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1. RESUMEN

El consumo de drogas de abuso durante el embarazo es un factor de riesgo que
aumenta la vulnerabilidad en la aparicion de afecciones en la salud materno-fetal. Su

cronicidad puede impactar en el desarrollo del nifio/a incluso en etapas tempranas.

El cordon umbilical (CU) es una estructura de origen fetal que colabora en mantener
el bienestar fetal durante la gestacion a través de sus vasos sanguineos (dos arterias y una
vena umbilical) que facilitan el transporte de nutrientes y oxigeno, y la eliminacion de
desechos por la sangre. Cualquier alteracién en el flujo sanguineo conlleva consecuencias
leves o graves para el feto. Este trabajo de tesis es una investigacion basico-clinica cuyo
objetivo fue analizar la inervacion de los vasos sanguineos del CU de recién nacidos (RN) de
madres que consumieron drogas durante el embarazo, especialmente cocaina (MCC). La
cocaina es una droga de abuso, con alto poder adictivo. Su principal mecanismo de accion
es bloguear el transportador de monoaminas, en particular de noradrenalina, aumentando la
actividad de las fibras simpaticas (droga simpaticomimética). Esta accién a nivel del sistema
nervioso simpatico genera un efecto vasoconstrictor en los vasos sanguineos. Hipotetizamos
gue un aumento en la inervacion simpatica de los vasos sanguineos del CU, inducido por el
consumo de cocaina, puede disminuir el didmetro vascular, afectando el flujo sanguineo y
asociarse directamente con las manifestaciones clinicas que se observan en los RN de MCC,
tales como bajo peso al nacer, prematurez, entre otros. Dado que la densidad de inervacion
vascular puede ser modulada por moléculas de guiado axonal, proponemos a la semaforina-
3A (Sema3A), una glicoproteina neuro-repulsiva, como mecanismo molecular subyacente a

un aumento en la inervacién simpatica por cocaina.

La inervacion vascular del CU se analiz6 a través de técnicas de inmunofluorescencia
en cortes de tejido utilizando dos anticuerpos: anti-PGP (marcador general de fibras
nerviosas) y anti-Tirosina Hidroxilasa (TH, para marcar fibras simpaticas). Se midi6é el area
inmunorreactiva para PGP (IR-PGP) y para TH (IR-TH), en tres regiones: proximal, medial y
distal. Ademas, se midi6 el didmetro de los vasos umbilicales, en cortes histolégicos
adyacentes a los destinados para evaluar inervacion. Los datos clinicos sobre las gestantes
y sus RN fueron tomados del Sistema Informatico Perinatal (SIP). Se analizaron las medidas
antropométricas del RN tales como el peso, la talla y el perimetro cefélico. La edad
gestacional y las variables maternas también fueron evaluadas. La expresién de Sema3A en

los vasos umbilicales, se evalu6 mediante inmunofluorescencia.

Los resultados mostraron la presencia de inervacion, incluyendo inervacion simpatica
en la region proximal del CU en las arterias, y escasa inervacion en la vena umbilical. Se
observo una tendencia al aumento de la inervacion simpética de las arterias umbilicales de
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RN de MCC, que no alcanzé a ser estadisticamente significativa respecto al grupo control.
No se evidencié una disminucion significativa en el diametro de arterias y vena umbilical,
aunque el valor tendié a ser menor en la vena de los RN de MCC respecto a los RN no
expuestos a cocaina. En el grupo de RN de MCC encontramos una disminuciéon
estadisticamente significativa en la edad gestacional y en los percentiles de peso y perimetro
cefélico. Las comparaciones de los datos clinicos con la inervacion de las arterias umbilicales
de cada donante, sugieren que podria haber una relacién inversa entre estas variables. No
encontramos diferencias entre la edad, el peso y la talla de las MCC con respecto a las
madres del grupo control. Observamos también, que tanto las arterias como la vena umbilical
expresan Sema3A, aungque no se encontraron diferencias en su expresion tras la exposicion
prenatal a cocaina que pudieran explicar un aumento en la inervacién simpatica (IR-TH) de

las arterias de algunos RN de MCC.

Los hallazgos de esta tesis podrian colaborar en la identificacion de una variable
biol6gica que explique, al menos en parte, las manifestaciones clinicas de los RN de MCC en
etapas tempranas. Sin embargo, mas investigaciébn es necesaria para confirmar estos
resultados y evaluar si esta variable podria implicar también riesgos en el neurodesarrollo en

etapas avanzadas.



2. INTRODUCCION

2.1. Antecedentes generales

2.1.1. Corddn umbilical humano

El cordon umbilical (CU) humano es un érgano vital en el mantenimiento del bienestar
fetal durante la gestaciéon. Es una estructura Unica que permite la comunicacion del feto con
la placenta e indirectamente con la madre. Su principal funcion es el transporte de nutrientes
y de oxigeno, sustancias esenciales para el desarrollo y crecimiento del feto, y la eliminacion
de los desechos (Donlon y cols., 2002; Ferguson y Dodson, 2009; Wang y Zhao, 2010). Junto
con la placenta, son los 6rganos encargados de mantener la vida intrauterina durante las 40
semanas que dura el embarazo humano. El cordon umbilical y la placenta son érganos
compartidos con todos los mamiferos placentarios, son estructuras “transitorias” ya que se
forman y existen Unicamente en la gestacion, luego de que se implanta un embrion en el
Utero. Al finalizar la gestacion ya no son necesarios y se descartan, pudiéndose formar nuevos

en futuras gestaciones.

El CU humano se desarrolla a partir del embrién entre la cuarta (4ta) y la octava (8va)
semana de gestacion, desde el amnios en expansion, como una estructura rudimentaria,
completando su desarrollo en la doceava (12va) semana de gestacion. Lo precede la
formacion de la placenta, que comienza al final de la tercera semana, al final de la 4ta semana
se desarrolla una compleja red vascular en la placenta que permite el intercambio de gases,
nutrientes y productos metabdlicos de desecho entre la madre y el feto. El flujo sanguineo
feto-placentario se establece al final de la quinta (5ta) semana de gestacion (Spurway y cols.,
2012). El CU normalmente contiene dos arterias umbilicales y una vena umbilical, embebidas
en un tejido conjuntivo mucoso llamado “gelatina de Wharton” (GW) y rodeado por una capa
de amnios (Fawcett y Bloom, 1995; Ferguson y Dodson, 2009). Las dos arterias umbilicales
forman una hélice alrededor de la vena umbilical (Figura 1). El alantoides surge como un
diverticulo del saco vitelino, extendiéndose de la vejiga temprana fetal y contribuye al
desarrollo de los vasos umbilicales. La regresion del alantoides ocurre entre la sexta (6ta) y
la 8va semana de gestacion y el remanente se ubica entre las dos arterias, del lado fetal del
CU (Spurway y cols., 2012). Rodeando los vasos umbilicales esté la GW, un tejido conjuntivo
mucoso, con &cido hialuronico y proteoglicanos, moléculas hidrofilicas que resisten la
compresion (Davies y cols., 2017; Ferguson y Dodson, 2009). Un cordén completamente
desarrollado (12va semana), se proyecta como una extension extracorpérea del sistema

vascular fetal, sin mayor proteccion que la GW (Wang y Zhao, 2010).
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Figura 1: Esquema que ilustra la anatomia e insercion del cordén umbilical en la vida intrauterina.
Ampliado a la derecha se representan los vasos sanguineos que lo conforman y su disposicion
caracteristica: 2 arterias (color azul) rodeando una vena (color rojo) rodeadas por la gelatina de
Wharton (color rosado). Modificado de Jonathan Dimes para BabyCenter (2021) www.babycenter.com.

En un feto humano a término (40 semanas), el CU tiene un promedio de 50-70 cm de
largo y aproximadamente 2 cm de didmetro. Se extiende desde el ombligo del feto hasta la
superficie fetal de la placenta o la placa coriénica (Figura 1). EI CU no esta directamente
conectado con el sistema circulatorio materno, sino que se une a la placenta materna sin

permitir la mezcla directa de sangre (Wang y Zhao, 2010).

2.1.1.1. Circulacién feto-placentaria

La placenta y el CU constituyen el sistema de transporte de sustancias que transitan
entre la madre y el feto. Los nutrientes y el oxigeno necesarios para el desarrollo pasan a
través de la placenta desde la sangre materna a la fetal, mientras que las sustancias de
desecho y el diéxido de carbono lo hacen desde la sangre fetal a través de la placenta hasta

la sangre materna para poder ser eliminados por la circulacion materna.

La placenta es un Organo vascular Unico que recibe sangre tanto del sistema
circulatorio de la madre como del feto, se puede distinguir la circulacion materno-placentaria
(uteroplacentaria) y la feto-placentaria. Se caracteriza hemo-dinamicamente por poseer una
doble irrigacién. La circulacién materna le proporciona el flujo uteroplacentario mientras que

el feto, a través de la circulacion umbilical, es responsable del flujo feto-placentario. Este
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organo forma diminutas proyecciones pilosas (vellosidades), que se extienden hacia el interior
de la pared uterina (Figura 2). Una membrana fina en las vellosidades separa la sangre del
embrién de la sangre de la madre, que fluye por el espacio que rodea dichas vellosidades
(espacio intervelloso). Esta membrana, la barrera feto-placentaria, también evita que el
sistema inmunitario materno reaccione frente al embrién, ya que los anticuerpos producidos

en la madre, por su tamafio no atraviesan dicha membrana (Wang y Zhao, 2010).

Placenta
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Figura 2: Esquema que ilustra la anatomia de la placenta (A), y a mayor aumento (B) se indica la
regién donde ocurre el intercambio entre la sangre materna y la fetal. Modificado de Nucleus Medical
Media www.nucleusmedicalmedia.com.

La circulacion uteroplacentaria comienza con el flujo sanguineo materno que llega al
espacio “intervelloso”, donde se da el intercambio de oxigeno y nutrientes mientras la sangre
materna fluye alrededor de las vellosidades. El flujo sanguineo materno arterial lleva la sangre
desoxigenada al endometrio y luego por las venas uterinas, de vuelta hacia la circulacion
materna. En la circulaciébn feto-placentaria, las arterias umbilicales llevan sangre
desoxigenada y sin nutrientes desde el feto hacia las vellosidades de la placenta para
cargarse de oxigeno y nutrientes provenientes de la sangre materna. Luego del intercambio,
la vena umbilical lleva la sangre oxigenada y rica en nutrientes de vuelta hacia la circulacion

sistémica del feto (Wang y Zhao, 2010).

En suma, la vena umbilical se encarga de transportar sangre oxigenada, cargada de
nutrientes, desde la placenta hacia el feto y las arterias umbilicales se encargan de transportar
la sangre poco oxigenada que vuelve cargada de dioxido de carbono y otros productos de

desechos desde el feto hacia la placenta, o sea, en sentido contrario. La direccién de la
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distribucion sanguinea y la funcién de la vena y las arterias en el CU se contrapone con lo
gue sucede en la mayoria de los vasos sanguineos del organismo adulto, ya que las arterias

usualmente transportan sangre oxigenada, y las venas sangre poco oxigenada.

Dado que de estos vasos sanguineos depende la nutricion, oxigenacion y eliminacion
de deshechos del feto, podemos deducir que cualquier impedimento en el flujo sanguineo
dentro del CU puede tener consecuencias con diferentes grados de severidad para el feto.
Efectivamente, las alteraciones del CU se consideran la causa de alrededor del 35% de los
abortos espontaneos y los accidentes en el mismo causan el 28,8% de los casos de anoxia
intrauterina (Olaya-Contreras y cols., 2015). Al tratarse de una estructura tan relevante para
el desarrollo normal del feto existen mecanismos “de seguridad” fisiol6gicos involucrados en

la proteccion del CU.

La GW, es uno de los mecanismos de seguridad, ya que, como se mencioné es el
tejido conjuntivo rico en acido hialurénico y proteoglicanos que rodea los vasos umbilicales y
los protege de fuerzas externas. Su estructura primaria es una matriz sélida-elastica formada
por fibras de colageno que forma poros interconectados a través de los cuales los fluidos se
pueden mover cuando el tejido es comprimido, esta estructura primaria constituye sélo una
pequefia porcién de su volumen (Fawcett y Bloom, 1995). Existen poros mas grandes en la
GW gue rodean los vasos sanguineos, estos pueden servir como un espacio extra-vascular
gue facilita el movimiento de las paredes de los vasos durante el flujo sanguineo pulsatil
(Ferguson y Dodson, 2009). Otro de los mecanismos de proteccion es el liquido amnidtico,
este liquido amortigua al feto y al CU y previene la compresion directa, provocada por las
contracciones uterinas y los movimientos fetales. La torsién anatémica caracteristica de los
vasos umbilicales se cree que esta relacionada con el hecho de que esta forma lo hace mas
resistente al estiramiento y la compresion sin impedir el movimiento fetal libre (Degani y cols.,
1995).

El final de la circulacién feto-placentaria y del intercambio gaseoso a nivel del CU se
da cuando se realiza la maniobra de pinzamiento del cordén umbilical, en la sala de parto o
cesérea. Esta es una maniobra que se realiza en la tercera etapa del trabajo de parto, entre
el nacimiento y el alumbramiento, dando paso a un proceso fisiolégico de adaptacion
cardiopulmonar del recién nacido (RN). El momento en el que se realiza este pinzamiento es
clave, ya que condiciona directamente la redistribucion del flujo sanguineo placentario desde
la placenta al RN, con las implicancias que esto puede tener (Hutton y Hassan, 2007;
Sinavszki y cols., 2011). Si bien la determinacién del momento oportuno del pinzamiento del
CU ha suscitado controversias, cada vez hay mas evidencia de los beneficios a corto y largo
plazo de esperar la redistribucion del flujo sanguineo en los minutos finales de la funcion
placentaria (Sinavszki y cols., 2011).
11



2.1.1.2. Vasos sanguineos del CU

Los vasos sanguineos del CU presentan algunas diferencias destacables en su
anatomia y funcién respecto al resto de los vasos sanguineos del cuerpo. En general, la
mayoria de los vasos sanguineos consisten en 3 regiones histolégicamente diferentes. Cada
region se denomina “tunica”, anatbmicamente desde el lumen del vaso hacia afuera, se
llaman tdnica intima (endotelio), tunica media (musculo liso), y tlnica adventicia (Figura 3).
La tdnica intima, es usualmente la mas fina, consiste en una Unica capa de células
endoteliales sobre una membrana basal. La tunica media contiene predominantemente
células de musculo liso y fibras de elastina. Estas capas celulares tienden a estar mas
organizadas en arterias de mayor calibre. La Ultima capa, mas exterior, es la tdnica adventicia
gue estd compuesta por tejido conectivo fibro-elastico (Pugsley y Tabrizchi, 2000). En
aquellos vasos sanguineos que se encuentran inervados, los plexos nerviosos se observan

en esta capa (Figura 3).

En el caso de los vasos sanguineos umbilicales las arterias no tienen capa adventicia
(Davies y cols., 2017; Ferguson y Dodson, 2009). En cambio, la gelatina de Wharton es la
encargada de cumplir con las funciones de esta capa, incluyendo el soporte vascular y la
facilitacion de la contraccién/relajacién vascular. Por lo tanto, en el caso de estar inervados,
se espera encontrar fibras nerviosas en la region de la GW que rodea a los vasos umbilicales.
Se han descrito en esta regién de la GW células como “miofibroblastos” que actian como
capa adventicia, rodeando los vasos umbilicales (Takechiy cols., 1993). La estructura general
de los vasos también varia entre las arterias y las venas. Las arterias del cuerpo humano
usualmente constan de una capa elastica interna y externa, y la vena Unicamente de una
capa elastica externa (Fawcett y Bloom, 1995). Las arterias umbilicales generalmente tienen
varias capas de musculo liso por eso sus paredes son mas gruesas que la vena y no tienen
capa elastica interna y externa, por el contrario, la vena umbilical tiene una sola capa de

musculo liso y una capa eléstica interna (Ernst, 2011).

2.1.1.3. Mecanismos de regulacion del flujo sanguineo

La contraccion y dilatacion de los vasos sanguineos del organismo puede estar sujeta
a un control dual neural-endotelial repercutiendo en el flujo sanguineo. Las efectoras de dicho
control son las células del musculo liso vascular, que circunvalan a las células endoteliales, y
van a responder tanto a las sefiales vasoactivas liberadas de las células endoteliales como a
los neurotransmisores liberados por las fibras nerviosas perivasculares. Estas fibras
perivasculares son axones simpaticos, en ocasiones complementados con axones

sensoriales (y ocasionalmente parasimpaticos) (Figura 3) (Westcott y Segal, 2013).
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Figura 3: Representacion anatomica de las capas que forman a los vasos sanguineos del cuerpo
desde la mas interna (Endotelio) a la mas externa (Adventicia) y la ubicaciéon anatémica de los nervios
perivasculares simpaticos y sensoriales Ademas de los neurotransmisores clasicos tales como
noradrenalina (NA/NE) y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), la liberacion
concomitante de co-transmisores como neuropéptido-Y (NPY) y ATP, y péptidos neuromoduladores
puede influenciar la funciéon vascular. Y2= receptor de NPY; P2Y y P2X= receptores purinérgicos; az=
receptor adrenérgico; TRPA1 y TRPV1= receptores de potencial transitorio. Modificado de Wescott y
Segal 2013.

Las fibras simpaticas, pertenecen al Sistema Nervioso Autbnomo (SNA) y colaboran
en mantener el balance en las funciones de los 6rganos efectores (homeostasis). Los
neurotransmisores liberados de las varicosidades de los axones simpdaticos que inervan los
vasos sanguineos, pueden regular el tono vascular. Tipicamente, la activacion de las fibras
perivasculares simpéticas causa vasoconstriccion mientras, que la activacion de las fibras
sensoriales o parasimpaticas causa vasodilatacion (Westcott y Segal, 2013). Por lo tanto, la
noradrenalina (NA), el adenosin trifosfato (ATP) y el neuropéptido Y (NPY) funcionan
generalmente como vasoconstrictores, mientras que, la acetilcolina (ACh), liberada por fibras
parasimpaticas y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) liberado por
axones sensoriales pueden mediar la vasodilatacion (Sheng y Zhu, 2018). Ademas de los
neurotransmisores clasicos tales como NA y CGRP, la liberacidn concomitante de co-
transmisores y sustancias neuromoduladoras puede influenciar la funcion vascular (Figura 3)
(Burnstock y Ralevic, 1994). La actividad nerviosa simpatica perivascular regula la presion
sanguinea, alterando la resistencia vascular periférica, regulando la homeostasis
cardiovascular. Generalmente, las arterias de mayor calibre y las arteriolas precapilares estan

inervadas, mientras que los capilares, las vénulas y las venas, estan escasamente inervadas.
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Ademas del control neural de la vasodilatacion y la vasoconstriccidn, existen otras
sustancias vasoactivas derivadas de las células del endotelio, como el 6xido nitrico (ON), un
clasico vasodilatador y la endotelina, que es vasoconstrictora, que pueden cumplir un rol
importante en el control vasomotor en condiciones fisiolégicas (Sheng y Zhu, 2018; Westcott
y Segal, 2013).

2.1.1.4. Inervacion del CU

En la actualidad persiste la interrogante de si los vasos sanguineos del CU humano
estan inervados o no, dado que existen evidencias controversiales al respecto. La evidencia
MAs reciente es escasa y no se ha llegado a un conceso ya que, algunos estudios reportan
inervacion de los vasos umbilicales (Marzioni y cols., 2004; Sato, 1998) y otros demuestran
y/o asumen que no estan inervados y que la modulacién del tono vascular en el cordén

umbilical no esta sujeta a un control neural (Lorigo y cols., 2018).

A fines de los afios 60s se reporto la existencia de fibras nerviosas perivasculares en
el cordén umbilical (Fox y Jacobson, 1969; Jacobson y Chapler, 1967). Especificamente
mediante estudios histoquimicos se identificaron fibras nerviosas noradrenérgicas vy
colinérgicas (Ellison, 1971). Sin embargo, existen reportes de la época que no confirmaron
estos hallazgos (Reilly y Russell, 1977; Walker y McLean, 1971). En los afios 90 S. B. Fox y
Khong (1990) negaron la presencia de inervacion en el CU en la regién cercana a la insercion
en la placenta y en la region medial del cordén (Fox y Khong, 1990). En oposicion a esto, en
1998 N. Sato reporta presencia de fibras nerviosas inmunorreactivas para CGRP y NPY en
la region cercana al feto (proximal) del cordén umbilical. En esta region también describio
fibras inmunorreactivas para tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante de la sintesis de
noradrenalina que sirve como marcador de fibras simpaticas. En particular, este autor
describe la presencia de dichas fibras nerviosas, en aposicion a la tinica media de las arterias
umbilicales, y en los margenes de la gelatina de Wharton, sugiriendo una regulaciéon neural
del flujo sanguineo en la arteria umbilical (Sato, 1998). Reportes mas recientes confirman la
presencia de fibras nerviosas en el lado fetal del CU (proximal) y la ausencia en la region mas

cercana a la placenta (distal) y en la placenta (Marzioni y cols., 2004).

Existen numerosos reportes en la actualidad, que niegan la existencia de un control
neural de la contractilidad de los vasos sanguineos umbilicales, en los que se proponen
mecanismos alternativos de regulacion del flujo sanguineo (Chakraborty y cols., 2021; Lorigo
y cols., 2018). Estos mecanismos estarian enfocados en el control endotelial del tono del
musculo liso en las paredes de los vasos umbilicales. Proponen que el tono vascular estaria

regulado por sustancias vasoactivas producidas por las células endoteliales y asimismo
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podria estar influenciado por sustancias producidas por las células endoteliales vecinas, de
forma paracrina (Benirschke y cols.,, 2012). Han sido examinadas como moléculas
vasoactivas que podrian estar involucradas en la regulacion del tono vascular la Orfanina,
Serotonina, Angiotensina Il, Oxitocina, Péptido Natriurético Auricular y ON (Mauro y cols.,
2011). Ademas se han reportado a las siguientes sustancias vasoactivas, como moduladoras
de la contraccion de la arteria umbilical: Histamina, tromboxano, bradicinina, endotelina-1,

prostaglandina-F2a y KCI (Lorigo y cols., 2018).

Ademas de la necesidad de esclarecer los mecanismos de modulacion del tono
vascular en los vasos umbilicales en gestaciones saludables, es importante conocer de qué
forma estos mecanismos se pueden alterar. Algunas patologias gestacionales o la exposicién
a drogas de abuso podrian influenciar en la circulacion a través del CU. Por ejemplo, existen
sustancias que pueden alterar la circulacién sanguinea y que logran atravesar la placenta
(Ellis y cols., 1993; Ganapathy, 2011). En este contexto, el efecto de la exposicion prenatal a
drogas de abuso en la circulacion a través del CU durante el embarazo aun no habia sido
estudiado.

2.1.2. Consumo de drogas de abuso en el embarazo: cocaina

El consumo de drogas de abuso se encuentra en permanente aumento y supone un
problema de salud publica a nivel mundial (UNODC — World Drug Report 2023). Los estudios
de prevalencia de consumo en la regibn muestran un aumento especialmente entre
adolescentes y mujeres en edad reproductiva, lo que conlleva un riesgo adicional por los

posibles efectos que puedan tener el consumo en la descendencia (Risso y cols., 2023).

El uso de estimulantes durante el embarazo como cocaina, metanfetaminas, éxtasis
o estimulantes prescriptos es cada vez mas frecuente y aumenta los riesgos de efectos
adversos perinatales, neonatales, y en la primera infancia (Smid y cols., 2019). El impacto en
el desarrollo de nifios expuestos a drogas de abuso durante su gestacion representa una
preocupacion a nivel mundial (Behnke y Smith, 2013; Larson y cols., 2019; Singer y cols.,
2018; Wouldes y Lester, 2019). La exposicion prenatal a drogas ha sido asociada a
complicaciones severas perinatales, desde aborto espontdneo, muerte fetal, ruptura
prematura de membranas, asfixia, accidente cerebrovascular y sindrome de muerte subita
del lactante (Behnke y Smith, 2013). También se ha asociado con el sindrome de abstinencia
neonatal, el 30% de los RN expuestos a cocaina en su vida intrauterina presentan sindrome
de abstinencia (Moraes y cols., 2010). Por estos motivos, los RN expuestos a drogas de abuso
durante el embarazo tienen un mayor riesgo de ingreso a unidades de cuidados neonatales

intermedios e intensivos, con los costos que eso conlleva (Roca y cols., 2021).
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Se han realizado varios estudios tanto nacionales como internacionales enfocados en
estudiar los efectos del consumo de drogas de abuso en el embarazo en torno al impacto
neonatal (Behnke y Smith, 2013; Moraes y cols. 2010; Ortigosa y cols., 2012; Wouldes y
Lester, 2019). Sin embargo, existe consenso en la literatura sobre la escasez de conocimiento
acerca de los mecanismos implicados en el impacto que tiene el consumo de drogas de abuso
en el embarazo sobre los nifios expuestos a dichas sustancias, en particular sobre el sistema
nervioso, y a nivel celular y molecular. Ademas, preocupan los riesgos que el consumo pueda
tener a largo plazo, en la primera infancia de nifios expuestos a drogas in Gtero. Actualmente,
se han comenzado a identificar factores de riesgo vinculados al consumo materno de drogas
de abuso en el embarazo que se manifiestan posteriormente al periodo neonatal, en la
primera infancia. Estos pueden significar consecuencias neurocognitivas adversas,
alteraciones en el desarrollo del nifio y vulnerabilidad a desarrollar desérdenes en el uso de

sustancias tempranamente en la adolescencia. (Singer y cols., 2018).

Segun el “World Drug Report 2023” (UNODC, 2023), la cocaina es la droga
psicoestimulante mas utilizada en un alto porcentaje de paises globalmente, especialmente

en América, Europa y Africa (Figura 4).
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Figura 4: Representacion de las drogas estimulantes méas utilizadas en cada pais segun reporte de
UNODC 2021. La cocaina es la droga estimulante mas usada en las Américas, en términos de nimero
de usarios. Modificado de UNODC (United Nations Office on Drugs and Crime), respuestas al
cuestionario del reporte anual World Drug Report 2023.

Si observamos la prevalencia anual de consumo en Sudamérica, Uruguay es de los
paises con valores de prevalencia mas altos, antecedido Unicamente por Brasil segin datos

recientes (Figura 5). Ademas, la cocaina y sus derivados son la principal droga utilizada por
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aquellas personas que solicitaron atencién por el uso problemético de drogas de abuso en
nuestro pais (UNODC, 2023); este hecho constituye un indicador relacionado con el dafio

asociado a este tipo de droga.
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Figura 5: Prevalencia del uso de cocaina y sus derivados en Sudamérica, por pais, del tltimo afio que
hay datos. Modificado de UNODC (United Nations Office on Drugs and Crime), respuestas al
cuestionario del reporte anual World Drug Report 2023.

El uso de cocaina supone un riesgo para toda la poblacién, aunque el consumo es
mayor en hombres que en mujeres, ha sido ampliamente documentado que las mujeres en
edad reproductiva son especialmente vulnerables a desarrollar uso problematico de esta
droga (Cook y cols., 2017). El consumo de cocaina en mujeres presenta ciertas
caracteristicas distintivas con relacién al consumo en varones. Las mujeres generalmente
muestran una transicion mas rapida desde el consumo ocasional al consumo problematico y
se reportan tasas mas altas de reincidencia en el consumo, comparada con los varones
(Bobzean y cols., 2014). Adicionalmente, el uso en esta poblaciébn aumenta el riesgo de
continuar su consumo durante el embarazo (Orndorff y cols., 2023) lo que expone a la mujer
y al feto en desarrollo a un riesgo mayor en la predisposicion a resultados perinatales

adversos.

La cocaina en sus diferentes formas (clorhidrato, pasta base o crack) se conoce en
relacion a su alto poder reforzador y adictivo (Hatsukami y Fitschman, 1996). Su sitio de
accion principal es el sistema nervioso central (SNC) y su mecanismo de accién involucra el
bloqueo de la proteina transportadora encargada de la recaptacion presinaptica de los
neurotransmisores monoaminérgicos, tales como, dopamina, NA y serotonina tanto a nivel
del SNC como del sistema nervioso periférico (SNP), generando un aumento en la
transmisién neuroquimica de las monoaminas (MacMillan, 1959; Pierce y Kumaresan, 2006).

A nivel del SNP actia mediante su accién simpaticomimética indirecta, aumentando los
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niveles de NA de aferentes simpaticos, produciendo un efecto psicomotor estimulante, dado

por un aumento en la alerta y en la actividad locomotora (Koob y Volkow, 2016).

Durante el embarazo se incrementa de forma considerable la circulacion uterina
favoreciendo el adecuado crecimiento fetal. Algunas patologias (ej. preeclampsia) o el
consumo de drogas de abuso como la cocaina en forma crénica, implican mecanismos de
vasoconstriccion (Ortigosa y cols., 2012). La vasoconstriccion inducida por cocaina en
mujeres embarazadas puede provocar hipertension materna, lo que se ha asociado entre
otros factores, con el desprendimiento prematuro de la placenta y placenta previa (Ellis y
cols., 1993; Fan y cols., 2024). Por su accién simpaticomimética, una vez consumida, la
cocaina aumenta los niveles circulantes de NA y a su vez de la transmisién NAérgica,
gue produce vasoconstriccion generalizada por afectar directa o indirectamente los vasos
sanguineos maternos y fetales (Smid y cols., 2019). La cocaina por su bajo peso molecular,
ionizacion a pH fisiologico, y su alta solubilidad, atraviesa la barrera hemato-encefélica
maternay la placenta mediante difusién simple (Schenker y cols., 1993). Los efectos sobre el
desarrollo fetal se podrian dar de forma indirecta, a través de trastornos vasculares maternos
como la vasoconstriccion de arterias uterinas o de forma directa sobre el desarrollo del
cerebro fetal por la difusion a través de la placenta (Ellis y cols., 1993). Actualmente, se
desconoce si la cocaina puede provocar vasoconstriccién de los vasos sanguineos del CU
potenciando la actividad de la inervacion simpatica vascular. Un predominio en el tono
vasoconstrictor de los vasos umbilicales podria reducir el diametro de los vasos, y en
consecuencia el flujo sanguineo feto-placentario, afectando asi el correcto desarrollo

fetal.

Estudios en recién nacidos de madres consumidoras de cocaina permitieron la
identificacion de indicadores claves en el RN que podrian tener una fuerte asociacion
con el consumo, por ejemplo: la restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU), una menor
talla y perimetro cefalico, el bajo peso al nacer (BPN < 2500 g) (Gouin y cols., 2011; Smid y
cols., 2019), los nifios pequefios para la edad gestacional (PEG) y los partos pretérminos (PT)
(Moraes y cols., 2010, 2015, 2020; Smid y cols., 2019). El peso y la edad gestacional al
momento del parto son importantes determinantes de la salud perinatal, neonatal, infantil y
adulta (Sola, 2011).

A pesar de que se ha avanzado en el conocimiento de algunos de los riesgos y
perjuicios en el recién nacido de la exposicion in Utero a cocaina, todavia restan esclarecer
los mecanismos mediante los cuales se producen estos efectos. En este contexto,
proponemos que un aumento de la inervacién simpética de los vasos sanguineos del

CU podria ser uno de esos mecanismos.
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Ademas, de existir cambios en la inervacion del CU, provocados por cocaina, también
deberian existir mecanismos que regulen este proceso, es decir el crecimiento o la repulsiéon
de estos axones hacia los vasos umbilicales (efector). Diversos mecanismos moleculares
modulan la inervacion de los efectores. Entre ellos, la expresién de moléculas de

guiado axonal como las semaforinas podrian ser estudiadas en este contexto.

2.1.3. Semaforinas: moléculas de guiado axonal

Durante el desarrollo embrionario y postnatal, los axones deben crecer para inervar
sus tejidos efectores, para lograr su correcta trayectoria son instruidos por sefales
fisicoquimicas del entorno. Este proceso es mediado en parte, por gradientes de sefales
moleculares que actlan por contacto o a distancia, y que pueden resultar atractivas o
repulsivas, promoviendo o inhibiendo el crecimiento, respectivamente (Tessier-Lavigne y
Goodman, 1996) (Figura 6). Las sefales de guiado axonal incluyen: factores de crecimiento,
moléculas de la matriz extracelular, y sefiales “clasicas” que son las netrinas, slits,

semaforinas y efrinas (Young y cols., 2004).

Las semaforinas son una de las principales familias de proteinas inhibitorias o
repulsivas de los axones, altamente conservadas a lo largo de la evolucion (Kolodkin y cols.,
1993; Luo y cols., 1993; Pasterkamp, 2012). En general, repelen a los axones de territorios

inapropiados y asi, contribuyen al guiado y la correcta inervacion de los efectores (Figura 6).

Son reguladores claves del desarrollo del sistema nervioso. Participan en la formacion
de estructuras importantes del SNC tales como la corteza cerebral, el hipocampo, el bulbo
olfatorio, el sistema visual, cerebelo y médula espinal; asi como en el correcto cableado de
los nervios periféricos. Ademas del guiado axonal, participan en otras funciones relacionadas
con la formacién de conexiones neuronales precisas, por ejemplo, la especificacion de las

dendritas, y la especificidad de la sinapsis (Roth y cols., 2009).
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Figura 6: Representacion de mecanismos de guiado axonal. Existen moléculas que ejercen sus
sefiales por contacto y otras que actlan a distancia.Ademas, pueden ser tanto positivas (+) como
negativas (-). Se destaca las semaforinas como sefial neuro-repulsiva que actla tanto por contacto
como a distancia. Modificado de Tessier-Lavigne 1996.

Las semaforinas son una gran familia de glicoproteinas que pueden existir de forma
transmembrana o secretada, y que actdan por contacto/localmente o a distancia,
respectivamente. Se han identificado 27 semaforinas que pueden categorizarse en 8 clases
segun la similitud en su estructura y secuencia de aminoéacidos (Figura 7). Las semaforinas
secretadas son las de las clases 2, 3 y las virales (Sema2s, Sema3s y SemaV
respectivamente), las transmembranas pertenecen a las clases 1, 4, 5y 6 (Semals, Sema4s,
Semabs y Semaé6s), ademas las de la clase 7 (Sema7A) se localizan ancladas a membranas
(Figura 7). Como se mencioné previamente, estas proteinas son conservadas y se pueden
hallar tanto en invertebrados como en vertebrados, asi como en algunos virus. Las Sema-1la.
Sema-2a, y Sema-5c, se encuentran en invertebrados, mientras que SemaV se encuentra en
algunos virus ADN (Figura 7). El resto de las semaforinas se encuentran en vertebrados,

incluyendo a los humanos (Pasterkamp, 2012).
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Figura 7: Clasificacién de las 27 semaforinas descriptas. Categorizadas en 8 clases (SEMAL1-
SEMA7 y SEMAV), en sus formas secretadas, transmembrana o ancladas. Algunas clases pertenecen

a los invertebrados, otras a los vertebrados e incluso se han identificado en los genomas de virus ADN.
Modificado de Pasterkamp 2012

Extracelular

Ademas del guiado y crecimiento axonal, las semaforinas cumplen otros roles
importantes. En particular, las células vasculares (endoteliales/musculares) expresan
semaforinas que afectan la vasculogénesis y angiogénesis (formacion y remodelacion
vascular) (Kolodkin y Tessier-Lavigne, 2011). Asimismo, las Sema3s producidas por los vasos

sanguineos inhiben el crecimiento de axones simpaticos (Damon, 2006).

Las semaforinas ejercen su efecto neuro-repulsivo en axones que expresan
receptores especificos denominados plexinas y neuropilinas. En las neuronas, la mayoria de
las semaforinas sefalizan a través de plexinas. En los vertebrados, las Sema3s ademas
requieren de neuropilinas de tipo 1 0 2 (NRP1 o NRP2) (Pasterkamp, 2012). Las Neuropilinas
son un tipo de proteina transmembrana de tipo | que estan altamente conservadas en los
vertebrados y se expresan en diversos tipos neuronales. Fueron identificadas originalmente
como moléculas de adhesién en el sistema nervioso (Fujisawa, 2004). NRP1 luego fue
redescubierta, como receptor de unién de Sema3A en neuronas (Kolodkin y cols., 1997) y
luego en los vasos sanguineos como co-receptor del factor del endotelio vascular (VEGF)
(Erskine y cols., 2017). Ambos ligandos de NRP1, Sema3A y VEGF se contindan expresando
en la adultez (Brauer y Richeri, 2013; Mann y cols., 2007; Vo y cols., 2013) y se les ha

asociado un rol importante en la plasticidad neuronal.

Sema3A y Sema3F particularmente, han sido reportadas como repelentes de axones
periféricos, que contribuyen al correcto cableado del SNP (Brauer y Richeri, 2013; Roth y
cols., 2009). De nuestro interés, la expresion de Sema3A también ha sido demostrada en el
miometrio humano al término de la gestacién, asi como en la placenta y en el CU del recién
nacido (Marzioni y cols., 2004). Ademas, estos autores demostraron que las fibras nerviosas
gue inervan estos tejidos expresan Neuropilinas, particularmente la isoforma del tipo 1,

Neuropilina-1 y Plexina-Al que son las proteinas de superficie que forman un complejo
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receptor para Sema3A. Esto fue estudiado en cordones de recién nacidos sanos sin ninguna

patologia gestacional o pregestacional materna (Marzioni y cols., 2004).

Hasta el momento, no se habia asociado la expresion de semaforinas u otras
moléculas de guiado axonal con, la inervacién de los vasos del CU en el contexto de consumo

de drogas de abuso durante el embarazo.

2.2. Antecedentes especificos

Resultados previos del laboratorio sugieren la existencia de una inervacion
aumentada en los vasos sanguineos del CU de RN de madres que consumieron cocaina
durante la gestacion, en relacion a la poblacion de RN control (Viettro y Richeri, 2019). Estos
estudios ademas, evidenciaron la existencia de nervios simpaticos asociados al CU. Si bien
estos resultados fueron el punto de partida de la presente tesis, era necesario completar el
muestreo y profundizar en el andlisis de las muestras. Ademas, aun quedaba por investigar
si existia una relacion directa entre las variables clinicas antropométricas del recién

nacido y los cambios en lainervacién de los vasos umbilicales.

Los cambios en la inervacion de los vasos sanguineos implican procesos de
plasticidad neural. Entre los mecanismos subyacentes, las semaforinas toman relevancia
dado que, por definicion, son moléculas de guiado axonal que median dichos procesos
(Brauer y Richeri, 2013). En trabajos recientes del grupo, se ha estudiado en un modelo in
Vivo en rata el papel de las semaforinas especificamente en los procesos de plasticidad de la
inervacion simpatica uterina, donde se determind la importancia del papel de las semaforinas
en los cambios de densidad de inervacién de los axones simpaticos intrauterinos. En estos
trabajos, se identificaron en el Gtero dos miembros de semaforinas secretadas del grupo 3, la
Sema3A y Sema3F; y se determind que su expresion era inducida por el estradiol (E2)
(Richeri y cols., 2011, 2020). Ademas, se demostrd en los nervios simpaticos intrauterinos,
gue la expresion de los receptores de union de estas semaforinas, del tipo Neuropilinas,
también era inducida por E2 (Richeri y cols., 2011, 2020) indicando que los cambios en la
inervacién simpatica uterina en respuesta a los niveles de estradiol estaban modulados por

este tipo de semaforinas.

La exposicion repetida a drogas de abuso induce cambios duraderos en el cableado
de los circuitos neurales, los que podrian estar mediados por la expresién de moléculas de
guiado axonal. Existen evidencias que muestran que la cocaina, efectivamente regula la
expresion de un conjunto de moléculas de guiado axonal en varias regiones del cerebro (Bahi

y Dreyer, 2005). De interés para la presente tesis, algunas de ellas son las semaforinas y
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neuropilinas. Particularmente, estos cambios se observaron en la region del nucleo
accumbens, un nucleo clave del sistema de recompensa y en el efecto reforzador de las
drogas de abuso, asi como en el caudado-putamen. En el ndcleo accumbens se encontré
una disminucioén en la expresion de Sema3A, Sema3E, Sema3F, Semad4G, SemabB, y
Sema7A en respuesta a cocaina; en cambio los receptores para semaforinas solubles,
Neuropilina-1y 2, fueron inducidos (Bahi y Dreyer, 2005).

La expresion de Sema3A también fue demostrada en corddén umbilical humano de
gestaciones saludables y se propone como mecanismo regulador de la restriccion en la
inervacion (Marzioni y cols., 2004). En este contexto, y dado que Sema3A se asocia con
mecanismos de neuro-repulsion, se espera encontrar una menor expresion de esta molécula
en los vasos umbilicales expuestos a cocaina, asociado a una mayor inervacion vascular por

exposicion a esta droga de abuso.

De acuerdo con los antecedentes generales y especificos mencionados, hasta
nuestro conocimiento ningln trabajo habia examinado hasta ahora el perfil de
inervacion de los vasos sanguineos del CU de los RN de madres consumidoras de
cocaina durante la gestacion, ni los mecanismos celulares y moleculares subyacentes

alos cambios de inervacion.
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO:

El consumo de cocaina durante el embarazo induce un aumento en la inervacién
simpatica de los vasos sanguineos del CU, asociado a las manifestaciones clinicas que se
observan en los RN de madres consumidoras de cocaina. Proponemos que la accion
vasoconstrictora de cocaina en los vasos del CU reduce el diametro de los vasos umbilicales,
compromete el flujo sanguineo materno-fetal y explica, en parte, las repercusiones clinicas
reportadas. Planteamos ademds, que la regulacion de la expresion de Sema3A, una
glicoproteina neuro-repulsiva subyace a los cambios de inervacion en respuesta a la

exposicion prenatal a cocaina.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Esta tesis es un trabajo basico-clinico cuyo objetivo general es estudiar la inervacion
de los vasos sanguineos del CU de RN de madres consumidoras de cocaina como variable
biol6gica para explicar las manifestaciones clinicas de los RN, asi como identificar un

mecanismo molecular subyacente a cambios en la inervacion.
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4.2. Objetivos especificos

4.2.1. Determinar el patrén, la densidad de inervacion y el didmetro de los vasos sanguineos
del CU de RN de MCC vy del grupo control.

1. Evaluacion del patron de inervacion a lo largo del CU: deteccion de fibras
nerviosas en cortes de las distintas regiones del CU (proximal, medial y distal)
mediante inmunofluorescencia (IF), utilizando anticuerpos dirigidos contra un
marcador general de fibras nerviosas (anti-PGP) y un marcador de fibras
simpaticas (anti-TH).

2. Evaluacion de la densidad de inervacion vascular: cuantificacion del area
nerviosa inmunorreactiva para PGP y TH en arterias y vena umbilical.

3. Medicion del diametro de arterias y vena umbilical, en cortes histolégicos de
CuU.

4.2.2. Analizar los datos clinicos maternos y del RN. Determinar si el perfil de inervacion de
los vasos sanguineos del CU se relaciona con las variables antropométricas del RN.

1. Analisis de las historias clinicas maternas.

2. Analisis de la Informacion clinica perinatal del RN donante de CU, obtenida del
SIP.

3. Analisis comparativo entre la inervacién de los vasos del CU y las variables

antropométricas del RN.

4.2.3. Evaluar la expresion vascular de Sema3A mediante IF, como mecanismo molecular
subyacente a cambios en la inervacién de los vasos sanguineos del CU, asociados a

cocaina.

1. Andlisis de la co-marcacion de Sema3Ay TH en los vasos sanguineos del CU.
2. Cuantificacion de los niveles de fluorescencia de Sema3A en las paredes de
los vasos sanguineos en cortes de CU, inmunomarcados con un anticuerpo

anti-Semas3A.
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5. MATERIALES Y METODOS

Disefio de investigacion:

5.1. Obtencién de cordones umbilicales y poblaciones de estudio

Para los experimentos, se utilizaron muestras de cordones umbilicales humanos,
colectados de recién nacidos de madres ingresadas en el Hospital de Clinicas “Dr. Manuel
Quintela” (HC). Las madres donantes, dieron su consentimiento informado para donar el CU
de sus RN y para permitir el acceso a su historia clinica y a la de su RN. Para este propdsito
se trabajé en conjunto y en colaboracién con los Departamentos de Neonatologia y con la

Clinica Ginecotolégica “B” del Hospital (https://www.ginecotocologicab.hc.edu.uy/). Los

procedimientos para la obtencién y procesamiento de muestras, asi como el consentimiento
informado (versién N°6/30-10-18) contaron con la aprobacion del Instituto Nacional de
Donacion y Trasplante de Células, Tejidos y Organos (INDT; Ministerio de Salud Publica, piso
4 Hospital de Clinicas) y con el aval de la comision de Bioética Humana del IIBCE, en el marco
del proyecto de investigacién FVF2017/203. El procedimiento de obtencién de las muestras
de cordones umbilicales fue realizado teniendo en cuenta las recomendaciones éticas y de

bioseguridad recomendadas. Los resultados obtenidos se difundiran de forma anénima.
Las poblaciones de estudio y las muestras de CU se clasificaron en:

1) Grupo CONTROL (N=6); CU provenientes de RN de madres que no consumieron drogas
de abuso durante el embarazo, sin patologias pregestacionales ni gestacionales, con
embarazos bien controlados y paraclinica infectolégica negativa (HIV-VDRL-HepB-

Toxoplasmosis).

2) Grupo COCAINA (N=9); CU provenientes de RN con exposicion in-utero a cocaina
determinado por autodeclaracion de consumo en la entrevista con la paciente. En 3 casos
ademas se realiz6 la medicion de cocaina en orina segun el método de la alcohol-

deshidrogenasa, con resultados positivos.

Los criterios de exclusion definidos en este estudio fueron: madres con preeclampsia

0 con diabetes gestacional.

Los CU se obtuvieron luego del parto por via vaginal o cesarea, en el block de partos
o en el block quirdrgico respectivamente. Los encargados de tomar las muestras fueron los
neonatdlogos asociados al proyecto, la Dra. Lorena Viettro y el Dr. Cristian Gonzéalez. Una

vez que el recién nacido estaba estable, luego del pinzamiento del CU, y de tomar todas las
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muestras pertinentes a la pesquisa neonatal inicial se cort6 el cordon umbilical (del lado méas
cercano al bebé a 1 cm de la pinza, y luego del alumbramiento se corté a aproximadamente
1 cm de la placenta). Para poder tener muestras representativas de todo el largo del cordén,
el muestreo se realizé siguiendo el criterio de N. Sato (Sato, 1998). Para ello se tomé el CU
en su totalidad y se generaron muestras de tres regiones de 6 cm aproximadamente cada
una: una proximal al recién nacido, cercana a la pinza (P); otra en la region media (M); y la
Gltima distal al RN, cercana a la placenta (D) (Figura 8). Es decir que de cada CU colectado

se obtuvieron 3 muestras correspondientes a las 3 regiones.

Figura 8: Criterio de muestreo del cordén umbilical. Para cada corddn se obtuvieron muestras de
3 regiones, un fragmento de la regién proximal al recién nacido (P, proximal) otro fragmento de la regién
medial (M, medial) y un tercer fragmento de la region més distal al recién nacido o cercano a la placenta
(D, distal). Esquema modificado de (Sato, 1998).

5.2. Procesamiento de las muestras de CU

Las muestras de cada cordén umbilical colectado fueron inmediatamente fijadas por
inmersion en paraformaldehido fresco (P6148; Sigma-Aldrich, EE. UU.) al 4% (PFA 4%) en
solucion salina de tampoén de fosfato, (PBS: NaCl; KCl; KH2PO4; Na;HPO,) a pH fisiol6gico
(7,2-7,4). Las muestras fueron fijadas en el HC y luego se transportaron al instituto (IIBCE)
en conservadoras de frio (2-8°C). Una vez en el instituto, y al cabo de 14-16 hs de fijacion en
PFA 4%, a 4°C, cada muestra se lavo con PBS y se seccion6 en fragmentos de 1,5 - 2 cm de

largo, considerando el orden en su posicién original (Figura 9).

Los fragmentos fueron crio-protegidos para evitar que se formen cristales de hielo
durante la congelaciéon que pudieran dafar las células del tejido de interés. Esto se realiz
sumergiendo el tejido fijado en una solucion de sacarosa 12% en PBS durante toda la noche
a 4°C. Finalmente, los fragmentos crio-protegidos fueron incluidos en Cryoplast (Glicerina 60-
80% + polietilenglicol 20-40%; 120405 Biopack, Argentina), para formar los bloques (3-6
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bloques por region: P, My D). Los bloques de tejido se congelaron a -20°C y posteriormente

se almacenaron a -80°C hasta el momento de su utilizacion (Figura 9).

Coleccion de
muestras —

al lIBCE

A S
i b S N
7 T
PFA 4%

Figura 9: Representacion ilustrativa del procesamiento de las muestras de CU. Comienza en el
Hospital de Clinicas Dr. Manuel Quintela (HC) y culmina en el Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable (IIBCE). La figura fue realizada utilizando ilustraciones facilitadas por el programa
BioRender (https://www.biorender.com/).

Para los distintos experimentos los bloques de CU fueron cortados en criostato (Leica,
Alemania) a -22°C, para obtener cortes transversales de 12 um de espesor (Figura 9). Por
region (proximal, medial, distal), se obtuvieron 8 cortes, 2 por portaobjeto espaciados 120 um
entre si y entre los pares de portaobjetos, se descartan 20 cortes (240 um) de tejido para
lograr un analisis mas representativo de la muestra. Los cortes se recogieron de forma
pareada en portaobjetos gelatinizados, el uso de la gelatina es fundamental para mejorar la
adhesion al vidrio, ya que neutraliza la carga negativa del vidrio que de otras formas repele
el tejido que también tiene carga negativa. Dos de los cuatro portaobjetos fueron destinados
para la técnica de inmunofluorescencia para evaluar la presencia de fibras nerviosas y sus
pares, que contenian cortes adyacentes, fueron destinados a histologias para la evaluacion

morfologica de los vasos sanguineos umbilicales.

5.2.1. Inmunofluorescencia (IF) para deteccion de fibras nerviosas en el CU

Se evalud la inervacion en las tres regiones del cordon umbilical proximal-medial-distal
(Figura 8), mediante técnicas de inmunodeteccion in situ en cortes de CU. Se emplearon
métodos de IF indirecta, utilizando anticuerpos primarios comerciales dirigidos contra un
marcador general de fibras nerviosas que marca una proteina citoplasmatica en neuronas.
Se trata de un anticuerpo policlonal generado en conejo dirigido contra el Protein Gene
Product humano (PGP 9.5; ab10404 Abcam). Ya que el eje de nuestros estudios estuvo

centrado en la poblacién de fibras nerviosas simpéticas, ademas se utilizd un anticuerpo
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monoclonal producido en ratdn y dirigido contra la Tirosina Hidroxilasa (TH; MAB318 Merck)
como marcador de fibras simpéticas. La TH es la enzima limitante de la sintesis de NA, el
principal neurotransmisor liberado por este tipo neuronal. Se utilizaron protocolos de co-
marcacion en los que los preparados fueron incubados con ambos anticuerpos primarios en

simultaneo.

La co-marcacién nos permite identificar a las fibras simpaticas y ademas detectar si
existe otro tipo de fibras nerviosas no simpéaticas. La incubacién con los anticuerpos anti-PGP
9.5 (dilucién final 1:2000) y anti-TH (dilucién 1:1000) se realiz6 durante la noche a temperatura
ambiente y en cAmara hiumeda, para evitar la deshidratacion de los cortes. El diluyente de los
anticuerpos primarios contiene suero normal de cabra (5%, Gibco) y DL-lisina (0,05%, Sigma-
Aldrich) como bloqueantes para evitar uniones inespecificas de los anticuerpos secundarios,
y Triton X-100 (0,2%, Sigma-Aldrich) como surfactante para favorecer la permeabilidad de las
membranas. Luego de la incubacién los cortes se lavaron con PBS (3 x 15min) y se incubaron
con los anticuerpos secundarios correspondientes, conjugados a fluoréforos. Para unirse al
anticuerpo anti-PGP 9.5 se utilizé un anticuerpo secundario producido en cabra y dirigido
contra 1gG de conejo (Goat anti Rabbit - GAR) conjugado a Alexa-Fluor 488 (GAR-488;
A11008 Invitrogen) dilucion final 1:400. Para el anticuerpo anti-TH se utiliz6 otro anticuerpo
secundario dirigido contra IgG de raton también producido en cabra, (Goat anti Mouse - GAM)
conjugado a Alexa-Fluor 555, (GAM-555; A32727 Invitrogen) dilucion final 1:1000. Para la
dilucién de los Ac. secundarios se utiliza el mismo diluyente que para los anticuerpos
primarios, sin el agregado del suero normal de cabra. Los preparados se incubaron con los 2
anticuerpos secundarios en simultaneo durante 90 min, a temperatura ambiente en camara
hameda y en condiciones de oscuridad. Al finalizar, los cortes se lavaron en PBS (3 x 15 min),
se secaron a temperatura ambiente y se cubrieron con un cubreobjeto, utilizando medio de
montaje (Citifluor AF1; Electron Microscopy Science, UK). Los preparados finalizados se
almacenaron a -20°C hasta el momento de la adquisicion de imagenes mediante microscopia

de fluorescencia.

Microscopiay analisis de imagenes — Inervacion.

El patrén y la densidad de inervacién de los CU se analiz6 por microscopia de
fluorescencia empleando un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse 800 equipado con
los espejos dicroicos apropiados (filtro B-2E; EX 450-490; BA 520- 560 y G-2B. Nikon, Japon),
la cAmara digital CoolSNAP-Pro Monochrome y el programa de adquisicion de imagenes
Image Pro Plus, (MediaCybernetics, EEUU).
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Se siguieron los criterios de muestreo y adquisicion de imagenes establecidos
previamente (tesina Lic. Sofia Stanley, 2021). Se obtuvieron imégenes de la region
perivascular del CU como se muestra en la figura 10, rodeando las paredes de las arterias
(A) y de lavena (B). En cada caso se obtuvo la primera imagen y las consiguientes en sentido

horario cuidando el no solapamiento entre las mismas.

° E Tunica Media

'
Lumen Y1

¥ 'A.v‘l A

L
H Endotelio ! '

Arterias QL ////

Vena

Fibroblastos

Figura 10: Representacion de la region peri-vascular en donde se adquirieron las imagenes del
CU. Se muestra un corte transversal del CU y se esquematiza la regiéon de adquisicion de imagenes
peri-arteriales (A) y alrededor de la vena (B). A la derecha, aumentado se observa la estructura de la
pared vascular de los vasos umbilicales. La figura fue realizada utilizando ilustraciones facilitadas por
el programa BioRender (https://www.biorender.com/)

Para estudiar la inmunorreactividad (IR) de las fibras nerviosas, en los cortes de las 3
regiones del CU, los cortes inmunomarcados se estimularon con los dicroicos adecuados
para la excitacién correspondiente a los 2 fluoréforos utilizados y la sefial detectada es la que

se registra en las imagenes adquiridas a 20x.

En las imagenes obtenidas de todos los cortes muestreados de CU, se determind el
area ocupada por fibras nerviosas inmunorreactivas para ambos marcadores (IR-PGP y -TH)
en la region perivascular, utilizando el programa de analisis de imagenes Image Pro Plus
(MediaCybernetics, EEUU). Para ello se establecié un umbral 6ptimo de deteccion, distinto
para cada marcador, por encima del cual la sefial se considera positiva y se cuantifica como
medida de area nerviosa (AN). La gelatina de Wharton, rodeando la pared muscular de los
vasos sanguineos umbilicales, fue la regién donde se examind la presencia de marca positiva

para fibras nerviosas.
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5.2.2. Tincidon con hematoxilinay eosina de cortes de CU: anatomia, diametro,
y andlisis morfométrico de los vasos umbilicales.

Para reconocer los vasos sanguineos de cada CU y medir su diametro, los preparados
con cortes de CU destinados a este propdsito se sumergieron en una solucion de hematoxilina
de Mayer (10 min), luego se lavaron con agua corriente y posteriormente se incubaron en
eosina (1 min). Los cortes fueron lavados con alcohol etilico 95%. Finalmente, los cortes se
deshidrataron con: alcohol etilico 95% (2 x 1min), 100% (1min) y xileno (1 min) y se cubrieron

inmediatamente con un cubreobjetos utilizando el medio de montaje Entellan (Merk).

Los preparados histologicos de CU fueron examinados mediante microscopia de luz
transmitida (Microscopio Nikon E800; DNFE) utilizando objetivos 4x y 10x, con el fin de
reconocer las arterias y la vena umbilical. Ademas, se utiliz6 una lupa binocular con una
ampliacién de 0.67x acoplada a una camara (Dino-Eye AM-423X) para adquirir imagenes de
los cortes tefiidos con Hematoxilina y Eosina utilizando el programa de captura Dino Capture
(Dino-lite, Eu). Luego del reconocimiento del tipo de vaso umbilical (arterias o vena), se
obtuvieron las medidas del diametro externo de los vasos sanguineos del CU, mediante el
software ImageProPlus. Este programa calcula la media del didmetro de un area delimitada.
En las imagenes adquiridas, se delimit6 manualmente el contorno de cada vaso sanguineo
umbilical. El programa utilizado toma medidas de diametro, pasando por el centroide de la luz
del vaso, a cada intervalo de 2 grados. Luego promedia estas medidas y nos arroja un
resultado final de la media del diametro para cada vaso umbilical. Teniendo en cuenta que
las arterias umbilicales forman una hélice alrededor de la vena umbilical (Figura 1), se utilizo
como criterio de inclusion para la medicion del didmetro de las arterias y la vena, aquellas
imagenes que mostraban una anatomia circular y transversal al eje longitudinal del vaso,
siguiendo el criterio de circularidad o “Roundness” (Richeriy cols., 2010). Se midi6 el diametro
de cada vaso sanguineo en 4 cortes de cada bloque de la regién proximal del CU (entre 4-8

repeticiones de venas y arterias, respectivamente).
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5.3.  Andélisis de datos clinicos maternos y del RN.

Los datos clinicos analizados fueron extraidos del SIP de cada paciente. El SIP es
una herramienta disefiada por el Centro Latinoamericano de Perinatologia (CLAP) de la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) en el cual se ingresan datos clinicos tanto de
la madre como de su RN y del parto/cesarea. La informacion fue recabada para evaluar y
corroborar las variables clinicas de la paciente durante el embarazo, incluyendo datos
pregestacionales y gestacionales, informacion relevante del parto o ceséarea, datos clinicos
del recién nacido y del alta médica. Esta informacion fue fundamental para lograr en una
primera instancia, la correcta clasificacion de las muestras en nuestras poblaciones de estudio
y para descartar posibles variables confundentes. Posteriormente, se utilizé esta informacion
para poder correlacionar los datos obtenidos de las muestras de cordones umbilicales con los

datos clinicos y antropométricos de sus donantes.

Los SIP de cada paciente pasaron por un proceso de anonimizaciéon antes de ser
analizados. Para esto primero se clasificaron seguin su pertenencia a las poblaciones de
estudio y luego se les adjudicé un codigo alfanumérico para ser identificados. En el proceso
de anonimizacién se preservaron datos personales tanto de la mama gestante como del RN,
tales como nombres, apellidos y numero de documento de identidad; asi como los datos de

contacto tales como direccién personal, nimero de teléfono, celular o email.

Se analizaron datos maternos como la edad, el peso, la talla y el indice de masa
corporal (IMC), para el cual se tuvo en cuenta el estandar de evaluacién nutricional en
embarazadas (Atalah y cols., 1997) y nos dio una idea del estado nutricional de las pacientes
participantes. También obtuvimos del SIP los datos sobre consumo de drogas de abuso
durante el embarazo, el mismo reporta consumo de alcohol, tabaco y otras drogas (incluida

cocaina), distribuidos en los 3 trimestres del embarazo.

Los principales datos clinicos del RN a estudiar fueron la edad gestacional, el peso, la
talla y el perimetro cefélico. La edad gestacional se mide en semanas y se cuenta desde el
primer dia del dltimo ciclo menstrual de la mujer embarazada. Los parametros
antropométricos como el peso, la talla y el perimetro cefalico, dependen en gran medida de
la edad gestacional. Por este motivo, para realizar comparaciones, se calcularon los
percentiles a los que correspondia cada valor segun la edad gestacional. Para ello se
utilizaron tablas de estandares internacionales del International Fetal and Newborn Growth
Consortium for the 21st Century INTERGROWTH-21%/ www.intergrowth21.tghn.org), que es

una red global multidisciplinaria coordinados por la Universidad de Oxford.
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5.4. |IF paraevaluar expresién de Sema3A en cortes de CU y co-marcacién
con anti-TH

Para identificar un posible mecanismo molecular subyacente a un cambio en la
inervacion del CU, y basandonos en lo reportado en la literatura (Bahi y Dreyer, 2005; Marzioni
y cols., 2004), decidimos evaluar la expresion de la glicoproteina Sema3A en las muestras de
CU. Para ello, también se utilizé la técnica de inmunofluorescencia indirecta en crio-cortes,
utilizando un anticuerpo especifico para Sema3A humana. Se trata de un anticuerpo policlonal
generado en conejo (anti-Sema3A; PA5-65715; Thermo-Fisher Scientific) que permitié la co-
marcacion con el marcador de fibras simpéticas (anti-TH) generado en raton. Este anticuerpo
fue adquirido teniendo en cuenta que fuera dirigido contra tejido humano, y que se pudiera

utilizar para experimentos de inmunofluorescencia en cortes fijados.

Para estos estudios se utilizé la misma metodologia para la inmunofluorescencia
utilizada en los experimentos de evaluacion de la inervacién (ver seccién 5.2.1), incluyendo

los mismos diluyentes, los tiempos de incubacién y los lavados.

Se determinaron las condiciones Optimas de inmunodeteccion del anticuerpo anti-
Sema3A mediante curvas de concentracion, las diluciones del anticuerpo primario probadas
fueron: 1:200, 1:400 y 1:1000 (dilucion final elegida: 1:200). La especificidad de la
inmunomarcacion se valoré omitiendo la incubacion con el anticuerpo primario. También se
optimizé la concentracion del anticuerpo secundario. Para poder correlacionar los niveles de
expresion de Sema3A con la inervacion simpatica, se realizaron ensayos de co-marcacion
con los anticuerpos anti-Sema3A (dilucién final 1:200) y anti-TH (dilucién final: 1:1000). Estos
fueron preparados en simultaneo, en el mismo diluyente de anticuerpos primarios e incubados
durante toda la noche en cdmara humeda. Luego de los lavados se incubaron con los
anticuerpos secundarios GAR-488 (dilucion final 1:400) y GAM-555 (dilucién final 1:1000)
para unirse a anti-Sema3A y anti-TH, respectivamente. Estos fueron preparados en el
diluyente de anticuerpos secundarios y se incubaron en cAmara humeda y en condiciones de
oscuridad durante 90 min. Los preparados fueron lavados siguiendo los pasos descritos en

el item 5.2.1. Para el montaje de los preparados se utiliza el medio de montaje Citifluor AF1.

Los antecedentes sobre el estudio de las semaforinas y su expresion en el Utero en
modelos animales generados por la Dra. Analia Richeri (Richeri, 2014) sirvieron de guia para

la evaluacion microscopica de estas sefiales y su cuantificacion.
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Microscopiay analisis de imadgenes — Sema3A-TH

Los preparados inmunomarcados con anti-Sema3A se analizaron en el microscopio
confocal (ZEISS Airyscan LSM 800, EEUU) de la Plataforma de Microscopia de Fluorescencia
y Confocal del IIBCE, empleando el programa de adquisicion de imadgenes ZEN Microscopy
Software (ZEISS Microscopy). Los criterios de adquisicion de imagenes fueron establecidos,
se utilizé la misma técnica de muestreo que en los analisis de inervacion, tomando la primera
imagen y las consiguientes en sentido horario y sin solapamiento de estas. Se determinaron

automaticamente los valores éptimos de SNR (signal-to-noise-ratio).

Como forma de evaluar el nivel de expresion de la proteina Sema3A se midié la
intensidad de fluorescencia de la inmunorreactividad en las imagenes obtenidas de los cortes
del CU, utilizando el programa de analisis Fiji (ImageJ — NIH). Dado que las paredes
musculares de los vasos sanguineos tienen distinto grosor, la intensidad de fluorescencia de
Sema3A se midié como la densidad 6ptica integrada (o ID, del inglés Integrated Density).
Esta se calcula teniendo en cuenta el “mean gray value” (MGV) y el area marcada,
ID=MGV*area. Los resultados de expresion de Sema3A se evaluaron en correlacion con los

valores del &rea nerviosa ocupada por las fibras IR-TH en cada muestra.

La adquisicion de imagenes pertenecientes a ambas poblaciones de estudio (control

y cocaina) se realizé el mismo dia, para evitar variaciones en las condiciones microscopicas.

5.5. Analisis estadisticos

Para el andlisis estadistico de los datos clinicos recabados y de los resultados
obtenidos se utilizd el software GraphPad Prism 8.0. Se utilizaron test estadisticos
paramétricos y no paramétricos segun la distribucion de los datos. Para definir la distribucion
de datos se utiliz6 la prueba de andlisis de normalidad Shapiro-Wilk. Para aquellos datos que
presentaron una distribucion normal se utilizaron test paramétricos para realizar
comparaciones, principalmente se utilizo la prueba de t-Student para datos no pareados. Los
datos fueron expresados como Media * Error Estdndar de la Media (EEM). Los datos que no
presentaron distribucién normal fueron comparados mediante la prueba de Mann-Whitney o
Kruskal Wallis para datos no paramétricos. Los datos fueron expresados como Mediana (min;

max).

Los resultados del analisis densitométrico del patrén de inervacion a lo largo del CU,

fueron comparados mediante un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, para la variable
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consumo, regioén y la interaccién entre ambas, seguido de la prueba de comparacion maltiple
Tukey Kramer. Para el analisis de diferencias en la inervacion de arterias y vena umbilical se
realizo la prueba no paramétrica de Kruskal- Wallis, seguido de la prueba de Dunn. En el caso
del andlisis de expresion de Sema3A se realizé un ANOVA de una via, seguido de la prueba
de Tukey.

Para analizar la relacion entre las variables antropométricas del RN y el area IR-PGP
y -TH de los vasos umbilicales se realiz6 una regresién lineal simple. Consiste en ajustar una
linea recta a los datos para describir como se relacionan estas variables. El coeficiente R? en
la regresion lineal es una medida estadistica que indica el grado de ajuste de los datos a la
linea de regresion. Es una medida de la bondad del ajuste, que va de 0 a 1. Cuanto mas

cercano sea R? a 1, mejor es el ajuste del modelo a los datos observados.

Los valores de p < 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos (*).
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6. RESULTADOS

6.1.1. Efecto de la exposicion prenatal a cocaina en el patrén de inervaciéon a
lo largo del CU

En el cordén umbilical de los RN de madres que cursaron gestaciones sin consumo
de drogas de abuso (grupo control) se detectaron fibras nerviosas inmunorreactivas para PGP
(IR-PGP) (Figuras 11 Ay Fig. 12). Estas fibras no se encontraron a lo largo de todo el CU,
sino particularmente en la regién proximal, cercana al RN. En la region medial y distal no se

detectaron fibras nerviosas IR-PGP (Figura 11 A).

En las muestras estudiadas de gestaciones expuestas al consumo de cocaina (grupo
cocaina) también se detectaron fibras nerviosas IR-PGP en la region proximal del CU (Figura
11 A). El anadlisis de varianza ANOVA de dos vias (consumo, region del CU) para la
inmunorreactividad de PGP, no revel6 un efecto significativo de la variable consumo
(p=0,447), pero si de la variable region del CU (p<0,01). La interaccién entre ambas variables
no fue significativa (p=0,553). El analisis post-hoc de Tukey en el grupo control no mostro
diferencias significativas en ninguna de las regiones especificas, aunque la distribucién de las
fibras IR-PGP se observo principalmente en la region proximal de los RN. En el grupo cocaina
el analisis post-hoc mostré diferencias significativas en la inervaciéon entre la region proximal,
con la medial (p<0,05) y con la distal (p<0,05), indicando que la inervacién se localiza

principalmente en la region proximal (Figura 11 A).

El andlisis de varianza ANOVA de dos vias (consumo, region del CU) para la
inmunorreactividad de TH no revel6 diferencias significativas para la variable consumo
(p=0,392), regién (p=0,120) o la interaccién (p=0,466). El andlisis post-hoc de Tukey no
mostré diferencias significativas en ninguna de las regiones especificas, aunque la
distribucion de las fibras IR-TH se observo principalmente en la regiéon proximal de los RN

tanto del grupo control como del grupo cocaina (Figura 11 B).
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Figura 11: Inervacion alo largo del CU de RN de gestaciones saludables (grupo control; n=6) y
expuestos prenatalmente a cocaina (grupo cocaina; n=8). Cuantificacién del &rea nerviosa total
(um?) ocupada por fibras nerviosas IR-PGP (A) y por fibras simpaticas IR-TH (B) en las 3 regiones del
cordén: P=proximal, M=medial, D=distal al RN (esquema tomado de Sato, 1998). Datos expresados
como Media + EEM. ANOVA de dos vias, seguido de Test Tukey de comparaciéon mdltiple. (*) indica
diferencia significativa con respecto a la region proximal del grupo cocaina.

En su conjunto, estos resultados indican que la inervacion se restringe a una region
especifica del CU (region proximal), y la variable consumo no modificé el patrén de inervacién

regional con respecto al grupo control.
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6.1.2. Efecto de la exposiciéon prenatal a cocaina en la densidad de inervacion
en laregion proximal del CU

En todos los cortes de CU de la region proximal estudiados, las fibras nerviosas fueron

detectadas principalmente inervando los vasos sanguineos (region peri-vascular).

En los RN del grupo de gestaciones control, se observo que las arterias umbilicales
estaban principalmente inervadas por fibras inmunorreactivas para PGP (Figura 12 A, B, C).
Se detectaron axones con varicosidades (Figura 12 A) y ocasionalmente se observaron fibras
nerviosas mas gruesas, sobre todo en los CU provenientes del grupo cocaina (Figura 12 Al).
La co-marcacion con anti-TH indic6 que dentro de la poblacion de fibras IR-PGP existe escaza

inervacion simpatica en los CU provenientes del grupo control (Figura 12 By C).

Los resultados obtenidos de la cuantificacion del area nerviosa IR-PGP y -TH en las
arterias umbilicales del grupo cocaina mostraron una tendencia al aumento, aunque no
estadisticamente significativo, en la inervacién IR-PGP vascular del grupo cocaina, en
comparacion a las arterias umbilicales del grupo control (Figura 12 Al; D). En las arterias de
los RN expuestos a cocaina la inervacion simpatica IR-TH también mostré una tendencia al
aumento, si bien este cambio no alcanzé a ser estadisticamente significativo respecto a las

arterias umbilicales del grupo control (Fig. 12 B1; E).
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Figura 12: Inervacién de arterias umbilicales de RN del grupo control (n=6) y grupo cocaina
(n=8). Imagenes de cortes de CU, de la regién proximal, co-marcados con anti-PGP (A, Al; marcador
general de nervios) y anti-TH (B, B1; marcador de neuronas simpaticas) del grupo control (A-C) y
expuestos prenatalmente a cocaina (A1-C1). Flechas: fibras inmunorreactivas para PGP y TH en la
gelatina de Wharton que rodea la tinica media (TM) de la arteria. Barra de calibracion: 50 pm.
Cuantificacion del area nerviosa peri-arterial IR-PGP (D) e IR-TH (E). Datos expresados como Mediana
(min; max) y comparados usando test Mann-Whitney.
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El mismo andlisis se realizd para evaluar la inervacion de la vena umbilical. Los
resultados mostraron que la inmunorreactividad para PGP y TH de la vena umbilical en
general es limitada en relacion a lo observado en las arterias (Figura 13). La cuantificacion
del &rea nerviosa IR-PGP indic6 que no hubo diferencias significativas entre el grupo control
y cocaina (Figura 13 Ay 14). Al cuantificar el area IR-TH evidenciamos que la vena umbilical
no esté inervada por fibras simpaticas, ni en el grupo control ni en el grupo cocaina (ver escala
en Figura 13 B).
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Figura 13: Inervacién en vena umbilical de RN del grupo control (n=6) y grupo cocaina (n==8).
Cuantificacion del area nerviosa IR-PGP (A) e IR-TH (B) en grupo control vs. cocaina. Se utiliza el

mismo rango de valores en el eje “y” de la figura 12 D y E con fines comparativos. Datos expresados
como Mediana (min; max) y comparados usando test Mann-Whitney.

Basados en los resultados del analisis anterior que muestran que en ambas
poblaciones de RN las fibras nerviosas fueron principalmente detectadas en las arterias y no
en las venas, decidimos realizar un analisis de comparacion multiple teniendo en cuenta el

tipo de vaso sanguineo (arteria vs. vena) (Figura 14 Ay B).

En el grupo control en algunas ocasiones se detectaron fibras nerviosas IR-PGP
alrededor de la vena, sin embargo, al cuantificar el area nerviosa obtuvimos valores mas bajos
de inervacion en comparacion con las arterias umbilicales (Figura 14 C). Al realizar una
prueba de comparacion multiple de Kruskal-Wallis, seguido de la prueba Dunn vimos que esta

diferencia no fue significativa (p>0,99)

En los CU del grupo cocaina, la diferencia entre la inervacion PGP+ de arterias y vena
umbilical fue estadisticamente significativa con la prueba de Dunn (p<0,05) (Figura 14 C). En
cuanto a la inervacion simpética (IR-TH), el andlisis estadistico de Kruskal Wallis seguido del

post-hoc Dunn no mostré diferencias significativas para este marcador (Figura 14 D).
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Figura 14: Inervacidn arteria vs vena umbilical del grupo control (n=6) y grupo cocaina (n=8).
Esquema que ilustra un corte transversal del cordén umbilical en el que se reconocen las dos arterias
umbilicales (azul) y la vena umbilical (rojo). Microfotografias representativas que muestran la
distribucion de las fibras nerviosas detectadas en arterias (recuadro A) y la ausencia de fibras en la
vena umbilical (recuadro B). Barra de calibracién: 50 ym. Cuantificacion del area nerviosa IR-PGP (C)
y -TH (D) por tipo de vaso sanguineo en el grupo control y cocaina. Datos expresados como Mediana
(min; max) y comparados mediante el andlisis de Kruskal- Walllis, seguido de la prueba Dunn. (*) indica
diferencia significativa entre vasos umbilicales dentro del grupo cocaina.

41



6.1.3. Didmetro de los vasos sanguineos umbilicales

El andlisis histolégico de cada muestra de la region proximal del CU, tefiida con
hematoxilina y eosina, permiti6 medir el diametro de los vasos umbilicales (Figura 15 A). Al
comparar el diametro de las arterias umbilicales de los RN en ambos grupos, no se encontré
una diferencia significativa en los CU del grupo cocaina con respecto al grupo control (Figura
15 B). Tampoco se encontré una diferencia estadisticamente significativa entre el didmetro
de la vena umbilical de ambas poblaciones (Figura 15 C), aunque parece haber una diferencia
mayor en el valor promedio del diametro de vena en grupo cocaina vs. su respectivo grupo
control (2,98 + 0,37 vs. 2,29 + 0,02 mm), en relacion a lo observado en arterias (1,76 + 0,09
vs. 1,64 + 0,03 mm).
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Figura 15: Analisis histologico y diametro (mm) de los vasos umbilicales de RN del grupo
control (n=5) y del grupo cocaina (n=6). Imagenes representativas de la tincion con hematoxilina y
eosina en un corte de CU humano (A) en donde se identifican las arterias (1) y la vena umbilical (2). A
la derecha se muestran detalles a mayor aumento. Se midi6 el diametro de las arterias (B) y de las
venas del corddén umbilical (C) del grupo control (celeste) y del grupo cocaina (naranja). Datos
expresados como Media + EEM y comparados utilizando test-t de Student.
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6.2.1. Anédlisis de las historias clinicas maternas

Se recopilé la informacién clinica materna de las donantes del grupo control y cocaina.
El andlisis comparativo de los parametros como la edad, la talla, el peso o el IMC materno,
no reveld diferencias significativas en ningunos de estos valores, al comparar ambas
poblaciones (Tabla 1). Tampoco se encontraron diferencias entre el nUmero de gestas previas

de las madres de cada grupo.

Datos maternos Control Cocaina
Edad 23+4 25 + 2
Talla (m) 1,6 0,03 1,6 + 0,04
Peso (Kg) 61,2+ 7,7 59,7 + 4,0
IMC (Kg/m?) 23,9+2,5 235+ 1,8

TABLA 1: Datos maternos del grupo control (n=6) y del grupo cocaina (n=9). Datos expresados
como Media + EEM y comparados utilizando test-t de Student. IMC=indice de masa corporal.

6.2.2. Andlisis de la informacion clinica perinatal de los donantes de CU,
impacto de la exposicion prenatal a cocaina.

La informacién clinica colectada asociada a cada muestra de CU en la que se estudi6
la inervacion, fue analizada y se compararon los datos de los RN entre ambos grupos (control

y cocaina).

Los RN del grupo cocaina presentaron una disminucion estadisticamente significativa
(p<0,01) en su edad gestacional, respecto al grupo control, con una diferencia en las medias
de casi 3 semanas (37,3 vs. 39,7, respectivamente) indicando ademas que los RN estaban

en el limite de la prematurez (Figura 16 A).

Debido a este resultado, los pardmetros antropométricos de los recién nacidos, como
el peso, la tallay el perimetro cefalico, se compararon utilizando los percentiles. De esta forma

se normaliza el valor medido, con la edad gestacional. Los percentiles del peso al nacer y del
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perimetro cefalico en el grupo cocaina fueron significativamente menores, en comparacion

con los RN del grupo control (p<0,01 y p<0,05, respectivamente) (Figura 16 B y C). Los

percentiles de la talla de los RN del grupo cocaina no presentaron diferencias significativas

respecto al grupo control (Figura 16 D).
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Figura 16: Informacion clinica de RN donantes de CU de grupo control (n=6) y grupo cocaina
(n=9). Se comparé la edad gestacional (A), y los percentiles del peso (B), perimetro cefalico (C) y talla
(D) al nacer, en ambos grupos. Datos obtenidos del Sistema Informatico Perinatal (SIP), facilitado por
los médicos que muestrearon el CU al momento del nacimiento en el Hospital de Clinicas Dr. Manuel
Quintela. Datos expresados como Media + EEM y comparados utilizando test-t de Student. (*) indica
diferencia significativa p<0,05 respecto a los controles. (**) indica diferencia significativa p<0,01
respecto a los controles.
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6.2.3. Andlisis comparativo entre la inervacion de los vasos sanguineos del
CU Yy las variables antropométricas del RN

Luego de analizar los datos antropométricos de los RN se buscaron asociaciones con
los resultados de la inervacion vascular del CU. Se compararon los percentiles de peso, talla
y perimetro cefélico de cada RN (control y cocaina) con los valores obtenidos de inervacion
IR-PGP e IR-TH de las arterias umbilicales mediante el método estadistico de regresion lineal
simple (Figura 17). Este método utiliza el R> como medida de bondad de ajuste, cuanto mas
cercano a 1 es el valor, mas se ajustan las variables a comparar. Cabe sefialar que esta
comparacion se realizdé Unicamente en arterias dado que la inervacion en vena era muy

escasa.

En todos los casos, la pendiente de la recta de ajuste lineal fue negativa, sugiriendo
que existe una relacién inversa entre las variables comparadas (Figura 17 A-F). Si bien se
observo una variabilidad similar en los tres parametros (peso, talla y perimetro cefélico) para
el grupo control y cocaina, se destaca que, los valores mas altos de inervacién vascular del
CU corresponden a percentiles antropométricos bajos de peso del RN (Fig. 17 Ay B), y de
talla (Fig. 17 C y D) tanto para la inervacién IR-PGP como para IR-TH, y que a su vez estos
valores corresponden a los RN hijos de madres que consumieron cocaina en el embarazo.
En el caso del perimetro cefalico la asociacion entre estas variables no es clara (Fig. 17 E 'y
F).
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Figura 17: Relacién inversa entre los datos antropométricos de los RN donantes de CU y la
densidad de inervacion de sus arterias umbilicales de los grupos control (circulo) y cocaina
(cuadrado). Los percentiles de peso (A), talla (B) y perimetro cefalico (C) de los RN de ambos grupos
fueron relacionados con los resultados obtenidos de los andlisis densitométricos de inervacion
vascular, expresado como area nerviosa (Wm?) IR-PGP (verde, marcador general de fibras nerviosas);
e IR-TH (magenta, marcador de fibras simpéticas) alrededor de las arterias umbilicales. La linea
punteada representa la linea de regresién lineal y se utiliz6 el R2 como medida de bondad de ajuste
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6.3. Efecto de la exposicion prenatal a cocaina en la expresion de Sema3A
en los vasos sanguineos del CU y asociacion con los cambios de
inervacion simpatica vascular

Se analizaron las imagenes de CU de RN del grupo control y cocaina
inmunomarcados con los anticuerpos para semaforina-3A y tirosina hidroxilasa (TH) (Figura
18) y se cuantifico la intensidad de fluorescencia de Sema3A en los vasos umbilicales (Figura
19).

La capa muscular (Tunica Media - TM) de las arterias umbilicales mostré
inmunorreactividad para Sema3A tanto en el grupo control como en el grupo cocaina (Figura
18 A-C). Adyacente a esta capa es donde encontramos las fibras nerviosas IR-TH, en el caso

de los vasos de CU inervados, en la region de la Gelatina de Wharton peri-arterial (Figura 18
C1).

Fibroblasto
Endotelio

Gelatina de
Wharton (GW)

™~ Lumen

Tunica media (TM)

Figura 18: Inmunorreactividad para Sema3A en las arterias umbilicales. Imagenes representativas
de cortes transversales del corddn umbilical co-marcado con anti-Sema3A (verde) y anti-TH (magenta)
de recién nacidos del grupo control (B, B1) y cocaina (C, C1). Control negativo de Sema3A sin Ac.
primario (A). Las flechas sefialan las fibras IR-TH. Las lineas punteadas indican el limite entre la tunica
media (TM) de la arteria umbilical y la gelatina de Wharton (GW) como se ilustra en el esquema de la
izquierda, representativo de la regién en donde se adquirieron las fotos. Barra de calibracion: 50 ym.
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Los niveles de intensidad de fluorescencia (ID) de Sema3A medidos en las arterias
umbilicales de los RN del grupo cocaina no cambiaron significativamente respecto al grupo
control (Figura 19). El mismo perfil se observd en la vena ya que este vaso mostro
inmunorreactividad para Sema3A, que no se vio modificada por la exposicion prenatal a

cocaina en relacion al grupo control (Figura 19).

Si bien parece haber menor expresion de Sema3A en arterias que en vena (ver grupo
control), el analisis ANOVA de una via seguido de una comparacion maltiple utilizando el test
Tukey no mostré una diferencia estadisticamente significativa entre ambos vasos ni en el

grupo control (p= 0,59) ni en el grupo cocaina (p=0,51).
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Figura 19: Sema3A en las arterias y vena umbilical de RN del grupo control (n=5) y cocaina
(n=5). Cuantificacién de la densidad oOptica integrada (ID=MGV*area) de las imagenes obtenidas de la
inmunofluorescencia de Sema3A, medida por tipo de vaso sanguineo en el grupo control y cocaina.
Datos expresados como Media + EEM y comparados utilizando ANOVA de una via seguido del test de
Tukey.
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7. DISCUSION

7.1. Patrony densidad de inervacion de los vasos sanguineos del CU

El control neural del tono vascular sanguineo en el CU a través de la inervaciéon ha
sido ampliamente discutido en la literatura, con numerosas publicaciones negandolo o
desconociéndolo (S. B. Fox y Khong, 1990; Lorigo y cols., 2018; Zhu y cols., 2016) en base
al fundamento de que los vasos sanguineos del cordon umbilical carecen de inervacion

autonoma.

Este estudio demostré que las arterias del cordén umbilical humano estan
inervadas en la regibn mas proxima al recién nacido. La metodologia utilizada de co-
marcacion de fibras nerviosas con un marcador general (PGP+) y con el marcador de fibras
simpaticas (TH+) nos permitié confirmar ademas la existencia de inervacién simpética en esta
region. En todos los casos analizados, la inervacion vascular deja de detectarse a medida
gue se avanza a lo largo del CU hacia el lado placentario (Figura 11). En la regién distal
(placentaria) del CU, descartamos la presencia de fibras nerviosas. Por lo tanto, demostramos
también que existe un patron caracteristico de inervacion, en el que la regién a lo largo del
CU (proxima al RN, media o distal) es importante. Este patron de inervacién en los CU de la
poblaciéon control, confirma lo reportado por Sato (1998) y Marzioni y cols. (2004) en
embarazos saludables. En los CU de MCC la inervacién vascular mostré un patron
comparable a los controles, aunque con una densidad que tiende a ser mayor en la region
proximal en un subgrupo de los RN expuestos a esta droga (Figura 11 y 12). Las fibras
nerviosas perivasculares detectadas en la region proximal del CU se encontraron rodeando
la superficie externa del musculo liso (tunica media - TM) arterial (Figura 12 A-C; Figura 14
A). La distribucion de las fibras nerviosas simpaticas (IR-TH) alrededor de las arterias
umbilicales, y su densidad particularmente aumentada en el subgrupo de los RN de MCC
(Figura 12 B1, E; 14 D) es consistente, al menos en parte, con un control neural de la

vasoconstriccion potencialmente estimulado por cocaina a nivel de estos vasos.

En la vena umbilical evidenciamos que la inervacion, en general es baja. La
naturaleza de la misma es diferente a la simpética (Figura 13y 14), e incluso no cambia luego
de la exposicion prenatal a cocaina (Figura 13 B). Por lo tanto, podemos inferir que, bajo las
condiciones estudiadas, el tono de la vena umbilical no estaria sujeto a una regulacion neural

simpatica.
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En suma, los resultados obtenidos demostraron que la exposicion prenatal a cocaina
tiende a aumentar la inervacion simpatica respecto a los RN no expuestos (Figura 14),

mientras que no modifica la ausencia de inervacion simpatica de la vena del CU.

El uso de ciertas drogas de abuso como la cocaina, que es simpaticomimética, puede
impactar directamente sobre el tono vascular sanguineo (Clare y cols., 2024). Cuando el
consumo ocurre durante un embarazo y dado que la cocaina atraviesa la placenta
(Ganapathy, 2011; Kain y cols., 1993), podemos pensar que ademas de impactar en la
circulacion materna, también podria llegar a tener un impacto en el correcto desarrollo del
feto, que depende de la circulacion a través de la placenta y el CU. Las arterias umbilicales,
contrario a lo que ocurre en la mayoria de las arterias del resto del cuerpo, son las encargadas
de facilitar la eliminacién de desechos y del diéxido de carbono desde el feto hacia la placenta,
para ser eliminados posteriormente a través de la circulacion materna. Un aumento en la
inervacion simpatica de estos vasos podria aumentar el tono vasoconstrictor, afectando la
circulacion feto-placentaria y en consecuencia la eliminacion de estos desechos durante el
desarrollo fetal. Esto podria tener un impacto a corto plazo, por ejemplo, en las medidas
antropométricas del recién nacido. Nuestros analisis de los datos clinicos perinatales y las

asociaciones con la inervacién vascular apoyan esta posibilidad (Figura 16 y 17).

Si bien el eje de nuestros estudios est4 enfocado en la poblacidon de fibras simpaticas,
porque son las mediadoras de la vasoconstriccion y en cuya neurotransmision interfiere la
cocaina, no podemos descartar la inervacion por fibras de tipo sensoriales y/o parasimpéticas,
ya que detectamos fibras IR-PGP que no colocalizaron con TH. La identidad de estas fibras
no fue evaluada especificamente en el marco de esta tesis. Para evaluar la inervaciéon por
fibras sensoriales derivados del ganglio de la raiz dorsal, se podria inmunomarcar el tejido
con un anticuerpo anti-CGRP (Péptido relacionado al gen de la Calcitonina). La deteccion de
fibras inmunorreactivas para CGRP y NPY (Neuro péptido Y) ya ha sido demostrada en la
region proximal del CU (Sato, 1998), lo que puede sugerir un involucramiento de estos
péptidos en la regulacion de la circulacion umbilical. Ambos son péptidos vasoactivos, CGRP
actuaria como vasodilatador y NPY como vasoconstrictor. EI NPY es el co-transmisor mas
comun, que intensifica y prolonga la actividad noradrenérgica (Thomas y cols., 1995). Para
examinar las fibras parasimpéticas se podria utilizar un anticuerpo anti-vATCh (transportador
vesicular de acetilcolina). De interés para futuros experimentos seria evaluar también la
funcidén descrita de la ACh como mediadora de la vasoconstriccién de los vasos sanguineos
del cordén umbilical (Chen y cols., 2014; Zhu y cols., 2016). Estos autores reportan a partir
de estudios ex vivo, con vasos sanguineos del CU de humanos, ratas y ovejas, que la ACh
provoca vasoconstriccion de la vena y las arterias umbilicales pero no de otros vasos,

incluyendo vasos sanguineos del feto. Esta vasoconstriccion se bloquea con atropina, un
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antagonista de receptores muscarinicos, y los vasos umbilicales humanos expresan ARN
mensajero para receptores muscarinicos del tipo M1-M5 (Chen et al., 2014). A pesar de estos
reportes, se cuestiona la relevancia clinica de la vasoconstriccion inducida por ACh en los

vasos del CU humano, dado que no ha sido probada en condiciones in vivo (Haugen, 2014).

7.2. Diametro de los vasos sanguineos del CU

Un aumento en el tono vasoconstrictor de los vasos sanguineos umbilicales podria
significar una reduccién en su diametro que podria comprometer el flujo sanguineo materno-
fetal, impactando en mayor o menor medida en el desarrollo fetal. En las muestras analizadas
no se encontraron diferencias significativas entre el didmetro de las arterias umbilicales de
RN de MCC y RN control (Figura 15 B). Este resultado sugiere que la inervacion simpatica
detectada en estos vasos no estaria alterando el diametro vascular. Sin embargo, esta
interpretacion debe tomarse con cautela. En primer lugar, el aumento de la inervacién
simpatica peri-arterial fue observado principalmente en un subgrupo de RN expuestos
prenatalmente a cocaina, mientras que en la comparacion del diametro fue incluido todo el
grupo de los RN expuestos. En segundo lugar, teniendo en cuenta la anatomia de los vasos
umbilicales a lo largo del CU, la cual varia en el sentido longitudinal, proponemos profundizar
el analisis morfométrico, para contemplar esta variable. Se podria medir, por ejemplo: el
diametro de la luz de los vasos umbilicales, ademas del diametro externo, y extender este
andlisis a las regiones medial y distal del CU. En este estudio demostramos que en dichas
regiones las arterias umbilicales de los RN de MCC no estan inervadas (Figura 11) y seria
interesante evaluar si el didmetro vascular presenta una regionalizacion a lo largo del CU

como lo demostramos en esta tesis para la inervacion.

Por su parte, la cuantificaciéon del diametro de la vena umbilical tampoco mostr6
diferencias significativas entre el grupo control y el grupo de los RN de MCC (Figura 15 C);
sin embargo, se observé una tendencia a la disminucion en el diametro vascular en el grupo
cocaina, a pesar de la escasa inervacion observada. Este resultado podria reflejar la
participacion de otros mecanismos moleculares influyendo en una reduccién del diametro de
estos vasos, en respuesta a la exposicidn a cocaina. Estos mecanismos moleculares podrian
estar asociados al endotelio del vaso, ya que existen sustancias vasoactivas derivadas de las
células del endotelio, como la endotelina, que favorecen la vasoconstriccion (Samuels y cols.,
1993; Yakubu y cols., 2002). También podria participar la serotonina que ejerce efectos

vasoconstrictores (Cruz y cols., 1997; Zhang y Hu, 1998).
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Weissman y colegas observaron que el didmetro del CU, incluyendo el didmetro de
las arterias y la vena umbilical aumenta con la edad gestacional hasta la semana 32
aproximadamente, y luego permanece sin aumentar hasta el final de la gestacion (Barbieri y
cols., 2012; Weissman y cols., 1994). Los fetos con un cordén umbilical con menor didmetro
tienen mayor riesgo de ser pequefios para la edad gestacional y de tener mas signos de
estrés al momento del parto (Raio y cols., 1999). Raio y colegas encontraron una alta
correlacion entre el area de la seccion transversal del cordon umbilical y los parametros de
crecimiento fetal, y el peso del RN. Ademas, ha sido reportado que en condiciones de
exposicion prenatal a drogas como cannabis, tabaco o alcohol, el diametro de las arterias
umbilicales fue mayor comparado a los controles (Ortigosa y cols., 2012). Este efecto es
opuesto a la tendencia que se observa en las muestras analizadas de CU de MCC en este
estudio, lo que podria estar indicando un predominio del tono vasoconstrictor provocado por
cocaina en los vasos umbilicales frente a los efectos aparentemente vasodilatadores de otras
drogas de abuso. En relacion a lo reportado, y del potencial del CU como predictor de
situaciones perinatales materno-fetales adversas, seria importante establecer valores
normales estandarizados de estas medidas para cada edad gestacional en embarazos de
bajo riesgo en las poblaciones de referencia, con el fin de que estas medidas puedan ser

validadas como predictores de posibles complicaciones pre o postnatales.

Hasta nuestro conocimiento, este estudio es pionero en la investigacién de la
inervacion de los vasos umbilicales en condiciones de exposicién prenatal a cocaina. De
todos modos, para poder confirmar una disminuciéon en el flujo sanguineo, se deberian
realizar estudios que midan especificamente el flujo a través de los vasos umbilicales, por
ejemplo, mediante una ecografia Doppler de cordén umbilical. Sin embrago, este estudio no
fue posible realizarlo en las poblaciones de madres gestantes reclutadas. Seria interesante
para futuros estudios a nivel clinico, coordinar con los especialistas la indicacion de realizar
EcoDoppler de CU para poder evaluar el flujo sanguineo a través de él, y atender con los
tratamientos adecuados las posibles afecciones causadas por una reduccién en el flujo
sanguineo en respuesta al consumo de cocaina en el embarazo. Pensamos que los
resultados obtenidos contribuyen a esclarecer los mecanismos que participan en las
afecciones provocadas por la exposicion prenatal a cocaina reportadas en la literatura. Estas
pueden manifestarse en etapas tempranas y estan relacionadas con el desarrollo fetal,
algunos ejemplos son: la restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU), bebés pequefos para
la edad gestacional (PEG), partos pretérminos (PT), y bajo peso al nacer (BPN). Se trata de
las manifestaciones clinicas con mayor incidencia en los RN de madres consumidoras de

cocaina (Behnke y Smith, 2013; Moraes Castro y cols., 2015; Moraes y cols., 2010).
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7.3. Informacién clinica de las madres y de los RN donantes de CU y
relacion con lainervacion vascular del CU

En nuestro estudio la identificacion del consumo materno durante el embarazo se
realiz6 mediante entrevista y auto-reporte principalmente. En tres casos ademas se realizo el
andlisis de deteccién de cocaina en la orina materna, indicado por toxicologia, con resultado
positivo. Este resultado indica que las pacientes habian consumido hasta 72hs antes del
momento del parto o cesarea. En la bibliografia se mencionan dos métodos bésicos para
estimar la exposicion a drogas durante el embarazo: los métodos “subjetivos” que serian las
encuestas y auto-reportes de las pacientes y los “objetivos”, que corresponderian a la
deteccidn en muestras biolégicas como meconio, pelo y/u orina (Behnke y Smith, 2013; Risso
y cols., 2023). Por un lado, la encuesta es el método mas econémico y practico para identificar
la exposicién prenatal a drogas. Por otro lado, tiene la desventaja de depender de la veracidad
de la informacién brindada, del operador que interviene y de la precisién del recuerdo de la
entrevistada (Behnke y Smith, 2013). La informacion que aportan las gestantes con consumo
de drogas de abuso se puede ver recortada o subestimada por causas sociales, psicolégicas
y/o judiciales, como son el estigma social, el miedo a la condena del personal que la asiste y
el temor a la pérdida de la custodia de sus hijos (Cestonaro y cols., 2022). La utilizacién de
muestras de meconio permite identificar a los fetos expuestos a drogas de abuso, con mayor
seguridad que los basados en el reporte de la paciente aunque es un método mas costoso

(Moraes Castro y cols., 2015).

Las consecuencias de la exposicion de los RN a drogas de abuso durante el embarazo
son multifactoriales y dependen en gran medida del tipo de droga, del momento del consumo,
de la duracion, la dosis, la via de administracion, el estado nutricional de la madre, la
psicopatologia materna y la falta de atencion prenatal (Behnke y Smith, 2013). Por lo tanto,
no podemos atribuir estos riesgos al efecto exclusivo de la exposicién prenatal a la cocaina,
debido a que los factores ambientales asociados, el policonsumo y la comorbilidad

biopsicosocial materna también son ampliamente perjudiciales (Moraes y cols., 2010).

Los estudios epidemiol6gicos sobre consumo de sustancias en Argentina muestran
gue la frecuencia de dependencia o adiccion es mayor en las consumidoras de cocaina que
en las consumidoras de marihuana o alcohol (SEDRONAR, 2017). Sin embargo, muchas
veces el consumo de cocaina esta asociado al policonsumo de otras drogas de abuso como
tabaco y alcohol. En las muestras analizadas del presente estudio, los reportes indican que
algunas de las consumidoras de cocaina consumian también tabaco. Pudimos evaluar
paralelamente un grupo pequefio de madres que so6lo fumaron cigarrillos de tabaco durante

el embarazo (muestras no incluidas en esta tesis) y, los resultados primarios (n=3) muestran
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que, en los vasos sanguineos del CU de RN de madres fumadoras severas no se observan
cambios en la inervacion simpatica de las arterias ni de la vena en la region proximal del CU
respecto al grupo control. Este dato refuerza el efecto observado en los CU de MCC,
sugiriendo que los cambios en la inervacion estan asociados al consumo de cocaina y no al

de tabaco.

El uso de cocaina también genera una incidencia significativamente mas alta de
algunas infecciones maternas como la hepatitis C (HCV) y el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) (Ortigosa y cols., 2012). Cabe destacar que en este estudio esto fue un criterio
de exclusion para colectar algunas de las muestras. Al comparar las caracteristicas maternas
como la edad, el peso y la talla entre las MCC y las madres del grupo control, no hallamos
diferencias significativas entre estos valores. Esto indica que los resultados clinicos de los RN
no estarian influenciados por la edad materna ni el estado nutricional. Las caracteristicas
socio-econO6micas y/o psicolégicas de las madres estan por fuera del foco de este estudio.
Seria de gran importancia que estas variables puedan ser evaluadas en futuros estudios para
seguir profundizando en la comprensién del fendbmeno de consumo de drogas durante el
embarazo, asi como en la implementacion de politicas publicas destinadas al tratamiento de

esta problematica.

El andlisis de las medidas antropométricas de los RN, cuyos cordones umbilicales
fueron evaluados, revel6 que aquellos expuestos intrauterinamente a cocaina presentaron
menores percentiles en el peso y el perimetro cefalico que los RN del grupo control (Figura
16). Ademas, tenian menor edad gestacional y estuvieron en el limite de la prematurez
(Figura 16). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas y confirman lo reportado
en la literatura sobre las afecciones mas frecuentes de los RN expuestos prenatalmente a

cocaina (Behnke y Smith, 2013; Moraes Castro y cols., 2015; Moraes y cols., 2010).

Al evaluar estos valores en percentiles, estamos sorteando el error de medir los
valores absolutos sin tener en cuenta la edad gestacional. Esto no seria correcto ya que, Si
el RN nace prematuro, puede tener menor peso y talla que uno nacido a término; sin embargo,
estos valores podrian ser los adecuados para su edad gestacional. Al calcular los percentiles
podemos normalizar las medidas antropométricas con la edad gestacional en cada caso. Una
disminucion en estos percentiles, podrian estar relacionados con ciertas patologias asociado
al consumo de drogas de abuso durante la gestacion, tales como las mencionadas: RCIU,
BPN, PEG. Ademas, la disminucion de la edad gestacional, es decir el hecho de que los RN
de MCC nazcan en promedio 3 semanas antes que los RN no expuestos a cocaina, es
consistente con la mayor incidencia de partos pretérminos reportada para esta poblacion.
Estos datos son fundamentales ya que se manifiestan y pueden ser medidos en las primeras
etapas de la vida (a corto plazo).
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Se ha reportado, que el uso de drogas durante el embarazo también podria tener
consecuencias en el mediano y largo plazo (Singer y cols., 2018; Wouldes y Lester, 2019).
En nuestro estudio no se contemplé el seguimiento de estos RN luego de las etapas
tempranas por limitaciones éticas. Seria interesante realizar estudios longitudinales en los
gue se pueda evaluar los efectos tanto a corto como a largo plazo. Pueden existir afecciones
en etapas tempranas que luego no impacten en el desarrollo futuro, asi como puede haber
condiciones gue no se expresen a corto plazo, pero si mas adelante, por ejemplo en el

desarrollo cognitivo (Larson y cols., 2019; Singer y cols., 2018; Wouldes y Lester, 2019).

La restriccion del crecimiento intrauterino se define como un feto que no logra alcanzar
su potencial de crecimiento biol6gicamente determinado (Biks y cols., 2021; Blencowe y cols.,
2019). Se sugiere que la prevalencia global de esta condicion es de alrededor del 20.5% de
los embarazos, y esta reportado que la incidencia es mayor en paises de ingresos medianos
y bajos (Biks y cols., 2021; Blencowe y cols., 2019). Se ha demostrado que los fetos con RCIU
presentan un mayor riesgo de complicaciones perinatales y complicaciones neonatales
inmediatas. El desarrollo neuroldgico también debe ser monitorizado, principalmente en los
primeros afios de vida, con el fin de diagnosticar precozmente posibles retrasos en el
desarrollo y para el tratamiento temprano de los mismos. El riesgo de tener RCIU ademas
estda significativamente relacionado con el estado nutricional materno (Bolzan y cols., 2000).
La desnutricion materna es considerada un factor de riesgo para el desarrollo fetal (Atalah y
Castro, 2004; Moraes y cols., 2010). En las madres donantes de CU, evaluamos el estado
nutricional (peso y talla) al inicio de la gestacién reportado en el SIP, y excluimos los casos

de desnutricion para que esta variable no incida en los resultados.

El niflo pequefo para su edad gestacional es un recién nacido que presenta una
longitud y/o peso al nacimiento menor al percentil 3 para su edad gestacional (percentiles
normales 3-97), es un concepto estatico que utiliza el peso y/o la talla en el momento del
nacimiento. Esto es importante para distinguir el bajo peso en un RN pretérmino (nacido antes
de la semana 37 de gestacion) con el recién nacido a término, de bajo peso (peso al

nacimiento menor a 2.500 g) (Forray y Foster, 2015; Su, 2015).

Los partos pretérminos son la causa principal de morbilidad y mortalidad infantil (Born
too soon - OMS, 2023). Se define a un RN prematuro cuando nace antes de completar la
semana 37 de gestacion. Se pueden clasificar segun la OMS, en: prematuros tardios (34-36
semanas + 6 dias); prematuros moderados (32-33 semanas + 6 dias); muy prematuros (28-
31 semanas + 6 dias) y prematuros extremos (< 27 semanas + 6 dias). La estimacién
adecuada de la edad gestacional es importante para informar al equipo médico del recién
nacido y asesorar adecuadamente el desarrollo neurocognitivo. La edad gestacional dentro
del rango normal a término esté significativa y positivamente relacionada a los aprendizajes
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de lectura y matematicas en la primera infancia (Noble y cols., 2012). Este efecto es
independiente del peso al momento del nacimiento, asi como de otros factores obstétricos,

sociales y econémicos.

Dadas las repercusiones, a nivel nacional e internacional, de los gastos humanos y de
recursos que implica la morbi-mortalidad neonatal por RCIU, BPN, PEG y PT, es importante
conocer los mecanismos que llevan a estas manifestaciones clinicas. Por lo tanto, si bien
estas presentaciones son multi-causales todo aporte que contribuya al conocimiento de los
mecanismos subyacentes a estas patologias es un avance para fundamentar estrategias

terapéuticas.

La relacion inversa encontrada al comparar los valores de inervacion vascular de los
cordones umbilicales y los percentiles antropométricos de los RN, particularmente en el caso
del peso y de la talla, indica una asociacién entre ambas variables (Figura 17). Los valores
mas altos de inervacién, asociados a percentiles antropométricos bajos en el caso del peso y
la talla, corresponden al subgrupo de RN de madres que consumieron cocaina durante el
embarazo (Figura 17 A, B). Basandonos en un analisis especifico por individuo, seria posible
inferir que una mayor inervacién simpatica peri-arterial del CU, particularmente en el subgrupo
de RN de MCC explicaria, al menos en parte, las consecuencias reportadas en el desarrollo
de los recién nacidos expuestos prenatalmente a cocaina. De todas formas, lo reducido de la
muestra limita las consideraciones generales que puedan hacerse del analisis. No podemos
desconocer que en todos los casos también existieron percentiles bajos de las variables
antropométricas asociados a valores de inervacion bajos, por lo tanto, la inervacion de las

arterias umbilicales no seria el Unico factor determinante en la asociacién de estas variables.

7.4. Semaforina-3A como mecanismo molecular subyacente a los cambios
de inervacion de los vasos sanguineos del CU

Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que la inervacion de los vasos
umbilicales, particularmente de las arterias, podria estar siendo modulada por cocaina. El
cambio observado (Figuras 12 y 14) podria explicarse por una accion de la cocaina sobre la
regulacion de alguna/s molécula/s de guiado axonal, que favorezcan el aumento del area
ocupada por fibras nerviosas. Este resultado podria involucrar la induccion de la expresion de
moléculas promotoras del crecimiento axonal o la represion de moléculas que repelen a los
nervios en los vasos sanguineos. En linea con esta Ultima idea fue que investigamos la
regulacion de la expresion de la Sema3A, una glicoproteina secretada que es repulsiva para

las fibras nerviosas periféricas.
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Las semaforinas-3A y 3F especificamente, son inducidas por las hormonas ovérico-
placentarias en los microambientes de las fibras nerviosas uterinas y han sido vinculadas a
procesos de denervacion del Gtero (Richeri y cols., 2011, 2020). El significado funcional de
este fendmeno de plasticidad de la inervacion simpatica intrauterina es el de garantizar el
bienestar fetal ya que, al retirar la sefializacién simpética de contraccion muscular, se
promueve la quiescencia del masculo liso uterino, lo que favorece un intercambio sanguineo
feto-placentario adecuado frente a posibles episodios de estrés de la madre. En linea con
estos estudios realizados en roedores, Marzioni y cols., (2004) reportaron que Sema3A
ademas de producirse en el miometrio del Gtero gestante humano, también se expresa en la
placenta y en el CU. En el CU, se describi6 qgue Sema3A es producida por las células
musculares y el epitelio de los vasos umbilicales a lo largo de todo el cordén umbilical en
gestaciones saludables (Marzioni y cols., 2004). Se hipotetiza que la produccion de factores
neuro-repulsivos en el CU y en la placenta podrian restringir la entrada de axones a dichos
o6rganos en gestaciones saludables. Se demostré que los axones que inervan la region
proximal del CU muestran una significativa inmunorreactividad a los receptores de esta
semaforina, la neuropilina-1 (NRP-1) y la Plexina-Al (Marzioni y cols., 2004). Con lo cual,

podrian responder a esta sefal neuro-repulsiva.

La evidencia sugiere que Sema3A podria participar en la modulacion de la inervacion
de los vasos umbilicales; sin embargo, hasta el presente no se conocia si su expresion podia
ser regulada en los CU de madres que consumieron cocaina durante el embarazo. Ya ha sido
reportado que la cocaina, efectivamente regula la expresion de un conjunto de moléculas de
guiado axonal como las semaforinas y neuropilinas en varias regiones del cerebro (Bahi y
Dreyer, 2005). Pero se desconocia que dicho fenémeno ocurriese en el SNP vy

particularmente en el CU.

En este trabajo, evaluamos los niveles de Sema3A en los CU de nuestra poblacion de
estudio y en la poblacion control. Utilizamos la co-marcacion con anti-Sema3A y anti-TH para
evaluar los cambios en la sefial de Sema3A asociados con el grado de inervacion simpatica
de los vasos umbilicales. Estos marcadores entonces encuentran su blanco en regiones
distintas pero adyacente. En el caso de Sema3A la sefial se detectd en la capa de musculo
liso de los vasos sanguineos umbilicales (Figura 18). Su distribucion es consistente, con la
idea de que Sema3A secretada por el musculo liso (TM), ejerza su accion en las fibras

nerviosas TH+ localizadas en la region de la Gelatina de Wharton peri-arterial (Figura 18 C1).

Los resultados confirmaron la expresion de Sema3A tanto en la vena como en las
arterias. En ambos tipos de vasos umbilicales de recién nacidos de MCC, los niveles de
Sema3A no alcanzaron diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo control,
por lo cual no podemos confirmar que la cocaina esté alterando los niveles de Sema3A
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(Figura 19). El resultado esperado era que la expresion de Sema3A fuera menor que en los
controles; lo que reflejaria una menor sefializacién neuro-repulsiva que favoreceria una mayor
inervacion de las arterias, pero no explicaria la ausencia de inervacion en la vena en los CU

de RN expuestos prenatalmente a cocaina.

Con estos hallazgos, aun no es posible confirmar que cambios en la inervacion
vascular en respuesta a cocaina estén siendo modulados por Sema3A. Para poder definir la
participacién de Sema3A en la modulacién de la inervacién, deberiamos evaluar también la
modulacion por cocaina de la expresion de sus receptores NRP1 y Plexina-Al en las fibras
simpéticas IR-TH detectadas en el CU. Las moléculas de guiado axonal, como Sema3A, sélo
ejerceran su efecto si se unen a los receptores adecuados para que se transduzca la sefial.
Por lo tanto, la modulacion de la via Sema3A-NRP1/Plexina-Al va a estar determinada no
solo por cambios en la expresion de Sema3A en el musculo liso vascular sino también por la
regulacion de la expresién de sus receptores NRP1 y Plexina-Al en las fibras nerviosas
simpaticas que lo inervan. En linea con esta idea, como se mencioné previamente, existen
evidencias mostrando que cocaina modula la expresion de NRP1 en el cerebro de roedores
(Bahi y Dreyer, 2005). Ademas, es necesario evaluar otras moléculas de guiado axonal que
podrian contribuir al cambio estructural de la inervacion. Por ejemplo, la semaforina-3F
(Sema3F), en este caso también se deberia estudiar si las fibras simpaticas expresan su
receptor Neuropilina-2 (NRP2). Estas moléculas no han sido estudiadas en el contexto de la
inervacion del CU, a diferencia de NRP1 y PlexinaAl (Marzioni y cols., 2004) pero si en el
Gtero de rata (Richeri y cols., 2011). En este modelo, estudios funcionales de bloqueo de
funcién de la via Sema3F/NRP2 demastraron que la Sema3F producida por el miometrio del
Utero, es secretada y que el blogueo del receptor NRP2 revierte el efecto repulsivo de Sema3F

sobre axones simpaticos (Richeri y cols., 2020).
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8. CONCLUSIONES

8.1. Patrdn y densidad de lainervacién vascular

Nuestros resultados de inervacion del CU nos permitieron esclarecer la todavia
cuestionada inervacion del CU humano, confirmando que ésta se limita a la region proximal
y no se extiende a lo largo de todo el CU. Nuestros estudios de co-marcacion evidenciaron la
presencia de inervacion de tipo simpética, y aseguran que hay otros tipos de inervacion, no

identificadas al momento.

La tendencia al aumento en la densidad de inervacion periarterial del CU observado
en la regiéon proximal en los RN expuestos prenatalmente a cocaina plantea la necesidad de
seguir evaluando esta variable en un mayor nimero de cordones umbilicales para poder

validar nuestra hipétesis de trabajo.
8.2. Diametro vascular

Aunque la medida del diametro vascular no es del todo concluyente, ya que no
encontramos diferencias estadisticamente significativas, la presencia de inervacion simpatica
no se acompafa de cambios significativos en el diametro de las arterias. Siendo escasa la
inervacion en la vena, y habiendo un menor valor de didmetro, se sugiere que cocaina podria

estar actuando a través de otros mecanismos, aparte de su acciéon simpatomimética.

8.3. Relacion entre lainervacion vascular y las variables antropométricas

La evaluacion de las variables antropométricas de los RN y de la edad gestacional
mostraron efectos robustos en nuestra poblacién de estudio en cuanto la disminucién de estas
medidas en el contexto de exposicion prenatal a cocaina, dado que aln con una poblaciéon

relativamente pequefa, se pudieron evidenciar los efectos reportados en la literatura.

La relacion inversa encontrada entre las variables antropométricas y la inervacion,
sugiere que estas variables podrian estar asociadas de forma causal. De todas formas, lo

reducido de la muestra limita las inferencias que pueden hacerse del andlisis.

8.4. Mecanismo molecular: Sema3A

La ausencia de cambios significativos en la inmunorreactividad de la Sema3A vascular
asociados a la exposicion prenatal a cocaina sugiere que ésta no estaria involucrada en la
modulacion de la inervacion del CU reportada en esta tesis. Sin embargo, resta evaluar la
expresion de sus receptores (neuropilina-1 y plexina) en las fibras nerviosas perivasculares y

la posibilidad de un cambio de funcién de la molécula en el contexto de cocaina.
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9. APORTES

En conjunto, nuestros resultados aportan conocimiento basico respecto a potenciales
mecanismos celulares y moleculares que podrian ser responsables de provocar cambios en
el tono vascular del CU, como consecuencia del consumo de cocaina durante el embarazo.
Los datos obtenidos contribuyen, por un lado, a la comprension del papel que podria tener
una alteracion estructural y funcional del control neural de la vasoconstriccién de las arterias
umbilicales tras el consumo de cocaina. Pensamos que este resultado es importante debido
a la relaciéon inversa que encontramos entre la inervacion del CU y las manifestaciones
clinicas del RN, que pueden tener impacto tanto en el periodo perinatal como en etapas
posteriores, por ejemplo, en la primera infancia. Por otro lado, nuestros resultados
evidenciaron que la inervacion simpética no seria la Unica variable moduladora del tono
vascular del CU en respuesta a cocaina. Esto abre la posibilidad de evaluar otros mecanismos
no neurales que puedan estar participando en una modulacién de la vasoconstriccién por

cocaina.

Los resultados obtenidos de la inervacion de los vasos sanguineos umbilicales podran
colaborar en la identificacién de una variable biol6gica, que pueda ser utilizada por el equipo
médico en el diagndstico de las repercusiones clinicas asociadas al consumo de drogas de
abuso. Esta variable podria ser considerada para asesorar en el disefio de un tratamiento que
permita atender las necesidades de la madre gestante y/o su RN, incluyendo posibles
tratamientos con especialistas, los cuales podran resultar en un impacto positivo para el

desarrollo del nifio/nifa.

Debido al contexto socioecondémico que puede representar la poblacion objetivo, y el
estigma hacia las mujeres embarazadas y en posparto que consumen drogas de abuso, los
resultados obtenidos también pueden colaborar en la elaboracion e implementacion de
politicas publicas destinadas a atender esta poblacién. La adiccion es una condicion médica
cronica que requiere de recursos y tratamientos. Los resultados obtenidos ademas
contribuiran al conocimiento de los fenédmenos que afectan la salud del RN para el disefio de

programas de prevencion de consumo de drogas en el embarazo.
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10. LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS

Como ha sido mencionado, el consumo de drogas de abuso entre la poblacion
femenina tiene algunas caracteristicas distintivas como son: la mayor progresion en el
consumo y el mayor riesgo de desarrollar el desorden de uso de sustancias. Sin embargo,
también se reporta una menor demanda y acceso a tratamientos, una mayor estigmatizacion
social, la asociacion a historia de violencia de género y abuso sexual y la afectacion de sus
hijos si tienen responsabilidades de cuidadoras (Risso y cols., 2023). Estos motivos pueden

llevar a que las mujeres no declaren el abuso de sustancias.

Consideramos que trabajar con muestras humanas implica una serie de limitaciones
en cuanto a la variabilidad de los resultados, ya que inherentemente no se puede controlar
completamente las condiciones ambientales y sociales que influyen en las personas que
integran este tipo de estudios. En relacién a esto, actualmente en el laboratorio se esta
comenzando a trabajar con un modelo preclinico para imitar las condiciones de exposicién a
cocaina (aguday repetida) y poder seguir estudiando los mecanismos moleculares asociados

a los cambios en la inervacién simpéatica de los vasos umbilicales, provocados por cocaina.

Originalmente contdbamos con un N=7 de CU de recién nacidos de madres control y
un N=10 de CU de MCC. Nos vimos obligadas a prescindir para nuestros analisis de dos
cordones umbilicales colectados (uno de cada grupo). En el caso del grupo control el cordén
gue no se utilizé para los analisis fue porque la madre tuvo diabetes gestacional; y en el caso
del corddn del grupo cocaina que no se utilizé fue porque la madre sufrié preeclampsia. En

ambos casos se tratan de complicaciones del embarazo que podrian incidir en los resultados.

Si bien el nimero de madres reclutadas en cada poblacion de estudio es relativamente
pequefio ya que pasd por un proceso muy selectivo en el que se descartaron posibles
variables confundentes, creemos que los resultados obtenidos podrian usarse también para
continuar investigando la inervacién simpética de los vasos umbilicales humanos, asi como
otros factores no neurales con propiedades vasoconstrictoras. Esto permitira obtener
resultados mas representativos en distintas poblaciones, con el propdsito de validar el
potencial de esta variable biologica (inervacion del CU) como biomarcador y ademéas disefiar
estrategias preventivas y politicas destinadas a evitar y detectar la exposicion prenatal a
drogas de abuso. Ademas, queda pendiente analizar otros tipos de fibras nerviosas y evaluar
gué sucede con la inervacién simpética, con el uso de otro tipo de drogas de abuso durante

el embarazo.

El andlisis del nivel de fluorescencia para los distintos marcadores moleculares

utilizados tales como el anti-PGP, -TH y -Sema3A, nos permitid realizar un estudio
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semicuantitativo del nivel de expresién de cada molécula. Este criterio fue util en las muestras
analizadas de tejido fijado ya que nos permitié evaluar la ubicacién tisular de los distintos
marcadores. Para poder realizar estudios cuantitativos que permitan valorar con mayor
precision el nivel de expresion de estas moléculas y los cambios en su expresion en diversos
contextos, se podrian utilizar otras técnicas analiticas, como deteccién electroquimica por
HPLC de noradrenalina en homogenatos de CU, o bien estudios moleculares de expresion
diferencial, pero para ello se debe trabajar con tejido vivo, no fijado. Algunos de estos

aspectos estan siendo abordados en investigaciones en curso en el laboratorio.

Los estudios de Sema3A como mecanismo molecular subyacente no son todavia
concluyentes ya que queda pendiente analizar la potencial regulacion por cocaina de la
expresion de sus receptores neuronales, asi como el analisis de otras moléculas de guiado
axonal, que pudieran participar en la modulacion de la inervacion en respuesta a cocaina.
Otras metodologias podrian ser utilizadas para el estudio de la expresion génica de estas
moléculas, por ejemplo, a través del uso de gPCR (la reaccién en cadena de la polimerasa
en tiempo real), o mediante Western Blot, que permite identificar proteinas especificas en una
mezcla compleja de proteinas, tal como la que se presenta en extractos celulares o de tejidos.
Asimismo, se podria realizar estudios 6micos de expresion ya sea a nivel transcripcional o

traduccional.

El estudio del flujo sanguineo a través de los vasos umbilicales mediante ecografia
Doppler de CU también requiere ser realizado en el periodo antenatal, e involucraria la
interaccién con los clinicos especialistas capaces de indicarle este estudio a las gestantes,
asi como los técnicos que las realicen. Este dato se podria asociar con las medidas del
diametro de la luz vascular para evaluar si el diametro refleja un compromiso del flujo
sanguineo vascular. Si bien pensamos que realizar estudios in vivo seria muy ventajoso, al
tratarse de un tejido humano vital para el mantenimiento fetal, estas aproximaciones pueden

estar limitadas por cuestiones éticas.

Otra limitante de nuestro estudio es la imposibilidad de evaluar a largo plazo el impacto
de las afecciones reportadas en el RN, por ejemplo, en las medidas antropométricas. Existe
una encuesta nacional llamada ENDIS (Encuesta de Nutricion, Desarrollo Infantil y Salud;
MIDES, MSP; Uruguay Crece Contigo) que es una investigacion a través de la cual se accede
sisteméticamente a datos representativos acerca de la situacion de la primera infancia por
ejemplo el Cohorte 2018 involucra a N=2599 nifios entre 0 y 5 afios de edad. Esta encuesta
es un estudio sociodemografico longitudinal y descriptivo, orientado a profundizar en el
conocimiento acerca del desarrollo infantil, la nutricion, el derecho a la salud y los cuidados,
el acceso a la educacion, generando conocimiento para orientar las politicas publicas. Dentro
de esta encuesta también se reporta el consumo de drogas durante el embarazo de las
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madres de los nifios en etapa de primera infancia. Estos datos se pueden utilizar para evaluar
si el consumo de drogas de la madre durante el embarazo impacta de alguna forma en el

desarrollo del nifio/a a largo plazo, en la primera infancia.
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