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NIVELES ELEVADOS DE ÓXIDO NÍTRICO EN 
ORINA COMO INDICADOR DE PRESENCIA 
DE TUMOR TRANSICIONAL DE VEJIGA 

GREAT URIÑE NITRITE IN BLADDER CANCER PATIENTS 
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RESUMEN: Introducción: Uno de los mayores desafíos de la oncología es la identificación de pacientes que con 
carcinoma transicional de vejiga (CTV) superficial tienen alto riesgo de presentar recurrencia o progresar hacia la 
invasión muscular. Se ha demostrado recientemente en un escaso número de casos la presencia de oxido nítrico sin-
tasas inducible (iNOS) en tumores de vejiga. Dado que la iNOS produce altos niveles de óxido nítrico (NO), pen-
samos que pacientes con CTV podrían tener altos niveles de NO en orina. En este trabajo determinamos los nive-
les de NO en ¡a orina de pacientes con CTV con evidencia de enfermedad (CEE), comparándolos con pacientes con 
CTV sin evidencia de enfermedad (SEE), con pacientes con tumores no relacionados y controles sanos; y determi-
namos la expresión de iNOS en los tumores de vejiga. 
Material y Métodos: Se evaluaron 66 pacientes con CTV, 33 CEE y 19 SEE; 19 pacientes con tumores ginecológi-
cológicos (TG) y 39 personas sanas (Control). Los niveles de NO se determinaron en orina con el reactivo de Griess 
V se expresan como NO-2uM / 100 mg de creatinina. 
Resultados: Los pacientes con CTV-CEE tienen (4,2 uM, rango: 2,1-91,6) significativamente mayores niveles de 
NO que los CTV-SEE (1.7 uM, rango: 1,2-5,4), que los TG (2,0 uM, rango: 0,8-58,1) y que el grupo control (2,1 
uM, rango: 0,4-4,9), (p=0.000, análisis estadístico de Kruskal-Wallis). Usando como valor de corte 3uM, la deter-
minación de NO en orina es indicador de presencia de tumor de vejiga con una sensibilidad del 82% y una espe-
cificidad del 79%. La iNOS fue detectada por la técnica de "Western blot", en el 52% (13/25) de los tumores de 
vejiga examinados. 
Conclusión: Los niveles de NO en orina son indicadores de presencia de tumor vesical con alta sensibilidad. 

(Rev. Arg. de Urol., Vol. 67, N° 1, Pág. 11, 2002) 
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SUMMARY: The aim of this study was to determine uriñe nitrite levels in bladder cáncer patients, and compared 
with healthy controls and with patients bearing other non related tumors; and to examine inducible nitric oxide 
sinthase (iNOS) expression in bladder cáncer tissue. Our results had shown that tumor bladder patients presented 
significantly higher uriñe nitrite valúes than healthy individuáis and that other cáncer patients. Furthermore, iNOS 
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was detected in 52% bladder tumors examined. Thus, great uriñe nitrite levels could indícate bladder tumor 
p re sene e. 

(Rev. Arg. de Urol., Vol. 67, N° 1, Pág. 11, 2002) 

Key words: Nitrite; Bladder eancer marker. 

INTRODUCCIÓN 

El carcinoma transicional de vejiga (CTV) com-
prende el 90% de los carcinomas vesicales. Los tumo-
res superficiales confinados a la mucosa (pTa) o a la 
lamina propia (pTl) , representan aproximadamente el 
80% de los carcinoma diagnosticados(1). Cuando el te-
jido urotelial adyacente o distante a la lesión papilar 
superficial es histológicamente normal, la resección 
transuretral puede ser curativa; sin embargo, si el tumor 
es invasor es necesaria una terapia más agresiva. 

Las recurrencias son comunes en aproximadamen-
te el 50% de los tumores superficiales. El seguimiento 
de estos pacientes se realiza mediante citoscopia y ci-
tología urinaria, esta última presenta muy baja sensibi-
lidad*2'. La progresión hacia la invasión muscular es un 
evento poco frecuente en los tumores pTa bien y mo-
deradamente diferenciados (Gi-GII). Aproximadamen-
te dos tercios de los tumores pTl , tienen riesgo de pre-
sentar recurrencias locales, pero no progresan a tumo-
res invasores. Sin embargo, un tercio de estos tumores 
progresará a lo largo del tiempo hacia la invasión de la 
capa muscular propia (pT2-pT3), hecho que puede 
conducir a la diseminación metastásica con la posible 
muerte del paciente*3'4». Por lo tanto, uno de los desa-
fíos interesantes de la uro-oncología clínica es la iden-
tificación de pacientes con alto riesgo de presentar re-
currencia o enfermedad mioinvasora. 

El óxido nítrico (NO) es generado por una familia 
de enzimas denominadas NO sintasas (NOS). Dos de 
ellas, la NOS endotelial y neuronal, se expresan cons-
titutivamente y requiren de la presencia de ión Ca+2 y 
calmodulina para generar bajos niveles de NO. Cito-
quinas inflamatorias y productos bacterianos, usual-
mente inducen la isoforma Ca+2 independiente deno-
minada LNOS. La iNOS se expresa en diferentes célu-
las como hepatocitos, macrófagos, células endoteliales 
y condrocitos y produce grandes cantidades de NO por 
períodos prolongados15 '. Se ha sugerido que el NO de-
sempeña un rol dual en la biología tumoral, pudiendo 
ejercer actividad promotora o inhibidora del creci-
miento*6'. La actividad iNOS se encuentra elevada du-
rante diferentes patologías del tracto urinario*7 8'. Se ha 
postulado que la producción de NO podría estar invo-
lucrada en la asociación entre inflamación y la apari-
ción de tumores, incluyendo los tumores de vejiga'9 ' . 
Mirvish y col. concluyen que los N-nitroso compues-

tos, cuyo precursor es el NO, son responsables de la in-
ducción de un significativo número de tumores*10». 

Por otro lado, las instilaciones con bacilo Calmet-
te-Guerin (BCG), que es una terapia eficiente para tu-
mores superficiales recurrentes y carcinoma in situiU\ 
induce la formación local de NO en altas concentracio-
nes y por largo tiempo. Recientemente, por estudios de 
inmunohistoquímica, se ha demostrado la presencia de 
iNOS en cortes histológicos tumorales de CTV, pero 
no en tejido adyacente no tumoral*13'. La iNOS se en-
cuentra expresada tanto en células inflamatorias como 
en células tumorales del epitelio vesical*14'15'. Dado 
que la iNOS produce grandes concentraciones de NO, 
es posible que éstos sean volcados en la orina. Así, la ori-
na de pacientes con CTV podría contener mayores ni-
veles de NO que la orina de personas sanas. 

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determi-
nar si los niveles de NO en orina podrían servir como 
marcador de la presencia de tumor vesical. Para ello 
determinamos los niveles de NO en la orina de pacien-
tes con CTV-CEE y los comparamos con los niveles en 
pacientes CTV-SEE, en pacientes que tienen un tumor 
no relacionado que no invade la vejiga y en controles 
sanos. Determinamos además la expresión de iNOS en 
homogenatos de tumor de vejiga. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Pacientes y controles: Los niveles de NO en orina 
se determinaron en cuatro grupos diferentes: 

a) Pacientes con carcinoma transicional de vejiga 
(CTV) con evidencia de enfermedad (CEE): Se in-
cluyeron 33 pacientes con edad media de 65 (ran-
go: 38-82), de los cuales 28 son hombres y 4 muje-
res. El examen de los cortes histológicos de los tu-
mores fue realizado por un único patólogo siguien-
do los criterios de la UICC*16' y de la Organización 
Mundial de la Salud*17». De los 33 pacientes, 21 
presentan CTV superficial (19 pT l , 2 pTa), 8 CTV 
invasor (5pT2, 2 pT3, 1 pT4), 1 carcinoma in situ y 
3 sin especificar. Según el grado de diferenciación, 
12 tumores fueron de bajo grado (2 GI, 10 Gil), 19 
de alto grado (13 Gilí, 6 G IV) y 2 sin especificar. 

b) Pacientes con CTV, sin evidencia de enfermedad 
(SEE) en el momento de recolección de la orina: Se 
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incluyeron 15 hombres y 4 mujeres con edad media 
de 54 (rango: 36-81) años. Las muestras de orina se 
recogieron en el período libre de enfermedad, entre 
9-50 meses después de finalizado el tratamiento. 
Todos los pacientes de este grupo fueron tratados 
con resección transuretral (RTU) y cuatro recibie-
ron quimioterapia sistémica y 3 BCG intravesical. 
Los grupos CTV-CEE y CTV-SEE son indepen-
dientes. 

cj Pacientes con tumores ginecológicos (TG): Se in-
cluyeron 19 mujeres con tumores ginecológicos 
que no invaden la vejiga (13 carcinomas de cérvix, 
1 de endometrio, 4 de ovario y 1 de vulva). La edad 
media fue de 46 (rango: 38-75) años. Se incluyeron 
además 2 pacientes con cistitis rádica y 2 pacientes 
con carcinoma de colon. 

d) Grupo control: Constituido por 39 personas sanas (23 
hombres y 16 mujeres), edad media 56 (28-88) años. 

Muestras de tumor: La expresión de la iNOS se 
determinó por la técnica de "Western blot" en 25 
muestras de tumores transicionales de vejiga. Según el 
grado de invasión 13 tumores fueron superficiales (2 
pTa, 10 pTl ) y 12 fueron invasores (8 pT2, 1 pT3, 3 
pT4); según el grado de diferenciación, 9 fueron de ba-
jo grado (9 Gil) y 17 de alto grado (11 Gilí, 6 GIV). 
Se analizaron 2 muestras adicionales de pacientes 
CTV-SEE diagnosticadas como tejido inflamatorio. 
Todas las muestras se obtuvieron por RTU en el De-
partamento de Urología del Instituto Angel H.Roffo. 

SDS-PAGE y Western blot: Para determinar la ex-
presión de la iNOS las muestras de tumor obtenidas 
por RTU, fueron procesadas inmediatamente. Los tu-
mores se homogeneizaron en buffer (50 mM Tris-CIH, 
pH: 8.0; 100 ug/ml CINa; 1% Tritón, 1 ug/ml aprotini-
na, 1 mM PMSF, 2 ug/ml leupcptin, 10 uM EDTA/EG-
TA), sonicados durante 2 segundos y finalmente cen-
trifugados a 13000 x g durante 40 minutos. Los sobre-
nadantes se recogieron y se determinó la concentración 
de proteínas por el método de Bradford con una curva 
estándar de sero-albúmina bovina ( l8 ) . Las muestras se 
congelaron a -80° C hasta su utilización. 

Cuando estas muestras se descongelaron, se resus-
pendieron en 50 pl de buffer de Laemmli y se calenta-
ron durante 3 minutos a 96° C. Se realizó la electrofore-
sis en geles de poliacrilamida (7,5%) con dodecil sul-
fato de sodio (SDS-PAGE) (19). Luego de la electrolo-
resis las proteínas fueron transferidas a membranas de 
nitrocelulosa y teñidas con el anticuerpo específico (H-
174, sc-8310 de Santa Cruz Biotechnology) diluido 
1:50. Como segundo anticuerpo se utilizó IgG (cabra 
anticonejo), conjugada con fosfatasa alcalina (Sigma). 

Muestras de orina: La orina fue recolectada en 

frascos estériles, centrifugada a 7000 x g durante 10 
minutos a temperatura ambiente. Los sobrenadantes de 
la centrifugación se fraccionaron y conservaron a -80° 
C. La concentración de creatinina fue determinada en 
cada muestra previo a ser congelada. 

Determinación de nitrito (NO-2): El contenido de 
NO-2, que representa uno de los productos estables del 
NO, se determinó en la muestras de orina con el reac-
tivo de Griess<20). La absorbancia fue determinada a 
550 nm con un lector de ELISA (Multiskan Ascent, 
Labsystem). La concentración de NO-2 fue determina-
da comparando los datos con una curva estándar de 
N a N 0 2 diluida en solución fisiológica. Los rebultados 
se expresan como NO-2 uM / 100 mg de creatinina. 

Análisis estadístico: Se utilizó un análisis no para-
métrico de Kruskal-Wallis para comparar los valores 
de NO-2 entre los diferentes grupos. Para comparar di-
ferentes proporciones se utilizó la prueba de X2. Para 
establecer si los niveles de NO-2 en orina eran predic-
tores de la presencia de tumor independiente de otras 
variables como sexo, edad, invasión o grado histológi-
co se utilizó un análisis multivariado. Como valor de 
corte se utilizó la concentración que simultáneamente 
da mayor sensibilidad y especificidad, correspondien-
te al percentilo 80 de la población control. A partir de 
este valor se calcularon la sensibilidad, especificidad, 
valor predictivo positivo y negativo para la determina-
ción de NO-2 en orina. 

RESULTADOS 

La distribución de los niveles de NO-2 en la orina 
se muestran en la Figura 1. La Tabla I muestra el valor 
de la mediana (Md) y rango para los grupos estudia-
dos. Los valores de NO-2 en orina fueron: pacientes 
con CTV-CEE de 4,2 uM / 100 mg creatinina, con un 
rango: 2,1-91,6; pacientes con CTV-SEE 1,7 / 100 mg 
creatinina, rango: 1,2-5,4; pacientes con TG 2,0 uM / 
100 mg creatinina rango: 0,8-58,1 y el grupo control 
2,1 uM / 100 mg creatinina, rango: 0,4-4,9. 

El grupo de CTV-CEE presenta valores significati-
vamente mayores que todos los grupos estudiados 
(p=0.000, por Kruskal-Wallis). No se observaron dife-
rencias significativas entre el grupo control y el grupo 
de pacientes CTV-SEE, estableciendo que la determina-
ción de NO-2 en orina es un indicador de la presencia 
de tumor transicional en la vejiga. El grupo de pacien-
tes con TG presentó niveles medios de NO-2 iguales al 
grupo control. Nuestros resultados indican que pacien-
tes con otros tumores ginecológicos que no invaden la 
vejiga tienen niveles bajos de NO-2 en orina. 

Como comentario, en dos pacientes con carcinoma 
de colon sin invasión en vejiga y en dos pacientes con 
cistitis rádica (2,1 y 3,0 uM / 100 mg creatinina, res-
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Figura 1: Distribución de los niveles de NO-2 en orina 
de controles, CTV-CEE, CTV-SEE y TG. El valor de 
corte es 3 uM/100 mg creatinina. Las líneas indican los 
valores de la mediana de cada grupo. El grupo de CTV-
CEE tiene valores significativamente aumentados con 
respecto a los demás grupos (*p= 0,000, mediante el 
análisis de Kruskal-Wallis. No hay diferencias significa-
tivas entre el grupo control y los grupos CTV-SEE y TG. 

Grupo Mediana rango 

CTV-CEE 4,2 * 2,1-91,6 

CTV-SEE 1,7 1,2-5,4 

TG 2,0 0,8-58,1 

CONTROL 2,1 2,1-4,9 

Los pacientes con CTV-CEE tienen niveles significati-
vamente elevados de NOen orina comparado con 
los demás grupos. 
*p=0,000, Kruskal-Wallis. 

das a variables histopatológicas del tumor como grado 
de diferenciación histológico o invasión tumoral. 

También determinamos la expresión de la iNOS en 
los tumores de vejiga, ya que esta enzima es la respon-
sable de producir altas cantidades de NO y en conse-
cuencia mayores niveles de NO-2 . La iNOS se deter-
minó por la técnica de Western blot en homogenatos de 
tumores. En la Figura 2, se observan bandas de proteí-
nas con un peso molecular de 130 kDa, reveladas con 
el anticuerpo específico para iNOS humana. La pre-
sencia de iNOS fue detectada en el 52% (13/25) de los 
tumores. Sin embargo, en 2 muestras que correspon-
dieron a tejido inflamatorio vesical, la iNOS se detec-
tó en una muestra y no en la otra. No se encontraron 
diferencias significativas entre la expresión de la iNOS 
y el grado de diferenciación histológico o invasión tu-
moral (Tabla II). 

pectivamente), también se observan niveles bajos de 
NO- ? en orina. Estas observaciones refuerzan el con-
cepto previo de que la presencia de tumor está asocia-
da con altos niveles de NO-2 en orina. 

Teniendo en cuenta la mejor sensibilidad y especi-
ficidad, definimos como 3 uM / 100 mg de creatinina, 
como valor de corte óptimo en el percentilo 80 del gru-
po control. Los valores de NO-, que superen el valor 
de corte son considerados valores positivos y aquellos 
iguales cf menores se estiman negativos. Así, el 82% de 
los pacientes con CTV tienen valores positivos y el 79 
% del grupo control valores negativos. Por lo tanto, 
considerando este valor de corte el ensayo muestra una 
sensibilidad de 82% y una especificidad del 79%, con 
valores predictivos positivo y negativo de 77% y 84% 
respectivamente, para detectar la presencia de CTV. 

El análisis multivariado no demostró asociación 
entre los valores de NO-2 y el sexo (hombres: 1,7, ran-
go: 0,4 - 4,9 y mujeres: 2,6, rango: 1,5-3,7) o la edad. 

La Tabla II muestra que no hay diferencias asocia-

2 1 2 -

1 2 2 - * 
-130 

Figura 2: Detección por Western blot de la iNOS en 
homogenatos de tumores de vejiga. En las calles 1 y 8 
se observan los marcadores de peso molecular (212 y 
122 kDa). Entre la calles 2 a 7 se observan diferentes 
tumores de vejiga (en las calles 5 y 6 se observa una 
banda de 130 kDa específica de iNOS) y en la calle 9 
se sembró un homogenato de tejido vesical inflamato-
rio (débil positivo para iNOS). 

DISCUSIÓN 

En este trabajo demostramos que la orina de pa-
cientes con CTV contiene niveles más altos de NO-, 
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que la orina del grupo de personas sanas. El 57 % de 
los pacientes con tumor activo tienen niveles superio-
res a 4 uM / 100 mg creatinina. Coincidentemente en 
el 52% de los tumores analizados demostramos pre-
sencia de iNOS, enzima responsable de la producción 
de altas concentraciones de NO. 

La función que el NO desempeña en la biología tu-
moral no se comprende completamente, debido a que 
éste desempeña un rol dual demostrando actividades 
pro o antitumorales que dependen de sus concentracio-
nes(21). Asimismo, la concentración de NO y el tiempo 
de su interacción, pueden afectar tanto la respuesta vas-
cular tumoral como la respuesta inmune del hospedador. 

Se ha demostrado que existe una correlación posi-
tiva entre la actividad NOS y el grado histológico en 
tumores ginecológicos tanto de ovario como de endo-
metrio, y en tumores de mama (22 '23). Contrariamente, 
en tumores de colon se ha demostrado menor expre-
sión de NOS que en la mucosa colónica normal (24). 

En diferentes procesos patológicos que afectan el 
tracto urinario se han encontrado cambios en la activi-
dad de la iNOS. Por ejemplo, tanto en infecciones re-
nales como durante el rechazo de transplantes renales, 
la actividad iNOS se encuentra incrementada'7 '8 ' . En 
orina de pacientes con cistitis intersticial, se ha demos-
trado una actividad iNOS disminuida con respecto a 
controles sanos (2 í ) . 

Swana y co/. ( l4), han comprobado que en tumores 
transicionales de vejiga, la iNOS se encuentra expresa-
da tanto en células inflamatorias como en células tu-
morales aisladas. Nuestros resultados demuestran que 
la iNOS fue detectada por técnica de Western blot en el 
52% de las muestras de CTV, sin tener correlación ni 

con el grado histológico ni con el estado de invasión 
tumoral. La iNOS se detectó en uno de los dos tejidos 
vesicales inflamatorios que estudiamos. Estos resulta-
dos sugieren que en tejidos de CTV la iNOS puede es-
tar localizado en las células inflamatorias y aún en las 
propias células tumorales. Estudios recientes han de-
mostrado por inmunohistoquímica, tinción positiva pa-
ra iNOS en todas las muestras de tumores de vejiga 
evaluados, mientras que no se detectó en ningún tejido 
no tumoral adyacente. Los autores tampoco pudieron 
establecer ninguna correlación con el grado de diferen-
ciación o el estadio tumoral(13). Usando una línea celu-
lar de carcinoma transicional de vejiga (T24) nosotros 
observamos que in vitro pueden producir aproximada-
mente 5 nmol NO-2/106 células. Morcos y col., ha de-
mostrado que la BCG induce la producción de NO en 
células T24 (12). En conjunto estos resultados indican 
que no sólo las células inflamatorias pueden producir 
NO, sino que también las propias células tumorales 
son capaces de producirlo. Será necesario realizar ma-
yor número de estudios para establecer qué células 
producen NO en los tumores de vejiga y cuál es su re-
levancia en el pronóstico de los pacientes. 

Por otro lado, nosotros demostramos que pacientes 
con CTV sin evidencia de tumor en el momentro de la 
obtención de la orina, tienen niveles de NO-2 similares 
al grupo control. Estos resultados nos indican que la 
determinación de NO-2 en orina podría ser indicador 
de presencia tumoral. 

Considerando como valor de corte óptimo 3uM/100 
mg creatinina, equivalente al percentilo 80 del grupo 
control, la determinación de NO-2 en orina tiene una 
sensibilidad del 82% y una especificidad del 79%. La 

Tabla II: Concentración de NO-^ en orina y expresión de iNOS según el grado de diferenciación e invasión tumoral. 

NO-2 en orina 
(uM / 100 mg creatinina)3 

Expresión iNOS 
(% de muestras positivas)b 

GI-GII 4,5 (2,3-14,7) 
n=12 

56 (5/9) 

GIII-GIV 4,4 (2,1-91,6) 
n= 19 

50 (8/16) 

pTa- pT 1 4,2 (2,3-91,6) 
n= 21 

46 (6/13) 

pT2- pT4 4,1 (2,1-5,1) 
n= 8 

67 (8/12) 

" Los datos se expresan como mediana (rango). No se observan diferencias entre la determinación de NO-2 en ori-
na y el grado de diferenciación histológica o invasión tumoral. 

b El 52% (13/25) de los CTV tienen expresión de proteína iNOS. No hay diferencias significativas, usando el aná-
lisis de x2 entre los diferentes grupos. 
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determinación en orina de un antígeno asociado al tu-
mor de vejiga (BTA, Bard Diagnostic Sciences, Red-
mond, WA) tiene menor sensibilidad (58%) y una es-
pecificidad (97%) apenas superior a la nuestra(26). El 
ensayo de NMP-22, que determina una proteína nu-
clear, fue recientemente aprobado por la Oficina de 
Control de Alimentos y Medicamentos de Estados 
Unidos de Norte América (Food and Drug Administra-
tion) para el diagnóstico de pacientes con cáncer de ve-
jiga. Este ensayo demuestra una sensibilidad entre el 
48 y el 68% y una especificidad del 70-80%(27-28). La 
citología urinaria tiene una sensibilidad del 38% y una 
especificidad del 73%<2). 

El análisis multivariado de nuestros resultados, in-
dica que al no demostrarse asociación con parámetros 
histopatológicos, la determinación de NO-, en orina 
puede ser considerado un marcador independiente. 

Lundberg y col., estudiaron la síntesis de NO du-
rante procesos inflamatorios, utilizando un ensayo de 
quimioluminescencia'29 ' . Tanto en cistitis infecciosa 
como en cistitis inducida por BCG o cistitis intersticial 
se encontraron niveles elevados de NO respecto de 
controles sanos. En pacientes con cistitis rádica los ni-
veles de NO también fueron mayores que en el grupo 
control, pero no tanto como en las otras cistitis. Noso-
tros medimos NO en la orina de sólo dos pacientes con 
cistitis rádicas. Ambos mostraron niveles de NO-2 in-
feriores al valor de corte (3uM/100 mg de creatinina). 
La diferencia con nuestros resultados podría deberse a 
que el ensayo de quimioluminiscencia es mucho más 
sensible para determinar NO que la determinación de 
NO-, con el reactivo de Griess utilizado por nosotros. 
Por lo tanto, es posible que las cantidades de NO-2 que 
se producen durante una cistitis por irradiación no sean 
suficientes para ser detectados por el reactivo de 
Griess utilizado por nosotros. 

A modo de resumen final, nuestros resultados de-
muestran que la determinación de los niveles NO-2 en 
orina podría utilizarse como marcador de la presencia 
de carcinoma transicional de vejiga, siendo un ensayo 
económico y fácil de realizar, con alta sensibilidad y es-
pecificidad para detectar tumor primario en la vejiga. 
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