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Resumen

Objetivo: Establecer las concentraciones plasmaticas de 6xido nitrico en preeclampticas y
embarazadas normotensas, y relacionar los valores de los hallazgos doppler de las arterias
uterinas con las concentraciones plasmaticas.

Método: Se seleccionaron 160 sujetos. Se incluyeron 47 preeclampticas severas (grupo A), 33
preeclampticas leves (grupo B) y un grupo control con edades similares a los grupos de estudio de
80 embarazadas sanas (grupo C). Las muestras de sangre para la determinacion de oxido nitrico
plasmatico y las mediciones de los indices doppler de las arterias uterinas se realizaron en todas
las pacientes antes del parto e inmediatamente después del diagnostico en las preeclampticas.
Resultados: Las pacientes de los grupos A y B presentaron concentraciones plasmaticas signi-
ficativamente mas bajas de oOxido nitrico (nitritos/nitratos) que las embarazadas del grupo C
(p<0,05). Las mediciones del indice de pulsatilidad, el indice de resistencia y la relacion de
flujo sistole/diastole de las arterias uterinas mostraron valores significativamente mas altos en
ambos grupos de preeclampticas (p <0,05). Al correlacionar las concentraciones plasmaticas de
nitritos/nitratos con los valores de velocimetria doppler de las arterias uterinas se observo que
esta era negativa y significativa con los parametros evaluados (p < 0,05).

Conclusion: Las preeclampticas presentan concentraciones plasmaticas de oxido nitrico mas
bajas que las embarazadas normotensas y existe una correlacion significativa entre las concen-
traciones plasmaticas y los parametros de velocimetria doppler de las arterias uterinas.
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Plasma nitric oxide and uterine artery doppler in preeclamptic patients and healthy
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Preeclampsia

Objective: To establish plasma nitric oxide concentrations in patients with preeclampsia and
healthy normotensive pregnant women and to relate doppler findings to serum concentrations.
Method: We selected 160 patients, of which 47 had severe preeclampsia (group A), 33 had mild
preeclampsia (group B), and 80 were healthy pregnant women with a similar age to patients in
the study groups who served as controls (group C). Blood samples for determination of nitric
oxide and doppler measurements were taken in all patients before labour and immediately
after diagnosis in the study group.

Results: Plasma nitric oxide (nitrites/nitrates) concentrations were lower in groups A and B
than in group C (P<.05). Measurements of the pulsatility index, resistance index and systo-
lic/diastolic blood flow ratio of uterine arteries were higher in both groups of preeclamptic
patients (P <.05). Correlations of plasma nitric oxide concentrations with doppler velocimetry
values showed a negative and significant association with all the evaluated parameters (P <.05).
Conclusion: Plasma nitric oxide concentrations were higher in preeclamptic patients than in
normotensive pregnant women and there was a significant correlation between plasma concen-

trations and parameters of doppler velocimetry of uterine arteries.
© 2016 Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

La preeclampsia es un desorden multisistémico del emba-
razo que afecta a entre el 5-7% de los embarazos alrededor
del mundo anualmente'. La etiologia subyacente es des-
conocida, pero se ha planteado que el desarrollo de una
placenta relativamente hipoperfundida estimula la res-
puesta inflamatoria materna, llevando a alteraciones en el
endotelio vascular de la madre?. Se ha reportado alteracidn
de las respuestas dependientes del endotelio en los vasos
sistémicos aislados de preeclampticas’.

El comportamiento del lecho vascular es afectado no solo
por la estructura de los vasos, sino por la presencia de sus-
tancias con marcado efecto sobre la reactividad de los vasos.
La velocimetria de flujo de las arterias uterinas puede ser
determinada por ecografia doppler, y entre las alteraciones
se observan disminucion del flujo diastélico (altos indices
de pulsatilidad o resistencia) y/o presencia de una incisura
diastdlica temprana secundaria a la onda de alta presion en
el lecho uteroplacentario®®.

El endotelio es una fuente de potentes sustancias vasoac-
tivas y el 6xido nitrico derivado del endotelio y sus funciones
son, por lo tanto, de especial interés. El dxido nitrico
es un potente vasodilatador e inhibidor de la agregacion
plaquetaria, producido por las lineas celulares endote-
liales de los vasos a partir del aminoacido L-arginina,
por accion de un grupo de enzimas denominadas sintasa
de oxido nitrico®. Difunde inmediatamente a través de
las células musculares lisas adyacentes e incrementa al
segundo mensajero, guanosin monofosfato ciclico, produ-
ciendo relajacion del musculo liso. Varios estudios han
demostrado discrepancias con relacion a la contribucion
del 6xido nitrico en la vasodilatacion tanto fisioldgica como
patolégica’.

Algunos estudios han planteado que el 6xido nitrico es
uno de los principales mediadores en la disminucion de la

resistencia vascular durante el embarazo®. Se ha encontrado
una disminucion de las concentraciones de L-arginina y de
la actividad de la sintasa de dxido nitrico en la placenta
de las preeclampticas’. Las mediciones de nitritos/nitratos
séricos, metabolitos estables del 6xido nitrico, es un método
alternativo para la determinacion de la produccion de 6xido
nitrico por el endotelio'. Los datos en roedores muestran
que la inhibicion cronica de la sintesis de 6xido nitrico
lleva a hipertension, retardo del crecimiento intrauterino
y trombocitopenia'’, por lo que la deficiencia de la produc-
cion de oxido nitrico puede ser un factor de importancia en
el comportamiento de la velocimetria doppler de las arterias
uterinas en las preeclampticas.

El objetivo de la investigacion fue establecer las con-
centraciones plasmaticas de 6xido nitrico en preeclampticas
y embarazadas normotensas, y comparar los valores de los
parametros de velocimetria doppler de las arterias uteri-
nas de acuerdo con las concentraciones plasmaticas de esta
sustancia.

Materiales y métodos

Este estudio de casos y controles se realiz6 con embarazos de
mas de 32 semanas que acudieron a la urgencia obstétrica
del Servicio de Obstetricia del Hospital Central Dr. Urqui-
naona de Maracaibo, Venezuela, de enero de 2008 a febrero
de 2015, en aquellas pacientes en que se obtuvieron las con-
centraciones plasmaticas de 6xido nitrico y la velocimetria
doppler del flujo sanguineo de las arterias uterinas. La inves-
tigacion fue aprobada por el Comité de Etica e Investigacion
del hospital y se obtuvo el consentimiento por escrito de
todas las pacientes.

Se incluyeron 80 mujeres con preeclampsia, de las cuales
47 tenian preeclampsia severa (grupo A) y 33, preeclampsia
leve (grupo B). El grupo control fue seleccionado por tener
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edad e indice de masa corporal similares a los grupos en
estudio y consistid en 80 embarazadas sanas (grupo C). Solo
se incluyeron pacientes nuliparas.

Se excluyé a las embarazadas con polihidramnios,
hemorragia del tercer trimestre (desprendimiento prema-
turo de placenta, placenta previa), sospecha de restriccion
del crecimiento intrauterino del feto (circunferencia cefa-
lica, circunferencia abdominal y longitud del fémur menor
del percentil 10 de referencia con confirmacién posnatal
de peso menor al percentil 10 de referencia), sindrome de
HELLP, alteraciones de la frecuencia cardiaca fetal, ges-
taciones multiples, presencia de infeccion intrauterina o
materna activa, enfermedad hipertensiva cronica (antes de
las 20 semanas de embarazo), tratamiento con antihiper-
tensivos, enfermedad cardiaca, hepatica, renal o sistémica
cronica, diabetes mellitus pre o gestacional, habito taba-
quico. También se excluyeron las pacientes que se negaron
a participar en la investigacion.

La preeclampsia leve se definié como la presion arterial
sistolica de 140 mmHg o mas, o presion arterial diastdlica
de 90 mmHg o mas confirmada por 6 o mas horas de dife-
rencia, mientras que la proteinuria se definio como 0,3g o
mas de proteina en una muestra de 24h, o una a 2 cruces
de proteinuria en un examen cualitativo después de las 20
semanas de gestacion. La preeclampsia severa se definio si
la presion arterial diastdlica estaba por encima de 110 mmHg
o la presion arterial sistolica era de 160 mmHg o mas, pre-
sencia de cefalea, alteraciones visuales, dolor abdominal,
oliguria (menos de 500 mL/24h), hiperbilirrubinemia, ele-
vacion de las concentraciones séricas de creatinina (mayor
de 1,1mg/dl o el doble de las concentraciones de crea-
tinina en ausencia de cualquier otra alteracion renal),
trombocitopenia (menos de 100.000/mm?) y elevacién de las
concentraciones de las transaminasas (2 veces por encima
de las concentraciones normales) después de las 20 semanas
de gestacion.

En todas las pacientes se realizo el ultrasonido antes
del uso de cualquier intervencion. Se midieron el indice
de pulsatilidad, el indice de resistencia y la relacion del
flujo sanguineo sistole/diastole de las arterias uterinas. Las
arterias uterinas fueron identificadas en una visualizacién
longitudinal de las caras laterales del Utero con la paciente
reclinada y por via abdominal. En esa posicion se busco la
bifurcacion de la arteria iliaca comdn. La medicion se realizé
en el punto donde la arteria uterina y la iliaca externa pare-
cen cruzarse. En ese punto se midieron los parametros de
velocimetria doppler de ambas arterias uterinas y se calculd
el promedio de ambos vasos.

Las muestras de sangre de la vena antecubital para la
determinaciéon de nitritos/nitratos se recolectaron en el
momento de la realizacion de la evaluacion doppler en
ambos grupos de pacientes y antes de cualquier interven-
cion en las preeclampticas. Todas las muestras se colocaron
en tubos con acido tetraacético etilendiamina y fueron cen-
trifugadas a 3.000 rpm por 15 min y los hematies y el plasma
fueron cuidadosamente removidos de cada una de las mues-
tras. Se le agregaron 300 p.L de un buffer de KH,P0O4/K;HPO,
(pH 7,5), 50 L de NADPH a 2mmol/L, 50uL de FAD a
50 wmol/L y 50 pL de reductasa de nitrato de Aspergillus a
1U/mL. Esta mezcla se incub6 a temperatura ambiente por
una hora y posteriormente se le agregé 500 uL de ZnSO, a
0,2mol/Ly 70 nL de NaOH a 2 mol/L para desproteinizar la

muestra. Después de la centrifugacion se agrego 0,75 ml del
sobrenadante a 1 ml de acido sulfanilico al 1% (en 4 mol/L de
HCL). Después de 10 min a temperatura ambiente se agrego
0,75 ml de diamina N-naftiletilen al 1%. El cambio de color
resultante se midi6 a 548 nm usando un espectrofotémetro.
La concentracion de nitrato se calculé comparandola con los
estandares.

Los datos se presentan como valores prome-
dio = desviacion estandar. El analisis estadistico entre
los grupos se realizo con la prueba de ANOVA con posprueba
de Dunnett para comparar los datos sobre edad materna,
edad gestacional, presion arterial sistolica y diastdlica,
concentraciones plasmaticas de nitritos/nitratos, indice
de pulsatilidad, indice de resistencia y relacion del flujo
sanguineo sistole/diastole de las arterias uterinas entre
las preeclampticas severas (grupo A), las preeclampticas
leves (grupo B) y las embarazadas controles (grupo C).
Posteriormente, las concentraciones de nitritos/nitratos se
dividieron por cuartiles (concentracion baja, media, alta
y muy alta) y se compararon los valores promedio de los
parametros de velocimetria doppler de los cuartiles medios,
bajos y muy bajos con el cuartil de concentraciones altas
utilizando la prueba de analisis de varianza con postest de
Dunnett. Los coeficientes de correlacion entre el factor y los
valores promedio de los parametros de velocimetria doppler
de las arterias uterinas se evaluaron mediante la prueba
de Pearson. Se consider6 p<0,05 como estadisticamente
significativa.

Resultados

Las caracteristicas de las embarazadas de ambos grupos se
muestran en la tabla 1. No se encontraron diferencias esta-
disticamente significativas en la edad materna y la edad
gestacional en el momento de la evaluacion entre los 3
grupos de embarazadas (p=ns). Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la edad gestacional en el
momento del parto, y en el promedio de presion arterial
sistdlica y presion arterial diastolica entre las pacientes del
grupo Ay del grupo B con las embarazadas del grupo control
(p<0,05).

En la tabla 2 se muestran las concentraciones
plasmaticas de nitritos/nitratos y los valores de la
velocimetria doppler de los 3 grupos. Las pacien-
tes del grupo A (11,5+3,9picomol/L) y del grupo B
(12,1 + 3,8 picomol/L) presentaron concentraciones signifi-
cativamente mas bajas de nitritos/nitratos que las mujeres
del grupo C (24,0+ 2,8 picomol/L; p<0,05). Las medicio-
nes del indice de pulsatilidad, el indice de resistencia y
la relacion de flujo sistole/diastole de las arterias uteri-
nas también demostraron valores significativamente mas
altos en las pacientes del grupo A y las pacientes del grupo
B comparados con los de las embarazadas del grupo C
(p<0,05).

Al correlacionar las concentraciones de nitritos/nitratos
plasmaticos con los valores de velocimetria doppler de
las arterias uterinas se observd que esta era moderada,
negativa y significativa con los valores del indice de
pulsatilidad (r=-0,436; p<0,05), con el indice de resis-
tencia (r=-0,337; p<0,05) y con la relacion de flujo
sistole/diastole (r=-0,2491; p<0,05).
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Tabla 1 Caracteristicas generales de las preeclampticas y controles normotensas sanas

Grupo A Grupo B Grupo C

Preeclampticas Preeclampticas Controles

graves (n=47) leves (n=33) (n=80)
Edad materna, anos 19,3+2,3 20,5+3,9 20,7 +4,5
Edad gestacional en el momento de la evaluacion, semanas 33,7+2,5 33,8+2,5 34,0+2,1
Edad gestacional en el momento del parto, semanas 35,0+2,0° 36,8+0,8 39,4+0,7
Presion arterial sistolica, mmHg 151,2+ 11,7 134,0+9,7 103, 9+9,6
Presion arterial diastélica, mmHg 110,3+9,0° 97,6 +5,0° 73,9+7,71
Excrecion urinaria de proteinas en 24 h, n (%) 47 (100) 33 (100) 0

* p<0,05 comparado con las normotensas sanas.

Tabla 2 Concentraciones de oxido nitrico plasmatico y determinaciones hemodinamicas doppler de la arteria uterina de las

preeclampticas y controles normotensas sanas

Grupo A Grupo B Grupo C
Preeclampticas graves (n=47)  Preeclampticas leves (n=33) Controles (n=280)
Nitritos/nitratos plasmdticos, picomol/L  11,5+3,9 12,1+3,8 24,0+2,8
Arteria uterina
indice de pulsatilidad 1,119+0,021 1,099 40,017 0,850+ 0,056
indice de resistencia 0,627 + 0,060 0,621 40,061~ 0,499 + 0,052
Relacién de flujo sistole/diastole 2,731+0,308 2,648 +0,294 2,157 40,210

" p<0,05 comparado con las normotensas sanas.

Tabla 3
plasmatico

Valores promedio de la velocimetria doppler de la arteria uterina de acuerdo con la concentracion de 6xido nitrico

Concentraciones
altas (n=40)

Concentraciones
medias (n=40)

Concentraciones
bajas (n=40)

Concentraciones
muy bajas (n=40)

Nitritos/nitratos plasmaticos, picomol/L 26,5+1,2

Intervalo de las concentraciones de 28,3-23,9
nitritos/nitratos plasmaticos, picomol/L

indice de pulsatilidad de la arteria uterina 0,858 + 0,052

indice de resistencia de la arteria uterina 0,496 40,050

Relacion sistole/diastole de la arteria 2,130+0,202

21,5+1,3 15,0+2,4 8,4+1,7
23,8-19,2 19,1-11,1 11,0-5,8
0,862 + 0,056 1,109 +£0,048" 1,107 +£0,021°
0,506 + 0,048 0,608 + 0,061 0,640 + 0,060
2,185+0,198 2,656 +0,262" 2,736 +0,331°

uterina

" p<0,05 comparado con el grupo de concentraciones bajas.

Los valores promedio de los diferentes parametros de
velocimetria doppler por cada cuartil de concentracion de
nitritos/nitratos se muestran en la tabla 3. Los valores pro-
medio del indice de pulsatilidad, el indice de resistencia y
la relacion de flujo sanguineo sistole/diastole fueron signi-
ficativamente mas altos en los grupos con concentraciones
muy bajas y bajas de nitritos/nitratos al compararlas con
aquellas pacientes con concentraciones altas (p <0,05). No
se encontraron diferencias significativas con el grupo de
concentraciones medias al compararlo con el grupo de con-
centraciones altas (p=ns).

Discusion

Los resultados de esta investigacion demuestran que las pre-
eclampticas tienen concentraciones de oxido nitrico mas

bajas que las embarazadas normotensas sanas y que las
pacientes con bajas concentraciones de dxido nitrico tie-
nen mayores alteraciones ecograficas en el doppler del flujo
sanguineo de las arterias uterinas.

Las variaciones en la resistencia de las arterias mater-
nas, y en especial las miometriales, durante el embarazo
demuestran ser importantes para la funcion placentaria nor-
mal. Debido a que las arterias espirales se transforman en
vasos de conduccion por la invasion trofoblastica durante la
placentacion, es probable que el control de la perfusion pla-
centaria pueda ser realizado en este nivel del arbol vascular.
Se ha planteado que la relajacion dependiente del endotelio
en la preeclampsia esta disminuida y que esto puede alte-
rar la perfusion placentaria'. Sin embargo, se ha indicado
que la disminucion de la reactividad vascular en las arterias
maternas no es completamente responsable de la reduccion
del flujo placentario’s.
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En el embarazo normal ocurren cambios importantes en
la hemodinamica cardiovascular materna que incluyen un
aumento del volumen sanguineo y del trabajo cardiaco sin
modificaciones de la presion arterial, y una de las prin-
cipales razones para todas estas modificaciones durante
el embarazo normal es la vasodilatacion vascular sisté-
mica inducida por el 6xido nitrico'. Debido a que el 6xido
nitrico se transforma en nitrito/nitrato, diferentes estudios
sefalan que las mediciones plasmaticas de las concentra-
ciones pueden reflejar la produccion endogena de oxido
nitrico. Esto se debe a que aproximadamente el 70% de los
nitritos/nitratos plasmaticos derivan de la actividad de la
sintasa de oxido nitrico en el endotelio y la inhibicion de esta
enzima se asocia con una disminucion de las concentraciones
circulantes'.

La isquemia placentaria es un elemento clave involucrado
en la etiologia de la preeclampsia. Se considera que los fac-
tores circulantes liberados por el compromiso placentario
son responsables de las diferentes complicaciones asociadas
al sindrome hipertensivo del embarazo, incluyendo la disfun-
cion endotelial'®. Los cambios fisiopatoldgicos, que incluyen
aumento en la sensibilidad a vasopresores, activacion de la
cascada de la coagulacion e incremento de la permeabilidad
vascular, evidencian que la disfuncion endotelial vascular
es un componente importante del sindrome'”. La dilatacion
de los vasos uterinos se basa en la capacidad del endote-
lio de liberar 6xido nitrico, y esto puede ser parcialmente
bloqueado por la NG-monometil-L-arginina, un inhibidor
especifico de la sintasa de 6xido nitrico'®. La disminucion de
las concentraciones de 6xido nitrico tanto en plasma como
en sangre apoyan la idea de que la preeclampsia esta carac-
terizada por una alteracion en la produccion/actividad de
este’®20,

Los resultados de este estudio demuestran que existe una
relacion negativa y significativa entre las concentraciones
de nitritos/nitratos y los indices de velocimetria doppler de
las arterias uterinas, lo que demuestra la posible presen-
cia de alteracion de la respuesta vasodilatadora del 6xido
nitrico sobre estos vasos. Estos hallazgos son comparables
con numerosos estudios in vitro, en los cuales se ha expuesto
a vasos humanos aislados (tanto del miometrio como del
epiplon) al plasma de las preeclampticas llevando a una alte-
racion significativa de la vasodilatacion mediada por esta
sustancia?’.

Los datos sobre las concentraciones de dxido nitrico
en pacientes con preeclampsia son controversiales. Existen
informes de disminucion, incremento o ausencia de cambio
en las concentraciones sanguineas?? 2. Las posibles expli-
caciones para estas discrepancias son las diferentes dietas,
preparacion de la muestra, poblaciones de estudio, edad
gestacional en el momento de la toma de la muestra y uso
de farmacos antihipertensivos.

Los hallazgos de la presente investigacion de concen-
traciones de oOxido nitrico en pacientes con alteraciones
del doppler de las arterias uterinas apoya la hipotesis de
la disfuncion endotelial. Los resultados de esta investiga-
cion son apoyados por los resultados de Beinder et al.?”,
que reportaron una disminucion significativa en la actividad
de la sintasa de dxido nitrico en el lecho uteroplacenta-
rio, mientras que la resistencia del flujo sanguineo en las
arterias uterinas estaba elevado en comparacion con los con-
troles. Ademas, Di lorio et al.?® han descrito ondas de flujo

uterinas patologicas que son analogas a las observadas en los
embarazos con concentraciones bajas de 6xido nitrico en el
liquido amnidtico.

Los indices de velocimetria doppler utilizados en la pre-
sente investigacion han sido ampliamente estudiados en la
preeclampsia; este es uno de los primeros estudios que
demuestran la evidente asociacion entre las alteraciones de
la resistencia de las arterias maternas y la disminucion de
la concentracion de 6xido nitrico (medido de forma indi-
recta por los valores de nitrito/nitrato) en preeclampticas.
Los resultados de esta investigacion tienen implicaciones
clinicas importantes. Aunque las causas de las alteracio-
nes doppler de las arterias uterinas en la preeclampsia aln
no son completamente comprendidas, es posible que las
medidas terapéuticas que se enfocan en el aumento de la
biodisponibilidad de o6xido nitrico puedan ser (tiles en este
grupo de pacientes.

Se concluye, con base en los hallazgos de esta investi-
gacion, que las preeclampticas presentan concentraciones
plasmaticas de 6xido nitrico mas bajas que las embarazadas
normotensas y existe una correlacion significativa negativa
entre las concentraciones plasmaticas y los parametros de
velocimetria doppler de las arterias uterinas.
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