
proceso, ademas de ser extremadamente costoso, tiene una dificultad técnica
casi imposible de reproducir en los laboratorios o de la practica clinica

habitual.

En nuestro estudio hemos intentado medir de manera indirecta el
efecto apoptdtico de la orina de pacientes con CI como un indicador de la
presencia del APF. Puesto que el APF induce a la p53 y se produce una

paralizacion del ciclo celular y en tltima instancia apoptosis celular.

La citometria de flujo es una técnica de laboratorio que permite
cuantificar de forma objetiva las diferentes fases del ciclo celular y con ella
medir el porcentaje células en apoptosis. Actualmente se encuentra
disponible en algunos laboratorios de los centros hospitalarios. Por lo tanto,
el andlisis del porcentaje de apoptosis puede ser un marcador util en la
practica clinica habitual y su uso no presenta los inconvenientes de

marcadores como el APF que son complejos, caros y poco reproductibles.
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No existen trabajos previos para poder comparar nuestros resultados,
pero si se tiene en cuenta, como ya se ha explicado anteriormente, que el
APF y HB-EGF inhiben el crecimiento celular y actiian sobre la proteina

pS3, cabe esperar que exista mayor apoptosis en las pacientes con CI.

Los hallazgos de un aumento de APF y su relacion con la p53 y su
inhibicion del ciclo celular fueron descritos por Keay y cols. (Keay, 2003;
Keay, 2004), al igual que los observados por Kim y cols. (Kim, 2007). Sin
embargo, en ninguno de los estudios anteriormente sefialados se exploraron
dichos marcadores como pruebas diagnosticas, simplemente se limitaron a
observar como existian diferencias entre pacientes con CI y controles. No se
establecieron puntos de corte ni tampoco se analizaron la sensibilidad y

especificidad de las pruebas.

Recientemente Lee y cols investigaron la ruta apoptotica en biopsias
de vejiga de pacientes con CI. No encontraron diferencias significativas en
los niveles de proteinas apoptoticas de la via intrinseca (via de las caspasas)
entre los grupos. Por el contrario, los niveles de proteinas apoptoticas de la
via extrinseca (p53) de las pacientes con CI fueron significativamente
mayores que las del grupo control. Estos hallazgos sugieren que existe un

nivel elevado de apoptosis celular en las biopsia de vejiga en las pacientes
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con CI a través de la activacion de la via apoptdtica extrinseca (Lee, 2013;

Fulda, 2006).

Los hallazgos de Lee y cols (Lee, 2013) y Fulda y cols (Fulda,
2006) apoyan nuestra hipotesis de que las pacientes con CI tienen un mayor
grado de apoptosis y que dicha apoptosis se produce a través de la

mediacion de la APF y la proteina p53.

La CI es una enfermedad de etiologia desconocida. Se han descrito
multiples teorias sobre su fisiopatologia sin llegar a conocer exactamente ni
la causa ni sus desencadenantes. Al desconocer su etiologia se desconocen

marcadores que permitan el diagndstico y seguimiento de estas pacientes.

Disponer de un biomarcador en la CI podria ser de gran utilidad por
varias razones: ayudaria a realizar un diagnéstico de enfermedad definitivo,
identificaria enfermos con diferentes etiologias, saber que pacientes estan
respondiendo a un tratamiento especifico y tener una manera objetiva de

cuantificarlo.

Existen diferentes tipos de biomarcadores que se utilizan en la
practica clinica diaria como por ejemplo: biomarcadores de cribado, de
diagnostico, de extension y de monitorizacion.
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En la actualidad en la CI no se han encontrado ni desarrollado ningtn tipo

de biomarcador.

Los biomarcadores de cribado deberian idealmente ser ttiles para la
deteccion precoz de una enfermedad, presentar una elevada sensibilidad (S),
especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y ser 6rgano-especificos.
Generalmente este tipo de biomarcadores son utiles en el diagnostico precoz
del céncer donde se debe distinguir al enfermo de la poblacion sana y con
pocos falsos positivos (Cortés 1999). En la CI el biomarcador de cribado no
seria de utilidad, ya que, lo importante es distinguir las pacientes con CI de

pacientes con enfermedades similares pero con diferentes tratamientos.

Los biomarcadores de diagndstico deberian tener una elevada
especificidad para clasificar correctamente a un individuo sano, es decir, la
probabilidad de que para un sujeto sano la prueba logre un resultado
negativo. La especificidad es, por lo tanto, muy importante para el
diagnostico de la CI ya que de ella depende la capacidad de la prueba para

no equivocarse al detectar una enfermedad.

En la actualidad, en la literatura médica no hemos encontrado ningun

biomarcador diagnoéstico de la CI. Esto hace que para pacientes con CI que
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presenten leve o escasos sintomas, la medicion del efecto apoptdtico de su
orina no sirva para el diagnéstico de las mismas ya que un valor bajo de
apoptosis no permite ni confirmar ni descartar. Sin embargo, para la prueba
de apoptosis con un valor de corte del 10% y con sintomas moderados o
severos la prueba tiene una especificidad del 98%, lo que permite descartar
con seguridad a las pacientes que no presentan CI. Por tanto, ante una
paciente con clinica importante de dolor pélvico crénico ya sea por CI como
de origen ginecoldgico, si en la prueba tiene un porcentaje de apoptosis
menor del 10% permitiria, en algunos casos, obviar la cistoscopia como
prueba diagnéstica y con ello evitar al paciente pruebas invasivas no

concluyentes.

Por lo tanto, con el desarrollo de la prueba de apoptosis nos
podriamos plantear un esquema alternativo para el diagnéstico y asi poder

ahorrar en algunos casos cistoscopias innecesarias (figura 16).
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Figura 16: Diagrama de flujo para el diagnostico de la CI, incorporando la

prueba de apoptosis.
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establece el diagnodstico y deberia ser capaces de identificar el grado de
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extension de la enfermedad, ademas de que deberan ser ttiles para predecir

el curso futuro de la enfermedad individualmente (Schrohl 2003).

En nuestro trabajo observamos que existieron diferencias
significativas grupos de severidad sintomatoldgica (leve, moderado y
grave). Lo que significa, que a mayor gravedad o severidad de la
sintomatologia de las pacientes con CI, mayor es el porcentaje de apoptosis.
Por el contrario, las pacientes con dolor pélvico crénico de origen
ginecologico a pesar de la severidad de su sintomatologia el porcentaje de
apoptosis no se ve alterado. Este resultado nos hace pensar que el efecto
apoptdtico de la orina de pacientes con CI es un excelente biomarcador de
extension, permitiendo diferenciar las pacientes afectas de CI de pacientes
sanas y ademads su grado se asocia a la severidad de los sintomas. Asi pues,
en pacientes leves el porcentaje de apoptosis sera bajo y pacientes con
sintomas severos es alto. En la actualidad, no existen estudios de
biomarcadores de extension en la CI con los que este trabajo se pueda
comparar, ya que la mayoria de marcadores solo han permitido diferenciar a

las pacientes afectas de CI de las pacientes sanas.

No se han realizado estudios con los diferentes marcadores (APF,

HB-EFG entre otros) donde hayan evaluado como biomarcadores de
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extension. Por primera vez hemos observado un marcador que también se

ve modificado con la sintomatologia.

Los biomarcadores de monitorizacion son sustancias que se pudieran
medir y que permitirian a los pacientes seguir durante su evolucion. Un
biomarcador de evolucion también deberian responder positivamente a los
tratamientos empleados y deberia ser capaz de predecir recurrencias o
empeoramiento de la enfermedad. Nosotros hemos demostrado que la
prueba de apoptosis varia con lo sintomas, a mayor sintomatologia mayor
grado de sintomas por tanto creemos que en el futuro también podria
emplearse como una prueba de monitorizacioén, donde la prueba nos permita
prevenir o tratar recurrencias, sin embargo en nuestro estudio al ser un

estudio transversal no lo hemos realizado.

Sin embargo, en estudios recientes se ha observado que el efecto
apoptotico podria tener utilidad en la préctica clinica para monitorizar un
tratamiento y la respuesta a ¢l. De hecho, Jhang y cols, demostraron que en
pacientes que habian recibido varias inyecciones de TXB-A como
tratamiento para la CI disminuia la apoptosis en estas pacientes y mejoraban

su sintomatologia.
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Por ende, estos autores concluyen que la TXB-A tipo A disminuye las
sefales de inflamacion y la apoptosis siendo por esto que evidenciaron una

mejoria de la sintomatologia (Jhang, 2014).

No existen estudios previos en la literatura donde la prueba de
apoptosis obtenida mediante la citometria de flujo se utilice en el
diagndstico o en el prondstico de la CI, por tanto se pueden hacer analogias

con enfermedades que afecten al mismo érgano.

La citometria de flujo permite cuantificar el contenido de ADN y
analizar las diferentes fases del ciclo celular. En investigacion urologica se
ha utilizado sobretodo en oncologia, tanto para el diagnodstico, prondstico y
seguimiento de tumores uroteliales como de tumores renales. Asi por
ejemplo, la ploidia de ADN se ha relacionado con el prondstico del cancer
renal, donde se observa que los tumores aneuploides presentan un peor
pronostico que los diploides ( Di Silverio, 1992; Ruiz- Cerda, 1996; Di
Capua, 2011). También hay que destacar un estudio realizado por
Buschman y colaboradores en 1994, que realizaron citometria de flujo en
pacientes con CI y encontraron un aumento de células aneuploides en la
orina de pacientes con CI comparada con los controles sanos (Bushman,

1994).
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Actualmente, la citometria de flujo es una técnica de laboratorio
presente en hospitales terciarios. Por tanto, el disponer de dicho aparato
permitiria en el futuro que éste se pueda usar como herramienta diagndstica

para su utilizacion en la prueba de apoptosis para el diagnostico de la CI.

La citometria de flujo es una herramienta que permite identificar
todas las fases del ciclo celular mediante la elaboracion de un histograma
(G1, S, G2M). Dentro del histograma se puede observar el pico sub-Gl1, este

pico corresponderia a las células que se encuentran en apoptosis.

En la busqueda de biomarcadores para la CI se han utilizado dos
tipos de muestras biologicas: la biopsia de pared vesical y la orina. La
biopsia de pared vesical fueron las primeras en utilizarse. Sin embargo se
dejaron de utilizar por su variabilidad interobservador, baja sensibilidad y
especificidad. Pero sobre todo, por ser una técnica invasiva y porque la orina

puede expresar en su contenido los hallazgos de la biopsia.

La orina es la muestra idonea para el estudio de marcadores de
enfermedad en la CI. Es una prueba no invasiva, con pocas variaciones, facil
de recoger y procesar. Los hallazgos encontrados en las biopsias se han

logrado reproducir en la orina. Ademas, el anélisis de esta orina se puede
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realizar, tanto en orina de 24 horas como en pequefias cantidades sin

mayores variaciones.

Otra de las cualidades de la orina es que la CI es una enfermedad que
afecta exclusivamente a la vejiga. Ademds, en la orina se excretan
sustancias que pueden ser medidas y cuantificadas objetivamente. Los
marcadores en la orina se han utilizado principalmente para el seguimiento y
diagnéstico de los tumores vesicales. Si esto ha servido para el diagndstico
de tumores vesicales, cuando afecta casi exclusivamente a la pared de la
vejiga, su analogia con la CI es obvia. Durante los ultimos afios se han

investigado multiples marcadores de enfermedad de la CI en orina.

La evaluacion de las pacientes con CI se realiza de manera subjetiva
en la practica clinica habitual. Es por eso que, a finales de los afios ochenta,
se establecieron los criterios de consenso del NIDDK con el fin de
garantizar que los estudios cientificos fueran relativamente comparables

(van de Merwe, 2008).

Se han desarrollado diferentes cuestionarios de severidad
sintomatolégica que representa una manera objetiva de cuantificar los

sintomas y pueden ser utilizados como herramienta diagnostica.
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El cuestionario de O Leary tiene como objetivo comparar las caracteristicas
y severidad de los sintomas la calidad de vida de los pacientes con CI y su
respuesta a los tratamientos (O'Leary, 1997). Recientemente, se ha
desarrollado el indice de dolor genitourinario (GUPI), que es un instrumento
valido, fiable y sensible que se puede utilizar para cuantificar los sintomas
en hombres y mujeres con condiciones de dolor de la esfera urologica y

genital.

Todas las pacientes diagnosticadas de CI y de dolor pélvico cronico
ginecologico obtuvieron en el cuestionario puntuaciones por encima de 5,
mientras que todas las pacientes del grupo control presentaban puntuaciones
por debajo de 5. Si bien, otros autores no han utilizado estos cuestionarios
para el diagnostico, en nuestro estudio un valor en los cuestionarios por
encima de 5 estaba relacionado con CI. También se observo que la gran
mayoria de pacientes presentaban una puntuacion entre 5 y 15, siendo pocas
pacientes las que presentaban puntuaciones superiores a 15. Esto significa
que la mayoria de las pacientes presentan sintomas entre leves y moderados

y pocas pacientes sintomas graves.
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Esta puede ser una de las razones de que estas pacientes son
erroneamente diagnosticadas de infecciones urinarias de repeticion o vejiga

hiperactiva, con las que la CI guardan estrecha relacion de sintomas.

Si bien el cuestionario GUPI y el cuestionario de O'Leary-Sant
pueden distinguir la CI de otras patologias del tracto urinario, ningun
cuestionario ha demostrado la especificidad suficiente para servir como el
unico indicador de diagnoéstico. Estos cuestionarios no son adecuados para
el diagnéstico de la CI, pero si permite cuantificar la severidad
sintomatoldgica. En un estudio Kushner y cols. (Kushner, 2006) observaron
que el GUPI es mas objetivo que el cuestionario de O’'Leary y una
puntuacion de 13 tiene una buena sensibilidad pero una baja especificidad.
En nuestro estudio, el punto de corte que se establecié en 10 puntos y este
punto de corte para nuestros pacientes demostrd tener una buena
sensibilidad pero baja especificidad similar al estudio de Kushner y cols.

(Kushner, 2006).

En este trabajo queriamos demostrar que la prueba de apoptosis
permitia diferenciar a las pacientes con CI de controles sanos. Encontramos
que la distribucion de los valores del porcentaje medio de apoptosis del

grupo control de pacientes sanos comparado con el de las pacientes con CI
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fue menor. Cuando analizamos la distribucion de la media se aprecia como
unicamente tres pacientes del grupo control (6%) superan el 10% de
apoptosis. Por el contrario, en las pacientes con CI, el valor del porcentaje
de apoptosis se distribuye ampliamente, y en muchas de las pacientes con
escasos sintomas presentan un porcentaje medio inferior al 10%.

A nuestro entender, este estudio es pionero por ser la primera vez
que se encuentra una prueba que permita el diagnostico diferencial de la CI
con pacientes sanas y pacientes con dolor pélvico cronico de origen
ginecoldgico. La unica prueba diagndstica en la actualidad es el test de
potasio, donde Parsons y cols. (Parson, 2003), realizaron una revision
multicéntrica de los resultados de esta prueba y encontraron que un 78% de
los pacientes con la sospecha de CI respondian positivamente. Sin embargo,
también respondian positivamente todas las pacientes que presentaban
cambios en el epitelio vesical como en los casos de cistitis radica o
infecciones. Otros inconvenientes del test de potasio es su invasividad y el
dolor que produce a las pacientes. Por otra parte un resultado negativo del
mismo no permite descartar la CI. Actualmente las Guias Clinicas de la
Asociacion Europea de Urologia no recomiendan la utilizacion de la prueba
de potasio debido a que no demostrd ser util en el diagnostico de la Cl y

recomiendan que el diagndstico se haga descartando otras patologias ya que
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no existen pruebas de diagndstico (Fall, 2010).

Al desconocer la etiologia de la CI, el diagnostico actualmente se
basa en la clinica y en el cumplimiento de ciertos criterios definidos por el
NIDDK. Si bien, muchos autores estan de acuerdo que dichos criterios
dejarian de diagnosticar hasta un 30% de pacientes con diagndstico clinico
de CI (Hanno, 1999; Simon, 1997). Por tanto, dichos criterios podrian
establecer diagndsticos erroneos y solo se deberian usar para ensayos

clinicos o estudios clinicos (Fall, 2010).

Por lo tanto surgirian varias preguntas ;qué utilidad clinica tendria el
medir el efecto apoptdtico de la orina de pacientes con CI? ;qué podria
aportar este nuevo marcador y de que serviria en la practica clinica diaria?.
Hemos demostrado que la informacion diagnostica aportada por la prueba
de apoptosis es independiente de la aportada por la sintomatologia, eso
significaria, que se pueden utilizar de forma secuencial (por pasos) en el
algoritmo diagnostico.

Ademas en la practica clinica cuando observamos que una prueba de
apoptosis con un punto de corte > 10%, modifica sustancialmente la
probabilidad pre-prueba de presentar CI, lo que permite llevar a cabo un

refinamiento diagnostico de CI aumentando la probabilidad un 57%.
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Eso podria ayudar al clinico primero a poder realizar un diagnostico de
certeza y ademas la posibilidad de ahorrar a las pacientes pruebas mas
invasivas como la cistoscopia. Para ello podriamos utilizar el algoritmo

diagnostico de la figura 16.

La utilidad de una prueba en su habilidad para distinguir entre
enfermedades similares o posibles confundentes que tendran un tratamiento
y un pronostico diferente. Por eso, era precisamente importante encontrar
una prueba util en la CI, ya que esta puede y suele confundirse o pasar
inadvertida muchas veces. Creemos que con la prueba de la apoptosis hemos
conseguido una prueba que puede confirmar el diagnostico y descarta

enfermedades similares.

A pesar de que en este trabajo hemos comprobado el valor del efecto
apoptotico como marcador de enfermedad de CI, queda por saber como se
comporta dicho marcador en otras enfermedades que tienen como
mecanismo fisiopatoldgico una alteracion del ciclo celular como puede ser

el carcinoma in situ vesical, cistitis radica, etc.

Tampoco esta claro el papel que juegan el APF, HB-EGF y la p53
en otras enfermedades que cursa con inflamacién. El efecto de los mismos

en enfermedades como la cistitis infecciosa es actualmente desconocido.
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También en futuros trabajos se podria evaluar el efecto apoptotico y su

relacion con estas patologias de origen inflamatorio.

Este estudio tiene algunas limitaciones; la reproductibilidad, la
utilizacion de cuestionarios traducidos al espafiol no validados, la
variabilidad y la falta de validacion externa. La reproductibilidad del efecto
apoptdtico como marcador diagnostico y de enfermedad para su utilizacion
en la practica clinica diaria es complicada, debido a todo el proceso que
deben tener las muestras. Para ello, se requieren de cultivos celulares y un
citometro de flujo. Los cultivos celulares son complejos y su uso esta muy
limitado debido a su dificil procesamiento. Por tanto, creemos que estos dos
aspectos pueden tener una limitacion para poder utilizar este test como
diagnostico en la poblacion general.

Una segunda limitacion, es que hemos utilizado en nuestro estudio
un cuestionario que ha sido validado en inglés, el indice de dolor
genitourinario (GUPI). Sin embargo, dicho cuestionario no ha sido validado
al espafiol. A pesar de ello creemos que al ser un cuestionario de
autocumplimentacién y debido al poco conocimiento de inglés por parte de
las pacientes hacia inviable que los pudieran rellenar. Asi pues, se llevo

acabo una traduccion textual del mismo.

173



Comprendemos que la validacion de dicho cuestionario seria por si solo un
tema complejo y que solo se tom6 en cuenta para poder saber los sintomas
de las pacientes en el momento de la recogida.

La variabilidad del efecto apoptotico de la orina de pacientes con CI
sobre cultivos celulares puede ser una limitacion, ya que las mediciones de
la seguridad de un test pueden variar entre diferentes estudios. Uno de los
principales problemas que se presentan en el campo de la investigacion
basica tiene que ver con la dificultad de conseguir que las distintas medidas
se realicen exactamente en las mismas condiciones. Las condiciones de los
sujetos, como de la muestras, etc.., pueden variar de una medicion a otra,
por lo que resulta imprescindible establecer un procedimiento estandarizado
de medicion que permita reducir al minimo las variables extrafias que
puedan influir en los resultados finales. Por lo tanto, la fiabilidad hace
referencia a la estabilidad y consistencia de las mediciones en aquellos casos
en los que no existen razones tedricas o empiricas que nos hagan suponer
que la variable que se mide se haya visto modificada de forma significativa
por el estudio, por lo que se asume su estabilidad (Mufiz 2011). Esta
variabilidad puede reflejar: diferentes grupos de pacientes, diferentes

logisticas o aparatos de medicion o condiciones de trabajo, diferentes
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definiciones de la enfermedad a estudio y diferencias en los criterios para
catalogar a test como positivo o los protocolos de un test.

Por ultimo, al ser el primer estudio experimental, hasta no disponer
de una validacion externa de nuestros datos no sabremos si son
extrapolables para el diagndstico y seguimiento de las pacientes con CI. Sin
embargo, durante el estudio se procesaron las muestras de forma
independiente en dos ocasiones. El resultado de procesar las muestras en
dos ocasiones diferentes y tener resultados similares hacen que creamos que
nuestros resultados tienen la consistencia necesaria para permitir a otros

grupos de trabajo encontrar los mismos resultados.
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Capitulo VIII: Conclusiones
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Conclusiones

1) La orina de pacientes con CI ejerce un efecto apoptdtico sobre
cultivos celulares tumorales significativamente superior al que ejercen
orinas de pacientes controles sanos y pacientes con dolor pélvico crénico
ginecologico.

2) La distribucion de valores del efecto apoptotico segin los diferentes
grupos a estudio demostrd que, solo tres de 99 pacientes controles sanos y
de dolor cronico ginecoldgico presentd un efecto apoptotico medio
superior al 10%. Por el contrario, 23 de 57 pacientes con CI presentaron
valores superiores a 10%.

3) La capacidad discriminativa de la prueba de apoptosis para el diagndstico
de CI frente a controles sanos, dolor pélvico cronico ginecoldgico y

en conjunto, sin tener en cuenta la severidad sintomatoldgica fue suficiente
y aument6 a buena cuando se estratifica por severidad sintomatolédgica. Por
lo que, puede ser util como biomarcador de enfermedad de CI.

4) La prueba de apoptosis que consigue mayor rendimiento diagnostico
como biomarcador de enfermedad es aquella en la que se considera positiva
cuando es igual o superior al 10%. Ya que, aunque la sensibilidad
diagnodstica de CI es muy baja (40%) su capacidad para confirmar la

presencia de CI cuando el resultado es positivo es muy elevada (>90%). De
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tal forma que, una prueba de apoptosis > 10% practicamente confirma la
enfermedad frente a controles y frente a pacientes con dolor pélvico cronico
ginecologico

5) La magnitud del efecto apoptotico estd asociada al grado de severidad
sintomatoldgica, ya que, en el grupo de pacientes con CI, el porcentaje
medio de apoptosis aumenta significativamente con la sintomatologia. Lo
que no se produce ni en el grupo control de pacientes sanos ni en el de
pacientes con dolor pélvico cronico ginecoldgico. Por lo que, podria ser de
utilidad como biomarcador de severidad de enfermedad.

6) La informacion diagnostica de CI aportada por la prueba de apoptosis es
independiente de la aportada por la sintomatologia. Por lo que, se pueden
utilizar de forma secuencial (por pasos) en el algoritmo diagnostico.

7) La prueba de apoptosis considerada como positiva > 10% modifica
sustancialmente la probabilidad pre-prueba de presentar CI, lo que permite
llevar a cabo un refinamiento diagnostico de CI aumentando la probabilidad

un 57%.
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