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Resumen:	
  
	
  

“Impacto	
   de	
   la	
   Lectina	
   de	
   Unión	
   a	
   la	
   Manosa	
   (MBL)	
   y	
   β-­‐Defensina	
   humana	
   2	
  

(HBD2)	
   en	
   la	
   susceptibilidad	
   frente	
   a	
   infecciones	
   en	
   neonatos	
   prematuros	
  

extremos”	
  

	
  

Introducción:	
  

Los	
   recién	
  nacidos	
  prematuros	
   extremos	
   (<	
   32	
   semanas	
  de	
   edad	
   gestacional,	
   EG)	
  

son	
   una	
   población	
   de	
   riesgo	
   para	
   desarrollar	
   infecciones	
   invasivas	
   y	
   sufrir	
  

complicaciones	
  derivadas	
  de	
   la	
  respuesta	
   inflamatoria	
  asociadas	
  a	
  estos	
  procesos.	
  

Por	
   otra	
   parte,	
   representan	
   un	
   modelo	
   interesante	
   para	
   generar	
   conocimientos	
  

sobre	
  la	
   importancia	
  del	
  sistema	
  inmune	
  innato	
  dada	
  su	
  alta	
  dependencia	
  de	
  esta	
  

rama	
   de	
   la	
   inmunidad.	
   La	
   Lectina	
   de	
   Unión	
   a	
   la	
   Manosa	
   (MBL)	
   y	
   β-­‐Defensina	
  

humana	
   2	
   (HBD2)	
   son	
   mediadores	
   solubles	
   del	
   sistema	
   inmune	
   innato.	
   En	
   la	
  

actualidad	
   no	
   existen	
   estudios	
   sobre	
   su	
   impacto	
   en	
   procesos	
   fisiológicos	
   o	
  

fisiopatológicos	
  en	
  la	
  edad	
  neonatal	
  en	
  nuestro	
  medio.	
  

	
  

Objetivos:	
  

Describir	
   las	
   posibles	
   asociaciones	
   entre	
   los	
   niveles	
   de	
   MBL	
   y	
   HBD2	
   en	
   suero	
  

obtenido	
  en	
  el	
  momento	
  de	
  nacer	
  o	
  durante	
  la	
  sospecha	
  de	
  un	
  proceso	
  infeccioso,	
  

con	
  variables	
  demográficas	
  o	
  eventos	
  clínicos	
  determinados.	
  	
  

	
  

Metodología:	
  

Realización	
   de	
   dos	
   proyectos	
   (P1,	
   P2)	
   interrelacionados	
   entre	
   sí,	
   reclutando	
  

neonatos	
   de	
   forma	
   retrospectiva	
   y	
   prospectiva	
   en	
   el	
   ámbito	
   de	
   un	
   Hospital	
   de	
  

tercer	
   nivel.	
   	
   Se	
   realizó	
   el	
   estudio	
   histopatológico	
   de	
   muestras	
   de	
   placenta,	
  

determinación	
   de	
   niveles	
   de	
   MBL	
   y	
   HBD2	
   mediante	
   técnica	
   de	
   ELISA	
   (Enzyme-­‐

Linked	
   Immuno	
   Sorbent	
   Assay)	
   en	
  muestras	
   de	
   sangre	
   y	
   recogida	
   sistemática	
   de	
  

datos	
  clínicos	
  y	
  analíticos	
  relevantes	
  de	
  las	
  historias	
  clínicas	
  informatizadas.	
  Para	
  el	
  

análisis	
  de	
  datos	
  se	
  emplearon	
  los	
  procedimientos	
  estadísticos	
  correspondientes.	
  

	
  



	
   	
   	
  

 

Resultados:	
  

En	
   total	
   se	
   reclutaron	
   157	
   neonatos	
   (P1,	
   n=73	
   y	
   P2,	
   n=84)	
   y	
   se	
   analizaron	
   475	
  

muestras	
  (P1,	
  n=73	
  y	
  P2,	
  n=402).	
  	
  

No	
  se	
  encontraron	
  diferencias	
  significativas	
  analizando	
  las	
  muestras	
  procesadas	
  con	
  

o	
  sin	
  un	
  inhibidor	
  de	
  proteinasas,	
  en	
  diferentes	
  momentos	
  tras	
  su	
  extracción.	
  

P1:	
  En	
  el	
  momento	
  de	
  nacer	
  los	
  neonatos	
  a	
  término	
  presentaron	
  niveles	
  de	
  HDB2	
  

más	
   elevados	
   en	
   comparación	
   con	
   los	
   neonatos	
   prematuros	
   extremos	
   (mediana	
  

1882	
  versus	
  918	
  pg/ml,	
  p=	
  0,003).	
  Siete	
  de	
   los	
  31	
  neonatos	
  prematuros	
  sufrieron	
  

una	
  sepsis	
  neonatal.	
  Los	
  neonatos	
  con	
  esta	
  complicación	
  clínica	
  presentaron	
  niveles	
  

de	
  HBD2	
   inferiores	
  a	
  aquellos	
  neonatos	
  que	
  no	
   sufrieron	
  de	
   sepsis	
   (mediana	
  513	
  

versus	
  1411	
  pg/ml,	
  p=	
  0,006).	
  	
  

P2:	
  Durante	
   los	
   episodios	
   de	
   sospecha	
   de	
   sepsis	
   no	
   se	
  mostraron	
  modificaciones	
  

significativas	
  de	
   los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  ni	
  de	
  MBL.	
  Se	
  halló	
  una	
  correlación	
  negativa	
  

para	
  las	
  variables	
  EG	
  y	
  peso	
  al	
  nacer	
  con	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  (Rho:	
  -­‐0,314,	
  p=0,004;	
  

Rho:	
  -­‐0,332,	
  p=0,002).	
  En	
  cambio	
  no	
  se	
  mostraron	
  correlaciones	
  significativas	
  para	
  

estas	
   variables	
   con	
   los	
   niveles	
   de	
   MBL	
   (p=0,534	
   y	
   p=0,661).	
   Se	
   observó	
   una	
  

correlación	
   positiva	
   entre	
   los	
   niveles	
   de	
  HBD2	
   y	
   el	
   recuento	
   de	
   neutrófilos	
   (Rho:	
  

0,375,	
  p=0,001)	
  pero	
  no	
  con	
  el	
  valor	
  de	
  la	
  proteína	
  C	
  reactiva	
  (p=0,250).	
  Los	
  niveles	
  

de	
  MBL	
  no	
  se	
  asociaron	
  de	
  forma	
  significativa	
  con	
  ninguna	
  de	
  estas	
  dos	
  variables.	
  

Estratificando	
   la	
   cohorte	
   en	
   función	
   de	
   presencia	
   de	
   sepsis	
   y	
   resultados	
   de	
  

hemocultivos	
  se	
  confirmaron	
  las	
  observaciones	
  anteriores.	
  	
  

	
  

Conclusiones:	
  

Existen	
   niveles	
   de	
   HBD2	
   medibles	
   y	
   estables	
   en	
   muestras	
   de	
   suero	
   en	
   la	
   edad	
  

neonatal.	
  Estos	
  niveles	
  son	
  más	
  elevados	
  en	
  los	
  neonatos	
  en	
  comparación	
  con	
  los	
  

adultos.	
  Niveles	
  bajos	
  al	
  nacer	
  se	
  asocian	
  con	
  un	
  mayor	
  riesgo	
  de	
  sufrir	
  una	
  sepsis	
  

nosocomial.	
   En	
   los	
   prematuros	
   extremos	
   hay	
   una	
   correlación	
   negativa	
   entre	
   los	
  

niveles	
  de	
  HBD2	
  con	
  la	
  EG.	
  Los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  se	
  correlacionan	
  con	
  el	
  recuento	
  de	
  

neutrófilos	
  pero	
  no	
  con	
  los	
  valores	
  de	
  la	
  PCR.	
  En	
  nuestra	
  cohorte	
  los	
  niveles	
  de	
  MBL	
  

no	
   se	
  asocian	
  con	
   la	
  EG,	
   riesgo	
  de	
   sepsis,	
   recuento	
  de	
  neutrófilos	
  o	
  valores	
  de	
   la	
  

PCR.	
  



	
   	
   	
  

 

	
  
Summary:	
  
	
  

“Impact	
  of	
  Mannose	
  binding	
  lectin	
  (MBL)	
  and	
  Human	
  beta	
  defensin	
  2	
  (HBD2)	
  on	
  

the	
  infection	
  susceptibility	
  of	
  extreme	
  preterm	
  neonates”	
  

	
  

Introduction:	
  

Extreme	
  preterm	
  neonates	
   (gestational	
  age	
  <	
  32	
  weeks)	
  are	
  prone	
   to	
   suffer	
   from	
  

invasive	
  infections	
  and	
  to	
  develop	
  complications	
  due	
  to	
  an	
  associated	
  inflammatory	
  

response.	
  In	
  addition,	
  this	
  population	
  represents	
  an	
  interesting	
  group	
  for	
  the	
  study	
  

of	
   the	
   innate	
   immune	
   system	
   given	
   its	
   high	
   dependency	
   on	
   this	
   branch	
   of	
   the	
  

immune	
  response.	
  The	
  Mannose	
  binding	
   lectin	
  (MBL)	
  and	
  Human	
  beta	
  defensin	
  2	
  

(HBD2)	
   are	
   soluble	
  mediators	
   of	
   the	
   innate	
   immune	
   system.	
   To	
   date	
   there	
   is	
   no	
  

data	
   regarding	
   their	
   impact	
   on	
   physiologic	
   or	
   pathophysiologic	
   settings	
   in	
   the	
  

neonatal	
  period	
  in	
  our	
  environment.	
  	
  	
  

	
  

Aims:	
  

To	
   describe	
   the	
   possible	
   associations	
   between	
   MBL	
   and	
   HBD2	
   serum	
   levels	
  

measured	
  at	
  birth	
  or	
  during	
  suspected	
  infectious	
  processes	
  in	
  the	
  neonatal	
  period,	
  

with	
  important	
  demographic	
  and	
  clinical	
  variables.	
  	
  

	
  

Methods:	
  

Two	
   related	
   projects	
   (P1,	
   P2),	
   recruiting	
   newborns	
   retrospectively	
   as	
   well	
   as	
  

prospectively	
   in	
   a	
   tertiary	
   hospital	
   center	
   were	
   performed.	
   Histopathologic	
  

examination	
   of	
   placenta	
   fragments,	
   measurement	
   of	
   MBL	
   and	
   HBD2	
   (ELISA,	
  

Enzyme-­‐Linked	
  Immune	
  Sorbent	
  Assay)	
  in	
  serum	
  samples	
  and	
  systemic	
  collection	
  of	
  

clinical	
   and	
   laboratory	
   data	
   were	
   realized.	
   For	
   data	
   evaluation	
   corresponding	
  

statistical	
  analysis	
  was	
  performed.	
  

	
  

Results:	
  

Within	
   these	
   two	
   projects	
   157	
   neonates	
   (P1,	
   n=73	
   and	
   P2,	
   n=84)	
  were	
   recruited	
  

and	
  475	
  (P1,	
  n=73,	
  P2,	
  n=402)	
  samples	
  were	
  analyzed.	
  The	
  presence	
  or	
  absence	
  of	
  



	
   	
   	
  

 

a	
   proteinase	
   inhibitor	
   or	
   the	
   different	
   time	
   points	
   of	
   sample	
   processing	
   did	
   not	
  

show	
  a	
  significantly	
  effect	
  on	
  HBD2	
  levels.	
  

P1:	
  Forty-­‐two	
  term	
  and	
  31	
  preterm	
  neonates	
  were	
  enrolled.	
  Human	
  beta-­‐defensin-­‐

2	
   levels	
   in	
   term	
   neonates	
   were	
   higher	
   compared	
   with	
   preterm	
   infants	
   (median	
  

1,882	
   vs	
   918	
   pg/mL;	
   p	
   =	
   0.003)	
   and	
   correlated	
   with	
   gestational	
   age	
   and	
   birth	
  

weight.	
   Of	
   31	
   preterm	
   neonates,	
   seven	
   suffered	
   from	
   late-­‐onset	
   sepsis,	
   and	
   this	
  

was	
   associated	
   with	
   lower	
   human	
   beta-­‐defensin-­‐2	
   levels	
   (median	
   513	
   vs	
   1,411	
  

pg/mL;	
  p	
  =	
  0.006).	
  

P2:	
  HBD2	
  and	
  MBL	
  levels	
  did	
  not	
  show	
  significant	
  variations	
  during	
  suspected	
  septic	
  

episodes.	
   HBD2	
   levels	
   were	
   negatively	
   correlated	
   with	
   GA	
   and	
   BW	
   (Rho:	
   -­‐0,314,	
  

p=0,004;	
   Rho:	
   -­‐0,332,	
   p=0,002).	
   In	
   contrast,	
   no	
   significant	
   relation	
  was	
   found	
   for	
  

these	
  variables	
  with	
  MBL	
   serum	
   levels	
   (p=0,534	
  y	
  p=0,661).	
   The	
  neutrophil	
   count	
  

showed	
  a	
  positive	
  correlation	
  with	
  the	
  HBD2	
  concentrations	
  (Rho:	
  0,375,	
  p=0,001),	
  

but	
  not	
  with	
  C-­‐reactive	
  protein	
  (CRP)	
  levels	
  (p=0,250).	
  MBL	
  was	
  not	
  associated	
  with	
  

any	
  of	
  these	
  variables.	
  Stratification	
  of	
  the	
  cohort	
  regarding	
  the	
  presence	
  of	
  sepsis	
  

and	
  blood	
  culture	
  results	
  confirmed	
  the	
  previously	
  described	
  observations.	
  	
  

	
  

Conclusion:	
  	
  

HBD2	
   is	
   detectable	
   and	
   its	
   levels	
   remain	
   stable	
   in	
   neonatal	
   serum	
   samples.	
  

Newborns	
  show	
  higher	
  levels	
  of	
  this	
  antimicrobial	
  peptide	
  compared	
  to	
  adults.	
  Low	
  

human	
   beta-­‐defensin-­‐2	
   levels	
   in	
   preterm	
   neonates	
   might	
   be	
   associated	
   with	
   an	
  

increased	
  risk	
  of	
   late-­‐onset	
  sepsis.	
   In	
  the	
  extreme	
  premature	
  neonates	
  a	
  negative	
  

correlation	
   between	
   the	
   HBD2	
   levels	
   and	
   GA	
   has	
   been	
   observed	
   and	
   the	
   HBD2	
  

concentrations	
  were	
  positively	
  correlated	
  with	
  the	
  neutrophil	
  counts.	
  In	
  our	
  cohort	
  

MBL	
   levels	
   were	
   not	
   associated	
   with	
   the	
   variables:	
   GA,	
   sepsis	
   risk,	
   neutrophil	
  

counts	
  or	
  CRP.	
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Introducción	
  

Esta	
  tesis	
  doctoral	
  trata	
  de	
  analizar	
  el	
  impacto	
  de	
  partes	
  solubles	
  del	
  sistema	
  inmune	
  innato	
  

sobre	
   la	
   susceptibilidad	
   de	
   sufrir	
   infecciones	
   en	
   la	
   edad	
   neonatal.	
   Del	
   mismo	
   modo	
   es	
  

objetivo	
   de	
   este	
   trabajo	
   generar	
   nuevas	
   hipótesis	
   y	
   aumentar	
   los	
   conocimientos	
   sobre	
   la	
  

fisiología	
   y	
   fisiopatología	
   de	
   componentes	
   del	
   sistema	
   inmune	
   innato	
   en	
   recién	
   nacidos.	
  

Para	
  lograr	
  estos	
  objetivos	
  se	
  han	
  realizado	
  dos	
  proyectos	
  relacionados	
  entre	
  si.	
  	
  

	
  	
  

	
  

	
  

	
  

1.1	
  Prematuridad	
  
	
  

Se	
  define	
  como	
  parto	
  pretérmino	
  o	
  prematuro	
  aquellos	
  partos	
  que	
  se	
  producen	
  antes	
  de	
  la	
  

semana	
   37	
   de	
   gestación.	
   Se	
   ha	
   introducido	
   la	
   siguiente	
   nomenclatura	
   para	
   diferenciar	
  

subgrupos	
   de	
   prematuridad	
   según	
   la	
   edad	
   gestacional	
   (EG):	
   32-­‐37	
   semanas	
   de	
   EG	
  

“pretérmino	
  tardío”;	
  menor	
  de	
  32	
  semanas	
  de	
  EG	
  “recién	
  nacido	
  muy	
  pretérmino”	
  y	
  menor	
  

de	
  28	
  semanas	
  EG	
  “recién	
  nacido	
  pretérmino	
  extremo”	
  [1,2].	
  	
  

Aunque	
   en	
   la	
   práctica	
   clínica	
   se	
   usa	
   de	
   forma	
   sinónima	
   el	
   término	
   de	
   recién	
   nácido	
  

pretérmino,	
  esto	
  no	
  implica	
  información	
  sobre	
  su	
  estado	
  de	
  madurez.	
  Dadas	
  las	
  dificultades	
  

de	
  establecer	
   con	
  exactitud	
   la	
   edad	
  gestacional	
   se	
   acepta	
   la	
   inclusión	
  del	
   peso	
  del	
   recién	
  

nacido	
  como	
  valor	
  de	
  referencia.	
  Se	
  diferencian	
  los	
  siguientes	
  grupos:	
  (1)	
  menor	
  de	
  2500	
  g	
  

“bajo	
  peso	
  al	
  nacimiento”;	
  (2)	
  menor	
  de	
  1500	
  g	
  “muy	
  bajo	
  peso	
  al	
  nacimiento”;	
  (3)	
  menor	
  

de	
   1000	
   g	
   “extremado	
  bajo	
   peso”	
   [1,2].	
   A	
   pesar	
   de	
   numerosos	
   estudios	
   e	
   intervenciones	
  

realizados	
  con	
  el	
  fin	
  de	
  prevenir	
  el	
  parto	
  prematuro	
  este	
  evento	
  sigue	
  siendo	
  actualmente	
  

uno	
  de	
  los	
  grandes	
  retos	
  de	
  los	
  sistemas	
  sanitarios	
  [3-­‐5].	
  	
  

	
  

La	
   tasa	
   de	
   partos	
   prematuros	
   (menor	
   de	
   37	
   semanas	
   de	
   EG)	
   oscila	
   en	
   los	
   últimos	
   años	
  

alrededor	
  de	
  12-­‐13%	
  en	
  Estados	
  Unidos	
   (EEUU)	
  y	
  5-­‐9%	
  en	
  países	
  europeos.	
  Mujeres	
  afro-­‐

americanas	
   y	
   afro-­‐caribeñas	
   demuestran	
   una	
   tasa	
   elevada	
   (16-­‐18%)	
   de	
   presentar	
   partos	
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prematuros	
   en	
   comparación	
   con	
   mujeres	
   de	
   raza	
   blanca	
   (6-­‐9%)	
   [6].	
   Una	
   parte	
   de	
   las	
  

diferencias	
  encontradas	
  entre	
  las	
  tasas	
  de	
  partos	
  prematuros	
  en	
  EEUU	
  en	
  comparación	
  con	
  

otros	
  países	
  con	
  similar	
  nivel	
  de	
  desarrollo	
  se	
  debe	
  posiblemente	
  a	
  esta	
  asociación	
  [6].	
  	
  

Otros	
   factores	
  de	
   riesgo	
  de	
  prematuridad	
  son	
  gestaciones	
  múltiples,	
   corto	
   intervalo	
  entre	
  

diferentes	
   embarazos,	
   antecedentes	
   personales	
   o	
   familiares	
   de	
   partos	
   prematuros,	
  

desnutrición,	
   estrés	
   social	
   o	
   psicológico,	
   tabaquismo,	
   uso	
   de	
   heroína	
   o	
   cocaína	
   y	
  

enfermedades	
   maternas	
   como	
   depresión,	
   hipertensión	
   arterial,	
   diabetes	
   mellitus	
   u	
   otras	
  

enfermedades	
   que	
   puedan	
   llevar	
   a	
   inducir	
   el	
   parto	
   de	
   forma	
   precoz	
   por	
   riesgo	
  materno	
  

[3,7,8].	
   En	
   la	
   última	
   década	
   la	
   mayor	
   aplicación	
   de	
   técnicas	
   de	
   reproducción	
   asistida	
   ha	
  

contribuido	
  posiblemente	
  a	
  que	
  las	
  cifras	
  de	
  prematuridad	
  no	
  se	
  hayan	
  reducido	
  a	
  pesar	
  de	
  

intervenciones	
  preventivas	
  y	
  terapéuticas	
  importantes	
  [3,8].	
  	
  

Las	
  infecciones	
  intrauterinas	
  se	
  reconocen	
  como	
  una	
  causa	
  importante	
  del	
  parto	
  prematuro	
  

[9,10].	
  En	
  los	
  últimos	
  años,	
  se	
  ha	
  observado	
  que	
  las	
  citoquinas	
  inflamatorias	
  sirven	
  de	
  señal	
  

fetal	
  para	
  el	
  inicio	
  del	
  parto	
  en	
  el	
  contexto	
  de	
  infecciones	
  [9-­‐13].	
  Un	
  alto	
  porcentaje	
  de	
  las	
  

infecciones	
   tienen	
   una	
   presentación	
   subclínica	
   y	
   los	
   patógenos	
   más	
   frecuentemente	
  

identificados	
   son	
   Trichomonas	
   sspp,	
   Chlamydia	
   sspp,	
   Neisseria	
   gonorrea	
   y	
   Treponema	
  

pallidum,	
  mientras	
  el	
  papel	
  de	
  otros	
  patógenos	
  como	
  	
  Streptococcus	
  grupo	
  B,	
  Mycoplasma	
  

hominis	
  y	
  Ureaplasma	
  ureolyticum	
  sigue	
  siendo	
  discutido	
  [14-­‐16].	
  Las	
  vías	
  de	
  transmisión	
  de	
  

los	
   agentes	
   infecciosos	
   	
   en	
   las	
   infecciones	
   intrauterinas	
   son	
  múltiples	
   y	
   pueden	
   afectar	
   a	
  

diferentes	
  estructuras	
  fetales.	
  En	
  la	
  Figura	
  1	
  se	
  puede	
  observar	
  en	
  qué	
  áreas	
  anatómicas	
  y	
  

funcionales	
  ocurren	
  la	
  mayoría	
  de	
  las	
  infecciones	
  intrauterianas	
  [17].	
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Figura	
  1:	
  Lugares	
  de	
  infección	
  intrauterina	
  más	
  frecuentes	
  [17].	
  	
  

	
  

En	
   la	
  actualidad	
  no	
  se	
  dispone	
  de	
  herramientas	
  con	
  eficacia	
  comprobada	
  para	
  prevenir	
  el	
  

parto	
  prematuro,	
  probablemente	
  por	
  desconocerse	
  todavía	
  los	
  mecanismos	
  fisiopatológicos	
  

del	
  parto	
  prematuro	
  en	
  su	
  complejidad.	
  Se	
  postulan	
  como	
  datos	
  con	
  mayor	
  implicación,	
  los	
  

procesos	
   inflamatorios	
  debidos	
  a	
   infecciones	
   y	
   la	
   insuficiencia	
  del	
   cervix	
   [7-­‐9]	
   siendo	
  esta	
  

última	
  el	
  mecanismo	
  común	
  final	
  que	
  explicaría	
  el	
  parto	
  pretérmino	
  con	
  independencia	
  de	
  

la	
  posible	
  etiología	
  subyacente	
  [10].	
  La	
  Figura	
  2	
  representa	
  un	
  esquema	
  de	
  mecanismos	
  que	
  

se	
   inician	
   tras	
   un	
   estimulo	
   infeccioso	
   y	
   que	
   finalmente	
   pueden	
   llevar	
   al	
   parto	
   prematuro	
  

[17].	
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Figura	
   2:	
   Posibles	
   mecanismos	
   de	
   la	
   relación	
   entre	
   la	
   colonización	
   bacteriana	
   de	
   las	
  

estructuras	
  coriodeciduales	
  y	
  el	
  parto	
  prematuro	
  [17].	
  	
  

	
  

Sin	
   embargo,	
   no	
   existen	
   datos	
   concluyentes	
   sobre	
   la	
   cadena	
   de	
   mediadores	
   y	
   factores	
  

iniciales	
  lo	
  que	
  impide	
  el	
  diseño	
  racional	
  de	
  estrategias	
  de	
  intervención	
  eficaces.	
  	
  

Además,	
  existe	
  evidencia	
  creciente	
  que	
  el	
  síndrome	
  inflamatorio	
  fetal	
   (FIRS)	
  está	
  asociado	
  

con	
   una	
  mayor	
  morbimortalidad	
   neonatal	
   siendo	
   la	
   Interleuquina	
   (IL)	
   -­‐6	
   la	
   citoquina	
  más	
  

frecuentemente	
  relacionada	
  con	
  esta	
  complicación	
  clínica	
  [18].	
  Es	
  un	
  dato	
  interesante	
  que	
  

en	
   los	
  últimos	
  años	
  diferentes	
  grupos	
  han	
  podido	
  demostrar	
  por	
  un	
  parte	
   la	
   inducción	
  de	
  

esta	
  sustancia	
  por	
  neuropeptidos	
  tales	
  como	
  la	
  sustancia	
  P,	
  y	
  por	
  otra	
  la	
  presencia	
  de	
  este	
  

neuropeptido	
   en	
   la	
   placenta	
   [18-­‐20].	
   Además	
   en	
   un	
  modelo	
   animal	
   se	
   ha	
   observado	
   una	
  

asociación	
  significativa	
  entre	
  el	
  síndrome	
  inflamatorio	
  fetal	
  y	
   la	
  parálisis	
  cerebral	
  [21]	
  y	
  en	
  

estudios	
   tipo	
   metanálisis	
   se	
   concluyó	
   que	
   la	
   corioamnionitis	
   estaba	
   relacionada	
   con	
   la	
  

parálisis	
  cerebral	
  infantil	
  [22].	
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No	
   obstante,	
   faltan	
   estudios	
   de	
   suficiente	
   tamaño	
   muestral	
   para	
   poder	
   conocer	
   las	
  

complejas	
   interrelaciones	
   que	
   pudieran	
   existir	
   entre	
   corioamnionitis,	
   FIRS,	
   inducción	
   de	
  

parto	
  prematuro,	
  sepsis	
  precoz	
  o	
  tardía	
  y	
  morbimortalidad	
  neonatal	
  asociada.	
  	
  

Aunque	
  en	
   los	
  últimos	
  años	
   se	
  han	
   conseguido	
  bajar	
   las	
   cifras	
  de	
  mortalidad	
  neonatal,	
   el	
  

fallecimiento	
   en	
   estas	
   edades	
   sigue	
   siendo	
   uno	
   de	
   los	
   mayores	
   retos	
   de	
   los	
   sistemas	
  

sanitarios	
   a	
   nivel	
   global	
   [4,5].	
   La	
   Figura	
   3	
  muestra	
   que	
   en	
   el	
   año	
   2010	
   fallecieron	
   7.6	
  

millones	
  de	
  niños	
  menores	
  de	
  5	
  años,	
  de	
  los	
  cuales	
  3.1	
  millones	
  fallecieron	
  en	
  los	
  primeros	
  

28	
  días	
  de	
  vida	
   lo	
  que	
  constituye	
  un	
  40%	
  de	
   la	
  mortalidad	
   infantil	
  en	
  niños	
  menores	
  de	
  5	
  

años	
  [23].	
  	
  

Figura	
  3:	
  Causas	
  de	
  muerte	
  a	
  nivel	
  global	
  en	
  el	
  año	
  2010	
  [23].	
  

	
  

De	
  manera	
   similar	
   se	
   identificó	
   al	
   parto	
   prematuro	
   y	
   sus	
   complicaciones	
   	
   como	
   eventos	
  

relacionados	
   con	
   un	
   27%	
   de	
   la	
  mortalidad	
   neonatal,	
   tal	
   y	
   como	
   se	
   puede	
   apreciar	
   en	
   la	
  

Figura	
  4	
  [5].	
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Figura	
  4:	
  Estimación	
  de	
  la	
  distribución	
  de	
  las	
  causas	
  directas	
  de	
  los	
  4	
  millones	
  de	
  

fallecimientos	
  neonatales	
  [5].	
  

	
  

Además	
   de	
   contribuir	
   en	
   una	
   proporción	
   considerable	
   a	
   la	
   mortalidad	
   infantil,	
   el	
   parto	
  

prematuro	
   se	
   asocia	
   con	
   complicaciones	
   importantes	
   que	
   implican	
   un	
   alto	
   riesgo	
   de	
  

secuelas	
   a	
   largo	
   plazo.	
   Así,	
   neonatos	
   con	
   una	
   edad	
   gestacional	
   de	
   23	
   y	
   27	
   semanas	
  

presentan	
   un	
   riesgo	
   relativo	
   (RR)	
   de	
   80	
   de	
   padecer	
   parálisis	
   cerebral,	
   un	
   RR	
   de	
   10	
   de	
  

presentar	
   retraso	
   mental	
   y	
   un	
   RR	
   de	
   7,5	
   de	
   recibir	
   una	
   pensión	
   de	
   discapacidad	
   en	
  

comparación	
  con	
  niños	
  nacidos	
  a	
  término	
  [24].	
  	
  

	
  

Afortunadamente,	
  la	
  mejora	
  continua	
  en	
  los	
  campos	
  de	
  la	
  Obstetricia	
  y	
  Neonatología	
  han	
  

permitido	
  aumentar	
  la	
  supervivencia	
  de	
  los	
  prematuros	
  y	
  su	
  pronóstico	
  a	
  largo	
  plazo	
  [6,7]	
  

aunque	
  sigue	
  siendo	
  una	
  realidad	
  reconocida	
  que	
  la	
  disponibilidad	
  y	
  el	
  consumo	
  de	
  estos	
  

recursos	
  avanzados	
  se	
  transcribe	
  en	
  un	
  elevado	
  gasto	
  económico	
  [6,24-­‐27].	
  Este	
  gasto	
  no	
  se	
  

limita	
  solamente	
  a	
  la	
  estancia	
  hospitalaria,	
  sino	
  también	
  durante	
  el	
  seguimiento	
  

extrahospitalario	
  [24]	
  debido	
  a	
  su	
  elevado	
  riesgo	
  de	
  sufrir	
  secuelas	
  neurosensoriales	
  y	
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comorbilidad	
  crónica	
  [24,28-­‐32].	
  Los	
  datos	
  epidemiológicos	
  del	
  año	
  2009	
  en	
  España	
  

recabados	
  en	
  el	
  grupo	
  de	
  niños	
  con	
  un	
  peso	
  menor	
  de	
  1500	
  g	
  permiten	
  estimar	
  la	
  magnitud	
  

del	
  impacto	
  del	
  parto	
  prematuro.	
  En	
  este	
  registro	
  nacional	
  se	
  observa	
  una	
  mortalidad	
  del	
  

17,2%	
  de	
  	
  un	
  total	
  de	
  1968	
  individuos.	
  El	
  alta	
  hospitalaria	
  se	
  realizó	
  por	
  término	
  medio	
  a	
  los	
  

49	
  días	
  de	
  edad	
  y	
  en	
  este	
  momento	
  el	
  45,9%	
  de	
  los	
  supervivientes	
  presentaba	
  algún	
  tipo	
  de	
  

morbilidad	
  asociada.	
  Además,	
  se	
  pudo	
  demostrar	
  que	
  muchas	
  de	
  estas	
  complicaciones	
  

(29%)	
  estaban	
  directamente	
  relacionadas	
  con	
  patologías	
  infecciosas	
  con	
  especial	
  

importancia	
  de	
  la	
  corioamnionitis	
  y	
  de	
  la	
  sepsis	
  neonatal	
  [33].	
  	
  	
  	
  	
  



 

 

	
  

	
  

	
  1.2	
  Sepsis	
  neonatal	
  
	
  

Definición,	
  epidemiologia	
  y	
  datos	
  demográficos	
  

La	
  sepsis	
  neonatal	
  se	
  define	
  como	
  la	
  bacteriemia	
  con	
  signos	
  de	
  infección	
  sistémicos	
  en	
  los	
  

primeros	
  28	
  días	
  de	
  vida	
  [34].	
  

A	
  nivel	
  mundial	
  se	
  estima	
  que	
  las	
  infecciones	
  neonatales	
  invasivas	
  causan	
  un	
  36%	
  de	
  los	
  4	
  

millones	
  de	
  fallecimientos	
  neonatales	
  [35].	
  Del	
  mismo	
  modo,	
  la	
  sepsis	
  neonatal	
  representa	
  

una	
   de	
   las	
   causas	
   más	
   frecuentes	
   de	
   muerte	
   en	
   las	
   unidades	
   de	
   cuidados	
   intensivos	
  

neonatales	
   (UCI-­‐NN)	
   que	
   puede	
   alcanzar,	
   dependiendo	
   del	
   patógeno	
   y	
   de	
   la	
   edad	
  

gestacional	
  de	
  los	
  recién	
  nacidos,	
  cifras	
  de	
  mortalidad	
  entre	
  el	
  10-­‐40%	
  [36-­‐38].	
  Además	
  de	
  

estar	
   asociada	
   con	
   una	
  morbimortalidad	
   significativa,	
   la	
   septicemia	
   es	
   también	
   causa	
   de	
  

aumento	
  de	
  la	
  estancia	
  hospitalaria	
  y	
  de	
  los	
  costes	
  hospitalarios	
  [39,40].	
  Según	
  el	
  momento	
  

de	
   aparición,	
   los	
   patógenos	
   implicados	
   y	
   la	
   patogénesis,	
   se	
   puede	
   diferenciar	
   la	
   sepsis	
  

neonatal	
  en	
  dos	
  entidades:	
  la	
  sepsis	
  precoz	
  o	
  vertical	
  y	
  la	
  sepsis	
  tardía	
  o	
  nosocomial	
  [34].	
  

	
  

Sepsis	
  precoz	
  o	
  Sepsis	
  vertical	
  

La	
  incidencia	
  de	
  sepsis	
  precoz	
  o	
  vertical	
  es	
  de	
  0.98-­‐11/1000	
  neonatos	
  vivos	
  de	
  forma	
  global,	
  

siendo	
  esta	
  tasa	
  superior	
  en	
  el	
  subgrupo	
  de	
  neonatos	
  prematuros	
   [41].	
  Se	
  define	
  como	
   la	
  

presentación	
  de	
  sintomatología	
  compatible	
  con	
  una	
  sepsis	
  en	
  las	
  primeras	
  72	
  horas	
  de	
  vida,	
  

y	
  la	
  vía	
  de	
  transmisión	
  de	
  la	
  infección	
  suele	
  ser	
  ascendente	
  [34,41].	
  

	
  

Sepsis	
  tardía	
  o	
  Sepsis	
  nosocomial	
  

La	
  sepsis	
  tardía	
  o	
  nosocomial	
  es	
  la	
  infección	
  sistémica	
  a	
  partir	
  de	
  72	
  horas	
  de	
  vida	
  y	
  continúa	
  

siendo	
  un	
  problema	
  de	
  extraordinaria	
  importancia,	
  debido	
  a	
  su	
  elevada	
  morbimortalidad,	
  a	
  

pesar	
  de	
  los	
  avances	
  y	
  esfuerzos	
  realizados	
  en	
  el	
  campo	
  de	
  los	
  cuidados	
  neonatales	
  [42-­‐44].	
  

La	
  tasa	
  de	
  complicaciones	
  graves	
  y	
  mortalidad	
  es	
  más	
  frecuente	
  en	
  el	
  recién	
  nacido	
  con	
  muy	
  

bajo	
   peso	
   al	
   nacer	
   (RNMBPN,	
   menor	
   de	
   1.500	
   g)	
   [45].	
   Además	
   de	
   su	
   morbimortalidad	
  

significativa,	
  un	
  estudio	
  realizado	
  en	
  EEUU	
  concluyó	
  que	
  cada	
  episodio	
  de	
  septicemia	
  en	
  la	
  

edad	
   neonatal	
   se	
   traduce	
   en	
   una	
   prolongación	
   de	
   la	
   estancia	
   hospitalaria	
   de	
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aproximadamente	
  dos	
  semanas	
  y	
  un	
  coste	
  adicional	
  de	
  25.000	
  $	
  [46,47].	
  

Los	
   neonatos	
   hospitalizados	
   en	
   una	
  UCI-­‐NN,	
   en	
   particular	
   los	
   recién	
   nacidos	
   prematuros,	
  

presentan	
  altas	
   tasas	
  de	
  sepsis	
  nosocomial	
   con	
  cifras	
  variando	
  entre	
   las	
  distintas	
  UCI-­‐NNs	
  

(de	
  un	
  7	
  a	
  un	
  24.5%),	
  en	
  función	
  de	
  factores	
  ambientales,	
  intrínsecos	
  y	
  debido	
  a	
  diferencias	
  

en	
  la	
  práctica	
  clínica	
  [48,49].	
  

En	
  España	
  un	
  	
  21%	
  de	
  todos	
  los	
  RNMBPN	
  y	
  hasta	
  el	
  43%	
  de	
  los	
  recién	
  nacidos	
  de	
  extremo	
  

bajo	
  peso	
  al	
  nacer	
  (RNEBPN,	
  menor	
  de	
  1000	
  g)	
  desarrollan	
  una	
  sepsis	
  demostrada	
  [50].	
  	
  

Esta	
   complicación	
   clínica	
   grave	
   se	
   presenta	
   habitualmente	
   entre	
   la	
   segunda	
   y	
   tercera	
  

semana	
   de	
   vida.	
   De	
   los	
   gérmenes	
   aislados	
   en	
   un	
   70%	
   son	
   Gram	
   positivos,	
   25%	
   Gram	
  

negativos	
  y	
  un	
  5%	
  hongos	
   [51].	
  Aunque	
   los	
   staphylococcus	
  coagulasa	
  negativos	
  como	
  por	
  

ejemplo	
  Staphylococcus	
  epidermidis	
   	
  son	
  los	
  gérmenes	
  que	
  se	
  aíslan	
  con	
  mayor	
  frecuencia	
  

[52]	
   las	
   infecciones	
   causadas	
   por	
   gérmenes	
   Gram	
   negativos	
   o	
   cándida	
   presentan	
   una	
  

mortalidad	
  de	
  2	
  a	
  3	
  veces	
  mayor	
  [37,53].	
  

	
  

Infecciones	
  invasivas	
  en	
  la	
  edad	
  neonatal	
  y	
  afectación	
  broncopulmonar	
  y	
  neurológica	
  

Aunque	
  el	
  pronóstico	
  de	
   los	
  supervivientes	
  de	
  sepsis	
  en	
   la	
  edad	
  neonatal	
  ha	
  mejorado	
  de	
  

forma	
   global,	
   con	
   menores	
   tasas	
   de	
   mortalidad	
   y	
   complicaciones	
   respiratorias	
   y	
  

neurológicas,	
   las	
   secuelas	
   broncopulmonares	
   y	
   neurológicas	
   siguen	
   siendo	
   de	
   gran	
  

importancia,	
  afectando	
  la	
  calidad	
  de	
  vida	
  de	
  los	
  pacientes	
  y	
  de	
  sus	
  familias	
  [54-­‐57].	
  

	
  

Se	
   ha	
   comprobado	
   daño	
   cerebral,	
   determinado	
   como	
   	
   alteraciones	
   significativas	
   en	
   la	
  

resonancia	
  magnética	
  a	
  nivel	
  de	
  la	
  sustancia	
  blanca,	
  en	
  un	
  36%	
  de	
  niños	
  con	
  antecedentes	
  

de	
  más	
  de	
  un	
  episodio	
  de	
   sepsis	
  durante	
  el	
  periodo	
  neonatal,	
   comparados	
   con	
  un	
  5%	
  en	
  

niños	
  con	
  no	
  más	
  de	
  un	
  episodio	
  (OR	
  10.9;	
  	
  IC	
  95%	
  2.5-­‐47.6)	
  [57].	
  

A	
   nivel	
   clínico	
   esto	
   se	
   traduce	
   en	
   mayores	
   tasas	
   de	
   parálisis	
   cerebral	
   infantil	
   y	
   	
   menor	
  

rendimiento	
  escolar	
  en	
  el	
  grupo	
  de	
  niños	
  con	
  sepsis	
  [58,59].	
  

	
  

Presentación	
  clínica	
  y	
  métodos	
  diagnósticos	
  de	
  sepsis	
  neonatal	
  

La	
   presentación	
   clínica	
   de	
   una	
   sepsis	
   neonatal	
   puede	
   ser	
   indistinguible	
   de	
   otras	
  

complicaciones	
  comunes	
  en	
  la	
  edad	
  neonatal	
  e	
  incluye:	
  

1. Signos	
  de	
  distrés	
  respiratorio	
  	
  

2. Inestabilidad	
  térmica	
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3. Hipotensión	
  arterial	
  

4. Bradicardia	
  o	
  taquicardia	
  

5. Letargia	
  o	
  irritabilidad	
  

6. Distensión	
  abdominal	
  

7. Intolerancia	
  nutricional	
  

	
  

Sin	
   embargo,	
   en	
   un	
   estudio	
   reciente	
   se	
   ha	
   comprobado	
   el	
   muy	
   bajo	
   valor	
   predictivo	
   de	
  

estos	
   criterios,	
   61%	
   (Intervalo	
   de	
   confianza	
   al	
   95%:	
   52-­‐70%)	
   [60].	
   En	
   general,	
   dado	
   por	
  

hecho	
   que	
   una	
   vez	
   establecida	
   la	
   sintomatología	
   clínica	
   la	
  mortalidad	
   aumenta	
   de	
   forma	
  

inaceptable,	
  muchos	
   clínicos	
   comienzan	
   de	
   forma	
   empírica	
   un	
   tratamiento	
   antibiótico	
   de	
  

amplio	
  espectro	
  [59].	
  Por	
  estos	
  motivos	
  muchos	
  estudios	
  buscan	
  herramientas	
  para	
  poder	
  

establecer	
   el	
   diagnóstico	
   de	
   sepsis	
   de	
   forma	
   precoz,	
   y	
   con	
   la	
   mayor	
   precisión	
   posible	
  

(idealmente	
   durante	
   la	
   fase	
   asintomática),	
   con	
   el	
   objetivo	
   de	
   evitar	
   tratamientos	
  

innecesarios	
   e	
   identificar	
   a	
   aquellos	
   neonatos	
   que	
   se	
   beneficiarían	
   de	
   un	
   manejo	
  

diagnóstico	
  y	
  terapéutico	
  más	
  agresivo	
  [61,62].	
  

En	
   este	
   escenario	
   es	
   probable	
   que	
   un	
   mayor	
   conocimiento	
   sobre	
   las	
   funciones	
   y	
  

características	
  de	
  los	
  mediadores	
  solubles	
  de	
  sistema	
  inmune	
  innato	
  podrían	
  ser	
  de	
  utilidad.	
  

Sin	
   embargo	
   en	
   la	
   actualidad	
   no	
   disponemos	
   de	
   datos	
   suficientes	
   para	
   conocer	
   la	
  

importancia	
  del	
  sistema	
  inmune	
  innato	
  en	
  los	
  prematuros	
  extremos,	
  bien	
  en	
  el	
  momento	
  de	
  

nacer	
  o	
  posteriormente	
  en	
  el	
  periodo	
  neonatal	
  en	
  situaciones	
  de	
  estrés.	
  	
  

En	
   este	
   sentido,	
   la	
   presente	
   tesis	
   doctoral	
   busca	
   aumentar	
   los	
   conocimientos	
   sobre	
   esta	
  

rama	
  del	
  sistema	
  inmunitario	
  en	
  esta	
  población	
  tan	
  vulnerable	
  para	
  infecciones	
  y/o	
  secuelas	
  

inflamatorias.	
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1.3	
  El	
  sistema	
  inmune	
  en	
  la	
  edad	
  neonatal	
  
	
  

A	
   lo	
   largo	
   de	
   la	
   evolución,	
   el	
   sistema	
   inmunitario	
   se	
   ha	
   adaptado	
   para	
   proporcionar	
   los	
  

mecanismos	
   de	
   defensa	
   más	
   eficaces	
   frente	
   a	
   los	
   microorganismos,	
   siendo	
   a	
   la	
   vez	
   los	
  

menos	
  lesivos	
  para	
  el	
  huésped	
  [63,64].	
  Los	
  cambios	
  en	
  el	
  espectro	
  de	
  microorganismos	
  a	
  los	
  

que	
  se	
  enfrenta	
  el	
  ser	
  humano	
  en	
  las	
  diferentes	
  épocas	
  de	
  su	
  vida	
  hacen	
  necesario	
  que	
  el	
  

sistema	
  de	
  defensa	
  se	
  encuentre	
  en	
  proceso	
  de	
  adaptación	
  continuo	
  [64].	
  

En	
  la	
  edad	
  adulta,	
  el	
  sistema	
  inmune	
  adaptativo	
  tiene	
  fundamental	
  relevancia	
  mientras	
  que	
  

en	
  la	
  edad	
  neonatal	
  su	
  aportación	
  como	
  mecanismo	
  de	
  defensa	
  es	
  mucha	
  más	
  limitada.	
  En	
  

el	
   útero	
   el	
   feto	
   se	
   encuentra	
   aislado	
   de	
   estímulos	
   antigénicos	
   lo	
   que	
   se	
   refleja	
   en	
   un	
  

recuento	
   muy	
   disminuido	
   de	
   células	
   T	
   y	
   B	
   de	
   memoria	
   [65,66].	
   Del	
   mismo	
   modo,	
   la	
  

respuesta	
   inmune	
   en	
   neonatos	
   se	
   caracteriza	
   por	
   cierto	
   grado	
   de	
   parálisis	
   a	
   la	
   hora	
   de	
  

activar	
   el	
   compartimento	
   pro-­‐inflamatorio,	
   incluyendo	
   las	
   células	
   T	
   helper	
   (Th)	
   1	
   y	
   las	
  

correspondientes	
  citoquinas	
  tipo	
  Interleuquina	
  (IL-­‐)	
  2,	
  Interferon	
  (IFN)	
  alfa	
  e	
  IFN-­‐gamma	
  en	
  

contexto	
  de	
  infecciones	
  perinatales	
  [66].	
  

La	
  dominancia	
  resultante	
  de	
  Th17	
  (células	
  T	
  helper	
  que	
  inducen	
  la	
  producción	
  del	
  citoquina	
  

pro	
  inflamatoria	
  IL-­‐17)	
  y	
  Th2	
  en	
  estos	
  procesos,	
  en	
  conjunto	
  con	
  niveles	
  disminuidos	
  de	
  las	
  T	
  

y	
  B	
  de	
  memoria,	
  condicionan	
  una	
  susceptibilidad	
  elevada	
  frente	
  a	
  múltiples	
  patógenos	
  [64-­‐

66].	
  

En	
   el	
   recién	
   nacido	
   prematuro	
   coinciden	
   otras	
   características	
   que	
   agravan	
   esta	
  

predisposición	
  a	
  encontrar	
  infecciones.	
  En	
  el	
  neonato	
  menor	
  de	
  32	
  semanas	
  de	
  gestación,	
  el	
  

traspaso	
   de	
   anticuerpos	
   maternos	
   por	
   vía	
   placentaria	
   (predominantemente	
  

Inmunoglobulina	
  G),	
  como	
  el	
  dirigido	
  contra	
  el	
  estreptococo	
  del	
  grupo	
  B,	
  es	
  muy	
  inferior	
  en	
  

comparación	
   con	
   la	
   cantidad	
   de	
   anticuerpos	
   en	
   recién	
   nacidos	
   a	
   termino	
   [67].	
   Debido	
   a	
  

estas	
   insuficiencias	
   “fisiológicas”	
   del	
   sistema	
   inmunitario	
   adaptativo,	
   es	
   probable	
   que	
   los	
  

recién	
   nacidos,	
   y	
  más	
   aún	
   los	
   preterminos,	
   dependen	
   en	
   gran	
   parte	
   del	
   sistema	
   inmune	
  

innato.	
   Sin	
   embargo	
   sigue	
   siendo	
   incierto	
   de	
   qué	
   parte	
   de	
   esta	
   rama	
   de	
   la	
   inmunidad	
  

dependen	
   estos	
   neonatos,	
   ya	
   que	
   muchas	
   partículas	
   del	
   sistema	
   inmunatario	
   innato	
  

presentan	
   niveles	
   mayores	
   en	
   la	
   edad	
   adulta	
   (Tabla	
   1)	
   [68,69].	
   Encontrar	
   moléculas	
   con	
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niveles	
  mayores	
  en	
  los	
  recién	
  nacidos	
  prematuros	
  en	
  comparación	
  con	
  neonatos	
  a	
  término,	
  

apoyaría	
  la	
  hipótesis	
  de	
  un	
  mayor	
  grado	
  de	
  dependencia	
  del	
  sistema	
  inmune	
  innato	
  cuanto	
  

más	
  inmaduro	
  sea	
  el	
  recién	
  nacido.	
  Estos	
  conocimientos	
  pueden	
  ser	
  cruciales	
  para	
  entender	
  

mejor	
   el	
   funcionamiento	
   de	
   la	
   respuesta	
   inmunitaria	
   global	
   en	
   estas	
   poblaciones	
  

específicas.	
  

	
  

	
  
Tabla	
  1:	
  Modficidado	
  de	
  [68].	
  Mediadores	
  solubles	
  del	
  sistema	
   immune	
   innato	
  con	
  efecto	
  

regulador	
  en	
  las	
  edades	
  tempranas.	
  IL:	
  Interleuquina,	
  IFN:	
  Interferon,	
  TNF:	
  Factor	
  de	
  necrosis	
  

tumoral,	
  MBL:	
  Léctina	
  de	
  unión	
  a	
  la	
  manosa,	
  MASP:	
  serina-­‐proteasas	
  asociadas	
  a	
  la	
  proteína	
  

de	
   unión	
   a	
   la	
   manosa,	
   BPI:	
   proteina-­‐bactericida-­‐incrementadora-­‐de-­‐la-­‐permeabilidad,	
   Ig:	
  

Inmunoglobulina.	
  	
  

	
  

El	
  sistema	
  inmune	
  innato	
  incluye	
  los	
  siguientes	
  factores:	
  mecanismo	
  de	
  barrera	
  como	
  piel	
  y	
  

mucosa,	
   receptores	
  que	
   reconocen	
  patrones	
  moleculares	
   asociados	
   a	
  patógenos	
   (PAMPS)	
  

como	
  por	
   ejemplo	
   los	
   receptores	
   toll-­‐like	
   (TLR),	
   fagocitos	
   como	
  neutrofilos	
   y	
  macrófagos,	
  

células	
   dendríticas,	
   células	
  NK	
   (natural	
   killer)	
   y	
   finalmente	
   las	
   partes	
   solubles	
   del	
   sistema	
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inmune	
   innato	
   como	
   los	
   factores	
   de	
   complemento,	
   MBL	
   (mannose-­‐binding	
   lectin),	
   y	
  

peptidos	
  antimicrobianos	
  como	
  por	
  ejemplo	
  las	
  defensinas	
  [70,71].	
  

	
  

El	
  sistema	
  inmune	
  innato	
  representa	
  la	
  primera	
  línea	
  de	
  defensa	
  y	
  se	
  activa	
  inmediatamente	
  

después	
  de	
  un	
  estimulo,	
  habitualmente	
   infeccioso,	
  para	
  conseguir	
  un	
  control	
   rápido	
  de	
   la	
  

replicación	
   y	
   eliminación	
   de	
   un	
   patógeno	
   mediante	
   la	
   secreción	
   de	
   citoquinas	
   [72,73].	
  

Aunque	
  el	
  sistema	
  de	
  inmunidad	
  innata	
  sea	
  menos	
  específico	
  que	
  la	
   inmunidad	
  adquirida,	
  

tiene	
   capacidad	
   de	
   proporcionar	
   protección	
   inmediata	
   contra	
   una	
   amplia	
   variedad	
   de	
  

microorganismos	
   sin	
   precisar	
   estímulos	
   antigénicos	
   previos	
   [74].	
   Del	
   mismo	
   modo	
   es	
  

importante	
   recordar	
   que	
   el	
   concepto	
   de	
   la	
   separación	
   entre	
   el	
   sistema	
   inmune	
   innato	
   y	
  

adaptativo	
  no	
  describe	
   la	
  realidad,	
  ya	
  que	
  en	
  muchos	
  sentidos	
  existen	
   interacciones	
  entre	
  

ambos	
  [74,75].	
  

	
  

	
  

En	
  los	
  últimos	
  años	
  varios	
  trabajos	
  han	
  analizado	
  el	
  papel	
  del	
  sistema	
  inmune	
  innato	
  en	
  el	
  

contexto	
  de	
  las	
  infecciones	
  invasivas	
  en	
  el	
  periodo	
  neonatal	
  [73,76].	
  

En	
  condiciones	
  de	
  estrés	
  (p.ej.	
  sepsis)	
  los	
  recién	
  nacidos	
  disponen	
  de	
  un	
  almacenamiento	
  de	
  

granulocitos	
   y	
   monocitos	
   inmaduros	
   insuficientes	
   lo	
   que	
   puede	
   resultar	
   en	
   recuentos	
  

disminuidos	
  en	
  sangre	
  periférica	
  durante	
  procesos	
  infecciosos	
  graves	
  [77].	
  Del	
  mismo	
  modo,	
  

se	
  han	
  descrito	
  defectos	
  de	
  reclutamiento,	
  migración,	
  activación	
  y	
  capacidad	
  antimicrobiana	
  

de	
   los	
   neutrófilos	
   en	
   la	
   edad	
   neonatal	
   siendo	
   estos	
   defectos	
   	
   aún	
  más	
   aparentes	
   en	
   los	
  

recién	
   nacidos	
   y	
   específicamente	
   en	
   prematuros	
   [78,79].	
   Aunque	
   los	
   recién	
   nacidos	
  

prematuros	
  disponen	
  de	
  recuentos	
  menores	
  de	
  neutrófilos	
  y	
  macrófagos,	
  no	
  hay	
  diferencias	
  

en	
  su	
  capacidad	
  de	
  fagocitosis	
  en	
  comparación	
  con	
  neonatos	
  a	
  término	
  [80].	
  

La	
  disminución	
  de	
  repuesta	
  (pro-­‐inflamatoria)	
  Th1	
  en	
  la	
  edad	
  neonatal	
  	
  facilita	
  la	
  tolerancia	
  

entre	
   feto	
   y	
   madre	
   pero	
   al	
   mismo	
   tiempo	
   altera	
   el	
   reclutamiento	
   y	
   activación	
   de	
   los	
  

monocitos	
  y	
  de	
  las	
  células	
  presentadoras	
  de	
  antígeno	
  (APC)	
  en	
  las	
  primeras	
  semanas	
  de	
  vida	
  

[81,82].	
  	
  

Neonatos	
  prematuros	
  (25-­‐37	
  semanas	
  de	
  edad	
  gestacional)	
  presentan	
  niveles	
  de	
  expresión	
  

de	
   receptores	
  de	
   toll-­‐like	
   (TLR)	
  disminuidos	
  en	
  comparación	
  con	
  adultos	
   [83,84].	
   Los	
  TLRs	
  	
  

facilitan	
  el	
   reconocimiento	
  de	
  patógenos	
  muy	
   relevantes	
  en	
   la	
  edad	
  neonatal	
   tales	
   como:	
  

Streptococcus	
   grupo	
   B,	
   Listeria	
   monocytogenes,	
   Enterobactericeae,	
   citomegalovirus,	
   virus	
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respiratorio	
   sinticial,	
   lo	
   cual	
   puede	
   explicar	
   al	
  menos	
   en	
   parte	
   su	
  mayor	
   susceptibilidad	
   y	
  

gravedad	
  de	
  niños	
  prematuros	
  para	
  este	
  tipo	
  de	
  infecciones	
  [84].	
  

Dado	
  que	
  la	
  respuesta	
  inmune	
  innata	
  representa	
  una	
  primera	
  línea	
  de	
  defensa	
  fundamental	
  

como	
   mecanismo	
   contra	
   estímulos	
   inflamatorios	
   en	
   los	
   recién	
   nacidos,	
   es	
   probable	
   que	
  

variaciones	
   en	
   su	
   desarrollo	
   tengan	
   una	
   relevancia	
   importante	
   en	
   la	
   modulación	
   de	
   la	
  

respuesta	
  inflamatoria	
  en	
  las	
  primeras	
  semanas	
  de	
  vida.	
  

Esta	
  tesis	
  se	
  centra	
  en	
  el	
  estudio	
  de	
  mediadores	
  solubles	
  de	
  la	
  inmunidad	
  innata	
  en	
  la	
  edad	
  

neonatal,	
   aunque	
   centrándonos	
   en	
   los	
   pacientes	
   de	
   alto	
   riesgo	
   como	
   los	
   grandes	
  

prematuros.	
   El	
  plasma	
  contiene	
  una	
  gran	
  variedad	
  de	
  mediadores	
   solubles	
   con	
   capacidad	
  

reguladora	
  sobre	
  el	
  sistema	
  inmune.	
  Sus	
  concentraciones	
  y	
  modo	
  de	
  actividad	
  dependen	
  en	
  

gran	
   medida	
   de	
   la	
   edad	
   [68,69].	
   En	
   la	
   edad	
   neonatal	
   y	
   aún	
   más	
   en	
   recién	
   nacidos	
  

prematuros,	
  los	
  niveles	
  de	
  muchas	
  moléculas	
  solubles	
  y	
  relevantes	
  para	
  la	
  inmunidad	
  innata	
  

son	
  inferiores	
  a	
  los	
  que	
  se	
  hallan	
  en	
  adultos	
  [68,69,85].	
  

Factores	
   como	
   por	
   ejemplo	
   el	
   complemento	
   y	
   la	
   MBL	
   regulan	
   y	
   coordinan	
   la	
   respuesta	
  

inmunitaria	
  adaptiva	
  e	
   innata	
  pero	
  también	
  poseen	
  actividad	
  antimicrobiana	
  directa.	
  En	
   la	
  

edad	
  neonatal	
  los	
  factores	
  de	
  complemento	
  muestran	
  niveles	
  más	
  bajos	
  (aproximadamente	
  

10-­‐70%)	
  y	
  una	
  capacidad	
  funcional	
  subóptima	
  [86].	
  	
  

Concretamente	
  se	
  ha	
  podido	
  demostrar	
  que	
  el	
  déficit	
  de	
  la	
  MBL	
  es	
  un	
  factor	
  de	
  riesgo	
  

independiente	
  para	
  sufrir	
  infecciones	
  graves	
  en	
  la	
  edad	
  neonatal	
  [87-­‐89].	
  

Los	
  neonatos	
  presentan	
  un	
  déficit	
  de	
  activación	
  y	
  de	
  función	
  de	
  las	
  células	
  NK	
  que	
  en	
  parte	
  

justifica	
  las	
  alteraciones	
  en	
  el	
  control	
  de	
  infecciones	
  víricas	
  [90].	
  Así	
  mismo,	
  se	
  observan	
  en	
  

edades	
  muy	
  tempranas	
  respuestas	
  insuficientes	
  a	
  estímulos	
  infecciosos	
  en	
  la	
  producción	
  de	
  

citoquinas	
  tales	
  como	
  IFN-­‐y,	
  lo	
  cual	
  aumenta	
  el	
  riesgo	
  de	
  padecer	
  infecciones	
  intracelulares.	
  

Esta	
   falta	
   de	
   producción	
   es	
   todavía	
  mas	
   aparente	
   en	
   los	
   recién	
   nacidos	
   prematuros	
   [91].	
  	
  

Péptidos	
  o	
  proteínas	
  antimicrobianas	
  a	
  nivel	
  del	
  cérvix	
  uterino,	
  líquido	
  amniótico,	
  placenta	
  y	
  

también	
  en	
  el	
  recién	
  nacido	
  (piel,	
  tracto	
  respiratorio	
  y	
  sangre)	
  ayudan	
  a	
  controlar	
  el	
  impacto	
  

de	
   la	
   invasión	
  bacteriana	
   y	
   son	
  activados	
  durante	
  una	
   infección,	
  bien	
  por	
   reconocimiento	
  

directo	
  de	
  estructuras	
  conservadas	
  en	
  la	
  superficie	
  de	
  los	
  patógenos	
  o	
  de	
  forma	
  indirecta	
  a	
  

través	
   de	
   los	
   TLR	
   (toll-­‐like-­‐receptors)	
   [86,92,93].	
   Ejemplos	
   para	
   estas	
   sustancias	
   son	
   las	
  

defensinas,	
   catelecidinas,	
   la	
   lactoferrina	
   y	
   la	
   proteína	
   bactericida	
   y	
   aumentadora	
   de	
   la	
  

permeabilidad	
   (BPI)	
   [68,69].	
   A	
   nivel	
   experimental	
   y	
   clínico	
   una	
   serie	
   de	
   trabajos	
   han	
  

señalado	
  el	
  posible	
  papel	
  de	
  estas	
  sustancias	
  para	
  el	
  recién	
  nacido.	
  Sus	
  funciones	
  parecen	
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estar	
  no	
  solamente	
  relacionados	
  con	
  su	
  actividad	
  antimicrobiana,	
  sino	
  que	
  también	
  con	
  su	
  

capacidad	
  inmunomoduladora	
  [69,70,85,93,94].	
  

Es	
  un	
  hecho	
  preocupante	
  que	
  los	
  recién	
  nacidos	
  y	
  con	
  mayor	
  intensidad	
  las	
  recién	
  nacidos	
  

preterminos	
   padecen	
   y	
   fallecen	
   con	
   mayor	
   frecuencia	
   a	
   causa	
   de	
   infecciones	
   graves	
   en	
  

comparación	
   con	
   los	
   adultos	
   [95],	
   siendo	
   la	
   inmadurez	
   fisiológica	
  de	
   la	
   respuesta	
   inmune	
  

adaptativa	
  e	
   innata	
  una	
  de	
   los	
  principales	
  factores	
  de	
  riesgo	
  en	
   las	
   infecciones	
  neonatales	
  

[3,67,75-­‐79,85,89].	
  

	
  

En	
   esta	
   tesis	
   se	
   van	
   a	
   evaluar	
   dos	
  mediadores	
   solubles	
   (MBL	
   y	
  HBD2),	
   que	
   son	
   parte	
   del	
  

sistema	
   inmune	
   innato,	
   en	
   niños	
   prematuros	
   y	
   en	
   el	
   contexto	
   de	
   procesos	
   infecciosos	
  

invasivos	
   como	
   la	
   sepsis	
   nosocomial.	
   De	
   esta	
   manera	
   se	
   podría	
   entender	
   mejor	
   su	
  

implicación	
  en	
  el	
  desarrollo	
  del	
   sistema	
   inmune,	
  así	
   como	
  su	
   regulación	
  durante	
  procesos	
  

infecciosos	
  y	
  otros	
  relacionados	
  con	
  una	
  reacción	
  pro-­‐inflamatoria.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  



INTRODUCCIÓN	
  	
   	
  

   
16 

	
  

	
  

1.4	
  Las	
  Beta	
  Defensinas	
  Humanas	
  2	
  
	
  

Las	
  defensinas	
  pertenecen	
  al	
  grupo	
  de	
  los	
  péptidos	
  endógenos	
  antimicrobianos	
  (PAMs)	
  que	
  

juegan	
  un	
  papel	
   importante	
  dentro	
  de	
   la	
   inmunidad	
  innata	
  [96].	
  Son	
  ricos	
  en	
  aminoácidos	
  

catiónicos	
   que	
   les	
   confieren	
   una	
   carga	
   iónica	
   positiva.	
   Tienen	
   tres	
   funciones	
   principales:	
  

acción	
   antimicrobiana	
   rápida	
   y	
  mediador	
   de	
   la	
   respuesta	
   proinflamatoria,	
   principalmente	
  

por	
   su	
   capacidad	
   de	
   reclutar	
   y	
   activar	
   leucocitos	
   [97].	
   Los	
   representantes	
  más	
   relevantes	
  

provienen	
   del	
   grupo	
   de	
   las	
   proteínas:	
   la	
   lactoferrina	
   [98]	
   y	
   la	
   proteína	
   bactericida	
   y	
  

aumentadora	
   de	
   permeabilidad	
   (BPI)	
   [99].	
   	
   En	
   el	
   grupo	
   de	
   los	
   péptidos	
   las	
   catelicidinas	
  

(principalmente	
   LL-­‐37)	
   [100]	
   y	
   finalmente	
   las	
   defensinas	
   [101,102]	
   son	
   las	
   sustancias	
  más	
  

destacadas.	
  

Las	
   defensinas,	
   por	
   su	
   estructura	
   molecular	
   y	
   lugar	
   de	
   expresión,	
   se	
   dividen	
   en	
   tres	
  

categorías	
  denominadas:	
  α-­‐,	
  β-­‐	
  y	
  θ-­‐	
  Defensinas.	
  	
  

La	
  Figura	
  5	
  muestra	
   la	
  estructura	
  terciaria	
  de	
  estos	
  péptidos.	
  Mientras	
   las	
  α-­‐defensinas	
  se	
  

estabilizan	
   con	
   tres	
   puentes	
   intramoleculares	
   de	
   cisteína,	
   las	
   β-­‐defensinas	
   tienen	
   dos	
   de	
  

estos	
   puentes.	
   En	
   cambio	
   las	
   θ-­‐defensinas	
   presentan	
   una	
   estructura	
   cíclica	
   y	
   no	
   se	
  

encuentra	
  en	
  humanos	
  [101,102].	
  

	
  

	
  

!
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Figura	
  5:	
  Representación	
  gráfica	
  de	
  la	
  estructura	
  terciaria	
  de	
  las	
  defensinas.	
  Modificado	
  de	
  

[102]	
  HNP3:	
  péptido	
  neutrofílico	
  humano	
  3;	
  HBD2:	
  Beta	
  Defensina	
  Humana	
  2.	
  

	
  

Todas	
   ellas	
   han	
   demostrado,	
   in	
   vitro	
   y	
   en	
   modelos	
   animales,	
   que	
   poseen	
   propiedades	
  

antimicrobianas	
  de	
  amplio	
  espectro	
  frente	
  a	
  bacterias,	
  virus,	
  hongos	
  y	
  protozoos	
  [101-­‐103].	
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Como	
   se	
   detalla	
   a	
   continuación	
   las	
   defensinas	
   humanas	
   se	
   hallan	
   en	
  muchos	
   tejidos	
   del	
  

cuerpo	
   humano.	
   En	
   la	
   Tabla	
   2	
   y	
   Figura	
   6	
   se	
   recogen	
   las	
   localizaciones	
   y	
  mecanismos	
   de	
  

actividad	
  más	
  frecuentes	
  de	
  estas	
  moléculas	
  [101].	
  

	
  	
  

Defensinas	
  Humanas	
  en	
  la	
  edad	
  pediátrica	
  

Defensina	
   Clasificación	
   Localización	
   Gen	
  asociado	
   Actividad	
  
HNP	
  1-­‐4	
  
	
  
	
  

α-­‐	
  Defensina	
  
	
  
	
  

Neutrófilos	
   DEFA1	
  
DEFA3	
  
DEFA4	
  

Antimicrobiana	
  
Antitoxina	
  (1-­‐3)	
  
Quimiotaxis	
  (1-­‐2)	
  

HD	
  5	
  y	
  6	
   α-­‐	
  Defensina	
  
	
  

Epitelio	
  reproductivo	
   DEFA5	
  
DEFA6	
  

Antimicrobiana	
  
Antitoxina	
  (5)	
  
Homeostasis	
  de	
  
microbiota	
  

HBD1	
  
	
  

β-­‐	
  Defensina	
  
	
  

Tracto	
  urinario	
  
respiratorio/digestivo	
  

DEFB1	
   Antimicrobiana	
  
Quimiotaxis	
  
	
  

HBD2	
  
	
  

β-­‐	
  Defensina	
  
	
  

Piel,	
  tracto	
  digestivo/	
  
respiratorio	
  

DEFB4	
   Antimicrobiana	
  
Quimiotaxis	
  

HBD3	
  
	
  

β-­‐	
  Defensina	
  
	
  

Piel,	
  tracto	
  
respiratorio/digestivo	
  

DEFB103	
   Antimicrobiana	
  
Quimiotaxis	
  

HBD4	
   β-­‐	
  Defensina	
   Piel,	
  tracto	
  digestivo	
   DEFB104	
   Antimicrobiana	
  
Quimiotaxis	
  

HNP	
  (Human	
  neutrophil	
  peptides);	
  HD	
  (Human	
  defensins);	
  HBD	
  (human	
  β	
  defensin)	
  
Tabla	
  2:	
  Localización	
  y	
  función	
  de	
  las	
  defensinas	
  humanas.	
  Modificado	
  de	
  [101].	
  

	
  

Las	
  α-­‐Defensinas	
  se	
  encuentran	
  en	
  gránulos	
  en	
  el	
  interior	
  de	
  los	
  neutrófilos	
  y	
  en	
  las	
  células	
  

de	
  Paneth	
  del	
  intestino	
  delgado	
  [96,101,102],	
  mientras	
  las	
  β-­‐defensinas	
  humanas	
  (HBD)	
  se	
  

producen	
   en	
   células	
   epiteliales,	
   incluyendo	
   los	
   queratinocitos	
   de	
   la	
   piel,	
   tracto	
  

genitourinario,	
  enterocitos	
  colónicos	
  y	
  en	
   las	
   células	
  del	
  epitelio	
   respiratorio	
   tanto	
  a	
  nivel	
  

pulmonar	
   como	
   de	
   senos	
   paranasales	
   y	
   oído	
   medio	
   [104].	
   Además,	
   se	
   encuentran	
   en	
  

monocitos,	
   macrófagos	
   y	
   células	
   dendríticas	
   [101,102,105].	
   Aunque	
   solamente	
   están	
  

presentes	
   en	
   los	
   primates,	
   las	
   θ-­‐Defensinas	
   constituyen	
   actualmente	
   una	
   clase	
   de	
  

antimicrobianos	
  prometedoras	
  para	
  su	
  uso	
  farmacéutico	
  [106].	
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Figura	
  6:	
  Papel	
  de	
  las	
  defensinas	
  como	
  péptido	
  antimicrobiano	
  y	
  otras	
  funciones	
  asociadas	
  a	
  

la	
  defensa	
  del	
  huésped.	
  ACTH:	
  hormona	
  adrenocorticotropa;	
  CCR6:	
  receptor	
  de	
  quimioquina	
  

6;	
   EGF	
   receptor:	
   receptor	
   del	
   factor	
   de	
   crecimiento	
   epidérmico;	
   HBD2:	
   beta	
   defensina	
  

humana	
   2;	
   DC:	
   células	
   dendríticas;	
   NP:	
   peptido	
   de	
   neutrofílico;	
   HPN1-­‐3:	
   peptido	
   de	
  

neutrofilos	
  humano	
  Modificado	
  de	
  [107].	
  

	
  

En	
   humanos	
   se	
   han	
   descrito	
   cuatro	
   clases	
   de	
   beta	
   defensinas,	
   cada	
   una	
   sintetizada	
   y	
  

regulada	
   por	
   un	
   tipo	
   celular	
   diferente	
   [108-­‐109].	
  Mientras	
   la	
   HBD1	
   se	
   expresa	
   de	
   forma	
  

constitutiva	
  y	
  constante,	
  las	
  HBD2	
  y	
  HBD3	
  pueden	
  ser	
  inducidos	
  por	
  estímulos	
  infecciosos	
  o	
  

inflamatorios	
   [109-­‐111].	
   Del	
   mismo	
   modo,	
   los	
   niveles	
   de	
   HBD2	
   están	
   influenciados	
  

genotípicamente	
  por	
  polimorfismos	
  y	
  por	
  el	
  número	
  de	
  copias	
  de	
  los	
  genes	
  implicados	
  [112]	
  

pudiendo	
  existir	
  una	
  variabilidad	
  interindividual	
  importante	
  [113].	
  

Al	
  igual	
  que	
  la	
  HBD3,	
  la	
  síntesis	
  de	
  HBD2	
  es	
  inducida	
  por	
  bacterias	
  o	
  por	
  sus	
  productos	
  

(lipopolisacáridos)	
  y	
  por	
  citoquinas	
  proinflamatorias	
  como	
  TNF	
  (tumor	
  necrosis	
  factor)	
  -­‐α	
  e	
  

IL-­‐1β	
  [114].	
  La	
  transcripción	
  de	
  los	
  genes	
  de	
  HBD	
  está	
  regulada	
  a	
  través	
  de	
  factores	
  de	
  

transcripción	
  como	
  NF-­‐	
  κВ	
  (nuclear	
  factor	
  kappa-­‐light-­‐chain-­‐enhancer	
  of	
  activated	
  B	
  cells)	
  

[114,115]	
  Por	
  otra	
  parte,	
  varios	
  trabajos	
  usando	
  modelos	
  in	
  vitro	
  describen	
  la	
  inducción	
  y	
  

actividad	
  de	
  HBD2	
  en	
  contexto	
  de	
  infecciones	
  bacterianas	
  como	
  p.ej.	
  Streptococcus	
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pneumoniae,	
  Streptococcus	
  agalactiae,	
  Pseudomonas	
  aeruginosa	
  y	
  Klebsiella	
  pneumoniae,	
  

gérmenes	
  todos	
  muy	
  relevantes	
  en	
  la	
  edad	
  neonatal	
  [116-­‐118].	
  Además,	
  se	
  ha	
  demostrado	
  

que	
  en	
  los	
  pacientes	
  sépticos,	
  tanto	
  en	
  la	
  edad	
  adulta	
  [111]	
  como	
  en	
  la	
  edad	
  pediátrica	
  

[119],	
  los	
  niveles	
  plasmáticos	
  de	
  HBD2	
  se	
  halla	
  significativamente	
  más	
  elevados,	
  y	
  también	
  

que	
  existe	
  una	
  disminución	
  de	
  la	
  capacidad	
  de	
  inducción	
  in	
  vitro	
  de	
  mRNA	
  HBD2.	
  Esto	
  lleva	
  

a	
  postular	
  que	
  un	
  déficit	
  de	
  HBD2	
  aumentaría	
  la	
  predisposición	
  individual	
  a	
  sufrir	
  de	
  

infecciones	
  graves.	
  

En	
  la	
  edad	
  neonatal,	
  los	
  péptidos	
  antimicrobianos	
  se	
  han	
  descrito	
  en	
  diferentes	
  tejidos	
  y	
  en	
  

diversos	
   contextos	
   clínicos.	
   A	
   nivel	
   pulmonar,	
   en	
   aspirados	
   traqueales	
   de	
   neonatos	
  

pretérminos,	
   se	
   han	
   encontrado	
   concentraciones	
   basales	
   bajas	
   de	
   HBD	
   1-­‐3	
   y	
   LL-­‐37,	
   y	
  

probablemente	
   esta	
   característica	
   aumenta	
   el	
   riesgo	
   de	
   una	
   infección	
   pulmonar	
   precoz	
  

[120].	
  En	
  cambio	
  se	
  ha	
  descrito	
  una	
  regulación	
  positiva	
  de	
  la	
  concentración	
  de	
  HBD	
  y	
  LL-­‐37	
  

en	
  caso	
  de	
  ventilación	
  mecánica,	
  neumonía	
  o	
  infección	
  sistémica	
  [121,122].	
  

	
  

En	
  el	
  tracto	
  gastrointestinal	
  el	
  papel	
  de	
  las	
  beta	
  defensinas	
  sigue	
  siendo	
  controvertido.	
  Por	
  

un	
  lado	
  existen	
  datos	
  mostrando	
  niveles	
  menores	
  de	
  estos	
  péptidos	
  antimicrobianos	
  en	
  los	
  

niños	
  prematuros	
  en	
  comparación	
  con	
  neonatos	
  a	
  término,	
  lo	
  que	
  en	
  parte	
  podría	
  explicar	
  

el	
   elevado	
   riesgo	
   de	
   esta	
   población	
   de	
   sufrir	
   complicaciones	
   como	
   la	
   enterocolitis	
  

necrotizante	
  [123].	
  En	
  cambio,	
  un	
  trabajo	
  reciente	
  realizado	
  en	
  recién	
  nacidos	
  ha	
  analizado	
  

los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  el	
  meconio	
  en	
  función	
  de	
  la	
  edad	
  gestacional	
  y	
  la	
  patología	
  intestinal,	
  

incluyendo	
   la	
   enterocolitis	
   necrotizante	
   y	
   el	
   modo	
   de	
   alimentación,	
   sin	
   hallar	
   relación	
  

significativa	
  [124].	
  

Determinando	
   los	
   niveles	
   de	
   LL-­‐37,	
   un	
   péptido	
   antimicrobiano,	
   en	
   muestras	
   de	
   sangre	
  

obtenidas	
  del	
  cordón	
  umbilical,	
  se	
  han	
  detectado	
  correlaciones	
  con	
  los	
  niveles	
  hallados	
  en	
  

sangre	
  materna	
  en	
  el	
  momento	
  del	
  parto	
  [125].	
  Del	
  mismo	
  modo,	
  se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  de	
  

forma	
  general	
  aumentan	
  los	
  péptidos	
  antimicrobianos	
  con	
  la	
  edad	
  gestacional	
  [68,69,85].	
  La	
  

Figura	
  7	
  demuestra	
  como,	
  de	
  forma	
  progresiva,	
  los	
  niveles	
  de	
  los	
  péptidos	
  antimicrobianos	
  

(BPI,	
  Calprotectina,	
  LL-­‐37,	
  sPLA2	
  y	
  HNP1-­‐3)	
  aumentan	
  según	
  la	
  edad	
  gestacional	
  aunque	
  sin	
  

alcanzar	
   los	
  niveles	
  de	
  adultos.	
  Es	
   interesante	
  resaltar	
   la	
  evolución	
  de	
   los	
  niveles	
  de	
  BPI	
  y	
  

Calprotectina,	
   puesto	
   que	
   no	
   siguen	
   estrictamente	
   este	
   patrón	
   progresivo	
   [69,85].	
   En	
   la	
  

actualidad	
  no	
  se	
  dispone	
  de	
  datos	
  sobre	
  el	
  comportamiento	
  de	
  	
  los	
  HBD2	
  en	
  este	
  sentido.	
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Figura	
  7.	
  Niveles	
  de	
  APPs	
  en	
  suero	
  en	
  neonatos	
  preterminos,	
  términos	
  en	
  relación	
  con	
  

niveles	
  hallados	
  a	
  nivel	
  materno.	
  BPI:	
  proteina-­‐bactericida-­‐incrementadora-­‐de-­‐la-­‐

permeabilidad;	
  LL-­‐37:	
  catelicidina	
  LL-­‐37;	
  sPLA2:	
  Fospholipasa	
  A2	
  soluble;	
  HNP:	
  	
  péptido	
  

neutrofílico	
  humano	
  [85].	
  	
  

	
  

Hasta	
  la	
  fecha	
  se	
  desconocen	
  los	
  niveles	
  fisiológicos	
  y	
  patológicos	
  de	
  la	
  HBD2	
  en	
  suero	
  o	
  

plasma	
  en	
  la	
  población	
  neonatal.	
  De	
  momento	
  todos	
  los	
  valores	
  	
  de	
  referencia	
  a	
  nivel	
  

sanguíneo	
  provienen	
  de	
  estudios	
  realizados	
  en	
  adultos	
  	
  [111,119].	
  En	
  la	
  Figura	
  8	
  A	
  se	
  

pueden	
  observar	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  de	
  un	
  estudio	
  realizado	
  en	
  voluntarios	
  adultos	
  

sanos,	
  pacientes	
  críticamente	
  enfermos	
  sin	
  sepsis,	
  y	
  pacientes	
  sépticos	
  en	
  una	
  unidad	
  de	
  

cuidados	
  intensivos,	
  hallando	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  plasma	
  de	
  339	
  pg/ml,	
  295	
  pg/ml	
  y	
  541	
  

pg/ml,	
  	
  respectivamente	
  [111].	
  Los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  plasma	
  encontrados	
  en	
  otro	
  trabajo	
  

fueron	
  más	
  bajos	
  con	
  valores	
  de	
  47,6	
  pg/ml	
  en	
  adultos	
  sanos	
  y	
  167,6	
  pg/ml	
  en	
  adultos	
  con	
  

una	
  patólogia	
  pulmonar	
  determinada	
  [110].	
  Estos	
  datos	
  son	
  probablemente	
  un	
  reflejo	
  de	
  las	
  

diferentes	
  metodologías	
  empleadas	
  pero	
  también	
  demuestran	
  el	
  posible	
  papel	
  de	
  este	
  

péptido	
  antimicrobiano	
  en	
  los	
  estados	
  clínicos	
  de	
  inflamación	
  	
  e	
  infección.	
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Figura	
  8:	
  Estudios	
  realizados	
  en	
  adultos	
  con	
  determinación	
  de	
  niveles	
  plasmáticos.	
  A)	
  

Voluntarios	
  sanos	
  y	
  pacientes	
  precisando	
  cuidados	
  intensivos	
  con	
  y	
  sin	
  sepsis;	
  B)	
  Voluntarios	
  

sanos	
  y	
  pacientes	
  con	
  broncodisplasia	
  pulmonar.	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  defensin	
  2;	
  HV:	
  

voluntarios	
  sanos;	
  DPB:	
  panbronquiolitis	
  diffusa	
  [110;111].	
  

	
  

En	
  este	
  contexto,	
  ante	
  el	
  cada	
  vez	
  más	
  evidente	
  incremento	
  de	
  gérmenes	
  multiresistentes,	
  

es	
  un	
  dato	
  prometedor	
  que	
  estos	
  péptidos	
  conserven	
  su	
  actividad	
  antimicrobiana,	
  incluso	
  

frente	
  microorganismos	
  resistentes	
  a	
  múltiples	
  tratamientos	
  antibióticos	
  habituales	
  

[118,126].	
  	
  

En	
  esta	
  tesis	
  doctoral	
  se	
  evaluará	
  en	
  más	
  profundidad	
  a	
  la	
  beta	
  defensina	
  humana	
  2	
  (HBD2)	
  

y	
  se	
  estudiarán	
  los	
  niveles	
  de	
  esta	
  molécula	
  en	
  el	
  periodo	
  neonatal	
  en	
  diferentes	
  ámbitos	
  

clínicos,	
  analizando	
  sus	
  posibles	
  relaciones	
  con	
  determinadas	
  variables	
  demográficas,	
  	
  

clínicas	
  y	
  analíticas.	
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1.5	
  LA	
  LECTINA	
  DE	
  UNIÓN	
  A	
  LA	
  MANOSA	
  (MBL)	
  
	
  

Dentro	
  de	
   la	
   respuesta	
   inmune	
   innata,	
   la	
   lectina	
  de	
  unión	
  a	
  manosa	
   (MBL)	
   representa	
  un	
  

factor	
   importante,	
   ya	
  que	
  varios	
   trabajos	
  han	
   relacionado	
  niveles	
  bajos	
  de	
  dicha	
  proteína	
  

con	
  un	
  aumento	
  en	
  la	
  susceptibilidad	
  a	
  infecciones	
  en	
  neonatos	
  prematuros	
  [87-­‐89].	
  	
  

La	
  MBL	
  es	
  producida	
  en	
  el	
  hígado	
  y	
  forma	
  parte	
  de	
  la	
  vía	
  de	
  las	
  lectinas.	
  Esta	
  vía	
  se	
  activa	
  a	
  

través	
   del	
   reconocimiento	
   de	
   carbohidratos,	
   manosa,	
   N-­‐acetil	
   glucosamina	
   y	
   residuos	
   de	
  

fucosa	
  y	
  glucosa	
  presentes	
  comúnmente	
  en	
   las	
  membranas	
  de	
   los	
  microorganismos	
   [127-­‐

131].	
  

La	
  MBL	
  reconoce	
  estas	
  moléculas	
  en	
  la	
  superficie	
  de	
  un	
  amplio	
  rango	
  de	
  microorganismos	
  

clínicamente	
   relevantes	
   [128,129,131],	
   facilitando	
   así	
   la	
   fagocitosis	
   de	
   patógenos.	
   Otro	
  

mecanismo	
  de	
  acción	
  de	
  la	
  MBL	
  es	
  la	
  iniciación	
  de	
  la	
  cascada	
  del	
  complemento	
  sin	
  precisar	
  

la	
  presencia	
  de	
  anticuerpos	
  [132].	
  Los	
  mecanismos	
  de	
  acción	
  mas	
  relavantes	
  se	
  muestran	
  en	
  

la	
  Figura	
  9.	
  	
  

!" #"

	
  
Figura	
  9	
  modificado	
  de	
   [134,135]:	
   (A)	
  Visión	
  simplificada	
  del	
  sistema	
  de	
  complemento.	
  Se	
  

muestran	
  las	
  cascadas	
  de	
  las	
  tres	
  vía	
  de	
  complemento.	
  La	
  vía	
  clásica,	
  la	
  vía	
  de	
  las	
  lectinas	
  y	
  

la	
  vía	
  alternativa.	
  La	
  vía	
  de	
  lectinas	
  incluye	
  la	
  MBL,	
  las	
  Ficolinas,	
  y	
  las	
  MASP	
  que	
  interactúan	
  

con	
   las	
   la	
   vía	
   alternativa	
   y	
   la	
   vía	
   clásica.	
   (B)	
   Se	
   muestran	
   los	
   diferentes	
   mecanismos	
   de	
  

acción	
   de	
   la	
   MBL,	
   especialmente	
   su	
   función	
   antimicrobiana	
   opsonizando	
   a	
   los	
  

microorganismos	
   susceptibles,	
   induciendo	
   la	
   activación	
   e	
   interacción	
   con	
   componentes	
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principales	
  de	
   las	
  vías	
  de	
  complemento	
  para	
   formar	
   finalmente	
  el	
   complejo	
  de	
  ataque	
  de	
  

membranas.	
  	
  

B:	
   Factor	
   B;	
   D:	
   Factor	
   D;	
   MAC:	
   complejo	
   ataque	
   membrana;	
   MASP:	
   serina-­‐proteasas	
  

asociadas	
   a	
   la	
   proteína	
   de	
   unión	
   a	
   la	
  manosa;	
  MBL:	
   Léctina	
   de	
   unión	
   a	
   la	
  manosa;	
   IgG:	
  

Inmunoglobulina	
  G.	
  

	
  

Los	
  niveles	
  de	
  MBL	
  se	
  hallan	
  determinados	
  genéticamente,	
  [134,136]	
  y	
  se	
  correlacionan	
  con	
  

variaciones	
   genéticas	
   tanto	
   en	
   regiones	
   estructurales	
   como	
   del	
   promotor	
   del	
   gen	
  MBL-­‐2,	
  

[137].	
  Tres	
  polimorfismos	
  de	
  un	
  solo	
  nucleótido	
  en	
  los	
  codones	
  52,	
  54	
  y	
  57	
  (variantes	
  D,	
  B	
  y	
  

C,	
   respectivamente)	
   en	
   el	
   exón	
   1	
   del	
   gen	
   MBL-­‐2,	
   dan	
   lugar	
   a	
   una	
   reducción	
   de	
   la	
  

concentración	
  plasmática	
  de	
  esta	
  proteína.	
  Polimorfismos	
  en	
  el	
  promotor	
  del	
  gen	
  MBL-­‐2	
  en	
  

las	
  regiones	
  221	
  (variantes	
  X/Y)	
  y	
  550	
  (variantes	
  H/L),	
  también	
  modulan	
  las	
  concentraciones	
  

de	
  MBL	
   circulantes,	
   [138,139].	
   En	
   la	
  Figura	
  10	
   se	
   representa	
   el	
   gen	
  MBL2,	
   su	
  polipeptido	
  

resultante	
   y	
   también	
   el	
   producto	
   final	
   que	
   se	
   halla	
   en	
   plasma.	
   La	
   forma	
   de	
  MBL	
   que	
   se	
  

encuentra	
   con	
   más	
   frecuencia	
   en	
   el	
   plasma	
   de	
   humanos	
   es	
   una	
   combinación	
   de	
   cuatro	
  

subunidades	
  de	
  MBL	
  que	
  forman	
  una	
  unidad	
  tetramérica	
  [135].	
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Figura	
   10	
  modificado	
   de	
   [135]:	
   La	
   estructura	
   del	
   gen	
  MBL2	
   y	
   de	
   la	
   Lectina	
   de	
   unión	
   a	
   la	
  

manosa.	
   De	
   arriba	
   hacia	
   abajo	
   se	
   hallan	
   la	
   estructura	
   del	
   gen	
   MBL2	
   con	
   su	
   polipéptido	
  

correspondiente	
  que	
  consiste	
  de	
  cuatro	
  regiones.	
  En	
  la	
  parte	
  inferior	
  de	
  la	
  figura	
  se	
  muestra	
  

la	
   forma	
   oligomérica	
   predominante	
   de	
   MBL	
   que	
   contiene	
   cuatro	
   subunidades	
   de	
   triple	
  

hélices	
  de	
  polipéptidos	
  de	
  MBL.	
  

MBL:	
  Lectina	
  de	
  unión	
  a	
  la	
  manosa;	
  CRD:	
  dominio	
  rico	
  en	
  cisteína;	
  Kd:	
  kilodalton.	
  

	
  

Variantes	
   genotípicas	
   del	
   gen	
  MBL-­‐2	
   asociadas	
   a	
   niveles	
   séricos	
   muy	
   reducidos	
   	
   de	
   esta	
  

proteína	
  (<	
  400	
  ng/ml)	
  se	
  pueden	
  encontrar	
  en	
  aproximadamente	
  el	
  12	
  %	
  de	
   la	
  población	
  

europea	
   [136,138,139].	
   Los	
   niveles	
   de	
   MBL	
   muestran	
   una	
   notable	
   variabilidad	
  

interindividual,	
   existiendo	
   una	
   fuerte	
   correlación	
   entre	
   el	
   genotipo	
   y	
   el	
   fenotipo.	
   Sin	
  

embargo	
  existen	
  todavía	
  dudas	
  sobre	
  la	
  variabilidad	
  de	
  la	
  MBL	
  a	
  nivel	
  intraindividual.	
  Varios	
  

trabajos	
  han	
  	
  asociado	
  las	
  deficiencias	
  de	
  MBL	
  con	
  una	
  mayor	
  susceptibilidad	
  a	
  infecciones,	
  

especialmente	
   en	
   situaciones	
   de	
   inmunosupresión,	
   como	
   ocurre	
   en	
   los	
   	
   pacientes	
  

oncológicos	
  y	
  neonatos	
  prematuros	
  [87-­‐89,140-­‐142].	
  

Debe	
  destacarse	
  en	
  este	
  último	
  grupo,	
  que	
   los	
  niveles	
   reducidos	
  de	
  MBL	
  dependen	
  de	
   la	
  

propia	
  prematuridad	
  además	
  del	
  genotipo	
  [88].	
  A	
  este	
  respecto,	
  se	
  ha	
  demostrado	
  que	
   la	
  

proporción	
   de	
   neonatos	
   con	
   niveles	
   de	
   MBL	
   menor	
   de	
   400	
   ng/ml	
   es	
   el	
   doble	
   de	
   la	
  

encontrada	
   en	
   otra	
   edades	
   de	
   la	
   vida,	
   y	
   que	
   esto	
   se	
   debe	
   a	
   que	
   pacientes	
   heterocigotos	
  

pueden	
   presentar	
   cifras	
   inusualmente	
   bajas	
   de	
   forma	
   fisiológica	
   durante	
   el	
   periodo	
  

neonatal	
  [87,88].	
  Es	
  interesante	
  mencionar	
  que	
  un	
  trabajo	
  reciente	
  cuestiona	
  el	
  impacto	
  del	
  

genotipo	
  sobre	
  los	
  niveles	
  séricos	
  de	
  MBL	
  en	
  una	
  cohorte	
  amplia	
  de	
  neonatos	
  [143].	
  	
  

Solamente	
  un	
  pequeño	
  número	
  de	
  estudios	
  han	
  analizado	
  muy	
  recientemente	
  el	
  papel	
  de	
  la	
  

MBL	
   en	
   el	
   ámbito	
   neonatal,	
   y	
   estas	
   investigaciones	
   se	
   han	
   desarrollado	
   en	
   poblaciones	
  

diferentes	
   a	
   las	
   que	
   en	
   esta	
   tesis	
   se	
   pretende	
   estudiar,	
   evaluando	
   sus	
   niveles	
   de	
   forma	
  

puntual,	
   no	
   seriada	
   [87-­‐89,143].	
   Frakking	
   et	
   al.	
   Demostraron	
   en	
   un	
   grupo	
   de	
   neonatos	
  

pretérminos	
  una	
  asociación	
  entre	
  niveles	
  bajos	
  de	
  MBL	
  y	
  la	
  presentación	
  durante	
  el	
  primer	
  

mes	
   de	
   vida	
   de	
   sepsis	
   y	
   neumonía	
   [89].	
   Con	
   posterioridad	
   se	
   han	
   corroborado	
   estos	
  

hallazgos	
   en	
   estudios	
   realizadas	
   en	
   Reino	
   Unido	
   y	
   Polonia,	
   estableciendo	
   que	
   un	
   peso	
  

inferior	
   a	
   1000	
   gramos	
   o	
   una	
   edad	
   gestacional	
   menor	
   de	
   28	
   semanas	
   eran	
   factores	
  

asociados	
  a	
  niveles	
  reducidos	
  de	
  MBL	
  [87,88].	
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La	
   importancia	
  de	
   conocer	
  posibles	
   asociaciones	
  entre	
   la	
  deficiencia	
  de	
  MBL,	
  el	
   riesgo	
  de	
  

padecer	
   infecciones	
  y/o	
  una	
   respuesta	
   lenta	
  al	
   tratamiento	
  con	
  antibióticos	
  en	
  el	
  periodo	
  

neonatal,	
   viene	
  dada	
  por	
   la	
  disponibilidad	
  de	
  una	
   terapia	
  de	
   reemplazo	
   con	
  MBL	
   (ensayo	
  

clínico;	
   fase	
   II)	
   [144].	
   Esta	
   terapia	
   abre	
   nuevas	
   vías	
   para	
   el	
   tratamiento	
   de	
   los	
   procesos	
  

infecciosos	
  en	
  esta	
  población	
  tan	
  desfavorecida,	
  de	
  tal	
  manera	
  que	
  permitirían	
  en	
  un	
  futuro	
  

aumentar	
  la	
  supervivencia	
  y/o	
  disminuir	
  la	
  tasa	
  de	
  secuelas	
  en	
  esta	
  población.	
  	
  

Además,	
  en	
  este	
  escenario	
  resultaría	
  muy	
  recomendable	
  conocer	
  la	
  capacidad	
  de	
  regulación	
  

positiva	
   durante	
   los	
   procesos	
   infecciosos.	
   Este	
   último	
   aspecto	
   posibilitaría	
   no	
   solamente	
  

conocer	
   con	
   mayor	
   profundidad	
   el	
   funcionamiento	
   de	
   la	
   MBL	
   durante	
   los	
   procesos	
  

infecciosos	
  neonatales,	
  sino	
  valorar	
  el	
  posible	
  papel	
  de	
   las	
  determinaciones	
  de	
  MBL	
  como	
  

marcador	
  de	
  infecciones,	
  el	
  momento	
  adecuado	
  para	
  una	
  posible	
  terapia	
  de	
  reemplazo	
  con	
  

MBL,	
  la	
  necesidad	
  de	
  un	
  tratamiento	
  empírico	
  antimicrobiano,	
  así	
  como	
  su	
  duración.	
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Hipótesis	
  1.	
  

Es	
   posible	
   determinar	
   niveles	
   del	
   péptido	
   HBD2	
   en	
   la	
   sangre	
   obtenida	
   al	
   nacimiento	
   del	
  

cordón	
   umbilical.	
   Además,	
   los	
   niveles	
   de	
   este	
   péptido	
   son	
   estables	
   durante	
   un	
   tiempo	
  

suficiente	
  para	
  su	
  procesamiento.	
  

	
  

Hipótesis	
  2.	
  

Los	
   niveles	
   del	
   péptido	
   HBD2	
   en	
   muestras	
   obtenidas	
   de	
   sangre	
   de	
   cordón	
   umbilical	
   se	
  

relacionan	
  con	
  variables	
  demográficas	
  y	
  clínicas	
  relevantes	
  tales	
  como	
  la	
  edad	
  gestacional,	
  

corioamnionitis	
  y	
  sepsis.	
  

	
  

Hipótesis	
  3.	
  

Los	
  neonatos	
  prematuros	
  extremos	
  con	
  bajos	
  niveles	
  séricos	
  de	
  MBL	
  y/o	
  HBD2,	
  presentan	
  

mayor	
  susceptibilidad	
  de	
  padecer	
  complicaciones	
  infecciosas	
  graves	
  durante	
  el	
  primer	
  mes	
  

de	
  vida.	
  	
  

	
  

Hipótesis	
  4.	
  	
  

En	
   los	
   neonatos	
   prematuros	
   extremos	
   los	
   valores	
   de	
   la	
   MBL	
   y/o	
   HBD2	
   están	
   regulados	
  

durante	
   los	
  procesos	
  sépticos.	
  Los	
  niveles	
  de	
  estos	
  mediadores	
  solubles	
  se	
   relacionan	
  con	
  

variables	
  demográficas,	
  analíticas	
  y	
  clínicas	
  relevantes.	
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Objetivo	
  	
  1.	
  	
  	
  

Comprobar	
  en	
  el	
  recién	
  nacido	
  prematuro	
  y	
  a	
  término	
  la	
  presencia	
  del	
  péptido	
  HBD2	
  en	
  el	
  

suero	
  extraído	
  del	
  cordón	
  umbilical,	
  así	
  como	
  estudiar	
  su	
  estabilidad.	
  	
  

	
  

Objetivo	
  2.	
  	
  

Analizar	
  en	
  el	
  recién	
  nacido	
  prematuro	
  y	
  a	
  término	
  los	
  niveles	
  del	
  péptido	
  HBD2	
  en	
  el	
  suero	
  

extraído	
  del	
  cordón	
  umbilical	
  en	
  relación	
  con	
  variables	
  demográficas	
  y	
  clínicas	
  relevantes.	
  	
  

	
  

Objetivo	
  3.	
  	
  

Determinar	
   la	
   capacidad	
   predictiva	
   de	
   MBL	
   y/o	
   HBD2	
   en	
   estos	
   pacientes	
   para	
  

complicaciones	
  infecciosas.	
  

	
  

Objetivo	
  4.	
  	
  

Determinar	
  si	
  las	
  concentraciones	
  de	
  MBL	
  y/o	
  β-­‐defensina	
  2	
  se	
  hallan	
  reguladas	
  durante	
  los	
  

procesos	
  sépticos	
  y	
  estudiar	
   la	
  presencia	
  de	
  posibles	
  asociaciones	
  entre	
  estos	
  mediadores	
  

solubles	
  con	
  datos	
  demogrráficos,	
  analíticos	
  y	
  clínicos	
  relevantes.	
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En	
   esta	
   Tesis	
   Doctoral	
   se	
   han	
   empleado	
   dos	
   enfoques	
   diferentes	
   con	
   el	
   fin	
   común	
   de	
  

generar	
  nuevas	
  hipótesis	
  y	
  aumentar	
  los	
  conocimientos	
  sobre	
  la	
  fisiología	
  y	
  fisiopatología	
  de	
  

componentes	
  del	
  sistema	
  inmune	
  innato	
  en	
  prematuros,	
  neonatos	
  a	
  término	
  y	
  adultos.	
  

	
  

Para	
  alcanzar	
  estos	
  objetivos	
  se	
  realizaron	
  dos	
  proyectos	
  independientes:	
  

• El	
   primer	
   proyecto	
   (P1)	
   realizado	
   fue	
   un	
   estudio	
   observacional	
   retrospectivo	
  

comparando	
   los	
   niveles	
   de	
   HBD2	
   en	
   sangre	
   de	
   cordón	
   umbilical	
   en	
   prematuros,	
  

neonatos	
   a	
   término	
   y	
   adultos	
   en	
   relación	
   con	
   variables	
   demográficas	
   y	
   clínicas	
  

seleccionadas.	
  	
  

• El	
   segundo	
   proyecto	
   (P2)	
   resultó	
   como	
   consecuencia	
   del	
   proyecto	
   anterior.	
   Este	
  

proyecto	
   se	
   diferencia	
   por	
   su	
   diseño	
   prospectivo	
   observacional	
   combinando	
  

determinaciones	
   seriadas	
   de	
   HBD2	
   y	
   MBL	
   en	
   sangre	
   de	
   neonatos	
   pretérminos	
  

durante	
  un	
  episodio	
  de	
  sospecha	
  de	
  sepsis	
  nosocomial.	
  	
  

	
  

La	
   metodología	
   aplicada	
   en	
   estos	
   dos	
   proyectos	
   se	
   detalla	
   a	
   continuación.	
   Debido	
   los	
  

diferentes	
  diseños	
  se	
  describe,	
  cuando	
  sea	
  apropiado,	
  la	
  metodología	
  de	
  forma	
  separada.	
  

	
  

	
  

3.1	
  Ámbito	
  de	
  los	
  estudios:	
  	
  
El	
  reclutamiento	
  de	
  todos	
   los	
  sujetos	
  se	
  realizó	
  en	
   la	
  Unidad	
  de	
  Neonatología	
  del	
  Hospital	
  

Virgen	
   del	
   Rocío	
   de	
   Sevilla.	
   Esta	
   unidad	
   es	
   centro	
   de	
   referencia	
   terciario,	
   que	
   admite	
  

pacientes	
  de	
  la	
  maternidad	
  adyacente	
  y	
  de	
  otros	
  centros	
  del	
  área	
  sanitaria	
  correspondiente,	
  

así	
   como	
   de	
   otras	
   áreas,	
   especialmente	
   pacientes	
   de	
   muy	
   bajo	
   peso	
   o	
   con	
   problemas	
  

quirúrgicos	
  de	
  diversa	
  índole.	
  El	
  trabajo	
  de	
  laboratorio	
  se	
  ha	
  realizado	
  en	
  el	
  laboratorio	
  de	
  la	
  

Unidad	
  de	
  infectología	
  e	
  inmunopatología	
  pediátrica,	
  adscrito	
  al	
  Instituto	
  de	
  Biomedicina	
  de	
  

Sevilla	
  (IBIS).	
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3.2	
  Diseño	
  de	
  los	
  estudios:	
  
El	
  diseño	
  de	
  P1	
  fue	
  retrospectivo,	
  observacional,	
  descriptivo	
  y	
  analítico,	
  mientras	
  para	
  el	
  P2	
  

se	
  optó	
  por	
  un	
  diseño	
  prospectivo	
  de	
  cohorte,	
  observacional	
  descriptivo	
  y	
  analítico.	
  

	
  

	
  

3.3	
  Población	
  de	
  estudio:	
  
Las	
  muestras	
  analizadas	
  en	
  esta	
  tesis	
  provienen	
  de	
  neonatos	
  nacidos	
  o	
  tratados	
  en	
  el	
  H.U.	
  

Virgen	
  del	
  Rocío.	
  El	
  reclutamiento	
  de	
  sujetos	
  para	
  el	
  P1	
  se	
  realizó	
  desde	
  enero	
  2008	
  hasta	
  

diciembre	
   2009	
   en	
   el	
   área	
   del	
   paritorio	
   del	
   Hospital	
   maternal	
   del	
   centro.	
   Las	
   muestras	
  

incluidas	
  de	
  adultos	
  se	
  obtuvieron	
  de	
  voluntarios	
  sanos,	
  trabajando	
  como	
  personal	
  sanitario	
  

en	
  el	
  Hospital	
  Infantil	
  Virgen	
  del	
  Rocío	
  en	
  el	
  mismo	
  periodo	
  de	
  estudio.	
  El	
  reclutamiento	
  de	
  

sujetos	
  para	
  el	
  P2	
  se	
  realizó	
  desde	
  junio	
  2010	
  hasta	
  junio	
  2014	
  en	
  el	
  mismo	
  centro	
  sanitario	
  

en	
  la	
  unidad	
  de	
  cuidados	
  intensivos	
  neonatales.	
  	
  

	
  

	
  

3.4	
  Criterios	
  de	
  inclusión	
  e	
  exclusión	
  en	
  los	
  dos	
  proyectos	
  (P1,P2):	
  	
  
	
  

Proyecto	
  1-­‐	
  Criterios	
  de	
  inclusión:	
  	
  

	
  

Recién	
  nacidos	
  a	
  término:	
  

• Neonatos	
  nacidos	
  en	
  el	
  periodo	
  de	
  estudio	
  cuyo	
  parto	
  se	
  haya	
  producido	
  entre	
  las	
  37	
  

y	
  42	
  semanas	
  de	
  gestación,	
  sanos	
  y	
  sin	
  aparentes	
  malformaciones,	
  y	
  que	
  sus	
  padres	
  

hayan	
  otorgado	
  previamente	
  su	
  consentimiento.	
  

	
  

Recién	
  nacidos	
  pretérmino:	
  

• Recién	
  nacidos	
  durante	
  el	
  periodo	
  del	
  estudio,	
  cuyo	
  parto	
  se	
  haya	
  producido	
  antes	
  

de	
   	
   las	
   32	
   semanas	
   de	
   gestación,	
   y	
   cuyos	
   padres	
   hayan	
   otorgado	
   previamente	
   su	
  

consentimiento.	
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Proyecto	
  1-­‐	
  Criterios	
  de	
  exclusión:	
  	
  

	
  

Grupo	
  de	
  los	
  neonatos	
  a	
  término	
  “sanos”:	
  

8. Antecedentes	
  obstétricos	
  de	
  abortos	
  espontáneos	
  repetidos	
  y	
  muerte	
  fetal	
  	
  

9. Amenaza	
  de	
  aborto	
  o	
  parto	
  prematuro,	
  haya	
  sido	
  o	
  no	
  tratado	
  farmacológicamente	
  	
  

10. Diabetes	
  materna,	
  tratada	
  o	
  no	
  con	
  insulina,	
  e	
  hipertensión	
  	
  

11. Existencia	
  de	
  cualquier	
  enfermedad	
  materna	
  significativa	
  	
  

12. Gestación	
  no	
  controlada	
  por	
  personal	
  sanitario	
  especializado	
  	
  

13. No	
  disponibilidad	
  de	
  serología	
  prenatal	
  o	
  positividad	
  para	
  alguno	
  de	
   los	
  siguientes:	
  

virus	
  de	
  la	
  hepatitis	
  B,	
  VIH,	
  toxoplasma,	
  lúes,	
  y	
  rubeola.	
  	
  

14. Cultivo	
   vaginal-­‐rectal	
   para	
   el	
   estreptococo	
   del	
   grupo	
   B	
   negativo,	
   tomado	
   antes	
   de	
  

cuatro	
  semanas	
  del	
  parto.	
  	
  

15. Presencia	
   de	
   cualquier	
   signo	
   clínico	
   que	
   sugiera	
   corioamnionitis:	
   fiebre	
   mayor	
   de	
  

37,8ºC,	
  leucocitosis	
  mayor	
  de	
  15.000/mm3,	
  frecuencia	
  cardíaca	
  mayor	
  de	
  	
  100/min	
  o	
  

frecuencia	
   cardíaca	
   fetal	
  mayor	
  de	
  160/min,	
  útero	
  doloroso	
  a	
   la	
  palpación,	
   fetidez	
  

del	
  líquido	
  amniótico.	
  	
  

16. Amniorrexis	
  más	
  de	
  12	
  horas	
  anteparto	
  	
  

17. Presencia	
  de	
  oligoamnios	
  y/o	
  polihidramnios	
  	
  

18. Líquido	
  amniótico	
  teñido	
  de	
  meconio	
  

19. Test	
  de	
  Apgar	
  menor	
  de	
  8	
  al	
  minuto	
  y	
  menor	
  de	
  10	
  a	
  los	
  cinco	
  minutos	
  

20. Peso	
  para	
  la	
  edad	
  gestacional	
  mayor	
  o	
  menor	
  a	
  dos	
  desviaciones	
  estándar	
  	
  

21. Presencia	
  de	
  cualquier	
  patología	
  neonatal,	
  distinta	
  de	
  la	
  hiperbilirrubinemia	
  indirecta	
  

no	
  patológica,	
  antes	
  de	
  la	
  primera	
  semana	
  de	
  vida.	
  

	
  

Grupo	
  de	
  los	
  pretérminos:	
  	
  

• Presencia	
  de	
  malformaciones	
  mayores,	
  por	
  motivos	
  éticos	
  o	
  rechazo	
  de	
  participación	
  

en	
  el	
  estudio	
  por	
  parte	
  de	
  los	
  tutores	
  legales.	
  

	
  

	
  

	
  

Proyecto	
  2-­‐	
  Criterios	
  de	
  inclusión:	
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Neonatos	
  nacidos	
  en	
  el	
  periodo	
  de	
  estudio	
  con	
  una	
  edad	
  gestacional	
  menor	
  de	
  32	
  semanas	
  

y/o	
   un	
   peso	
   al	
   nacer	
   menor	
   de	
   1500	
   gramos	
   con	
   sospecha	
   de	
   sepsis	
   nosocomial	
   en	
   los	
  

primeros	
  30	
  días	
  de	
  vida	
  y	
  cuyos	
  padres	
  hayan	
  otorgado	
  previamente	
  su	
  consentimiento.	
  	
  

	
  

Proyecto	
  2-­‐	
  Criterios	
  de	
  exclusión:	
  

	
  

Presencia	
  de	
  malformaciones	
  mayores,	
  por	
  motivos	
  éticos	
  o	
  rechazo	
  de	
  participación	
  en	
  el	
  

estudio	
  por	
  parte	
  de	
  los	
  tutores	
  legales.	
  

	
  

	
  

3.5	
  Recogida	
  de	
  variables	
  epidemiológicas	
  y	
  clínicas:	
  
	
  

Proyecto	
  1:	
  

Se	
   realizó	
   la	
   recogida	
   de	
   los	
   datos	
   epidemiológicos	
   y	
   clínicos	
   de	
   forma	
   retrospectiva	
  

utilizando	
   el	
   sistema	
   informático	
   del	
   hospital	
   (SIDCA).	
   Se	
   recogieron	
   y	
   analizaron	
   las	
  

siguientes	
  variables:	
  	
  

1 Edad	
  materna	
  (años)	
  

2 Tipo	
  de	
  finalización	
  del	
  parto	
  (natural,	
  instrumentado,	
  cesárea)	
  

3 Edad	
  gestacional	
  (semanas)	
  

4 Sexo	
  

5 Peso	
  al	
  nacimiento	
  (gramos)	
  

6 Peso	
  de	
  la	
  placenta	
  (gramos)	
  

7 Incidencia	
   de	
   patologías	
   de	
   embarazo	
   como	
   diabetes	
   mellitus	
   gestacional,	
   hipertensión	
  
arterial,	
  amenaza	
  de	
  parto	
  prematuro	
  

8 Valoración	
  de	
  la	
  escala	
  Apgar	
  a	
  los	
  5	
  minutos	
  de	
  vida	
  y/o	
  intubación	
  orotraqueal	
  	
  

9 Administración	
  de	
  esteroides	
  y	
  antibióticos	
  antenatales	
  

10 Presencia	
  de	
  corioamnionitis	
  histopatológica	
  

11 Niveles	
  séricos	
  de	
  HBD2	
  (pg/ml)	
  en	
  suero	
  de	
  cordón	
  umbilical	
  

12 Valores	
  de	
  PCR	
  (mg/L)	
  y	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  (células/mm³)	
  en	
  primeras	
  24	
  horas	
  de	
  vida	
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(pretérminos)	
  

13 Presencia	
  de	
  sepsis	
  tardía	
  (pretérminos)	
  

14 Necesidad	
   de	
   ventilación	
   mecánica	
   convencional	
   mayor	
   de	
   24	
   horas;	
   necesidad	
   de	
  
ventilación	
  a	
  alta	
  frecuencia	
  (pretérminos).	
  

15 Mortalidad	
  neonatal	
  (pretérminos).	
  

	
  

Proyecto	
  2:	
  

Todos	
  los	
  pacientes	
  incluidos	
  en	
  el	
  estudio	
  fueron	
  seguidos	
  longitudinalmente	
  hasta	
  los	
  30	
  

días	
   de	
   vida.	
   Aparte	
   de	
   las	
   variables	
   demográficas	
   detalladas	
   para	
   el	
   proyecto	
   1	
   	
   se	
  

recogieron	
  las	
  siguientes	
  variables:	
  

16 Microorganismos	
  identificados	
  en	
  hemocultivo	
  

17 Incidencia	
  de	
  sepsis	
  (No/sepsis	
  confirmada/sepsis	
  clínica	
  o	
  presunción	
  de	
  sepsis)	
  

18 Valores	
  de	
  HBD2	
  y	
  MBL	
  determinados	
  en	
  los	
  días	
  1	
  (día	
  sospecha	
  de	
  sepsis),	
  4	
  y	
  7.	
  

19 Variables	
  analíticas	
  y	
  clínicas	
  necesarias	
  para	
  el	
  diagnóstico	
  de	
  sepsis	
  

	
  
Definición	
  de	
  la	
  variable	
  sepsis	
  y	
  de	
  sus	
  categorías	
  [36,37]:	
  	
  

Sepsis	
  confirmada:	
  	
  

Presencia	
   de	
   al	
   menos	
   dos	
   síntomas	
   clínicos	
   y/o	
   biológicos	
   sugestivos	
   de	
   infección	
   con	
  

aislamiento	
  de	
  microorganismo(s)	
  en	
  hemocultivo.	
  	
  

Sepsis	
  clínica	
  o	
  presunción	
  de	
  sepsis:	
  	
  

Los	
   neonatos	
   con	
   evidencia	
   clínica	
   y/o	
   de	
   laboratorio	
   de	
   infección	
   con	
   resultados	
  

microbiológicos	
  negativos.	
  

	
  

Se	
  consideraron	
  los	
  siguientes	
  signos	
  clínicos	
  como	
  sugestivos	
  para	
  un	
  proceso	
  séptico:	
  

(1)	
  Inestabilidad	
  térmica	
  (<37ºC	
  o	
  >38,5ºC)	
  

(2)	
   Dificultad	
   respiratoria:	
   disnea,	
   taquipnea	
  mayor	
   de	
   60	
   resp/min,	
   apnea,	
   necesidad	
   de	
  

ventilación	
  asistida	
  y/o	
  aumento	
  en	
  los	
  requerimientos	
  de	
  oxígeno.	
  

(3)	
  Disfunción	
  cardiovascular:	
  taquicardia	
  (>160	
  latidos/min),	
  bradicardia	
  (<100	
  latidos/min),	
  

disminución	
  del	
  relleno	
  capilar,	
  hipotensión	
  (presión	
  arterial	
  sistólica	
  <40	
  mmHg),	
  necesidad	
  

de	
  asistencia	
  vasopresora	
  o	
  medicación	
  inotrópica	
  	
  

(4)	
  Irregularidades	
  neurológicas	
  como	
  hipotonía,	
  letargia,	
  irritabilidad.	
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(5)	
  Problemas	
  gastrointestinales:	
  vómitos,	
  intolerancias	
  o	
  distensión	
  abdominal.	
  	
  

Las	
   anormalidades	
   de	
   laboratorio	
   incluyen	
   leucopenia	
   (<5000	
   cél/mm3)	
   o	
   leucocitosis	
  

(>20.000	
   cél/mm3),	
   recuento	
   plaquetario	
   bajo	
   (<100.000	
   cél/mm3),	
   niveles	
   de	
   proteína-­‐C	
  

reactiva	
  	
  (>	
  10mg/L,	
  o	
  acidosis	
  metabólica.	
  

	
  

3.6	
  Obtención,	
  procesamiento	
  y	
  análisis	
  de	
  muestras	
  de	
  placenta	
  
	
  

Las	
   placentas	
   se	
   fijaron	
   inmediatamente	
   después	
   del	
   parto	
   en	
   una	
   solución	
   neutra	
   de	
  

formol.	
  Se	
  tomaron	
  muestras	
  para	
  el	
  estudio	
  histológico	
  del	
  borde	
  de	
  las	
  membranas	
  en	
  el	
  

lugar	
  de	
  su	
  rotura,	
  de	
  los	
  extremos	
  fetal	
  y	
  maternal	
  y	
  de	
  la	
  inserción	
  del	
  cordón;	
  muestras	
  

en	
   su	
   caso	
   representativas	
  del	
   punto	
  que	
  macroscópicamente	
   se	
   valore	
   como	
  patológico.	
  

Para	
   la	
  evaluación	
  histológica,	
   se	
  prepararon	
  bloques	
  de	
  parafina	
  de	
   los	
  que	
  se	
   realizaron	
  

cortes	
   de	
   5µm	
   teñidos	
   con	
   hematoxilina-­‐eosina.	
   Se	
   procedió	
   a	
   realizar	
   una	
   lectura	
  

histopatológica	
  sistematizada,	
  valorando	
  el	
  infiltrado	
  de	
  polimorfonucleares	
  como	
  indicativo	
  

de	
   corioamnionitis	
   y	
   los	
   posibles	
   defectos	
   en	
   la	
   perfusión,	
   tales	
   como	
   villis	
   con	
   escasa	
  

vascularización,	
   aumento	
   del	
   volumen	
   intervilloso	
   y	
   disminución	
   del	
   lecho	
   capilar	
   villoso	
  

total	
   [145].	
   Todos	
   los	
   estudios	
   histológicos	
   se	
   realizaron	
   por	
   dos	
   investigadores	
  

independientes	
  y	
  sin	
  conocimiento	
  previo	
  de	
  los	
  detalles	
  clínicos.	
  

	
  

	
  

3.7	
  Obtención	
  y	
  procesamiento	
  de	
  las	
  muestras:	
  
	
  

Sangre	
  del	
  cordón	
  umbilical	
  	
  

La	
   determinación	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
   HBD2	
   se	
   realizó	
   a	
   partir	
   de	
   muestras	
   de	
   suero.	
   Las	
  

muestras	
   de	
   sangre	
   de	
   cordón	
   se	
   extrajeron	
   inmediatamente	
   después	
   de	
   proceder	
   a	
   su	
  

ligadura	
  y	
  depositándolas	
  en	
  vacutainers	
  para	
  bioquímica.	
  Las	
  muestras	
  se	
  centrifugaron	
  a	
  

4°C	
  a	
  3.200	
  r.p.m	
  durante	
  10	
  minutos	
  y	
  se	
  almacenaron	
  en	
  un	
  congelador	
  a	
  -­‐80°C.	
  

	
  

Extracción	
  sanguínea	
  durante	
  la	
  sospecha	
  de	
  sepsis	
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Aprovechando	
   las	
   extracciones	
   sanguíneas	
   realizadas	
   de	
   forma	
   rutinaria	
   en	
   la	
   práctica	
  

clínica	
  el	
  día	
  de	
  la	
  sospecha	
  de	
  sepsis	
  (día	
  1)	
  y	
  a	
  ser	
  posible	
  en	
  dos	
  momentos	
  posteriores	
  

(día	
  4	
  y	
  día	
  7),	
  se	
  obtuvieron	
  500	
  μl	
  de	
  sangre	
  para	
  determinación	
  de	
  niveles	
  de	
  MBL	
  y	
  β-­‐

defensina	
  2.	
  	
  Las	
  muestras	
  se	
  almacenaron	
  hasta	
  su	
  procesamiento	
  a	
  4ºC.	
  Durante	
  el	
  mismo	
  

día	
   o	
   el	
   día	
   posterior	
   a	
   su	
   extracción	
   se	
   centrifugaron	
   a	
   4°C	
   a	
   3.200	
   r.p.m	
   durante	
   10	
  

minutos	
  y	
  se	
  almacenaron	
  en	
  un	
  congelador	
  a	
  -­‐20°C	
  hasta	
  la	
  realización	
  de	
  la	
  determinación	
  

de	
  MBL	
  y	
  HBD2.	
  

	
  

3.8	
  Análisis	
  de	
  estabilidad	
  del	
  péptido	
  HBD2	
  
 
En	
   la	
  primera	
  fase	
  de	
   la	
  tesis	
  se	
  realizó	
  un	
  experimento	
  para	
  comprobar	
   la	
  estabilidad	
  del	
  

péptido	
   HBD2	
   en	
   sangre	
   total	
   obtenido	
   del	
   cordón	
   umbilical.	
   Para	
   este	
   fin	
   se	
   recogieron	
  

muestras	
  de	
  sangre	
  umbilical	
  de	
  un	
  recién	
  nacido	
  a	
  termino	
  y	
  se	
  procesaron	
  las	
  muestras	
  en	
  

cinco	
  momentos	
  diferentes:	
   de	
   forma	
   inmediata,	
   a	
   las	
  dos	
  horas,	
   a	
   las	
   12	
  horas,	
   a	
   las	
   24	
  

horas	
  y	
  a	
   las	
  48	
  horas.	
  Del	
  mismo	
  modo	
  se	
  comprobó	
  el	
  efecto	
  de	
  añadir	
  un	
   inhibidor	
  de	
  

proteínasa	
  Aprotinina	
   (Sigma-­‐Aldrich,	
   St.	
   Louis,	
  MO,	
   USA,	
   500KIU/ml;	
   dilución	
   1:10)	
   a	
   las	
  

muestras	
   extraídas.	
   Posteriormente	
   se	
   determinaron	
   las	
   concentraciones	
   de	
   HBD2	
   en	
   las	
  

muestras	
  procesadas	
  con	
  y	
  sin	
  adición	
  del	
  inhibidor	
  de	
  proteinasa.	
  

	
  

3.9	
  Cuantificación	
  de	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  
 
La	
   cuantificación	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
   HBD2	
   en	
   suero	
   se	
   realizó	
   mediante	
   técnica	
   de	
   ELISA	
  

(Enzyme-­‐Linked	
   ImmunoSorbent	
   Assay),	
   empleando	
   el	
   kit	
   comercial	
   β-­‐defensin	
   2,	
   Human,	
  

ELISA	
  Kit,	
  EK-­‐072-­‐37	
  (Phoenix	
  Pharmaceuticals,	
  Inc,	
  Burlingame,	
  CA).	
  	
  

Los	
   reactivos	
   se	
   atemperaron	
   antes	
   de	
   realizar	
   el	
   ensayo.	
   A	
   continuación,	
   los	
   pocillos	
   se	
  

lavaron	
  con	
  300	
  µl	
  de	
   tampón	
  de	
  ensayo.	
  Se	
  añadieron	
   las	
  muestras	
  de	
  suero	
  diluidas	
  en	
  

relación	
  1:10	
  en	
  tampón	
  de	
  ensayo	
  por	
  duplicado	
  en	
   los	
  pocillos	
  designados,	
  así	
  como	
  los	
  

estándares	
  de	
  cuantificación.	
  La	
  placa	
  se	
  selló	
  y	
   se	
   incubó	
  durante	
  2	
  horas	
  a	
   temperatura	
  

ambiente	
   con	
   agitación.	
   A	
   continuación,	
   los	
   pocillos	
   se	
   lavaron	
   4	
   veces	
   con	
   300	
   µl	
   de	
  

tampón	
  de	
  ensayo	
  y	
  se	
  añadieron	
  a	
  cada	
  pocillo	
  100	
  µl	
  de	
  anti-­‐β-­‐defensina	
  2	
  biotinilado	
  y	
  se	
  

incubó	
   la	
  placa	
  durante	
  2	
  horas	
  a	
  temperatura	
  ambiente	
  con	
  agitación.	
  Seguidamente,	
   los	
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pocillos	
  se	
   lavaron	
  4	
  veces	
  con	
  300	
  µl	
  de	
  tampón	
  de	
  ensayo	
  y	
  se	
  añadieron	
  a	
  cada	
  pocillo	
  

100	
   µl	
   de	
   estreptavidina	
   peroxidasa	
   (SA-­‐HRP)	
   y	
   se	
   incubó	
   la	
   placa	
   durante	
   30	
  minutos	
   a	
  

temperatura	
  ambiente	
  con	
  agitación	
  continua.	
  Los	
  pocillos	
  se	
  lavaron	
  cuatro	
  veces	
  con	
  300	
  

µl	
  de	
  tampón	
  de	
  ensayo	
  y	
  se	
  añadieron	
  a	
  cada	
  pocillo	
  100	
  µl	
  de	
  solución	
  de	
  sustrato	
  (TMB)	
  

incubando	
   la	
   placa	
   durante	
   20-­‐30	
   minutos	
   a	
   temperatura	
   ambiente	
   con	
   agitación.	
   Se	
  

añadieron	
  a	
  cada	
  pocillo	
  100	
  µl	
  de	
  solución	
  de	
  parada	
  (ClH	
  2N)	
  y	
  se	
  leyó	
  la	
  absorbancia	
  en	
  

un	
  lector	
  de	
  placas	
  a	
  450nm	
  (ThermoScientific,	
  Multiscan	
  Go,	
  Winooski,	
  VT).	
  Los	
  resultados	
  

mostrados	
  corresponden	
  a	
   la	
  media	
  de	
  densidad	
  óptica	
   (OD)	
  por	
  duplicados.	
  El	
  cálculo	
  de	
  

los	
   resultados	
   se	
   realizó	
   empleando	
   el	
   programa	
   informático	
   KaleidaGraph	
   (v.3.0.2,	
  

Abelbeck	
  Software).	
  	
  

	
  

3.10	
  Determinación	
  de	
  los	
  niveles	
  séricos	
  de	
  MBL:	
  
	
  

La	
   cuantificación	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
   MBL	
   en	
   suero	
   se	
   realizó	
   mediante	
   técnica	
   de	
   ELISA	
  

(Enzyme-­‐Linked	
  ImmunoSorbent	
  Assay),	
  empleando	
  el	
  kit	
  comercial	
  MBL	
  oligomer	
  ELISA	
  kit-­‐

029	
  (BIOPORTO,	
  Gentofte,	
  Denmark).	
  	
  

Los	
   reactivos	
   se	
   atemperaron	
   antes	
   de	
   realizar	
   el	
   ensayo.	
   Se	
   añadieron	
   100	
   µl	
   de	
   las	
  

muestras	
   de	
   suero	
   diluidas	
   en	
   relación	
   1:150	
   en	
   tampón	
   de	
   ensayo	
   por	
   duplicado	
   en	
   los	
  

pocillos	
  designados,	
  así	
  como	
  los	
  estándares	
  de	
  cuantificación.	
  La	
  placa	
  se	
  selló	
  y	
  se	
  incubó	
  

durante	
   1	
   hora	
   a	
   temperatura	
   ambiente	
   con	
   agitación.	
   A	
   continuación,	
   los	
   pocillos	
   se	
  

lavaron	
  3	
  veces	
  con	
  300	
  µl	
  de	
  solución	
  de	
   lavado	
  y	
   se	
  añadieron	
  a	
  cada	
  pocillo	
  100	
  µl	
  de	
  

anti-­‐MBL	
   biotinilado	
   y	
   se	
   incubó	
   la	
   placa	
   durante	
   1	
   hora	
   a	
   temperatura	
   ambiente	
   con	
  

agitación.	
  Seguidamente,	
  los	
  pocillos	
  se	
  lavaron	
  3	
  veces	
  con	
  300	
  µl	
  de	
  solución	
  de	
  lavado	
  de	
  

ensayo	
   y	
   se	
   añadieron	
   a	
   cada	
   pocillo	
   100	
   µl	
   de	
   estreptavidina	
   peroxidasa	
   (SA-­‐HRP)	
   y	
   se	
  

incubó	
  la	
  placa	
  durante	
  1	
  hora	
  a	
  temperatura	
  ambiente	
  con	
  agitación	
  continua.	
  Los	
  pocillos	
  

se	
  lavaron	
  3	
  veces	
  con	
  300	
  µl	
  de	
  solución	
  de	
  lavado	
  y	
  se	
  añadieron	
  a	
  cada	
  pocillo	
  100	
  µl	
  de	
  

solución	
  de	
  sustrato	
  (TMB)	
  incubando	
  la	
  placa	
  durante	
  15	
  minutos	
  a	
  temperatura	
  ambiente	
  

con	
  agitación.	
  Se	
  añadieron	
  a	
  cada	
  pocillo	
  100	
  µl	
  de	
  solución	
  de	
  parada	
  (ClH	
  2N)	
  y	
  se	
  leyó	
  la	
  

absorbancia	
   en	
   un	
   lector	
   de	
   placas	
   a	
   450nm	
   (Bio-­‐Tek	
   instruments,	
   Winooski,	
   VT).	
   Los	
  

resultados	
  enseñados	
  corresponden	
  a	
   la	
  media	
  de	
  densidad	
  óptica	
  (OD)	
  por	
  duplicados.	
  El	
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cálculo	
   de	
   los	
   resultados	
   se	
   realizó	
   empleando	
   el	
   programa	
   informático	
   KaleidaGraph	
  

(v.3.0.2,	
  Abelbeck	
  Software).	
  	
  

	
  

3.11	
  Análisis	
  de	
  datos	
  
 
En	
  el	
  grupo	
  de	
  los	
  recién	
  nácidos	
  prematuros	
  se	
  categorizaron	
  variables	
  cuantitativas	
  de	
  la	
  

siguiente	
   manera:	
   Peso	
   al	
   nacimiento:	
   menor	
   de	
   1000	
   gramos	
   y	
   mayor	
   o	
   igual	
   de	
   1000	
  

gramos	
  y	
  la	
  edad	
  gestacional	
  menor	
  de	
  28	
  semanas	
  o	
  	
  mayor	
  o	
  igual	
  de	
  28	
  semanas.	
  	
  

Para	
  facilitar	
  el	
  análisis	
  de	
  los	
  datos,	
  se	
  ha	
  realizado	
  su	
  adecuada	
  tabulación	
  y	
  recogida	
  de	
  

los	
  mismos	
  en	
  base	
  de	
  datos	
  informatizada.	
  Se	
  realizó	
  un	
  análisis	
  descriptivo	
  y	
  analítico.	
  Se	
  

expresaron	
   los	
   resultados	
  de	
   las	
   variables	
   cuantitativas	
  de	
   los	
  diferentes	
   subgrupos	
   como	
  

media	
   con	
   su	
   desviación	
   estándar	
   correspondiente	
   y	
   la	
   mediana	
   incluyendo	
   los	
   rangos	
  

intercuartílicos	
  (percentil	
  25	
  y	
  percentil	
  75).	
  	
  

En	
  el	
  proyecto	
  1	
  se	
  realizó	
  una	
  transformación	
  logarítmica	
  de	
  la	
  variable	
  HBD2	
  con	
  el	
  fin	
  de	
  

controlar	
  la	
  variabilidad	
  interna	
  de	
  esta	
  variable.	
  Las	
  variables	
  con	
  asociación	
  significativa	
  o	
  

con	
   relevancia	
   conocida	
   para	
   la	
   variable	
   resultado,	
   fueron	
   introducidas	
   en	
   un	
  modelo	
   de	
  

regresión	
   logística.	
   Odds	
   ratio	
   (OR)	
   e	
   intervalo	
   de	
   confianza	
   de	
   95%	
   fueron	
   calculados	
  

usando	
   el	
   método	
   de	
   bootstrap	
   (para	
   1000	
   muestras).	
   Para	
   comprobar	
   la	
   capacidad	
  

predictiva	
   del	
   modelo	
   se	
   realizó	
   el	
   calculo	
   del	
   área	
   debajo	
   de	
   la	
   curva	
   (AUC),	
   con	
  

sensibilidad,	
  especificidad,	
  valor	
  predictivo	
  positivo	
  y	
  negativo	
  y	
  el	
  índice	
  de	
  Youden.	
  

Para	
  el	
  análisis	
  de	
  correlaciones	
  entre	
  las	
  variables	
  continuas	
  se	
  realizó	
  el	
  test	
  de	
  correlación	
  

de	
  Pearson	
  o	
  el	
  Spearman	
  dependiendo	
  de	
   la	
  distribución	
  de	
   las	
  variables	
  analizadas	
  y	
   se	
  

calcularon	
  los	
  coeficientes	
  de	
  correlación	
  correspondientes	
  (r:	
  Pearson,	
  Rho:	
  Spearman).	
  Se	
  

utilizó	
   el	
   test	
   de	
  U-­‐Mann-­‐Whitney	
   para	
   las	
   variables	
   continuas,	
   y	
   el	
   χ2	
   para	
   las	
   variables	
  

categóricas.	
  	
  

Para	
  todos	
  los	
  cálculos	
  realizados	
  se	
  asumió	
  la	
  hipótesis	
  bilateral	
  y	
  se	
  consideró	
  un	
  error	
  alfa	
  

de	
   menos	
   de	
   0.05	
   como	
   estadísticamente	
   significativo.	
   Se	
   utilizaron	
   para	
   los	
   análisis	
   la	
  

versión	
  19.0	
  del	
  programa	
  estadístico	
  SPSS	
  (SPSS	
  Inc,	
  Chicago,	
  IL,	
  USA)	
  y	
  el	
  programa	
  Graph	
  

Pad	
  Prisms	
  (GraphPad	
  Software,	
  Inc.	
  San	
  Diego,	
  CA,	
  USA)	
  	
  en	
  la	
  versión	
  5.0	
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3.12	
  Aspectos	
  éticos	
  
	
  

Todos	
   los	
   trabajos	
   realizados	
  contaron	
  con	
   la	
  aprobación	
  del	
   comité	
  ético	
  del	
  H.U.	
  Virgen	
  

del	
  Rocío	
  y	
  se	
  respetaron	
  las	
  normas	
  de	
  la	
  Declaración	
  de	
  Helsinki	
  para	
  seres	
  humanos.	
  De	
  

los	
   individuos	
   incluidos	
   se	
   obtuvo	
   el	
   consentimiento	
   informado	
   firmado	
   por	
   los	
   tutores	
  

legales.	
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IV.	
  RESULTADOS	
  
	
  

ESTABILIDAD	
  Y	
  CARACTERÍSTICAS	
  DE	
  LAS	
  BETA	
  DEFENSINA	
  HUMANA	
  EN	
  
MUESTRAS	
  DE	
  SUERO	
  

	
  

Como	
  primer	
  objetivo	
  mardcado	
  se	
  recogieron	
  muestras	
  de	
  sangre	
  de	
  cordón	
  de	
  un	
  recién	
  

nacido	
  a	
  término	
  con	
  el	
  fin	
  de	
  determinar	
  su	
  estabilidad	
  en	
  el	
  tiempo	
  antes	
  de	
  procesar	
  la	
  

muestra	
   sanguínea,	
   y	
   de	
   un	
  modo	
   similar	
   evaluar	
   la	
   necesidad	
   de	
   añadir	
   un	
   inhibidor	
   de	
  

proteinasa	
  (dilución	
  1:10).	
  En	
  la	
  Figura	
  11	
  se	
  observa	
  que	
  no	
  se	
  hallaron	
  diferencias	
  en	
  los	
  

niveles	
   de	
   HBD2	
   en	
   suero	
   al	
   procesar	
   las	
   muestras	
   con	
   o	
   sin	
   el	
   inhibidor	
   de	
   proteinasa	
  

Aprotinina.	
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Figura	
  11:	
  Efecto	
  del	
  tiempo	
  de	
  procesamiento	
  e	
  inhibidores	
  de	
  proteinasa	
  sobre	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero.	
  HBD2:	
  

human	
  beta	
  defensin2,	
  h:	
  horas	
  

	
  

	
  

De	
  un	
  modo	
  similar,	
  se	
  analizaron	
  muestras	
  de	
  suero	
  y	
  plasma	
  obtenidos	
  del	
  cordón	
  umbilical	
  de	
  

cuadro	
   neonatos	
   diferentes	
   para	
   conocer	
   las	
   posibles	
   diferencias	
   entre	
   los	
   niveles	
   de	
  HBD2	
   en	
  

suero	
  y	
  plasma.	
  Se	
  hallaron	
  valores	
  más	
  elevados	
  en	
  suero	
  en	
  comparación	
  con	
  el	
  plasma	
  (589	
  vs	
  

421	
  pg/ml)	
  aunque	
  sin	
  alcanzar	
  diferencias	
  estadísticamente	
  significativas	
  (p=0.068).	
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PROYECTO	
  1	
  

DESCRIPCIÓN	
  DE	
  LA	
  POBLACIÓN	
  
En	
   la	
   primera	
   parte	
   de	
   la	
   tesis	
   se	
   presentan	
   los	
   datos	
   procedentes	
   del	
   estudio	
   retrospectivo	
  

analizando	
   muestras	
   de	
   sangre	
   de	
   cordón	
   umbilical	
   en	
   recién	
   nacidos	
   prematuros	
   (n=31),	
  

neonatos	
  nacidos	
  a	
  término	
  (n=42)	
  y	
  muestras	
  obtenidas	
  de	
  voluntarios	
  adultos	
  sanos	
  (n=7).	
  	
  

	
  

	
   RN	
   preterminos	
  
(n=31)	
  

RN	
   a	
   término	
  
(n=42)	
  

Valor	
  p	
   	
  

Edad	
  gestacional	
  (semanas)	
   30	
  (RIQ	
  29-­‐31)	
   39	
  (RIQ	
  38-­‐40)	
   <	
  0,001	
  
Peso	
  al	
  nacer	
  (gramos)	
   1298	
  (DS	
  338,4)	
   3247	
  (DS	
  378,2)	
   <	
  0,001	
  
Sexo	
  (n,	
  %)	
  

-­‐ Mujer	
  
-­‐ Varón	
  

	
  
11	
  (35,5%)	
  
20	
  (64,5%)	
  

	
  
28	
  (66,7%)	
  
14	
  (33,3%)	
  

	
  
0,008	
  

Edad	
  materna	
  (años)	
   32	
  (29-­‐34)	
   30,5	
  (22,7-­‐35,2)	
   0,151	
  
Finalización	
  embarazo	
  (n,	
  %)	
  

-­‐ Eutócico	
  
-­‐ Instrumentado	
  
-­‐ Cesárea	
  

	
  
9	
  (29%)	
  
0	
  (0,0%)	
  
22	
  (71%)	
  

	
  
27	
  (64,3%)	
  
10	
  (23,8%)	
  
5	
  (11,9%)	
  

<	
  0,001	
  

Tabla	
  3:	
  Comparación	
  de	
  datos	
  demográficos	
  y	
  clínicos	
  entre	
  los	
  grupos	
  según	
  edad	
  gestacional.	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartíl,	
  

DS:	
  desviación	
  estándar,	
  RN:	
  recién	
  nacidos.	
  

	
  

En	
   la	
   Tabla	
   3	
   se	
   presentan	
   características	
   seleccionadas	
   de	
   los	
   dos	
   grupos	
   en	
   estudio.	
   Se	
  	
  

identificaron	
   diferencias	
   significativas	
   comparando	
   las	
   variables:	
   “Sexo”	
   y	
   “modo	
   de	
  

finalización	
  del	
  parto”.	
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NIVELES	
  DE	
  HBD2	
  EN	
  RELACIÓN	
  CON	
  LAS	
  VARIABLES	
  EN	
  ESTUDIO	
  
	
  

Del	
  mismo	
  modo	
  se	
  analizaron	
  las	
  posibles	
  diferencias	
  entre	
  la	
  variable	
  cuantitativa	
  continua	
  

“Niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  sangre	
  de	
  cordón”	
  con	
  variables	
  demográficas	
  y	
  clínicas	
  de	
   la	
  cohorte	
  

analizada	
   tal	
   como	
   se	
   detalla	
   en	
   la	
   Tabla	
   4.	
   Se	
   observa	
   que	
   los	
   neonatos	
   pretérminos	
  

presentaron	
   niveles	
   de	
   HBD2	
  más	
   bajos	
   que	
   neonatos	
   a	
   término.	
   Para	
   la	
   variable	
   peso	
   al	
  

nacer	
  se	
  hallaron	
  resultados	
  similares.	
  

	
  

Tabla	
   4:	
   Comparación	
   de	
   niveles	
   de	
   HBD2	
   en	
   suero	
   en	
   relación	
   con	
   variables	
   demográficas	
   y	
   clínicas.	
   RIQ:	
   rango	
  

intercuartíl,	
   s:	
   semanas;	
   g:	
   gramos.	
   *	
   S.	
   epidermidis	
   (n=5);	
   K.	
   pneumonia	
   (n=2);	
   S.	
   warnerii	
   (n=1);	
   E.	
   faecalis	
   (n=1).	
   Un	
  

paciente	
  con	
  3	
  episodios	
  de	
  sepsis	
  tardía,	
  no	
  meningitis,	
  ni	
  neumonías	
  nosocomiales	
  

**	
  Se	
  excluyeron	
  del	
  análisis	
  2	
  neonatos	
  con	
  sepsis	
  precoz.	
  	
  	
  

	
  

	
   Neonatos	
  
(n=73)	
  

Niveles	
   de	
   HBD2	
  
(mediana,	
  RIQ)	
  

Valor	
  p	
   	
  

Edad	
  gestacional	
  (semanas)	
  
-­‐ Prematuro	
  (28-­‐32s)	
  
-­‐ A	
  término	
  (37-­‐41s)	
  

	
  
31	
  
42	
  

	
  
918	
  (556-­‐2331)	
  
1882	
  (1204-­‐3364)	
  

	
  
0,003	
  

Peso	
  al	
  nacer	
  (gramos)	
  
-­‐ <1500g	
  
-­‐ ≥1500g	
  

	
  
20	
  
53	
  

	
  
880	
  (524	
  -­‐2645)	
  
1748	
  (956-­‐2969)	
  

	
  
0,038	
  

Sexo	
  
-­‐ Mujer	
  
-­‐ Varón	
  

	
  
39	
  
34	
  

	
  
1639	
  (691-­‐2969)	
  
1661	
  (842-­‐2579)	
  

	
  
0,812	
  

Finalización	
  del	
  embarazo	
  
-­‐	
  Prematuros	
  

-­‐ Cesárea	
  
-­‐ Eutócico	
  

-­‐	
  A	
  término	
  
-­‐ Cesárea	
  
-­‐ Eutócico	
  

	
  
	
  
22	
  
9	
  
	
  
5	
  
37	
  

	
  
	
  
1020	
  (546-­‐2385)	
  
707	
  (488-­‐2423)	
  
	
  
1602	
  (762-­‐3588)	
  
1888	
  (1257-­‐3398)	
  

	
  
	
  
0,862	
  
	
  
	
  
0,522	
  

Corioamnionitis	
  
-­‐ Si	
  
-­‐ No	
  

	
  
25	
  
48	
  

	
  
1639	
  (869-­‐3591)	
  
1662	
  (740-­‐2775)	
  

	
  
0,754	
  

Prematuros	
  
-­‐ Sepsis	
  tardía*	
  
-­‐ -­‐	
  Ningún	
  tipo	
  de	
  sepsis**	
  

	
  
7	
  
22	
  

	
  
513	
  (98-­‐557)	
  
1411	
  (609-­‐2579)	
  

	
  
0,006	
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En	
   la	
  Figura	
   12a	
   se	
   resumen	
   los	
   resultados	
   obtenidos	
   analizando	
   la	
   variable	
  HBD2	
  en	
  

función	
  de	
  la	
  edad	
  gestacional.	
  Los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  fueron	
  más	
  bajos	
  en	
  el	
  grupo	
  de	
  los	
  

prematuros	
   que	
   en	
   los	
   recién	
   nacidos	
   a	
   término	
   (mediana,	
   918	
   vs	
   1,883	
   pg/mL;	
   p	
   =	
  

0.003).	
   Del	
   mismo	
   modo	
   neonatos	
   con	
   un	
   peso	
   al	
   nacer	
   menor	
   de	
   1500	
   gramos	
  

presentaron	
   niveles	
   inferiores	
   a	
   los	
   neonatos	
   con	
   un	
   peso	
   mayor	
   de	
   1500	
   gramos	
  

(mediana,	
  880	
  vs	
  1,749	
  pg/mL;	
  p	
  =	
  0.038).	
  	
  

Se	
  calcularon	
  también	
  las	
  posibles	
  correlaciones	
  hallando	
  resultados	
  significativos	
  para	
  

las	
  variables:	
  edad	
  gestacional	
  y	
  peso	
  al	
  nacer:	
  r	
  =	
  0.364,	
  p	
  =	
  0.002	
  y	
  r	
  =	
  0.359,	
  p	
  =	
  0.002,	
  

respectivamente.	
   Sin	
   embargo	
   se	
   encontraron	
   niveles	
   más	
   altos	
   en	
   la	
   población	
  

neonatal	
  que	
  en	
  un	
  grupo	
  de	
  adultos	
  sanos	
  con	
  igualdad	
  de	
  procesamiento	
  de	
  muestras.	
  	
  

En	
  la	
  Figura	
  12b	
  se	
  representan	
  los	
  resultados	
  encontrados	
  analizando	
  la	
  variable	
  sepsis	
  

tardía	
   en	
   relación	
   con	
   los	
   valores	
   obtenidos	
   de	
   HBD2.	
   La	
   edad	
   gestacional	
   de	
   los	
  

pacientes	
  con	
  sepsis	
   tardía	
   fue	
  más	
  baja	
   (28	
  semanas,	
  RIQ,	
  28–30	
  versus	
  30	
  semanas,	
  

RIQ	
  29-­‐31,	
  p=	
  0,016).	
  El	
  momento	
  diagnóstico	
  fue	
  el	
  décimo	
  día	
  (RIQ	
  6-­‐15).	
  Los	
  niveles	
  

de	
   HBD2	
   en	
   suero	
   fueron	
   significantemente	
   inferior	
   en	
   el	
   subgrupo	
   de	
   neonatos	
   con	
  

sepsis	
  tardía	
  (513	
  vs	
  1,411	
  pg/mL;	
  p	
  =	
  0.006).	
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Figura	
  12:	
  Niveles	
  de	
  HBD2	
  a)	
  en	
  función	
  de	
  la	
  edad	
  gestacional	
  y	
  b)	
  la	
  presencia	
  de	
  sepsis	
  tardía	
  en	
  el	
  grupo	
  de	
  los	
  

prematuros.	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  defensin	
  2;	
  RN:	
  recién	
  nacidos.	
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Las	
  variables	
  que	
  habían	
  mostrado	
  asociaciones	
  significativas	
  con	
  el	
  evento	
  de	
  sepsis	
  

tardía	
   fueron	
   incluidas	
   en	
   un	
  modelo	
   de	
   regresión	
   logística	
   (método	
   Bootstrap).	
   En	
  

este	
   modelo	
   los	
   niveles	
   de	
   HB2	
   (OR,	
   0,34	
   [95%	
   CI,	
   0,01–0,60];	
   p	
   =	
   0,008)	
   y	
   edad	
  

gestacional	
   (OR,	
   0,31	
   [95%	
   CI,	
   0,01–0.71];	
   p	
   =	
   0,013)	
   fueron	
   factores	
   de	
   riesgo	
  

independientes,	
  mientras	
  las	
  variables	
  peso	
  al	
  nacer,	
  corioamnionitis,	
  sexo	
  y	
  modo	
  de	
  

finalización	
  del	
   embarazo	
  no	
  mostraron	
   tal	
   asociación.	
   Para	
   comprobar	
   la	
   capacidad	
  

predictiva	
   del	
  modelo	
   se	
   realizó	
   el	
   cálculo	
   de	
  AUC	
   para	
   la	
   asociación	
  HBD2	
   y	
   Sepsis	
  

tardía	
  (AUC,	
  0,85	
  [95%	
  CI,	
  0,68–1];	
  p	
  =	
  0,005).	
  Con	
  este	
  cálculo	
  se	
  determinó	
  el	
  punto	
  

de	
   corte	
   más	
   adecuado	
   para	
   esta	
   estimación	
   (=880	
   pg/ml)	
   con	
   una	
   sensibilidad	
   de	
  

71,4%;	
  especificad,	
  95,8%;	
  valor	
  positivo	
  predictivo,	
  83,3%;	
  valor	
  negativo	
  predictivo,	
  

92%	
  e	
  índice	
  de	
  Youden	
  de	
  0,7.	
   	
   Introduciendo	
  este	
  punto	
  de	
  corte	
  en	
  un	
  modelo	
  de	
  

regresión	
   logística	
   junto	
   con	
   la	
   variable	
   edad	
   gestacional,	
   se	
   determinó	
   que	
   los	
  

neonatos	
   prematuros	
   con	
   valores	
   de	
   HBD2	
   <880	
   pg/ml	
   tienen	
   mayor	
   riesgo	
   de	
  

desarrollar	
  una	
  sepsis	
  tardía	
   independientemente	
  de	
  la	
  edad	
  gestacional	
  (OR	
  14,2,	
   IC	
  

1,65-­‐	
  1.07x1016;	
  p=0,037).	
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PROYECTO	
  2	
  

	
  

DESCRIPCIÓN	
  DE	
  LA	
  POBLACIÓN	
  
En	
   la	
   segunda	
   parte	
   de	
   la	
   tesis	
   se	
   reclutaron	
   de	
   forma	
   prospectiva	
   a	
   84	
   neonatos	
  

prematuros	
  que	
  cumplieron	
  con	
   los	
   criterios	
  de	
   inclusión.	
  Siguiendo	
  el	
  protocolo	
  del	
  

estudio	
   se	
   recogieron	
   402	
   muestras	
   y	
   del	
   mismo	
   modo	
   se	
   recogieron	
   variables	
  

demográficas,	
  clínicas	
  y	
  datos	
  analíticos	
  seleccionados.	
  	
  

Las	
   características	
   generales	
   de	
   los	
   84	
   neonatos	
   incluidos	
   en	
   este	
   trabajo	
   se	
  

representan	
  en	
  la	
  Tabla	
  5	
  y	
  en	
  la	
  Tabla	
  6	
  se	
  detallan	
  las	
  características	
  maternas.	
  

	
  

	
   Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
  
Edad	
  gestacional	
  (semanas)	
   28.4	
  (±	
  2.48)	
   28	
  (27-­‐	
  30)	
  
Peso	
  al	
  nacer	
  (gramos)	
   1072	
  (±	
  323.4)	
   968.5	
  (835.8-­‐	
  1288)	
  
Género	
  (n,	
  %)	
  

-­‐ Varón	
  	
  
-­‐ Mujer	
  

	
  
44	
  (52.4%)	
  	
  
40	
  (47.6%)	
  

	
  

Tabla	
  5:	
  Características	
  generales	
  de	
  la	
  población	
  (n=84).	
  DS,	
  desviación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartílico	
  

	
  

Edad	
  materna	
  (años),	
  media	
  (±DS)	
   32.2	
  (±	
  6.16)*	
  
Parto	
  múltiple	
  (n,%)	
  	
  

-­‐ No	
  
-­‐ Gemelar	
  
-­‐ Trillizos	
  

	
  
57	
  (67.9%)	
  
25	
  (29.8%)	
  
2	
  (2.4%)	
  

Patologías	
  gestacionales	
  (n,	
  %)	
  
Hipertensión	
  arterial	
  

-­‐ Si	
  
-­‐ No	
  

Diabetes	
  mellitus	
  
-­‐ Si	
  
-­‐ No	
  

	
  
	
  
26	
  (31)	
  
57	
  (67,9)	
  
	
  
4	
  (4,8)	
  
80	
  (95,2)	
  

Rotura	
  de	
  membranas	
  (>	
  24horas)	
  
-­‐ Si	
  
-­‐ No	
  
-­‐ Desconocido	
  

	
  
14	
  (16,7)	
  
65	
  (77,4)	
  
5	
  (6,0)	
  

Tabla	
  6:	
  Características	
  maternas	
  y	
  resultado	
  de	
  anatomía	
  patológica.	
  DS:	
  desviación	
  estándar	
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En	
  la	
  siguiente	
  tabla	
  se	
  resumen	
  los	
  datos	
  relacionados	
  con	
  el	
  evento	
  del	
  parto.	
  

	
  	
  

Modo	
  finalización	
  del	
  parto	
  (n,	
  %)	
  
-­‐ Eutócico	
  
-­‐ Cesárea	
  
-­‐ Desconocido	
  

	
  
24	
  (28.6%)	
  
59	
  (70.2%)	
  
1	
  (1.2%)	
  

APGAR	
  (Mediana,	
  RIQ)*	
  
-­‐ 1	
  minutos	
  
-­‐ 5	
  minutos	
  

	
  
6.0	
  (5.0-­‐8.0)	
  
0.0	
  (0.0-­‐9.0)	
  

Intubación	
  en	
  el	
  paritorio	
  
-­‐ Si	
  
-­‐ No	
  

	
  
52	
  (61.9%)	
  
32	
  (38.1%)	
  

Tabla	
  7:	
  Características	
  del	
  parto	
  en	
  la	
  población	
  general.	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartíl	
  *	
  Intubación=	
  Apgar	
  0	
  

	
  

Todos	
   los	
  sujetos	
  reclutados	
  en	
  este	
  estudio,	
  debido	
  a	
  su	
  prematuridad	
  y	
   la	
  necesidad	
  

de	
  soporte	
  que	
  conllevan,	
  ingresaron	
  en	
  los	
  primeros	
  minutos	
  de	
  vida.	
  En	
  la	
  Tabla	
  8	
  se	
  

detallan	
  los	
  valores	
  de	
  las	
  variables	
  recogidas	
  en	
  este	
  momento.	
  

	
  

Corioamnionitis	
  (n,%)	
  
-­‐ No	
  
-­‐ Sospecha	
  clínica	
  
-­‐ Confirmada	
  en	
  AP	
  

	
  
73	
  (88.0%)	
  
6	
  (7.2%)	
  
4	
  (4.8%)	
  

Hemograma	
  y	
  bioquímica	
  (media,	
  ±DS)	
  
-­‐ Leucocitos	
  
-­‐ Neutrófilos	
  
-­‐ Plaquetas	
  (x1000)	
  
-­‐ Proteína	
  C	
  reactiva	
  

	
  
12999	
  (±	
  11393)	
  
6357	
  (±	
  6961)	
  
186,2	
  (±	
  74,5)	
  
4.99	
  (±	
  14.29)	
  

Sospecha	
  de	
  infección	
  vertical	
  
-­‐ No	
  
-­‐ Si	
  

	
  
71	
  (85.5%)	
  
12	
  (14.5%)	
  	
  

Hemocultivo	
  
-­‐ Negativo	
  
-­‐ Positivo*	
  

	
  
81	
  (97.6%)	
  
2	
  (2.4%)	
  

Tabla	
   8:	
   Características	
   clínicas	
   y	
   analíticas	
   en	
   la	
   población	
   general	
   en	
   el	
  momento	
   del	
   ingreso.	
  AP:	
  anatomía-­‐

patológica,	
  DS:	
  derivación	
  estándar;	
  *	
  Serratia	
  (n=1);	
  Streptococcus	
  anginosus	
  (n=1);	
  no	
  extraído	
  (n=1).	
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Una	
  de	
  las	
  variables	
  respuestas	
  de	
  este	
  estudio	
  es	
  la	
  presencia	
  y/o	
  el	
  desarrollo	
  de	
  la	
  

variable	
  “sepsis	
  nosocomial”.	
  En	
  la	
  siguiente	
  tabla	
  se	
  describe	
  dicha	
  variable,	
  y	
  posibles	
  

parámetros	
  relacionados	
  en	
  la	
  muestra	
  analizada.	
  

	
  

 n, (%) 
Días	
  de	
  vida	
   	
  
Síntomas	
  (n=116)	
  

-­‐ Respiratorias	
  
-­‐ Inestabilidad	
  hemodinámica	
  
-­‐ Sospecha	
  de	
  corioamnionitis	
  
-­‐ Gastrointestinales	
  
-­‐ Datos	
  analíticos	
  
-­‐ Fiebre	
  
-­‐ Neurológicos	
  
-­‐ Otros	
  

	
  
38	
  (32,8%)	
  
27	
  (23,3%)	
  
18	
  (15,5%)	
  
8	
  (6,9%)	
  
8	
  (6,9%)	
  
6	
  (5%)	
  
3	
  (2,5%)	
  
8	
  (6,9%)	
  

Marcadores	
  biológicos	
  
-­‐	
  Leucocitos	
  (media,	
  DS)	
  

-­‐ Leucocitosis	
  
-­‐ Leucopenia	
  

-­‐	
  Neutrófilos	
  (media,	
  DS)	
  
-­‐ Neutrofilia	
  
-­‐ Neutropenia	
  

-­‐	
  Plaquetas	
  (x1000),	
  (media,	
  DS)	
  
-­‐ Trombopenia	
  
-­‐ Trombocitosis	
  

-­‐	
  Proteína	
  C	
  reactiva	
  
-­‐ >	
  5mg/L	
  
-­‐ ≤	
  4mg/L	
  
-­‐ Desconocido	
  

	
  
12908	
  (±	
  11346)	
  
	
  
	
  
6326	
  (±	
  6921)	
  
	
  
	
  
188	
  (±75)	
  
	
  
	
  
	
  
47	
  (56%)	
  
34	
  (40,5%)	
  
3	
  (3,6%)	
  

Hemocultivo	
  	
  
-­‐ Negativo	
  
-­‐ Positivo	
  
-­‐ Stafilococus	
  coagulasa	
  negativo	
  
-­‐ Bacilo	
  gram	
  negativo	
  
-­‐ Otros	
  

	
  
44	
  (52,4%)	
  
40	
  (46,5%)	
  
30	
  (35,7%)	
  
9	
  (10,7%)	
  
1	
  (1,2%)	
  

Tabla	
  9:	
  Variables	
  de	
   la	
  población	
  general	
   relacionadas	
  con	
   la	
  sospecha	
  de	
  sepsis.	
  DS:	
  derivación	
  estándar;	
  RIQ:	
  

rango	
  intercuartílico;	
  ECN:	
  estafilococos	
  coagulosa	
  negativo,	
  BGN:	
  bacilos	
  Gram	
  negativo.	
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 VARIABILIDAD	
  DE	
  LOS	
  NIVELES	
  DE	
  LA	
  BETA	
  DEFENSINA	
  HUMANA	
  2	
  
(HBD2)	
  Y	
  DE	
  LA	
  LÉCTINA	
  DE	
  LA	
  UNIÓN	
  A	
  LA	
  MANOSA	
  (MBL)	
  DURANTE	
  LA	
  
SOSPECHA	
  DE	
  UN	
  EPISODIO	
  SÉPTICO	
  
	
  

Los	
   niveles	
   de	
   HBD2	
   y	
   MBL,	
   cuando	
   se	
   sospechó	
   el	
   proceso	
   infeccioso,	
   se	
  

determinaron	
  los	
  días	
  0,	
  4	
  y	
  7	
  desde	
  el	
  inicio	
  (Tabla	
  10	
  y	
  11).	
  	
  
	
  

Tabla	
   10:	
  Niveles	
   de	
  HBD2	
  en	
  diferentes	
  momentos	
   de	
   extracción	
   en	
   la	
   población	
   general.	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  

defensin	
  2;	
  DS:	
  desviación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartíl.	
  

	
   	
  

Tabla	
  11:	
  	
  Niveles	
  de	
  MBL	
  en	
  diferentes	
  momentos	
  de	
  extracción	
  en	
  la	
  población	
  general.	
  MBL:	
  mannose	
  binding	
  

lectin;	
  DS:	
  desviación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartil.	
  

	
  

	
  

No	
   se	
   hallaron	
   diferencias	
   significativas	
   entre	
   los	
   niveles	
   de	
   HBD2	
   y	
   MBL	
   en	
   los	
  

diferentes	
  momentos	
  de	
  recogida.	
  	
  

Niveles	
  de	
  HBD2	
  (pg/ml)	
  población	
  general	
  
	
  	
  

Día	
  0	
  
Día	
  4	
  
Día	
  7	
  

Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
  
8562	
  (±	
  11263)	
  
7372	
  (±	
  6155)	
  
7202	
  (±	
  6256)	
  

5940	
  (2598-­‐9490)	
  
5839	
  (3094-­‐9787)	
  
5645	
  (3078-­‐9402)	
  

Niveles	
  de	
  MBL	
  (ng/ml)	
  población	
  general	
  

	
  
Día	
  0	
  
Día	
  4	
  	
  
Día	
  7	
  

Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
  
1680	
  (±	
  1583)	
  
1904	
  (±	
  1623)	
  
1745	
  (±	
  1523)	
  

1512	
  (95-­‐2915)	
  
2041	
  (216-­‐3045)	
  
1441	
  (258-­‐3002)	
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NIVELES	
  DE	
  LA	
  BETA	
  DEFENSINA	
  HUMANA	
  EN	
  RELACIÓN	
  CON	
  LAS	
  VARIABLES	
  
EDAD	
  GESTACIONAL	
  Y	
  PESO	
  AL	
  NACER	
  

	
  

Los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  mostraron	
  una	
  correlación	
  negativa	
  con	
  la	
  edad	
  gestacional	
  en	
  el	
  

momento	
  de	
  sospecha	
  de	
  sepsis	
  (Tabla	
  12	
  y	
  Figura	
  13).	
  	
  

                                                     COEFICIENTE DE CORRELACIÓN VALOR P 

DÍA 0 Rho: -0,417 p< 0,001 
 

DÍA 4 Rho: -0,567 p< 0,001 
 

DÍA 7 
 

Rho: -0,395 p= 0,002 
 

MEDIA Rho: -0,314 p= 0,004 

!"#$%&'()*+,%

-./.%(012/3456/+%&1,%

	
  
Tabla	
   12:	
   Correlaciones	
   entre	
   la	
   edad	
   gestacional	
   y	
   niveles	
   de	
  HBD2	
   en	
   suero	
   en	
   los	
   diferentes	
  momentos	
   de	
  

extracción.	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  defensin	
  2;	
  s:	
  semanas.	
  Rho:	
  Rho	
  de	
  Spearman	
  

	
  

!
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Figura	
  13:	
  Correlación	
  entre	
  la	
  edad	
  gestacional	
  y	
  la	
  media	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  obtenido	
  los	
  días	
  0,	
  4	
  

y	
  7	
  de	
  sospecha	
  de	
  sepsis	
  nosocomial.	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  defensin	
  2;	
  Rho:	
  Rho	
  de	
  Spearman.	
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HBD2	
  Y	
  LA	
  EDAD	
  GESTACIONAL	
  DICOTOMIZADA:	
  
	
  

En	
   este	
   análisis	
   se	
   calcularon	
   las	
   posibles	
   asociaciones	
   entre	
   la	
   variable	
   cuantitativa	
  

continua	
  “niveles	
  de	
  HBD2	
  (pg/ml)”	
  y	
  la	
  variable	
  “edad	
  gestacional”	
  dicotomizada	
  (<	
  28	
  

semanas	
  vs	
  ≥	
  28	
  semanas).	
  

En	
  la	
  muestra	
  estudiada	
  31	
  neonatos	
  (36,9%)	
  presentaron	
  una	
  edad	
  gestacional	
  menor	
  

de	
  28	
  semanas	
  y	
  53	
  (63,1%)	
  una	
  edad	
  gestacional	
  mayor	
  o	
  igual	
  a	
  28	
  semanas.	
  

Los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  fueron	
  significativamente	
  más	
  elevados	
  en	
  neonatos	
  con	
  

una	
  edad	
  gestacional	
  menor	
  de	
  28	
  semanas	
  (Tabla	
  13,	
  Figura	
  14).	
  	
  

	
  

	
  

Niveles	
  de	
  HBD2	
  (pg/ml)	
  en	
  población	
  general	
  
	
  	
  
Día	
  0	
  
<	
  28	
  semanas	
  
≥	
  28	
  semanas	
  
Día	
  4	
  
<	
  28	
  semanas	
  
≥	
  28	
  semanas	
  
Día	
  7	
  
<	
  28	
  semanas	
  
≥	
  28	
  semanas	
  
Media	
  	
  
<	
  28	
  semanas	
  
≥	
  28	
  semanas	
  

Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
   Valor	
  p*	
  
	
  
11842	
  (±11844)	
  
6649	
  (±10569)	
  
	
  
11066	
  (±7662)	
  
5156	
  (±3626)	
  
	
  
8880	
  (±6368)	
  
6187	
  (±6046)	
  
	
  
10876	
  (±8877)	
  
6091(±5590)	
  

	
  
9422	
  (5302-­‐16944)	
  
3911	
  (1675-­‐7861)	
  
	
  
9397	
  (5274-­‐15298)	
  
5020	
  (1992-­‐7164)	
  
	
  
7899	
  (4169-­‐12986)	
  
4752	
  (2969-­‐8206)	
  
	
  
	
  8894(5653-­‐13740	
  
5417	
  (1045-­‐6904)	
  

	
  
0,001	
  
	
  
	
  
0,001	
  
	
  
	
  
0,038	
  
	
  
	
  
<0,001	
  

Tabla	
  13:	
  Asociación	
  entre	
  la	
  variable	
  edad	
  gestacional	
  y	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  en	
  los	
  diferentes	
  momentos	
  

de	
  extracción.	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  defensin	
  2;	
  DS:	
  desviación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
   intercuartíl.	
  *Prueba	
  de	
  Mann-­‐

Whitney.	
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Figura	
  14:	
  Asociación	
  entre	
  las	
  variables	
  edad	
  gestacional	
  y	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  en	
  los	
  diferentes	
  momentos	
  

de	
  extracción.	
  	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  defensin	
  2.	
  	
  

	
  

	
  

	
  

Se	
  observaron	
   resultados	
   similares	
   comparando	
   los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  con	
  el	
  

peso	
  al	
  nacer	
  en	
  esta	
  situación	
  clínica.	
  (Tabla	
  14,	
  Figura	
  14).	
  	
  

                                                     COEFICIENTE DE CORRELACIÓN VALOR P 

DÍA 0 Rho: -0,165 p= 0,155 
 

DÍA 4 Rho: -0,292  p= 0,019 
 

DÍA 7 
 

Rho: -0,243 p= 0,059 
 

MEDIA Rho: -0,332 p= 0,002 

!"#$%&'()*+,%

-./0%1+%213.4%&(,%

	
  
Tabla	
   14:	
   Correlaciones	
   entre	
   el	
   peso	
   al	
   nacer	
   y	
   niveles	
   de	
   HBD2	
   en	
   suero	
   en	
   los	
   diferentes	
   momentos	
   de	
  

extracción.	
  	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  defensin	
  2;	
  g:	
  gramos;	
  Rho:	
  Rho	
  de	
  Spearman.	
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Figura	
  15:	
  	
  Correlación	
  entre	
  el	
  peso	
  al	
  nacer	
  y	
  la	
  media	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  obtenido	
  los	
  días	
  0,	
  4	
  y	
  7	
  

de	
  sospecha	
  de	
  sepsis	
  nosocomial.	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  defensin	
  2;	
  Rho:	
  Rho	
  de	
  Spearman.	
  

	
  

	
  

HBD2	
  Y	
  EL	
  PESO	
  AL	
  NACER	
  COMO	
  VARIABLE	
  DICOTOMIZADA:	
  
	
  

En	
   este	
   análisis	
   se	
   calcularon	
   las	
   posibles	
   asociaciones	
   entre	
   la	
   variable	
   cuantitativa	
  

continua	
  “niveles	
  de	
  HBD2	
  (pg/ml)”	
  y	
  la	
  variable	
  “Peso	
  al	
  nacer”	
  dicotomizada	
  (<	
  1000g	
  

vs	
  ≥	
  1000	
  g).	
  

En	
  la	
  muestra	
  estudiada	
  44	
  neonatos	
  (52,4%)	
  presentaron	
  un	
  peso	
  al	
  nacer	
  menor	
  de	
  	
  

1000	
  g	
  y	
  40	
  (47,6%)	
  con	
  peso	
  mayor	
  o	
  igual	
  a	
  1000	
  g.	
  

Los	
   neonatos	
   con	
  un	
  peso	
   al	
   nacer	
  menor	
  de	
   1000	
   g	
   presentaron	
  niveles	
   séricos	
   de	
  

HBD2	
   significativamente	
  más	
   elevados	
   que	
   neonatos	
   con	
   un	
   peso	
  mayor	
   de	
   1000	
   g	
  

(Tabla	
  15,	
  Figura	
  16).	
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Niveles	
  de	
  HBD2	
  (pg/ml)	
  población	
  general	
  
	
  	
  
Día	
  0	
  
<	
  1000g	
  
≥	
  1000g	
  
Día	
  4	
  
<	
  1000g	
  
≥	
  1000g	
  
Día	
  7	
  
<	
  1000g	
  
≥	
  1000g	
  
Media	
  	
  
<	
  1000g	
  
≥	
  1000g	
  

Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
   Valor	
  p*	
  
	
  
9487	
  (±10971)	
  
7587	
  (±11634)	
  
	
  
9096	
  (±7300)	
  
5156	
  (±3204)	
  
	
  
8264	
  (±6541)	
  
5951	
  (±5768)	
  
	
  
9397	
  (±8156)	
  
6164	
  (±5900)	
  

	
  
7335	
  (2564-­‐15100)	
  
5074	
  (2545-­‐8864)	
  
	
  
8067	
  (3651-­‐12353)	
  
5074	
  (2796-­‐6828)	
  
	
  
7540	
  (4217-­‐11530)	
  
4414	
  (2999-­‐8245)	
  
	
  
7991	
  (4649-­‐12717)	
  
5326	
  (3041-­‐6810)	
  

	
  
0,255	
  
	
  
	
  
0,028	
  
	
  
	
  
0,073	
  
	
  
	
  
0,005	
  

Tabla	
  15:	
  Asociación	
  entre	
  la	
  variable	
  peso	
  al	
  nacer	
  y	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  en	
  los	
  diferentes	
  momentos	
  de	
  

extracción.	
  	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  defensin	
  2;	
  DS:	
  desviación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartíl;	
  g:	
  gramos.	
  *	
  Prueba	
  de	
  

Mann-­‐Whitney.	
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Figura	
  16:	
  Asociación	
  entre	
  la	
  variable	
  peso	
  al	
  nacer	
  y	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  en	
  los	
  diferentes	
  momentos	
  de	
  

extracción.	
  	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  defensin	
  2.	
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NIVELES	
  DE	
  LA	
  MBL	
  EN	
  RELACIÓN	
  CON	
  LAS	
  VARIABLES	
  EDAD	
  GESTACIONAL	
  Y	
  
PESO	
  AL	
  NACER	
  

	
  

	
  

En	
  cambio	
  no	
  se	
  ha	
  encontrado	
  tal	
  comportamiento	
  al	
  analizar	
  las	
  correlaciones	
  de	
  la	
  

variable	
  MBL	
  en	
  suero	
  con	
   la	
  edad	
  gestacional	
  y	
  el	
  peso	
  al	
  nacer	
  en	
  el	
  momento	
  de	
  

sospecha	
  de	
  sepsis	
  (Tablas	
  16	
  y	
  17).	
  

                                                     COEFICIENTE DE CORRELACIÓN VALOR P 

DÍA 0 Rho: -0,016 p= 0,889 
 

DÍA 4 Rho: -0,157 p= 0,217 
 

DÍA 7 
 

Rho: 0,023 p= 0,860 
 

MEDIA Rho: -0,069 p= 0,534 

!"#$%&'()*+$

,-.-$'/01.234&.*$%0/).&.0+$

	
  
Tabla	
   16:	
   Correlaciones	
   entre	
   la	
   edad	
   gestacional	
   y	
   niveles	
   de	
  MBL	
   en	
   suero	
   en	
   los	
   diferentes	
  momentos	
   de	
  

extracción.	
  MBL:	
  mannose	
  binding	
  lectin;	
  Rho:	
  Rho	
  de	
  Spearman.	
  

	
  

	
  

                                                     COEFICIENTE DE CORRELACIÓN VALOR P 

DÍA 0 Rho: -0,030 p= 0,796 
 

DÍA 4 Rho: -0,000 p= 0,998 
 

DÍA 7 
 

Rho: 0,013 p= 0,920 
 

MEDIA Rho: -0,048 p= 0,661 

!"#$%&'()*+$

,-./$0*$&01-2$%'20)/.+$

	
  
Tabla	
  17:	
  Correlaciones	
  entre	
  la	
  variable	
  peso	
  al	
  nacer	
  y	
  niveles	
  de	
  MBL	
  en	
  suero	
  en	
  los	
  diferentes	
  momentos	
  de	
  

extracción.	
  MBL:	
  mannose	
  binding	
  lectin;	
  Rho:	
  Rho	
  de	
  Spearman.	
  

	
  

	
  

MBL	
  Y	
  LA	
  EDAD	
  GESTACIONAL:	
  
	
  

En	
   este	
   análisis	
   se	
   calcularon	
   las	
   posibles	
   asociaciones	
   entre	
   la	
   variable	
   cuantitativa	
  

continua	
  “niveles	
  de	
  MBL	
  (ng/ml)”	
  y	
  la	
  variable	
  “Edad	
  Gestacional”	
  dicotomizada	
  (<	
  28	
  

semanas	
  vs	
  ≥	
  28	
  semanas).	
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En	
  la	
  muestra	
  estudiada	
  31	
  neonatos	
  (36,9%)	
  presentaron	
  una	
  edad	
  gestacional	
  menor	
  

de	
  28	
  semanas	
  y	
  53	
  (63,1%)	
  una	
  edad	
  gestacional	
  ≥	
  28	
  semanas.	
  

Los	
  neonatos	
  con	
  una	
  edad	
  gestacional	
  menor	
  de	
  28	
  semanas	
  no	
  presentaron	
  niveles	
  

de	
  MBL	
  en	
  suero	
  diferentes	
  del	
  grupo	
  de	
  neonatos	
  mayores	
  de	
  esta	
  edad	
  gestacional	
  

(Tabla	
  18).	
  	
  

	
  

Niveles	
  de	
  MBL	
  (ng/ml)	
  población	
  general	
  
	
  	
  
Día	
  0	
  
<	
  28	
  semanas	
  
≥	
  28	
  semanas	
  
Día	
  4	
  
<	
  28	
  semanas	
  
≥	
  28	
  semanas	
  
Día	
  7	
  
<	
  28	
  semanas	
  
≥	
  28	
  semanas	
  
Media	
  	
  
<	
  28	
  semanas	
  
≥	
  28	
  semanas	
  
	
  

Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
   Valor	
  p*	
  
	
  
1660	
  (±1867)	
  
1691	
  (±1414)	
  
	
  
2046(±1675)	
  
1819	
  (±1606)	
  
	
  
1692	
  (±1430)	
  
1777	
  (±1595)	
  
	
  
1676	
  (±1670)	
  
1676	
  (±1418)	
  
	
  

	
  
764	
  (65-­‐3245)	
  
1834	
  (114-­‐2880)	
  
	
  
2257	
  (409-­‐3285)	
  
1758	
  (204-­‐2828)	
  
	
  
1491	
  (327-­‐2829)	
  
1405	
  (191-­‐3095)	
  
	
  
1058	
  (97-­‐3002)	
  
1863	
  (141-­‐2768)	
  

	
  
0,636	
  
	
  
	
  
0,441	
  
	
  
	
  
0,911	
  
	
  
	
  
0,945	
  

Tabla	
  18:	
  Asociación	
  entre	
  la	
  variable	
  edad	
  gestacional	
  y	
  niveles	
  de	
  MBL	
  en	
  suero	
  en	
  los	
  diferentes	
  momentos	
  de	
  

extracción.	
   	
  MBL:	
  mannose	
   binding	
   lectin;	
  DS:	
   desviación	
   estándar;	
   RIQ:	
   rango	
   intercuartíl;	
   *	
   Prueba	
   de	
  Mann-­‐

Whitney.	
  

	
  

	
  



RESULTADOS	
   

   
57 

MBL	
  Y	
  EL	
  PESO	
  AL	
  NACER	
  DICOTOMIZADO:	
  
	
  

En	
   este	
   análisis	
   se	
   calcularon	
   las	
   posibles	
   asociaciones	
   entre	
   la	
   variable	
   cuantitativa	
  

continua	
  “niveles	
  de	
  MBL	
  (ng/ml)”	
  y	
  la	
  variable	
  “Peso	
  al	
  nacer”	
  dicotomizada	
  (<	
  1000g	
  

vs	
  ≥	
  1000g).	
  

En	
  la	
  muestra	
  estudiada	
  44	
  neonatos	
  (52,4%)	
  presentaron	
  un	
  peso	
  al	
  nacer	
  menor	
  de	
  

1000	
  g	
  y	
  40	
  (47,6%)	
  un	
  peso	
  mayor	
  o	
  igual	
  a	
  1000	
  g.	
  

Los	
  niveles	
   séricos	
  de	
  MBL	
  no	
   fueron	
  diferentes	
  en	
  el	
  grupo	
  de	
   los	
  neonatos	
  con	
  un	
  

peso	
  inferior	
  a	
  1000	
  g	
  (Tabla	
  19).	
  

	
  

Niveles	
  de	
  MBL	
  (ng/ml)	
  y	
  durante	
  la	
  sospecha	
  de	
  sepsis	
  
	
  	
  
Día	
  0	
  
<	
  1000g	
  
≥	
  1000g	
  
Día	
  4	
  
<	
  1000g	
  
≥	
  1000g	
  
Día	
  7	
  
<	
  1000g	
  
≥	
  1000g	
  
Media	
  	
  
<	
  1000g	
  
≥	
  1000g	
  

Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
   Valor	
  p*	
  
	
  
1596	
  (±1656)	
  
1768	
  (±1521)	
  
	
  
1755	
  (±1544)	
  
2096	
  (±1728)	
  
	
  
1617	
  (±1369)	
  
1895	
  (±1700)	
  
	
  
1619	
  (±1504)	
  
1739	
  (±1524)	
  

	
  
867	
  (100-­‐2867)	
  
1879	
  (92-­‐2995)	
  
	
  
1479	
  (373-­‐2986)	
  
2589	
  (182-­‐3113)	
  
	
  
1369	
  (462-­‐2604)	
  
1863	
  (136-­‐3275)	
  
	
  
1534	
  (162-­‐2851)	
  
1905	
  (103-­‐2979)	
  

	
  
0,681	
  
	
  
	
  
0,626	
  
	
  
	
  
0,745	
  
	
  
	
  
0,851	
  

Tabla	
  19:	
  Asociación	
  entre	
   la	
  variable	
  peso	
  al	
  nacer	
  y	
  niveles	
  de	
  MBL	
  en	
  suero	
  en	
   los	
  diferentes	
  momentos	
  de	
  

extracción.	
  MBL:	
  mannose	
   binding	
   lectin;	
   DS:	
   desviación	
   estándar;	
   RIQ:	
   rango	
   intercuartíl;	
   *	
   Prueba	
   de	
   Mann-­‐

Whitney.	
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ANÁLISIS	
  DE	
  CORRELACIÓN	
  ENTRE	
  HBD2	
  ,	
  	
  PROTEÍNA	
  C	
  REACTIVA	
  Y	
  RECUENTO	
  
DE	
  NEUTRÓFILOS	
  
	
  

En	
   este	
   apartado	
   se	
   estudiaron	
   las	
   posibles	
   relaciones	
   entre	
   los	
   valores	
  de	
   variables	
  

continuas	
   obtenidas	
   de	
   la	
   sangre	
   de	
   los	
   pacientes	
   en	
   diferentes	
   momentos	
   de	
  

extracción.	
  

	
  

Correlación	
  de	
  la	
  pareja	
  de	
  variables	
  HBD2	
  y	
  proteína	
  C	
  reactiva	
  (PCR):	
  

No	
  se	
  han	
  observado	
  	
  correlaciones	
  entre	
  las	
  variables	
  de	
  PCR	
  (mg/L)	
  y	
  HBD2	
  (pg/ml)	
  

en	
  los	
  días	
  0,	
  4,	
  y	
  7	
  (media	
  Rho	
  -­‐0.129;	
  p=0,250).	
  	
  

	
  

Correlación	
  de	
  la	
  pareja	
  de	
  variables	
  HBD2	
  y	
  recuento	
  de	
  neutrófilos:	
  

Se	
   han	
   observado	
   	
   correlaciones	
   significativas	
   entre	
   las	
   variables	
   de	
   recuento	
   de	
  

neutrófilos	
  (células/mm3)	
  y	
  HBD2	
  (pg/ml,	
  Tabla	
  20	
  y	
  Figura	
  17)	
  

	
  

                                                     COEFICIENTE DE CORRELACIÓN VALOR P 

DÍA 0 Rho: 0,183 p= 0,118 
 

DÍA 4 Rho: 0,307  p= 0,024 
 

DÍA 7 
 

Rho: 0,381 p= 0,014 
 

MEDIA Rho: 0,375 p= 0,001 

!"#$%&'()*+,%
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Tabla	
  20:	
  Correlaciones	
  entre	
  el	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  y	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  en	
  los	
  diferentes	
  momentos	
  

de	
  extracción.	
  	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  defensin	
  2;	
  mm3:	
  células/mm3	
  ;Rho:	
  Rho	
  de	
  Spearman.	
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Figure	
  17:	
  Correlación	
  entre	
  las	
  medias	
  del	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  con	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  de	
  sospecha	
  

de	
  sepsis	
  nosocomial.	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  defensin	
  2.	
  	
  

	
  

	
  

	
  

ANÁLISIS	
  DE	
  CORRELACIÓN	
  ENTRE	
  LOS	
  NIVELES	
  DE	
  MBL,	
  PROTEÍNA	
  C	
  
REACTIVA	
  Y	
  RECUENTO	
  DE	
  NEUTRÓFILOS	
  

	
  

Correlación	
  de	
  la	
  pareja	
  de	
  variables	
  MBL	
  y	
  proteína	
  C	
  reactiva	
  (PCR):	
  

No	
  se	
  han	
  observado	
  	
  correlaciones	
  entre	
  las	
  variables	
  de	
  PCR	
  (mg/L)	
  y	
  HBD2	
  (pg/ml)	
  

en	
  los	
  días	
  0,	
  4	
  y	
  7	
  (media	
  Rho	
  -­‐0.103;	
  p=0,357).	
  

	
  

Correlación	
  de	
  la	
  pareja	
  de	
  variables	
  MBL	
  y	
  recuento	
  de	
  neutrófilos:	
  

No	
  se	
  han	
  observado	
  	
  correlaciones	
  entre	
  las	
  variables	
  de	
  PCR	
  (mg/L)	
  y	
  HBD2	
  (pg/ml)	
  

en	
  los	
  días	
  0,	
  4	
  y	
  7	
  (media	
  Rho	
  0.167;	
  p=0,136).	
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Estratificación	
  de	
  la	
  muestra	
  en	
  función	
  de	
  la	
  variable	
  sepsis	
  nosocomial	
  
	
  

Se	
  realizó	
  un	
  estratificación	
  de	
  la	
  variable	
  sepsis	
  en	
  los	
  tres	
  subgrupos:	
  no	
  sepsis,	
  sepsis	
  

clínica	
  	
  y	
  sepsis	
  confirmada	
  (Tabla	
  21)	
  con	
  análisis	
  posterior	
  de	
  las	
  variables	
  predictoras	
  

(edad	
  gestacional,	
  peso	
  al	
  nacer).	
  	
  

	
  

	
   Frecuencia	
   Porcentaje	
   	
  

No	
  sepsis	
   28	
   32.5	
  
Sepsis	
  Clínica	
   16	
   19.0	
  
Sepsis	
  Confirmada	
   40	
   47.6	
  
Total	
   84	
   100	
  

Tabla	
   21:	
   	
   Distribución	
   de	
   frecuencias	
   de	
   la	
   presencia	
   de	
   las	
   diferentes	
   categorías	
   de	
   sepsis	
   en	
   la	
   población	
  

general.	
  

	
  

Se	
  realizaron	
   las	
  pruebas	
  de	
  contraste	
  correspondientes	
  para	
  el	
  análisis	
   inter-­‐grupos.	
  

No	
  se	
  han	
  hallado	
  diferencias	
  entre	
  los	
  tres	
  grupos	
  tal	
  y	
  como	
  se	
  detalla	
  en	
  las	
  Tablas	
  

22	
  y	
  23.	
  

	
  	
   Mediana	
  (RIQ)	
   Valor	
  p*	
  
Sepsis	
  
-­‐	
  No	
  sepsis	
  
-­‐	
  Sepsis	
  clínica	
  	
  
-­‐	
  Sepsis	
  comprobada	
  

	
  
29	
  (28-­‐31)	
  
27	
  (26,3-­‐30)	
  
28	
  (26,3-­‐32)	
  

	
  
0,293	
  
	
  
	
  

Tabla	
  22:	
  Edad	
  gestacional	
   (semanas)	
  para	
   las	
  categorías	
  de	
   la	
  variable	
  sepsis.	
   	
  RIQ:	
  rango	
   intercuartíl;	
  *	
  Mann-­‐

Whitney	
  

	
  

	
  	
   Mediana	
  (RIQ)	
   Valor	
  p*	
  
Sepsis	
  
-­‐	
  No	
  sepsis	
  
-­‐	
  Sepsis	
  clínica	
  
-­‐	
  Sepsis	
  comprobada	
  

	
  
1110	
  (886-­‐1390)	
  
948	
  (812-­‐968)	
  
1062,5	
  (774-­‐1336)	
  

	
  
0,270	
  

Tabla	
  23:	
  Peso	
  al	
  nacer	
  (gramos)	
  para	
  las	
  categorías	
  de	
  la	
  variable	
  sepsis.	
  RIQ:	
  rango	
  ntercuartíl;	
  *	
  Mann-­‐Whitney
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ANALISIS	
  DEL	
  ESTRATO	
  DE	
  “NEONATOS	
  SIN	
  DATOS	
  DE	
  SEPSIS”	
  
	
  

 Asociación	
  entre	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
  edad	
  gestacional	
  y	
  peso	
  al	
  nacer	
  
(dicotomizados)	
  en	
  neonatos	
  sin	
  datos	
  de	
  sepsis	
  
 
No	
  se	
  encontraron	
  asociaciones	
  entre	
   la	
  variable	
  HBD2	
  en	
  suero	
  y	
   las	
  variables	
  edad	
  

gestacional	
   y	
   peso	
   al	
   nacer	
   (ambas	
   dicotomizadas)	
   analizando	
   el	
   subgrupo	
   de	
   “no	
  

signos	
  de	
  sepsis”	
  (Tablas	
  24	
  y	
  25).	
  	
  

Niveles	
  de	
  HBD2	
  (pg/ml)	
  en	
  estrato	
  de	
  “no	
  sepsis”	
  
	
  	
   Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
   Valor	
  p*	
  
Día	
  0	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=6)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=20)	
  
Día	
  4	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=4)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=15)	
  
Día	
  7	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=5)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=12)	
  
Media	
  (0,4,7)	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=6)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=21)	
  

	
  
7484	
  (±5929)	
  
9074	
  (±15663)	
  
	
  
8144	
  (±2715)	
  
6081	
  (±4046)	
  
	
  
10161	
  (±4519)	
  
7335	
  (±8192)	
  
	
  
8672	
  (±2970)	
  
7387	
  (±7674)	
  

	
  
7132	
  (2032-­‐11792)	
  
4446	
  (1596-­‐9138)	
  
	
  
7546	
  (5915-­‐10971)	
  
5863	
  (1869-­‐9857)	
  
	
  
11415	
  (6302-­‐13394)	
  
5221	
  (2234-­‐8452)	
  
	
  
9075	
  (7317-­‐10211)	
  
6514	
  (2508-­‐8614)	
  

	
  
0,543	
  
	
  
	
  
0,368	
  
	
  
	
  
0,092	
  
	
  
	
  
0,080	
  

Tabla	
  24:	
  Asociación	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
  la	
  edad	
  gestacional	
  en	
  el	
  estrato	
  “no	
  sepsis”.	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  

defensin	
  2;	
  DS:	
  desviación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartílico;	
  *	
  Mann-­‐Whitney.	
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Tabla	
  25:	
  Asociación	
  entre	
   los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
  el	
  peso	
  al	
  nacer	
  en	
  el	
  estrato	
  “no	
  sepsis”.	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  

defensin	
  2;	
  DS:	
  desviación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartíl;	
  g:	
  gramos.*	
  Mann-­‐Whitney.	
  

	
  

	
  

Correlación	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2,	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  y	
  valor	
  de	
  

PCR	
  en	
  estrato	
  de	
  “neonatos	
  sin	
  datos	
  de	
  sepsis”	
  

	
  

En	
   los	
   neonatos	
   sin	
   signos	
   de	
   sepsis	
   (con	
   datos	
   disponibles	
   n=25)	
   se	
   observó	
   una	
  

correlación	
  positiva	
  no	
  significativa	
  entre	
  HBD2	
  y	
  neutrófilos	
  	
  (Tabla	
  26,	
  Figura	
  18)	
  

	
  
Tabla	
  26:	
  Correlaciones	
  entre	
  el	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  y	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  en	
  los	
  diferentes	
  momentos	
  

de	
   extracción	
   para	
   el	
   estrato	
   de	
   “No	
   sepsis”.	
   	
  HBD2:	
   human	
   beta	
   defensin	
   2;	
  mm3:	
   células/mm3;	
   Rho:	
   Rho	
   de	
  

Spearman.	
  

	
  

Niveles	
  de	
  HBD2	
  (pg/ml)	
  en	
  estrato	
  de	
  “no	
  sepsis”	
  
	
  
Día	
  0	
  
<	
  1000	
  g	
  (n=12)	
  
≥	
  1000	
  g	
  (n=14)	
  
Día	
  4	
  
<	
  1000	
  g	
  (n=9)	
  
≥	
  1000	
  g	
  (n=10)	
  
Día	
  7	
  
<	
  1000	
  g	
  (n=9)	
  
≥	
  1000	
  g	
  (n=8)	
  
Media	
  (0,4,7)	
  
<	
  1000	
  g	
  (n=12)	
  
≥	
  1000	
  g	
  (n=15)	
  

Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
   Valor	
  p*	
  
	
  
5792	
  (±6231)	
  
11206	
  (±18043)	
  
	
  
5954	
  (±4765)	
  
7019	
  (±2938)	
  
	
  
6997	
  (±5136)	
  
9483	
  (±9341)	
  
	
  
6474	
  (±4214)	
  
8631	
  (±8466)	
  

	
  
3191	
  (853-­‐9247)	
  
7092	
  (2671-­‐10622)	
  
	
  
7030	
  (1084-­‐10705)	
  
6038	
  (5047-­‐9382)	
  
	
  
7540	
  (1272-­‐12200)	
  
6501	
  (4235-­‐10232)	
  
	
  
7621	
  (1452-­‐9411)	
  
6533	
  (4430-­‐8653)	
  

	
  
0,258	
  
	
  
	
  
0,683	
  
	
  
	
  
0,773	
  
	
  
	
  
0,845	
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Figura	
   18:	
   Correlación	
   entre	
   las	
  medias	
   del	
   recuento	
   de	
   neutrófilos	
   con	
   las	
  medias	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
  HBD2	
   en	
  

suero	
  	
  para	
  el	
  estrato	
  de	
  “No	
  sepsis”.	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  defensin	
  2;	
  Rho:	
  Rho	
  de	
  Spearman.	
  

	
  

	
  

Así	
   mismo	
   los	
   niveles	
   de	
   HBD2	
   en	
   suero	
   y	
   los	
   valores	
   de	
   la	
   proteína	
   C	
   reactiva	
   se	
  

correlacionaron	
  de	
  manera	
  negativa	
  sin	
  alcanzar	
  significación	
  estadística	
  (media	
  Rho:	
  -­‐

0.354,	
  p=	
  0,076).	
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Asociación	
  entre	
  MBL,	
  edad	
  gestacional	
  y	
  peso	
  al	
  nacer	
  
No	
   se	
   hallaron	
   asociaciones	
   entre	
   la	
   variable	
   “MBL	
   en	
   suero”	
   y	
   las	
   variables	
   “edad	
  

gestacional”	
  y	
  “peso	
  al	
  nacer”	
   (ambas	
  dicotomizadas)	
  analizando	
  el	
   subgrupo	
  de	
  “no	
  

signos	
  de	
  sepsis”	
  (Tablas	
  27	
  y	
  28).	
  

	
  

Niveles	
  de	
  MBL	
  (ng/ml)	
  en	
  estrato	
  de	
  “no	
  sepsis”	
  
	
  	
  
Día	
  0	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=6)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=20)	
  
Día	
  4	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=4)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=15)	
  
Día	
  7	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=5)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=12)	
  
Media	
  (0,4,7)	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=6)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=21)	
  

Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
   Valor	
  p*	
  
	
  
2109	
  (±2462)	
  
1465	
  (±1329)	
  
	
  
1639	
  (±1674)	
  
1504	
  (±1419)	
  
	
  
1859	
  (±1586)	
  
1542	
  (±1621)	
  
	
  
1712	
  (±1833)	
  
1460	
  (±1284)	
  

	
  
1342	
  (16-­‐4559)	
  
1464	
  (105-­‐2326)	
  
	
  
1694	
  (102-­‐3120)	
  
1242	
  (84-­‐2860)	
  
	
  
2077	
  (238-­‐3373)	
  
1361	
  (180-­‐2467)	
  
	
  
1315	
  (17-­‐3715)	
  
1549	
  (117-­‐2063)	
  

	
  
0,903	
  
	
  
	
  
0,764	
  
	
  
	
  
0,673	
  
	
  
	
  
0,861	
  

Tabla	
   27:	
   Asociación	
   entre	
   los	
   niveles	
   de	
  MBL	
   y	
   la	
   edad	
   gestacional	
   en	
   el	
   estrato	
   “no	
   sepsis”.	
  MBL:	
   mannose	
  

binding	
  lectin,	
  DS:	
  derivación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartílico.*	
  Mann-­‐Whitney.	
  

	
  

	
  

Niveles	
  de	
  MBL	
  (ng/ml)	
  en	
  estrato	
  de	
  “no	
  sepsis”	
  
	
  	
  
Día	
  0	
  
<	
  1000	
  g	
  (n=12)	
  
≥	
  1000	
  g	
  (n=14)	
  
Día	
  4	
  
<	
  1000	
  g	
  (n=9)	
  
≥	
  1000	
  g	
  (n=10)	
  
Día	
  7	
  
<	
  1000	
  g	
  (n=9)	
  
≥	
  1000	
  g	
  (n=8)	
  
Media	
  (0,4,7)	
  
<	
  1000	
  g	
  (n=12)	
  
≥	
  1000	
  g	
  (n=15)	
  

Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
   Valor	
  p*	
  
	
  
1502	
  (±1744)	
  
1709	
  (±1571)	
  
	
  
1108	
  (±1147)	
  
1914	
  (±1600)	
  
	
  
1494	
  (±1390)	
  
1795	
  (±1832)	
  
	
  
1306	
  (±1333)	
  
1684	
  (±1879)	
  

	
  
1022	
  (81-­‐2440)	
  
1629	
  (106-­‐2694)	
  
	
  
714	
  (148-­‐2352)	
  
2089	
  (47-­‐3085)	
  
	
  
1369	
  (320-­‐2633)	
  
1397	
  (75-­‐3360)	
  
	
  
1058	
  (122-­‐2197)	
  
1879	
  (96-­‐2652)	
  

	
  
0,719	
  
	
  
	
  
0,288	
  
	
  
	
  
0,923	
  
	
  
	
  
0,591	
  

Tabla	
  28:	
  Asociación	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  MBL	
  y	
  el	
  peso	
  al	
  nacer	
  en	
  el	
  estrato	
  “no	
  sepsis”.	
  MBL:	
  mannose	
  binding	
  

lectin,	
  DS:	
  derivación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartílico;	
  g:	
  gramos.*	
  Mann-­‐Whitney.	
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Correlación	
  entre	
   los	
  niveles	
  de	
  MBL,	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  y	
  valor	
  de	
  PCR	
  
en	
  estrato	
  de	
  “neonatos	
  sin	
  datos	
  de	
  sepsis”	
  	
  
	
  

Los	
  niveles	
  de	
  MBL	
  en	
  suero	
  no	
  mostraron	
  correlaciones	
  con	
  la	
  variable	
  “recuento	
  de	
  

neutrófilos”	
  (media	
  Rho:	
  0,105,	
  p=0,619).	
  Tampoco	
  se	
  observaron	
  correlaciones	
  

significativas	
  evaluando	
  la	
  pareja	
  de	
  variables	
  MBL	
  y	
  PCR	
  en	
  este	
  estrato	
  (media	
  Rho:	
  -­‐

0,083,	
  p=	
  0,688).
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ANALISIS	
  DEL	
  ESTRATO	
  DE	
  “NEONATOS	
  CON	
  SEPSIS	
  CLÍNICA”	
  
	
  

Asociación	
  entre	
  HBD2,	
  edad	
  gestacional	
  y	
  peso	
  al	
  nacer	
  	
  
Los	
   neonatos	
   prematuros	
   extremos	
   (edad	
   gestacional	
   <28	
   semanas)	
   y	
   neonatos	
   con	
  muy	
  

bajo	
  peso	
  al	
  nacer	
  (<1500g)	
  presentaron	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  significativamente	
  más	
  

elevados	
  (Tablas	
  29,	
  30	
  y	
  Figuras	
  19,	
  20).	
  

Tabla	
  29:	
  Asociación	
  entre	
   los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
   la	
  edad	
  gestacional	
  en	
  el	
  estrato	
  “sepsis	
  clínica”.	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  

defensin	
  2;	
  DS:	
  desviación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartíl.*	
  Mann-­‐Whitney.	
  

	
  

	
  

	
  

Niveles	
  de	
  HBD2	
  (pg/ml)	
  en	
  estrato	
  de	
  “sepsis	
  clínica”	
  
	
  	
  
Día	
  0	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=8)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=6)	
  
Día	
  4	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=6)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=5)	
  
Día	
  7	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=7)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=6)	
  
Media	
  (0,4,7)	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=9)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=7)	
  

Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
   Valor	
  p*	
  
	
  
9860	
  (±5570)	
  
3344	
  (±3944)	
  
	
  
12559	
  (±7195)	
  
4500	
  (±3989)	
  
	
  
11466	
  (±10013)	
  
5075	
  (±4281)	
  
	
  
11007	
  (±7500)	
  
4165	
  (±3602)	
  

	
  
9817	
  (5406-­‐15653)	
  
1445	
  (375-­‐7829)	
  
	
  
11051	
  (7138-­‐17465)	
  
5863	
  (251-­‐8068)	
  
	
  
11645	
  (2855-­‐15233)	
  
5696	
  (112-­‐9403)	
  
	
  
9381	
  (5424-­‐14919)	
  
6329	
  (468-­‐6964)	
  

	
  
0,020	
  
	
  
	
  
0,068	
  
	
  
	
  
0,153	
  
	
  
	
  
0,050	
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Figura	
  19:	
  Asociación	
  entre	
   la	
  media	
  de	
   los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
   la	
  edad	
  gestacional	
  en	
  el	
  estrato	
  “sepsis	
  clínica”.	
  HBD2:	
  

human	
  beta	
  defensin	
  2.	
  *	
  Mann-­‐Whitney.	
  

	
  

	
  

Tabla	
   30:	
   Asociación	
   entre	
   los	
   niveles	
   de	
   HBD2	
   y	
   el	
   peso	
   al	
   nacer	
   en	
   el	
   estrato	
   “sepsis	
   clínica”.	
   HBD2:	
   human	
   beta	
  

defensin	
  2;	
  DS:	
  derivación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartílico;	
  g:	
  gramos.*	
  Mann-­‐Whitney.	
  

	
  

Niveles	
  de	
  HBD2	
  (pg/ml)	
  en	
  estrato	
  de	
  “sepsis	
  clínica”	
  

	
  	
  

Día	
  0	
  

<	
  1000	
  g	
  (n=11)	
  

≥	
  1000	
  g	
  (n=3)	
  

Día	
  4	
  

<	
  1000	
  g	
  (n=9)	
  

≥	
  1000	
  g	
  (n=2)	
  

Día	
  7	
  

<	
  1000	
  g	
  (n=11)	
  

≥	
  1000	
  g	
  (n=2)	
  

Media	
  (0,4,7)	
  

<	
  1000	
  g	
  (n=13)	
  

≥	
  1000	
  g	
  (n=3)	
  

Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
   Valor	
  p*	
  

	
  

7851	
  (±5905)	
  

4194	
  (±5490)	
  

	
  

10817	
  (±6293)	
  

251	
  (±284)	
  

	
  

9979	
  (±8197)	
  

469	
  (±479)	
  

	
  

9346	
  (±6901)	
  

2238	
  (±2959)	
  

	
  

7335	
  (2209-­‐10252)	
  

1598	
  (483-­‐NO)	
  

	
  

8326	
  (6829-­‐13670)	
  

251	
  (50-­‐NO)	
  

	
  

9370	
  (4427-­‐14200)	
  

469	
  (130-­‐NO)	
  

	
  

7766	
  (5762-­‐12358)	
  

593	
  (468-­‐NO)	
  

	
  

0,484	
  

	
  

	
  

0,034	
  

	
  

	
  

0,076	
  

	
  

	
  

0,051	
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Figura	
  20:	
  Asociación	
  entre	
   las	
  medias	
  de	
   los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
  el	
  peso	
  al	
  nacer	
  en	
  el	
   estrato	
   “sepsis	
   clínica”.	
  HBD2:	
  

human	
  beta	
  defensin	
  2,	
  DS:	
  desviación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartíl;	
  g:	
  gramos.	
  *	
  Mann-­‐Whitney.	
  

	
  

	
  

Correlación	
  entre	
  HBD2,	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  y	
  valor	
  de	
  PCR	
  	
  
En	
  pacientes	
  con	
  sepsis	
  clínica	
  (con	
  datos	
  disponibles	
  n=16)	
  se	
  ha	
  observado	
  una	
  correlación	
  

positiva	
  y	
  significativa	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
  el	
  recuento	
  de	
  los	
  neutrófilos	
  	
  (Tabla	
  31,	
  

Figura	
  21).	
  	
  

	
  
Tabla	
  31:	
  Correlación	
  entre	
  el	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  y	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  en	
  los	
  diferentes	
  momentos	
  de	
  su	
  

extracción	
  para	
  el	
  estrato	
  “Sepsis	
  clínica”.	
  HBD2:	
  	
  human	
  beta	
  defensin	
  2;	
  mm3:	
  células/mm3;	
  Rho:	
  Rho	
  de	
  Spearman.	
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Figura	
  21:	
  Correlación	
  entre	
  la	
  medias	
  del	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  con	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  	
  para	
  el	
  estrato	
  de	
  

“Sepsis	
  clínica”.	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  defensin	
  2;	
  Rho:	
  Rho	
  de	
  Spearman.	
  

	
  

En	
  cambio	
  no	
  se	
  detectó	
  una	
  correlación	
  analizando	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
  los	
  valores	
  de	
  la	
  

proteína	
  C	
  reactiva	
  en	
  este	
  estrato	
  (media	
  Rho:	
  0,238,	
  p=	
  0,374).	
  

	
  

Asociación	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  MBL,	
  edad	
  gestacional	
  y	
  peso	
  al	
  nacer	
  
Los	
   neonatos	
   prematuros	
   extremos	
   con	
   una	
   edad	
   gestacional	
   menor	
   de	
   28	
   semanas	
  

mostraron	
  niveles	
  de	
  MBL	
  más	
  bajos	
  que	
  aquellos	
  con	
  una	
  edad	
  gestacional	
  mayor	
  o	
  igual	
  a	
  

≥	
   28	
   semanas.	
   Sin	
   embargo	
   estas	
   diferencias	
   no	
   fueron	
   estadísticamente	
   significativas.	
  

Analizando	
  los	
  subgrupos	
  de	
  neonatos	
  (Peso	
  al	
  nacer	
  <1000g	
  versus	
  ≥1000g)	
  no	
  se	
  mantuvo	
  

esta	
  observación	
  (Tablas	
  32,33).	
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Tabla	
  32:	
  Asociación	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
  la	
  edad	
  gestacional	
  en	
  el	
  estrato	
  “sepsis	
  clínica”.	
  MBL:	
  mannose	
  binding	
  

lectin;	
  DS:	
  desviacón	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartíl;	
  *	
  Mann-­‐Whitney.	
  

	
  

	
  

Niveles	
  de	
  MBL	
  (ng/ml)	
  en	
  estrato	
  de	
  “Sepsis	
  clínica”	
  
	
  	
  
Día	
  0	
  
<	
  1000	
  g	
  (n=11)	
  
≥	
  1000	
  g	
  (n=3)	
  
Día	
  4	
  
<	
  1000	
  g	
  (n=9)	
  
≥	
  1000	
  g	
  (n=2)	
  
Día	
  7	
  
<	
  1000	
  g	
  (n=11)	
  
≥	
  1000	
  g	
  (n=2)	
  
Media	
  (0,4,7)	
  
<	
  1000	
  g	
  (n=13)	
  
≥	
  1000	
  g	
  (n=3)	
  

Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
   Valor	
  p*	
  
	
  
1209	
  (±1296)	
  
1055	
  (±1740)	
  
	
  
1443	
  (±1122)	
  
1344	
  (±1891)	
  
	
  
1323	
  (±1220)	
  
1694	
  (±2253)	
  
	
  
1208	
  (±1100)	
  
1038	
  (±1709)	
  

	
  
663	
  (72-­‐2411)	
  
93	
  (8-­‐NO)	
  
	
  
1392	
  (322-­‐2429)	
  
1344	
  (7-­‐NO)	
  
	
  
1042	
  (327-­‐2049)	
  
1694	
  (101-­‐NO)	
  
	
  
1058	
  (152-­‐2077)	
  
97	
  (8-­‐NO)	
  

	
  
0,484	
  
	
  
	
  
0,637	
  
	
  
	
  
0,844	
  
	
  
	
  
0,459	
  

Tabla	
  33:	
  Asociación	
  entre	
   los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
  el	
  peso	
  al	
  nacer	
  en	
  el	
  estrato	
  “sepsis	
  clínica”.	
  MBL:	
  mannose	
  binding	
  

lectin,	
  DS:	
  desviación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartíl;	
  g:	
  gramos;	
  *	
  Mann-­‐Whitney	
  

	
  

Correlación	
  entre	
  MBL,	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  y	
  valor	
  de	
  PCR	
  	
  
Los	
   niveles	
   de	
   MBL	
   en	
   suero	
   no	
   mostraron	
   correlaciones	
   significativas	
   con	
   las	
   variables	
  

recuento	
   de	
   neutrófilos	
   (media	
   Rho:	
   0,112,	
   p=0,880)	
   y	
   proteína	
   C	
   reactiva	
   (media	
   Rho:	
  

0,303,	
  p=	
  0,254)	
  en	
  el	
  estrato	
  de	
  sepsis	
  clínica.	
  	
  

Niveles	
  de	
  MBL	
  (ng/ml)	
  en	
  estrato	
  de	
  “Sepsis	
  clínica”	
  
	
  	
  
Día	
  0	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=8)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=6)	
  
Día	
  4	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=6)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=5)	
  
Día	
  7	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=7)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=6)	
  
Media	
  (0,4,7)	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=9)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=7)	
  

Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
   Valor	
  p*	
  
	
  
484	
  (±652)	
  
2098	
  (±1483)	
  
	
  
1123	
  (±1214)	
  
1788	
  (±1127)	
  
	
  
792	
  (±760)	
  
2065	
  (±1516)	
  
	
  
705	
  (±870)	
  
1783	
  (±1279)	
  

	
  
108	
  (16-­‐4559)	
  
2738	
  (105-­‐2326)	
  
	
  
840	
  (102-­‐3120)	
  
2176	
  (84-­‐2860)	
  
	
  
490	
  (238-­‐3373)	
  
1855	
  (180-­‐2467)	
  
	
  
181	
  (17-­‐3715)	
  
1927	
  (117-­‐2063)	
  

	
  
0,093	
  
	
  
	
  
0,465	
  
	
  
	
  
0,086	
  
	
  
	
  
0,125	
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ANALISIS	
  DEL	
  ESTRATO	
  DE	
  “NEONATOS	
  CON	
  SEPSIS	
  CONFIRMADA”	
  
	
  

Asociación	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2,	
  edad	
  gestacional	
  y	
  peso	
  al	
  nacer	
  
	
  

Los	
  neonatos	
  con	
  una	
  edad	
  gestacional	
  menor	
  de	
  28	
  semanas	
  o	
  un	
  peso	
  al	
  nacer	
  inferior	
  a	
  

1000	
  gramos	
  mostraron	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  significativamente	
  más	
  elevados	
  en	
  comparación	
  

con	
  neonatos	
  de	
  mayor	
  edad	
  gestacional	
  o	
  peso	
  al	
  nacer	
  (Tablas	
  34,	
  35	
  y	
  Figuras	
  22,23).	
  

	
  

Niveles	
  de	
  HBD2	
  (pg/ml)	
  en	
  estrato	
  de	
  “sepsis	
  confirmada”	
  

	
  	
  

Día	
  0	
  

<	
  28	
  semanas	
  (n=14)	
  

≥	
  28	
  semanas	
  (n=21)	
  

Día	
  4	
  

<	
  28	
  semanas	
  (n=14)	
  

≥	
  28	
  semanas	
  (n=19)	
  

Día	
  7	
  

<	
  28	
  semanas	
  (n=11)	
  

≥	
  28	
  semanas	
  (n=19)	
  

Media	
  (0,4,7)	
  

<	
  28	
  semanas	
  (n=16)	
  

≥	
  28	
  semanas	
  (n=24)	
  

Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
   Valor	
  p*	
  

	
  

14842	
  (±15499)	
  

5464	
  (±1521)	
  

	
  

11260	
  (±8863)	
  

4734	
  (±3292)	
  

	
  

6653	
  (±3151)	
  

6106	
  (±5101)	
  

	
  

11629	
  (±11050)	
  

5690	
  (±3534)	
  

	
  

9287	
  (6249-­‐17443)	
  

4720	
  (3049-­‐6693)	
  

	
  

9410	
  (3856-­‐17928)	
  

4192	
  (2217-­‐6579)	
  

	
  

6577	
  (4169-­‐8205)	
  

4779	
  (3009-­‐7259)	
  

	
  

7503	
  (4824-­‐15769)	
  

5326	
  (3068-­‐6650)	
  

	
  

0,005	
  

	
  

	
  

0,029	
  

	
  

	
  

0,355	
  

	
  

	
  

0,009	
  

Tabla	
  34:	
  Asociación	
  entre	
   los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
   la	
  edad	
  gestacional	
  en	
  el	
  estrato	
  “sepsis	
   confirmada”.	
  HBD2:	
  human	
  

beta	
  defensin	
  2;	
  DS:	
  desviación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartíl;	
  *	
  Mann-­‐Whitney.	
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Figure	
  22:	
  Asociación	
  entre	
  las	
  medias	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
  el	
  peso	
  al	
  nacer	
  en	
  el	
  estrato	
  “sepsis	
  confirmada”.	
  HBD2:	
  

human	
  beta	
  defensin	
  2;	
  DS:	
  desviación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartíl;	
  g:	
  gramos.	
  	
  

	
  

Tabla	
  35:	
  Asociación	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
  el	
  peso	
  al	
  nacer	
  en	
  el	
  estrato	
  “sepsis	
  confirmada”.	
  HBD2:	
  human	
  beta	
  

defensin	
  2;	
  DS:	
  desviación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartílico;	
  g:	
  gramos;	
  *	
  Mann-­‐Whitney.	
  

	
  

Niveles	
  de	
  HBD2	
  (pg/ml)	
  en	
  estrato	
  de	
  “sepsis	
  confirmada”	
  
	
  	
  
Día	
  0	
  
<	
  1000	
  g	
  (n=15)	
  
≥	
  1000	
  g	
  (n=20)	
  
Día	
  4	
  
<	
  1000	
  g	
  (n=17)	
  
≥	
  1000	
  g	
  (n=16)	
  
Día	
  7	
  
<	
  1000	
  g	
  (n=12)	
  
≥	
  1000	
  g	
  (n=18)	
  
Media	
  (0,4,7)	
  
<	
  1000	
  g	
  (n=18)	
  
≥	
  1000	
  g	
  (n=22)	
  

Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
   Valor	
  p*	
  
	
  
14087	
  (±15219)	
  
5562	
  (±3838)	
  
	
  
10231	
  (±8612)	
  
4604	
  (±2729)	
  
	
  
8280	
  (±5886)	
  
4991	
  (±2554)	
  
	
  
11792	
  (±10394)	
  
5017	
  (±2846)	
  

	
  
9074	
  (5626-­‐17029)	
  
4771	
  (2976-­‐6706)	
  
	
  
9244	
  (3695-­‐16638)	
  
4392	
  (2393-­‐6331)	
  
	
  
7201	
  (4380-­‐9176)	
  
4590	
  (3005-­‐7072)	
  
	
  
10117	
  (5538-­‐14416)	
  
5125	
  (2924-­‐5965)	
  

	
  
0,012	
  
	
  
	
  
0,098	
  
	
  
	
  
0,075	
  
	
  
	
  
0,001	
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Figure	
  23:	
  Asociación	
  entre	
  las	
  medias	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
  el	
  peso	
  al	
  nacer	
  en	
  el	
  estrato	
  “sepsis	
  confirmada”.	
  HBD2:	
  

human	
  beta	
  defensin	
  2;	
  DS:	
  desviación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartílico;	
  g:	
  gramos.	
  	
  

	
  

	
  

Correlación	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2,	
  neutrófilos	
  y	
  proteína	
  C	
  reactiva	
  	
  
	
  

En	
  pacientes	
   con	
   sepsis	
   confirmada	
   (con	
  datos	
  disponibles	
  n=40)	
  no	
   se	
  ha	
  observado	
  una	
  

correlación	
  entre	
  HBD2	
  y	
  neutrófilos	
  o	
  PCR	
  (Tablas	
  36,	
  37).	
  

                                                     COEFICIENTE DE CORRELACIÓN VALOR P 

DÍA 0 r: 0,041 p= 0,814 
 

DÍA 4 r: 0,153 p= 0,437 
 

DÍA 7 
 

r: 0,400 p= 0,090 
 

MEDIA r: 0,125 p= 0,442 

!"#$%&'()*+,%

-./0123+45%&**6,%

	
  
Tabla	
  36:	
  Correlación	
  entre	
  el	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  y	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  en	
  los	
  diferentes	
  momentos	
  de	
  su	
  

extracción	
   para	
   el	
   estrato	
   “Sepsis	
   confirmada”.	
   HBD2:	
   	
   human	
   beta	
   defensin	
   2;	
  mm3:	
   células/mm3;	
   r:	
   coeficiente	
   de	
  

correlación	
  de	
  Pearson.	
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                                                     COEFICIENTE DE CORRELACIÓN VALOR P 

DÍA 0 r: -0,294 p= 0,086 
 

DÍA 4 r: -0,012 p= 0,952 
 

DÍA 7 
 

r: 0,465 p= 0,039 
 

MEDIA r: -0,139 p= 0,392 

!"#$%&'()*+,%

-./%&*()0,%

	
  
Tabla	
  37:	
  Correlación	
  entre	
  el	
  valor	
  de	
  PCR	
  y	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  en	
  los	
  diferentes	
  momentos	
  de	
  su	
  extracción	
  

para	
  el	
  estrato	
  “Sepsis	
  confirmada”.	
  HBD2:	
  	
  human	
  beta	
  defensin	
  2;	
  PCR:	
  Proteína	
  C	
  reactiva;	
  r:	
  coeficiente	
  de	
  correlación	
  

de	
  Pearson.	
  

	
  

	
  

Asociación	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  MBL,	
  edad	
  gestacional	
  y	
  peso	
  al	
  nacer	
  	
  
Los	
  neonatos	
  con	
  una	
  edad	
  gestacional	
  menor	
  de	
  28	
  semanas	
  o	
  un	
  peso	
  al	
  nacer	
  inferior	
  a	
  

1000	
  gramos	
  mostraron	
  niveles	
  de	
  MBL	
  similares	
  a	
  neonatos	
  de	
  mayor	
  edad	
  gestacional	
  o	
  

mayor	
  peso	
  al	
  nacer	
  (Tablas	
  38,	
  39).	
  

	
  

Tabla	
  38:	
  Asociación	
  entre	
   los	
  niveles	
  de	
  MBL	
  y	
   la	
  edad	
  gestacional	
  en	
  el	
  estrato	
  “sepsis	
   confirmada”.	
  MBL:	
  mannose	
  

binding	
  lectin;	
  DS:	
  desviación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartíl;	
  g:	
  gramos;	
  *	
  Mann-­‐Whitney.	
  

	
  

	
  

	
  

Niveles	
  de	
  MBL	
  (ng/ml)	
  en	
  estrato	
  de	
  “sepsis	
  confirmada”	
  
	
  	
  
Día	
  0	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=14)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=21)	
  
Día	
  4	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=14)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=19)	
  
Día	
  7	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=11)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=19)	
  
Media	
  (0,4,7)	
  
<	
  28	
  semanas	
  (n=16)	
  
≥	
  28	
  semanas	
  (n=24)	
  

Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
   Valor	
  p*	
  
	
  
2139	
  (±1867)	
  
1830	
  (±1521)	
  
	
  
2558	
  (±1738)	
  
2152	
  (±1851)	
  
	
  
2187	
  (±1516)	
  
1888	
  (±1688)	
  
	
  
2209	
  (±1785)	
  
1876	
  (±1597)	
  

	
  
2148	
  (249-­‐3563)	
  
1993	
  (102-­‐3225)	
  
	
  
2804	
   (541-­‐3635)	
  
2572	
  (202-­‐3563)	
  
	
  
2599	
  (460-­‐2990)	
  
2285	
  (136-­‐3218)	
  
	
  
2450	
  (201-­‐3692)	
  
2229	
  (137-­‐3218)	
  

	
  
0,711	
  
	
  
	
  
0,512	
  
	
  
	
  
0,636	
  
	
  
	
  
0,544	
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Niveles	
  de	
  MBL	
  (ng/ml)	
  en	
  estrato	
  de	
  “sepsis	
  confirmada”	
  

	
  	
  

Día	
  0	
  

<	
  1000	
  g	
  (n=15)	
  

≥	
  1000	
  g	
  (n=20)	
  

Día	
  4	
  

<	
  1000	
  g	
  (n=17)	
  

≥	
  1000	
  g	
  (n=16)	
  

Día	
  7	
  

<	
  1000	
  g	
  (n=12)	
  

≥	
  1000	
  g	
  (n=18)	
  

Media	
  (0,4,7)	
  

<	
  1000	
  g	
  (n=18)	
  

≥	
  1000	
  g	
  (n=22)	
  

Media	
  (DS)	
   Mediana	
  (RIQ)	
   Valor	
  p*	
  

	
  

2004	
  (±1873)	
  

1915	
  (±1507)	
  

	
  

2344	
  (±1775)	
  

2303	
  (±1860)	
  

	
  

2051	
  (±1524)	
  

1962	
  (±1702)	
  

	
  

2178	
  (±1771)	
  

1871	
  (±1593)	
  

	
  

1703	
  (113-­‐3342)	
  

2138	
  (97-­‐3270)	
  

	
  

2675	
  (473-­‐3553)	
  

2589	
  (209-­‐3983)	
  

	
  

2491	
  (512-­‐2950)	
  

2363	
  (152-­‐3369)	
  

	
  

2450	
  (333-­‐3633)	
  

2229	
  (130-­‐3193)	
  

	
  

0,947	
  

	
  

	
  

0,914	
  

	
  

	
  

0,882	
  

	
  

	
  

0,625	
  

Tabla	
  39:	
  Asociación	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  MBL	
  y	
  el	
  peso	
  al	
  nacer	
  en	
  el	
  estrato	
  “sepsis	
  confirmada”.	
  MBL:	
  mannose	
  binding	
  

lectin;	
  DS:	
  desviación	
  estándar;	
  RIQ:	
  rango	
  intercuartíl;	
  	
  g:	
  gramos;	
  *	
  Mann-­‐Whitney.	
  

	
  

	
  

 Correlación	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  MBL	
  y	
  proteína	
  C	
  reactiva	
  y	
  neutrófilos	
  en	
  estrato	
  
de	
  “neonatos	
  con	
  sepsis	
  confirmada”	
  	
  
	
  

Los	
  niveles	
  de	
  MBL	
  en	
  suero	
  no	
  mostraron	
  correlaciones	
  con	
  las	
  variables	
  recuento	
  de	
  

neutrófilos	
  (media	
  r=0,187;	
  p=0,248)	
  y	
  PCR	
  (media	
  r:	
  -­‐0,294,	
  p=	
  0,066)	
  en	
  el	
  estrato	
  de	
  	
  

sepsis	
  confirmada.	
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Estratificación	
  de	
  la	
  muestra	
  en	
  función	
  de	
  la	
  variable	
  hemocultivo	
  
	
  

En	
  más	
  de	
  la	
  mitad	
  de	
  los	
  recién	
  nacidos	
  prematuros	
  no	
  se	
  hallaron	
  datos	
  compatibles	
  con	
  

una	
  sepsis	
  confirmada.	
  Los	
  microorganismos	
  mas	
  frecuentemente	
  aislados	
  fueron	
  gérmenes	
  

Gram	
  positivos	
   (35%),	
  mientras	
  en	
  aproximadamente	
  11%	
  se	
   identificaron	
  bacterias	
  Gram	
  

negativas	
  (Tabla	
  40).	
  

	
  

Tabla	
  40:	
  Distribución	
  de	
  frecuencias	
  de	
  la	
  presencia	
  de	
  las	
  diferentes	
  categorías	
  de	
  resultado	
  de	
  cultivos	
  en	
  la	
  población	
  

general.	
  HC:	
  Hemocultivo	
  

	
  

	
  

Análisis	
  de	
  las	
  variables	
  HBD2	
  y	
  MBL	
  en	
  los	
  estratos	
  de	
  la	
  variable	
  hemocultivos	
  
Los	
   niveles	
   de	
   HBD2	
   en	
   suero	
   mostraron	
   una	
   correlación	
   positiva	
   con	
   los	
   recuentos	
   de	
  

neutrófilos	
   en	
   los	
   niños	
   prematuros	
   con	
   hemocultivo	
   negativo,	
   tal	
   como	
   se	
   detalla	
   en	
   la	
  

Tabla	
  41	
  y	
  la	
  Figura	
  24.	
  	
  

	
  
Tabla	
  41:	
  Correlación	
  entre	
  el	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  y	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  en	
  los	
  diferentes	
  momentos	
  de	
  su	
  

extracción	
   para	
   el	
   estrato	
   “Hemcultivo	
   negativo”.	
  HBD2:	
   	
   human	
   beta	
   defensin	
   2;	
  mm3:	
   células/mm3;	
   r:	
   coeficiente	
   de	
  

correlación	
  de	
  Pearson.	
  

	
  

	
   Frecuencia	
   Porcentaje	
   	
  

HC	
  negativo	
   44	
   52,4	
  

Germen	
  Gram	
  positivo	
   30	
   35,7	
  

Germen	
  Gram	
  negativo	
   10	
   11,9	
  

Total	
   84	
   100	
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Figura	
  24:	
  Gráfica	
  de	
  correlación	
  entre	
  las	
  medias	
  de	
  los	
  recuentos	
  de	
  neutrófilos	
  con	
  las	
  medias	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  

en	
   suero	
   	
   para	
   el	
   estrato	
   de	
   “Hemocultivo	
   negativo”.	
  HBD2:	
   human	
   beta	
   defensin	
   2;	
   r:	
   coeficiente	
   de	
   correlación	
   de	
  

Pearson.	
  

	
  

No	
   se	
   hallaron	
   correlaciones	
   entre	
   los	
   niveles	
   de	
   MBL	
   en	
   suero	
   con	
   el	
   recuento	
   de	
  

neutrófilos	
  en	
  el	
  grupo	
  de	
  neonatos	
  con	
  hemocultivo	
  negativo	
  	
  (media	
  r=0,211;	
  p=0,185)	
  	
  

	
  

De	
  la	
  misma	
  manera	
  tampoco	
  se	
  detectaron	
  correlaciones	
  significativas	
  entre	
  las	
  variables	
  

HBD2	
  o	
  MBL	
  la	
  de	
  recuentos	
  de	
  neutrófilos,	
  analizando	
  los	
  subgrupos	
  de	
  neonatos	
  con	
  

aislamiento	
  en	
  el	
  hemocultivo	
  de	
  gérmenes	
  Gram	
  positivos	
  (media	
  r=0,104;	
  p=0,584)	
  y	
  

(media	
  r=-­‐0,111;	
  p=0,559)	
  	
  o	
  Gram	
  negativos	
  (media	
  r=0,358;	
  p=0,310)	
  y	
  	
  (media	
  r=-­‐0,370;	
  

p=0,293).
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Los	
   recién	
   nacidos	
   y	
   especialmente	
   los	
   pretérminos	
   son	
   sujetos	
   en	
   riesgo	
   de	
   sufrir	
  

infecciones	
   graves	
   y	
   de	
   desarrollar	
   complicaciones	
   importantes,	
   sean	
   causadas	
  

directamente	
  por	
  la	
  agresividad	
  del	
  germen	
  o	
  por	
  la	
  respuesta	
  inflamatoria	
  del	
  huésped.	
  Por	
  

otro	
  lado	
  los	
  neonatos	
  prematuros	
  constituyen	
  un	
  modelo	
  natural	
  interesante	
  para	
  estudiar	
  

el	
  funcionamiento	
  del	
  sistema	
  inmune	
  innato,	
  ya	
  que	
  estos	
  individuos	
  todavía	
  carecen,	
  casi	
  

en	
   su	
   totalidad,	
   de	
   los	
  mecanismos	
   propios	
   del	
   sistema	
   inmune	
   adaptativo.	
   Por	
   lo	
   tanto,	
  

generar	
  nuevos	
  conocimientos	
  sobre	
  el	
  sistema	
  inmunitario	
  en	
  estas	
  edades	
  extremas	
  tiene	
  

el	
   potencial	
   no	
   solamente	
   de	
   mejorar	
   el	
   manejo	
   diagnóstico	
   y	
   terapéutico	
   de	
   estos	
  

pacientes	
  tan	
  vulnerables,	
  sino	
  también	
  entender	
  con	
  mayor	
  profundidad	
  las	
  características	
  

de	
   sustancias	
   prometedoras	
   tales	
   como	
   los	
   péptidos	
   antimicrobianos	
   y	
   las	
   lectinas	
   en	
  

situaciones	
  fisiológicas	
  y	
  también	
  fisiopatológicas.	
  	
  

Los	
  objetivos	
  de	
  esta	
  tesis	
  doctoral	
  se	
  han	
  centrado	
  en	
  aumentar	
  nuestros	
  conocimientos	
  en	
  

el	
  área	
  del	
  sistema	
  inmune	
  innato	
  en	
  recién	
  nacidos	
  a	
  término	
  y	
  prematuros.	
  Para	
  este	
  fin	
  se	
  

han	
  realizado	
  dos	
  proyectos	
  relacionados	
  entre	
  si.	
  

	
  

Niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  función	
  de	
  su	
  procesamiento	
  y	
  procedencia	
  de	
  las	
  
muestras	
  
	
  

En	
  primera	
  estancia	
  se	
  recogieron	
  muestras	
  de	
  sangre	
  total,	
  obtenidas	
  del	
  cordón	
  umbilical	
  

de	
  recién	
  nacidos	
  sanos,	
  para	
  comprobar	
  la	
  estabilidad	
  en	
  el	
  tiempo	
  del	
  péptido	
  HBD2	
  antes	
  

de	
  su	
  procesamiento.	
  Para	
  este	
  fin,	
  una	
  vez	
  obtendia	
  la	
  muestra,	
  esta	
  se	
  procesó	
  de	
  forma	
  

secuancial	
   en	
   diferentes	
  momentos.	
  Del	
  mismo	
  modo	
   también	
   se	
   evaluó	
   la	
   necesidad	
  de	
  

añadir	
  a	
  las	
  muestras	
  en	
  el	
  momento	
  de	
  su	
  recogida	
  un	
  inhibidor	
  de	
  proteinasa.	
  Pues	
  bien,	
  

no	
  se	
  observaron	
  diferencias	
  entre	
  los	
  momentos	
  del	
  procesamiento	
  ni	
  con	
  el	
  aporte	
  de	
  un	
  

inhibidor	
   de	
   proteinasa.	
   Estos	
   resultados	
   demuestran	
   la	
   estabilidad	
   de	
   HBD2	
   en	
   sangre	
  

completa	
   sin	
   necesidad	
   de	
   procesamiento	
   inmediato	
   ni	
   de	
   añadir	
   un	
   inhibidor	
   de	
  

proteinasas.	
   Este	
   hallazgo	
   es	
   importante,	
   novedoso	
   y	
   alentador,	
   ya	
   que	
   facilitará	
   la	
  

realización	
  de	
  estudios	
  clínicos	
  en	
  un	
  futuro.	
  	
  

Por	
  otro	
  lado,	
  en	
  la	
  mayoría	
  de	
  estudios	
  publicados	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  	
  se	
  han	
  medido	
  en	
  

muestras	
   de	
   plasma	
   [110,111],	
   mientras	
   que	
   nuestros	
   datos	
   provienen	
   de	
   muestras	
   de	
  

suero.	
  Para	
  valorar	
  posibles	
  diferencias,	
  se	
  compararon	
  los	
  valores	
  de	
  HBD2	
  medidos	
  tanto	
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en	
   la	
   fracción	
  plasmática	
  como	
  en	
  el	
   suero	
  de	
   la	
   sangre	
  obtenida	
  del	
   cordón	
  umbilical	
  de	
  

cuatro	
   neonatos	
   diferentes.	
   El	
   experimento	
   demostró	
   valores	
   superiores	
   en	
   el	
   suero,	
  

aunque	
   sin	
   alcanzar	
   la	
   significación	
   estadística	
   posiblemente	
   debido	
   al	
   bajo	
   número	
   de	
  

muestras	
   analizadas.	
   En	
   plasma	
   muchos	
   de	
   los	
   factores	
   de	
   coagulación	
   presentes	
   son	
  

proteasas	
   de	
   serina.	
   Estas	
   proteasas,	
   presentes	
   en	
   el	
   plasma	
   y	
   no	
   en	
   el	
   suero,	
   tienen	
  

capacidad	
  de	
  degradar	
  péptidos	
  con	
  características	
  bioquímicas	
  similares	
  a	
  HBD2	
  [146]	
  y	
  por	
  

tanto	
  es	
  presumible	
  que	
  con	
  su	
  acción	
  harían	
  descender	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2.	
  Aunque	
  esto	
  

puede	
   ser	
   una	
   explicación,	
   se	
   requieren	
   estudios	
   más	
   específicos	
   para	
   comprobar	
   esta	
  

hipótesis.	
  	
  

	
  	
  

Proyecto	
  1:	
  	
  

Variables	
  demográficas	
  y	
  clínicas,	
  y	
  su	
  relación	
  con	
  las	
  HBD2	
  en	
  la	
  población	
  	
  
	
  

Una	
  vez	
  comprobada	
  la	
  estabilidad	
  de	
  este	
  péptido	
  antimicrobiano	
  y	
  su	
  comportamiento	
  en	
  

muestras	
   de	
   suero,	
   se	
   realizó	
   un	
   estudio	
   observacional	
   y	
   retrospectivo	
   usando	
  muestras	
  

recogidas	
  en	
  nuestro	
   centro	
  de	
  neonatos	
  prematuros	
  y	
  a	
   término.	
  Este	
   trabajo	
  ha	
   sido	
  el	
  

primero	
  en	
  investigar	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  obtenido	
  del	
  cordón	
  umbilical	
  [147].	
  La	
  

distribución	
   de	
   las	
   variables	
   sexo	
   y	
   finalización	
   del	
   embarazo	
   fue	
   significativamente	
  

diferente.	
  El	
  parto	
  prematuro	
  y	
   la	
  corioamnionitis	
  fue	
  más	
  frecuente	
  en	
  los	
  recién	
  nacidos	
  

prematuros	
  que	
  en	
  los	
  nacidos	
  a	
  término.	
  Estos	
  datos	
  concuerdan	
  con	
  la	
  literatura	
  existente	
  

[7,8].	
   Tal	
   y	
   como	
   se	
   demuestra	
   en	
   el	
   apartado	
   correspondiente	
   de	
   los	
   resultados,	
   las	
  

características	
   mencionadas	
   y	
   la	
   mayor	
   frecuencia	
   del	
   sexo	
   femenino	
   no	
   influyeron	
   de	
  

manera	
  significativa	
  en	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  .	
  

	
  

	
  

Niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  neonatos	
  a	
  término	
  y	
  adultos	
  sanos	
  
	
  

Los	
  datos	
  obtenidos	
  en	
  nuestro	
  trabajo	
  muestran	
  por	
  primera	
  vez	
  en	
  la	
  población	
  neonatal	
  

valores	
   de	
   referencia	
   del	
   péptido	
   HBD2	
   en	
   el	
   momento	
   del	
   nacimiento	
   [146].	
   Resulta	
  

interesante	
  que	
  los	
  valores	
  hallados	
  en	
  nuestro	
  estudio	
  hayan	
  sido	
  más	
  altos	
  que	
  los	
  valores	
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publicados	
  previamente	
  en	
  controles	
  de	
  adultos	
  sanos	
  [110,111].	
  Con	
  el	
  fin	
  de	
  determinar	
  si	
  

estas	
  diferencias	
  se	
  debían	
  a	
  haber	
  empleado	
  técnicas	
  diferentes,	
  se	
  analizaron	
  muestras	
  de	
  

suero	
  obtenidas	
  de	
  adultos	
   jóvenes	
   sanos	
  en	
  paralelo	
  con	
  muestras	
  obtenidas	
  del	
   cordón	
  

umbilical	
  de	
  recién	
  nacidos	
  a	
  término	
  normales.	
  Se	
  observó	
  que	
  efectivamente	
  los	
  neonatos	
  

a	
  término	
  normales	
  presentan	
  valores	
  de	
  HDB2	
  más	
  altos	
  en	
  el	
  momento	
  de	
  nacer	
  que	
  los	
  

adultos	
  sanos.	
  Si	
  se	
  comparan	
  los	
  valores	
  obtenidos	
  en	
  los	
  adultos	
  en	
  nuestro	
  estudio	
  con	
  

los	
   de	
   Book et	
   al.	
   [111],	
   observamos	
   que	
   seguirán	
   mostrándose	
   niveles	
   de	
   HBD2	
   más	
  

elevados	
   en	
   nuestra	
   cohorte	
   aún	
   después	
   de	
   considerar	
   las	
   diferencias	
   que	
   pudieran	
  

deberse	
  a	
  la	
  distinta	
  medición	
  plasma	
  versus	
  suero.	
  

El	
  hecho	
  de	
  haber	
  hallado	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  más	
  elevados	
  en	
  neonatos	
  en	
  comparación	
  con	
  

los	
  adultos	
  va	
  en	
  el	
  sentido	
  contrario	
  de	
   lo	
  encontrado	
  en	
  estudios	
  previos.	
  Estos	
  trabajos	
  

comunicaron	
  niveles	
  de	
  péptidos	
  antimicrobianos	
  (p.ej.	
  Lactoferrina,	
  alfa-­‐defensinas,	
  LL-­‐37	
  

etc)	
   inferiores	
   en	
   la	
   población	
   neonatal	
   en	
   comparación	
   con	
   los	
   hallados	
   en	
   adultos	
  

[68,69,85].	
  No	
  se	
  conocen	
  los	
  motivos	
  que	
  pueden	
  explicar	
  estas	
  diferencias	
  encontradas	
  en	
  

nuestra	
   cohorte,	
   aunque	
   pueden	
   sugerirse	
   un	
   posible	
   aumento	
   de	
   producción	
   de	
   HBD2	
  

debido	
  al	
  estado	
  de	
  estrés	
  generado	
  en	
  el	
  periparto	
  o	
  una	
  mayor	
  dependencia	
  del	
   recién	
  

nacido	
  en	
  las	
  primeras	
  semanas	
  de	
  vida	
  de	
  esta	
  parte	
  del	
  sistema	
  inmunitario.	
  	
  

	
  

Niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  neonatos	
  a	
  término	
  y	
  prematuros	
  
	
  

En	
   nuestra	
   muestra	
   de	
   recién	
   nacidos	
   se	
   han	
   observado	
   diferencias	
   significativas	
   de	
   los	
  

valores	
  de	
  HBD2	
  con	
  respeto	
  a	
  la	
  edad	
  gestacional	
  y	
  al	
  peso	
  al	
  nacer.	
  Los	
  recién	
  nacidos	
  a	
  

término	
  y	
  con	
  peso	
  mayor	
  de	
  1500	
  gramos	
  presentan	
  al	
  nacimiento	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  más	
  

altos	
  que	
  los	
  recién	
  nacidos	
  pretérminos	
  [147].	
  Estas	
  diferencias	
  podrían	
  ser	
  explicadas	
  por	
  

la	
  propia	
  inmadurez	
  del	
  sistema	
  inmune	
  innato	
  en	
  los	
  recién	
  nacidos	
  pretérminos.	
  Es	
  posible	
  

que	
  en	
  parte	
  esta	
   inmadurez	
  o	
  deficiencia	
  de	
   la	
  respuesta	
   inmunitaria	
  y	
  especialmente	
  de	
  

mediadores	
  solubles	
  tales	
  como	
  los	
  HBD2,	
  condicione	
  el	
  aumento	
  de	
  susceptibilidad	
  de	
  esta	
  

población	
  frente	
  infecciones	
  invasivas	
  	
  [85,87,122].	
  

	
  

	
  



DISCUSIÓN	
   

   
82 

HBD2	
  y	
  susceptibilidad	
  frente	
  infecciones	
  	
  
	
  

En	
   este	
   trabajo	
   hemos	
   observado	
   que	
   prematuros	
   con	
   valores	
   más	
   bajos	
   de	
   HBD2	
  

presentaban	
  un	
  mayor	
  riesgo	
  de	
  sufrir	
  una	
  sepsis	
  tardía	
  [147].	
  	
  

Dado	
  que	
  nuestro	
  estudio	
  es	
  el	
  primero	
  en	
  analizar	
  los	
  valores	
  séricos	
  de	
  HBD2	
  en	
  la	
  edad	
  

neonatal	
  se	
  desconocen	
  los	
  valores	
  “normales”	
  de	
  HBD2	
  en	
  la	
  población	
  de	
  recién	
  nacidos.	
  

No	
   obstante,	
   sería	
   útil	
   poder	
   establecer	
   puntos	
   de	
   corte	
   para	
   HBD2	
   a	
   fin	
   de	
   diferenciar	
  

valores	
   normales	
   de	
   aquellos	
   patológicos	
   que	
   podrían	
   ser	
   utilizados	
   para	
   predecir	
   la	
  

susceptibilidad	
  a	
  infecciones	
  en	
  la	
  edad	
  neonatal.	
  Hemos	
  realizado	
  estos	
  cálculos	
  en	
  nuestra	
  

muestra	
  para	
  identificar	
  el	
  punto	
  de	
  corte	
  más	
  adecuado	
  que	
  predeciría	
  el	
  riesgo	
  de	
  sepsis	
  

tardía,	
   hallándolo	
   este	
   valor	
   en	
   880	
   pg/ml,	
   y	
   con	
   aceptables	
   valores	
   de	
   sensibilidad	
   y	
  

especificidad,	
  e	
   incluso	
  teniendo	
  en	
  cuenta	
  otro	
  factor	
  de	
  riesgo	
  importante	
  como	
  la	
  edad	
  

gestacional.	
   Aunque	
   los	
   resultados	
   de	
   este	
  modelo	
   fueron	
   significativos,	
   estos	
   deben	
   ser	
  

comprobados	
  en	
  futuros	
  trabajos	
  ya	
  que	
  el	
  intervalo	
  de	
  confianza	
  fue	
  muy	
  amplio	
  debido	
  al	
  

bajo	
  número	
  de	
  individuos	
  incluidos	
  en	
  el	
  estudio.	
  

Para	
   la	
   interpretación	
  de	
  nuestros	
   resultados	
  es	
   importante	
   recordar	
  que	
  el	
  desarrollo	
  de	
  

una	
  sepsis	
  tardía	
  es	
  un	
  proceso	
  multifactorial,	
  y	
  por	
  lo	
  tanto	
  incluye	
  una	
  serie	
  de	
  variables,	
  

conocidas	
   y	
   no	
   conocidas,	
   que	
   no	
   han	
   podido	
   ser	
   controladas	
   por	
   las	
   características	
   de	
  

nuestro	
  estudio,	
  ni	
  en	
  el	
  diseño	
  ni	
  en	
  el	
  análisis	
  estadístico.	
  	
  

No	
  obstante	
  nuestros	
  resultados	
  concuerdan	
  con	
  la	
  literatura	
  en	
  el	
  sentido	
  que	
  el	
  déficit	
  de	
  

componentes	
   del	
   sistema	
   inmune	
   innato	
   aumenta	
   el	
   riesgo	
   de	
   sufrir	
   infecciones	
   graves	
  

[68,87-­‐89]	
  y	
  que	
  la	
  expresión	
  de	
  APPs	
  como	
  LL-­‐37	
  y	
  HBD1-­‐2	
  está	
  aumentado	
  en	
  diferentes	
  

edades	
  en	
  un	
  proceso	
  infeccioso	
  [111,122].	
  	
  

Hasta	
  la	
  fecha	
  no	
  hay	
  datos	
  sobre	
  los	
  mecanismos	
  exactos	
  de	
  este	
  “efecto	
  protector”	
  de	
  la	
  

HBD2	
   frente	
   infecciones	
   en	
   la	
   edad	
   neonatal.	
   A	
   nivel	
   genético	
   existe	
   ya	
   un	
   numero	
  

considerable	
  de	
  estudios	
  que	
   relacionan	
  niveles	
  bajos	
  de	
  HBD2	
  con	
   ciertos	
  polimorfismos	
  

genéticos	
   [113,148,149].	
   Sin	
  embargo	
   sigue	
   siendo	
   incierto	
   si	
   estas	
   alteraciones	
   genéticas	
  

finalmente	
   se	
   traducen	
   en	
   una	
   mayor	
   susceptibilidad	
   para	
   infecciones	
   invasivas	
   y/o	
  

persistentes	
   [149,150].	
  Hasta	
   la	
   fecha,	
  no	
  existen	
  estudios	
  que	
  hayan	
  analizado	
  el	
  posible	
  

impacto	
  de	
  los	
  polimorfismos	
  genéticos	
  de	
  las	
  beta	
  defensinas	
  con	
  el	
  riesgo	
  de	
  infecciones	
  

invasivas	
  en	
  la	
  edad	
  neonatal.	
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HBD2	
  y	
  la	
  presencia	
  de	
  corioamnionitis	
  	
  
	
  

En	
  nuestra	
  muestra	
  de	
  pacientes	
  hemos	
  observado	
  que	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  eran	
  

más	
   altos	
   en	
   los	
   neonatos	
   prematuros	
   con	
   corioamnionitis	
   que	
   en	
   los	
   prematuros	
   sin	
  

corioamnionitis	
   [147].	
  Aunque	
  no	
  se	
  alcanzaron	
  diferencias	
  estadísticamente	
  significativas,	
  

es	
   de	
   esperar	
   que	
   esta	
   tendencia	
   observada	
   sea	
   importante,	
   puesto	
   que	
   concuerda	
   con	
  

trabajos	
   previos	
   que	
   han	
   estudiado	
   la	
   respuesta	
   inflamatoria	
   del	
   feto	
   (FIRS)	
   frente	
   a	
   un	
  

estímulo	
  intenso	
  como	
  una	
  corioamnionitis	
  [151-­‐153].	
  Del	
  mismo	
  modo	
  se	
  ha	
  demostrado	
  

que	
   estímulos	
   inflamatorios	
   (p.ej.	
   corioamnionitis)	
   inducen	
   citoquinas	
   pro-­‐inflamatorias	
  

como	
  TNF-­‐α,	
   IL-­‐1β	
  e	
  IL-­‐6	
  [18,114],	
  siendo	
  los	
  dos	
  primeros	
   inductores	
  de	
  la	
  producción	
  de	
  

APPs	
  como	
  la	
  HBD2	
  [154].	
  

En	
  la	
  población	
  estudiada	
  en	
  este	
  proyecto,	
  la	
  elevación	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  no	
  alcanza	
  

significación	
   estadística,	
   probablemente	
   causado	
   por	
   el	
   reducido	
   número	
   de	
   individuos	
  

incluidos	
  en	
  el	
  estudio.	
  Para	
  estudiar	
  en	
  un	
  futuro	
  con	
  mayor	
  profundidad	
  la	
  cadena	
  causal	
  

de	
   la	
   presencia	
   de	
   corioamnionitis,	
   elevación	
   de	
   citoquinas	
   inflamatorias	
   y	
   finalmente	
   el	
  

aumento	
   de	
   las	
   HBD2	
   en	
   los	
   recién	
   nacidos,	
   sería	
   recomendable	
   incluír	
   las	
   siguientes	
  

variables:	
   estudio	
   histopatológico	
   de	
   la	
   placenta	
   y	
   de	
   las	
   membranas,	
   los	
   niveles	
   de	
  

citoquinas	
   pro	
   y	
   anti-­‐inflamatorias	
   y	
   la	
   determinación	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
   HBD2	
   en	
   sangre	
  

materna,	
  cordón	
  umbilical	
  y	
  en	
  el	
  mismo	
  recién	
  nacido.	
  	
  

	
  

A	
  modo	
  de	
  resumen	
  de	
  este	
  proyecto	
  se	
  puede	
  concluir:	
  

	
  	
  

1. El	
  péptido	
  HBD2	
  es	
  estable	
  al	
  menos	
  durante	
  48	
  horas	
  en	
  muestras	
  de	
  suero.	
  	
  

2. Los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  medidos	
  al	
   nacimiento	
  en	
   los	
   recién	
  nacidos	
  pretérminos	
   son	
  

inferiores	
  a	
  los	
  hallados	
  en	
  los	
  nacidos	
  a	
  término.	
  	
  

3. Existe	
   una	
   asociación	
   entre	
   niveles	
   bajos	
   de	
   HBD2,	
   medidos	
   al	
   nacimiento	
   en	
  

neonatos	
  prematuros,	
  y	
  un	
  mayor	
  riesgo	
  de	
  desarrollar	
  sepsis	
  tardía.	
  

4. Existe	
   una	
   probable	
   relación	
   entre	
   corioamnionitis	
   y	
   niveles	
   elevados	
   de	
   HBD2	
  

medidos	
  en	
  el	
  momento	
  del	
  nacimiento.	
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Los	
   conocimientos	
   derivados	
  del	
   proyecto	
   1	
   resultaron	
  en	
  una	
  publicación	
   en	
  una	
   revista	
  

prestigiosa	
  de	
  pediatría	
  en	
  el	
  año	
  2013	
  [147]	
  con	
  dedicación	
  de	
  una	
  editorial	
  [155].	
  Desde	
  

entonces	
  este	
  articulo	
  ha	
  sido	
  citado	
  por	
  tres	
  diferentes	
  grupos	
  [68,117,156].	
  

Con	
   los	
   datos	
   obtenidos	
   de	
   este	
   estudio	
   retrospectivo	
   se	
   diseñó	
   un	
   segundo	
   proyecto	
  

prospectivo	
  en	
  el	
  que	
  se	
   recogieron	
  muestras	
  en	
  recién	
  nacidos	
  pretérminos	
  extremos	
  en	
  

situación	
  de	
  estrés	
  (sospecha	
  de	
  sepsis).	
  	
  

	
  

Proyecto	
  2:	
  	
  

Datos	
  clínicos	
  y	
  demográficos	
  	
  
	
  

En	
  la	
  cohorte	
  analizada	
  destacan	
  una	
  elevada	
  incidencia	
  de	
  hipertensión	
  arterial	
  materna	
  y	
  

un	
   alto	
   porcentaje	
   de	
   embarazos	
   múltiples.	
   Estos	
   datos	
   se	
   deben	
   posiblemente	
   a	
   la	
  

asociación	
  de	
  estas	
  condiciones	
  clínicas	
  con	
  un	
  mayor	
  de	
  riesgo	
  de	
  parto	
  prematuro	
  [7,8].	
  

En	
  aproximadamente	
  un	
  15%	
  de	
  los	
  recién	
  nacidos	
  se	
  detectaron	
  signos	
  clínicos	
  y	
  analíticos	
  

compatibles	
   con	
   una	
   infección	
   vertical.	
   De	
   estos	
   pacientes	
   solamente	
   dos	
   hemocultivos	
  

fueron	
   positivos,	
   siendo	
   uno	
   de	
   ellos	
   posiblemente	
   contaminado	
   (S.	
   anginosus).	
   Esta	
  

discordancia	
   entre	
   sospecha	
   y	
   confirmación	
   biológica	
   en	
   estas	
   circunstancias	
   son	
  

posiblemente	
  el	
  resultado	
  de	
  la	
  práctica	
  clínica	
  de	
  iniciar	
  el	
  tratamiento	
  antibiótico	
  empírico	
  

materno	
   en	
   caso	
   de	
   presencia	
   de	
   amniorexis	
   precoz	
   [157]	
   o	
   necesidad	
   de	
   cesárea	
   	
   no	
  

electiva	
  [158].	
  

La	
  sepsis	
  nosocomial	
  es	
  una	
  de	
   las	
  variables	
  respuestas	
  de	
  este	
  proyecto.	
  La	
  presentación	
  

clínica	
   de	
   esta	
   complicación	
   clínica	
   puede	
   ser	
   muy	
   variable,	
   siendo	
   las	
   manifestaciones	
  

respiratorias	
   y	
   la	
   inestabilidad	
   hemodinámica	
   las	
  más	
   frecuentes	
   en	
   nuestra	
   cohorte.	
   Los	
  

gérmenes	
  más	
  frecuentemente	
  aislados	
  son	
  los	
  Estafilococus	
  coagulasa	
  negativos,	
  seguidos	
  

de	
  los	
  bacilos	
  gram	
  negativos.	
  Estos	
  datos	
  coinciden	
  con	
  la	
  literatura	
  reciente	
  [51-­‐53].	
  No	
  se	
  

ha	
  observado	
  ningún	
  episodio	
  de	
  sepsis	
  debido	
  a	
  hongos	
  tipo	
  Candida	
  albicans	
  en	
  nuestra	
  

cohorte.	
   Una	
   de	
   las	
   causas	
   para	
   esta	
   observación,	
   es	
   la	
   instauración	
   en	
   nuestro	
   centro	
  

desde	
   el	
   año	
   2010	
   del	
   tratamiento	
   profiláctico	
   con	
   fluconazol	
   en	
   recién	
   nacidos	
   de	
   alto	
  

riesgo	
  (<	
  1000	
  gramos),	
  que	
  ha	
  demostrado	
  disminuir	
   la	
  tasa	
  de	
  sepsis	
  causadas	
  por	
  estos	
  

patógenos	
   no	
   solamente	
   en	
   nuestra	
   unidad	
   sino	
   también	
   en	
   otras	
   unidades	
   de	
   cuidados	
  

neonatales	
  [159].	
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Regulación	
  de	
  HBD2	
  y	
  MBL	
  durante	
  la	
  sospecha	
  de	
  sepsis	
  
	
  

En	
   la	
   situación	
   clínica	
   de	
   sospecha	
   de	
   sepsis	
   no	
   se	
   observaron	
   en	
   la	
   población	
   total	
  

diferencias	
   significativas	
   entre	
   los	
   diferentes	
   momentos	
   de	
   recogida	
   de	
   muestras.	
   Tal	
   y	
  

como	
  se	
  detallará	
  más	
  adelante	
  no	
  se	
  detectaron	
  tampoco	
  diferencias	
  en	
  los	
  subgrupos	
  de	
  

la	
  variable	
  de	
  sepsis	
   (no	
  sepsis,	
   sepsis	
  clínica,	
   sepsis	
  confirmada).	
  Con	
   los	
  datos	
  obtenidos	
  

podemos	
  intuir	
  una	
  leve	
  disminución	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  mientras	
  los	
  niveles	
  de	
  MBL	
  se	
  

mantienen	
  estable	
  durante	
  todo	
  el	
  proceso.	
  Esta	
  disminución	
  de	
  HBD2	
  podría	
  ser	
  debido	
  a	
  

una	
  situación	
  de	
  alto	
  gasto	
  de	
  este	
  péptido	
  o	
  también	
  ser	
  reflejo	
  de	
  transfusiones	
  de	
  sangre	
  

o	
  plaquetas	
  que	
  en	
  muchas	
  ocasiones	
  forman	
  parte	
  del	
  manejo	
  médico	
  en	
  las	
  situaciones	
  de	
  

gravedad	
  en	
   la	
  UCI-­‐NN.	
  No	
   se	
   han	
  observado	
  diferencias	
   entre	
   los	
   niveles	
   de	
  MBL	
  en	
   los	
  

diferentes	
  días	
  de	
   recogida.	
  En	
  un	
   trabajo	
   realizado	
  por	
  Dzwonek	
   et	
  al.	
   en	
   recién	
  nacidos	
  

prematuros	
   se	
   observó	
   un	
   aumento	
   de	
   MBL	
   a	
   lo	
   largo	
   del	
   primer	
   mes	
   de	
   vida.	
   Esta	
  

elevación	
  fue	
  más	
  marcada	
  comparando	
  los	
  días	
  1-­‐3	
  con	
  las	
  determinaciones	
  posteriores	
  (7-­‐

10,	
  14-­‐18,	
  27-­‐30	
  días	
  de	
  vida).	
  Sin	
  embargo	
  una	
  vez	
  alcanzado	
  el	
  día	
  7-­‐10	
  no	
  se	
  modificaron	
  

los	
   niveles	
   de	
   MBL	
   de	
   forma	
   significativa	
   [87].	
   El	
   motivo	
   de	
   no	
   haber	
   detectado	
   este	
  

aumento	
   de	
   MBL	
   en	
   los	
   primeros	
   días	
   de	
   vida	
   en	
   nuestro	
   proyecto	
   es	
   posiblemente	
  

atribuible	
   a	
   la	
   recogida	
   “tardía”	
   de	
   muestras,	
   generalmente	
   a	
   partir	
   del	
   día	
   7-­‐9	
   de	
   vida	
  

coincidiendo	
  con	
  el	
  pico	
  de	
  mayor	
  riesgo	
  de	
  sepsis	
  nosocomial.	
  

	
  

Influencia	
  de	
  la	
  edad	
  gestacional	
  y	
  peso	
  al	
  nacer	
  en	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  
	
  

Analizando	
   las	
   variables	
   continuas	
   de	
   edad	
   gestacional	
   con	
   los	
   niveles	
   de	
  HBD2	
   hallamos	
  

una	
   correlación	
   negativa	
   significativa.	
   A	
   menor	
   edad	
   gestacional	
   se	
   detectan	
   mayores	
  

niveles	
   de	
  HBD2.	
   Como	
   es	
   de	
   esperar,	
   ya	
   que	
   la	
   edad	
   gestacional	
   y	
   el	
   peso	
   al	
   nacer	
   son	
  

variables	
  que	
  se	
  condicionan	
  entre	
  ellos,	
   se	
  ha	
  observado	
  también	
  una	
  correlación	
  similar	
  

(aunque	
  menos	
  pronunciada)	
  para	
  la	
  variable	
  peso	
  al	
  nacer.	
  Esto	
  refleja	
  que	
  los	
  niveles	
  de	
  

HBD2	
  están	
  posiblemente	
  más	
  relacionados	
  con	
  la	
   inmadurez	
  de	
   los	
   individuos	
  que	
  con	
  el	
  

peso.	
   Para	
   simplificar	
   el	
   análisis	
   se	
   realizó	
   una	
   transformación	
   de	
   las	
   variables	
   edad	
  

gestacional	
   y	
   peso	
   al	
   nacer	
   en	
   variables	
   dicotómicas	
   (<28	
   semanas	
   versus	
   ≥28	
   semanas,	
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<1000g	
  versus	
   ≥1000g).	
  Con	
  este	
  procedimiento	
   se	
   confirmaron	
   los	
   resultados	
  anteriores,	
  

detectando	
   unas	
   asociaciones	
   significativas	
   entre	
   las	
   variables	
   edad	
   gestacional,	
   peso	
   al	
  

nacer	
   y	
   los	
   niveles	
   de	
   HBD2	
   en	
   suero.	
   Esta	
   observación	
   es	
  muy	
   interesante,	
   puesto	
   que	
  

habitualmente	
   los	
  niveles	
  de	
  mediadores	
  solubles	
  del	
  sistema	
   inmune	
   innato	
  y	
  adaptativo	
  

aumentan	
  con	
  la	
  edad	
  gestacional	
  y	
  maduración	
  [68,69].	
  Un	
  trabajo	
  realizado	
  por	
  Strunk	
  et	
  

al.	
   determinando	
   los	
   niveles	
   de	
  diferentes	
  péptidos	
   antimicrobianos	
   en	
   sangre	
  de	
   cordón	
  

umbilical	
  en	
  diferentes	
  edades	
  gestacionales,	
  detectó	
  niveles	
  de	
  Calprotectina	
  más	
  elevados	
  

en	
  los	
  neonatos	
  menores	
  de	
  30	
  semanas	
  en	
  comparación	
  con	
  los	
  de	
  una	
  edad	
  gestacional	
  

entre	
  30	
  y	
  33	
  semanas	
  (116,9	
  versus	
  90,7	
  ng/ml).	
  Sin	
  embargo	
  en	
  este	
  artículo	
  los	
  autores	
  

no	
  discutieron	
  este	
  resultado	
  posiblemente	
  debido	
  al	
  reducido	
  tamaño	
  muestral	
  [69].	
  	
  

Es	
  importante	
  recordar	
  que	
  encontramos	
  estas	
  diferencias	
  comparando	
  las	
  medidas	
  en	
  las	
  

tres	
   determinaciones	
   de	
  HBD2	
   (día	
   0,	
   4	
   y	
   7)	
   lo	
   cual	
   aumenta	
   la	
   consistencia	
   de	
   nuestros	
  

resultados.	
  El	
  hecho	
  de	
  haber	
  detectado	
  niveles	
  más	
  elevados	
  de	
  HBD2	
  en	
  los	
  neonatos	
  más	
  

inmaduros	
  nos	
  permite	
   formular	
   la	
  hipótesis	
  que	
  estos	
  péptidos	
  pueden	
  tener	
  una	
  mayor	
  

importancia	
   en	
   estas	
   edades	
   extremas.	
   Si	
   su	
   función	
   es	
   solamente	
   antimicrobiana	
   o	
  

relacionado	
   con	
   sus	
   actividades	
   inmunomoduladores	
   debería	
   ser	
   objetivo	
   de	
   futuros	
  

estudios.	
  	
  

En	
   cierto	
   modo	
   estos	
   resultados	
   del	
   proyecto	
   2	
   pueden	
   parecer	
   contradictorios	
   con	
   los	
  

datos	
   obtenidos	
   en	
   el	
   proyecto	
   1,	
   donde	
   se	
   hallaron	
   valores	
   de	
   HBD2	
   más	
   bajos	
   en	
   los	
  

recién	
  nacidos	
  pretérminos	
  en	
  comparación	
  con	
  neonatos	
  a	
  término.	
  En	
  este	
  sentido	
  parece	
  

importante	
  destacar	
  dos	
  diferencias	
  en	
  el	
  diseño	
  de	
  ambos	
  proyectos.	
  Mientras	
  que	
  en	
  el	
  

proyecto	
   1	
   se	
   determinaron	
   los	
   niveles	
   de	
   HBD2	
   en	
   el	
   momento	
   de	
   nacimiento,	
   en	
   el	
  

proyecto	
  2	
  estas	
  determinaciones	
  se	
  realizaron	
  habitualmente	
  a	
  partir	
  de	
  la	
  primera	
  semana	
  

de	
  vida	
  y	
  en	
  el	
  contexto	
  de	
  sospecha	
  de	
  un	
  proceso	
  infeccioso.	
  Por	
  otra	
  parte	
  en	
  el	
  proyecto	
  

2	
  se	
  compararon	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  dentro	
  del	
  propio	
  grupo	
  de	
  recién	
  nacidos	
  prematuros.	
  

Estas	
  diferencias	
  entre	
  ambos	
  proyectos	
  pueden	
  ser	
  importantes	
  y	
  servir	
  al	
  menos	
  en	
  parte	
  

como	
  explicación	
  de	
  los	
  resultados	
  comentados.	
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Influencia	
  de	
  la	
  edad	
  gestacional	
  y	
  peso	
  al	
  nacer	
  en	
  los	
  niveles	
  de	
  MBL	
  
	
  

En	
   cambio	
   no	
   se	
   observaron	
   correlaciones	
   significativas	
   entre	
   las	
   variables	
   de	
   edad	
  

gestacional	
  y	
  peso	
  al	
  nacer	
  con	
  la	
  variable	
  MBL	
  en	
  suero.	
  La	
  relación	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  MBL	
  

con	
  la	
  edad	
  gestacional	
  sigue	
  siendo	
  un	
  debate	
  continuo.	
  Varios	
  trabajos	
  han	
  mostrado	
  un	
  

aumento	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  MBL	
  en	
  función	
  de	
  la	
  edad	
  gestacional	
  	
  [160,161].	
  

Sin	
   embargo	
   algunos	
   trabajos	
   recientes,	
   realizados	
   a	
   nivel	
   poblacional	
   en	
   Polonia,	
  

mostraron	
   resultados	
   similares	
   a	
   las	
   obtenidas	
   en	
   nuestra	
   población	
   [143,162].	
   En	
   este	
  

contexto	
  es	
  importante	
  recordar	
  que	
  en	
  nuestro	
  estudio	
  solamente	
  se	
  analizaron	
  muestras	
  

obtenidas	
   de	
   recién	
   nacidos	
   prematuros	
   en	
   una	
   situación	
   clínica	
   muy	
   concreta	
   y	
   con	
  

recogida	
  de	
   las	
  muestras	
  habitualmente	
  entre	
   los	
  días	
  7-­‐28	
  días	
  de	
   vida,	
   lo	
   cual	
   limita	
   su	
  

extrapolación	
   a	
   otras	
   circunstancias.	
   Del	
   mismo	
   modo	
   se	
   han	
   demostrado	
   diferencias	
  

geográficas	
   para	
   los	
   niveles	
   de	
   MBL	
   debido	
   a	
   la	
   distribución	
   genotípica	
   [163].	
   Nuestro	
  

estudio	
  es	
  el	
  primero	
  realizado	
  en	
  la	
  edad	
  neonatal	
  en	
  España.	
  Por	
  lo	
  tanto,	
  para	
  evaluar	
  los	
  

datos	
  obtenidos	
  en	
  nuestra	
  cohorte	
  en	
  el	
  contexto	
  adecuado	
  y	
  facilitar	
  así	
  su	
  interpretación,	
  

serán	
   necesarios	
   estudios	
   poblacionales	
   en	
   la	
   península	
   ibérica	
   y	
   en	
   diferentes	
  

circunstancias	
  clínicas.	
  

	
  

Correlación	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  en	
  la	
  población	
  
general	
  
	
  

Se	
  detectó	
  una	
  correlación	
  positiva	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
  el	
  recuento	
  de	
  neutrófilos.	
  

Similar	
   a	
   lo	
   previamente	
   comentado,	
   estas	
   correlaciones	
   se	
   demostraron	
   analizando	
   las	
  

medias	
  de	
  los	
  valores	
  obtenidos	
  en	
  los	
  días	
  0,	
  4	
  y	
  7,	
  aumentando	
  de	
  esta	
  manera	
  la	
  fortaleza	
  

de	
   esta	
   correlación.	
   Las	
   HBD2	
   son	
   producidas	
   principalmente	
   en	
   células	
   epiteliales	
   y	
   su	
  

impacto	
   en	
   patologías	
   dermatológicas,	
   respiratorias,	
   oftalmológicas	
   y	
   gastrointestinales	
  

están	
   bien	
   descritos	
   [101,102].	
   Solamente	
   unos	
   pocos	
   trabajos	
   previos	
   han	
   analizado	
   los	
  

valores	
  de	
  HBD2	
  en	
  muestras	
  de	
  sangre,	
  y	
  hasta	
  la	
  fecha	
  ninguno	
  ha	
  evaluado	
  las	
  posibles	
  

relaciones	
   entre	
   los	
   niveles	
   de	
   HBD2	
   y	
   el	
   número	
   de	
   neutrófilos.	
   Para	
   interpretar	
   esta	
  

correlación	
   positiva	
   se	
   ofrecen	
   varias	
   explicaciones.	
   Por	
   un	
   lado	
   es	
   posible	
   que	
   los	
   HBD2	
  

sean	
  producidas	
  en	
   los	
  neutrófilos.	
  Algunos	
   trabajos	
  previos	
  han	
  demostrado	
   la	
  presencia	
  

de	
   este	
   péptido	
   antimicrobiano	
   en	
   el	
   interior	
   de	
   células	
   como	
   monocitos,	
   macrófagos	
   y	
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células	
   dendríticas	
   [101,102,105].	
   Otra	
   hipótesis	
   sería	
   que	
   el	
   número	
   de	
   neutrófilos	
   en	
  

sangre	
  periférica	
  y	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  suero	
  son	
  el	
  resultado	
  de	
  estímulos	
  inflamatorios	
  

comunes.	
   En	
   este	
   sentido	
   varios	
   trabajos	
   han	
   demostrado	
   que	
   la	
   síntesis	
   de	
   HBD2	
   es	
  

inducida	
   por	
   bacterias	
   o	
   por	
   sus	
   productos	
   (lipopolisacáridos)	
   y	
   por	
   citoquinas	
   pro-­‐

inflamatorias	
   como	
   TNF-­‐α	
   e	
   IL-­‐1β	
   [114,115].	
   Estas	
   mismas	
   sustancias	
   a	
   nivel	
   sistémico	
  

inducen	
   también	
   una	
   respuesta	
   inflamatoria	
   general	
   con	
   un	
   aumento	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
  

neutrófilos	
   en	
   sangre	
   [164,165].	
   La	
   HBD2	
   y	
   HBD3	
   han	
   demostrado	
   interaccionar	
   con	
   el	
  

CCR2,	
   un	
   receptor	
   de	
   quimioquinas	
   con	
   expresión	
   en	
   macrófagos,	
   monocitos	
   y	
   también	
  

neutrófilos,	
  resultando	
  en	
  un	
  efecto	
  de	
  atracción	
  química	
  (chemoattractant)	
  [166,167]	
  para	
  

estas	
  células.	
  

También	
  es	
   interesante	
  mencionar	
  que	
   la	
  HBD3,	
  que	
  comparte	
   características	
   funcionales	
  

con	
  la	
  HBD2,	
  ha	
  demostrado	
  inducir	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  quimioquina	
  CXCR2	
  que	
  es	
  una	
  de	
  las	
  

moléculas	
  claves	
  para	
  el	
  paso	
  de	
  los	
  neutrófilos	
  de	
  la	
  medula	
  ósea	
  a	
  la	
  periferia.	
  Aunque	
  en	
  

este	
  mismo	
  trabajo	
  se	
  analizaron	
  también	
  los	
  efectos	
  de	
  otros	
  péptidos	
  antimicrobianos,	
  no	
  

se	
  analizó	
  el	
  papel	
  de	
  las	
  HBD2	
  [168].	
  

	
  

	
  

Correlación	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
  los	
  valores	
  de	
  la	
  proteína	
  C	
  reactiva	
  
	
  

No	
   se	
   hallaron	
   asociaciones	
   significativas	
   entre	
   el	
   péptido	
   HBD2	
   y	
   PCR	
   en	
   las	
   muestras	
  

extraídas.	
  Este	
  dato	
  es	
  importante	
  ya	
  que	
  indica	
  que	
  la	
  HBD2	
  responde	
  a	
  estímulos	
  de	
  una	
  

manera	
   diferente	
   a	
   como	
   lo	
   hace	
   este	
   reactante	
   de	
   fase	
   aguda.	
   Muchos	
   trabajos	
   han	
  

estudiado	
   el	
   valor	
   de	
   la	
   proteína	
   C	
   reactiva	
   para	
   el	
   diagnóstico	
   de	
   complicaciones	
  

infecciosas	
  en	
  la	
  edad	
  neonatal	
  [169-­‐171].	
  Para	
  analizar	
  si	
  este	
  comportamiento	
  se	
  debe	
  a	
  la	
  

presencia	
   de	
   patógenos	
   o	
   situaciones	
   clínicas	
   compatibles	
   con	
   sepsis	
   se	
   analizaron	
   los	
  

diferentes	
   estratos	
   de	
   la	
   variables	
   “sepsis”	
   tal	
   y	
   como	
   se	
   describe	
   en	
   el	
   apartado	
  

correspondiente	
  más	
  adelante.	
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 Correlación	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  MBL,	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  y	
  los	
  valores	
  de	
  la	
  
proteína	
  C	
  reactiva	
  
	
  

En	
  nuestra	
  cohorte	
  no	
  se	
  observaron	
  relaciones	
  entre	
  estas	
  variables.	
  Las	
  explicaciones	
  para	
  

esta	
   ausencia	
   de	
   asociación	
   pueden	
   ser	
   diferencias	
   a	
   nivel	
   de	
   los	
   genotipos	
   que	
   pueden	
  

facilitar	
   o	
   inhibir	
   la	
   regulación	
   de	
   la	
   producción	
   de	
   MBL	
   durante	
   procesos	
   inflamatorios	
  

[134,136].	
   El	
  hecho	
  de	
  no	
  disponer	
  de	
  datos	
   sobre	
   la	
  presencia	
  de	
   los	
   genotipos	
  ni	
  de	
   su	
  

distribución	
  en	
  nuestra	
  cohorte,	
  representa	
  una	
  debilidad	
  de	
  nuestro	
  estudio	
  e	
  imposibilita	
  

evaluar	
   la	
   influencia	
   del	
   genotipo	
   sobre	
   los	
   resultados	
   o	
   la	
   estratificación	
   según	
   los	
  

genotipos.	
  	
  

	
  

Estratificación	
  de	
  la	
  cohorte	
  según	
  las	
  variables:	
  sepsis	
  y	
  hemocultivos	
  
	
  

Para	
  evaluar	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  edad	
  gestacional	
  y	
  el	
  peso	
  al	
  nacer	
  sobre	
  el	
  riesgo	
  de	
  presentar	
  

una	
  sepsis	
  nosocomial	
  se	
  analizaron	
  los	
  tres	
  subgrupos	
  sin	
  hallar	
  diferencias	
  significativas.	
  La	
  

inmadurez	
   y	
   el	
   bajo	
   peso	
   son	
   factores	
   de	
   riesgo	
   conocidos	
   para	
   sufrir	
   complicaciones	
  

infecciosas	
   graves	
   en	
   la	
   edad	
   neonatal	
   [39].	
   El	
   hecho	
   de	
   no	
   haber	
   encontrado	
   estas	
  

diferencias	
  en	
  nuestra	
  cohorte,	
  se	
  debe	
  posiblemente	
  a	
  las	
  características	
  de	
  la	
  misma	
  con	
  

una	
  muy	
  baja	
  variabilidad	
  de	
  la	
  variable	
  edad	
  gestacional,	
  distribuyéndose	
  la	
  mayoría	
  de	
  los	
  

recién	
  nacidos	
  en	
  el	
  rango	
  de	
  28-­‐32	
  semanas.	
  Para	
  la	
  homogeneidad	
  de	
  la	
  cohorte	
  en	
  esta	
  

variable	
  el	
  número	
  de	
  pacientes	
  no	
  era	
  suficiente	
  para	
  detectar	
  diferencias	
  significativas.	
  	
  

	
  

 Niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  relación	
  con	
  la	
  edad	
  gestacional	
  y	
  el	
  peso	
  al	
  nacer	
  en	
  los	
  
estratos	
  de	
  la	
  variable	
  sepsis	
  
	
  

Para	
   profundizar	
   en	
   el	
   análisis	
   de	
   las	
   variables	
   HBD2	
   en	
   función	
   de	
   las	
   variables	
   edad	
  

gestacional,	
  peso	
  al	
  nacer	
  y	
  los	
  datos	
  provenientes	
  de	
  las	
  analíticas	
  (neutrófilos	
  y	
  proteína	
  C	
  

reactiva)	
  se	
  realizó	
  la	
  estratificación	
  de	
  la	
  cohorte	
  en	
  función	
  de	
  la	
  clasificación	
  de	
  la	
  variable	
  

sepsis	
  en	
  las	
  tres	
  categorías:	
  no	
  signos	
  de	
  sepsis,	
  sepsis	
  clínica	
  y	
  sepsis	
  confirmada.	
  

A	
   diferencia	
   de	
   la	
   cohorte	
   general	
   no	
   se	
   encontraron	
   asociaciones	
   significativas	
   entre	
   las	
  

variables	
  analizadas	
  en	
  estrato	
  de	
  “neonatos	
  sin	
  signos	
  de	
  sepsis”.	
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Sin	
   embargo	
   para	
   los	
   estratos	
   de	
   “sepsis	
   clínica”	
   y	
   “sepsis	
   confirmada”	
   se	
   observaron	
  

asociaciones	
   significativas	
   para	
   las	
   parejas	
   de	
   variables	
   HBD2	
   versus	
   edad	
   gestacional	
   y	
  

HBD2	
  versus	
  peso	
  al	
  nacer,	
  siendo	
  esta	
  asociación	
  más	
  significativa	
  en	
  el	
  estrato	
  de	
  “sepsis	
  

confirmada”.	
   Una	
   posible	
   lectura	
   de	
   esta	
   observación	
   es	
   que	
   el	
   péptido	
   HBD2	
   es	
   el	
  

mecanismo	
   de	
   defensa	
   fundamental	
   en	
   los	
   neonatos	
   más	
   inmaduros	
   ante	
   un	
   proceso	
  

infeccioso,	
   mientras	
   que	
   en	
   neonatos	
   con	
  mayor	
   edad	
   gestacional	
   y	
   peso	
   al	
   nacer	
   otras	
  

partes	
   del	
   sistema	
   inmunitario	
   innato,	
   sean	
  mediadores	
   solubles	
   o	
   de	
   predominio	
   célular	
  

como	
   por	
   ejemplo	
   receptores	
   de	
   reconocimiento	
   de	
   patrones	
   (pattern	
   recognition	
  

receptors),	
   ganan	
   en	
   importancia	
   y	
   potencialmente	
   sustituyen	
   a	
   la	
   HBD2.	
   Tal	
   y	
   como	
  

previamente	
   ha	
   sido	
   comentado,	
   no	
   se	
   han	
   descrito	
   niveles	
   solubles	
   del	
   sistema	
   inmune	
  

innato	
  más	
  elevados	
  en	
   los	
  recién	
  nacidos	
  más	
   inmaduros	
  durante	
  procesos	
   infecciosos	
   lo	
  

cual	
   aumenta	
  el	
   impacto	
  de	
  esta	
  observación	
   [68].	
  Naturalmente	
   son	
  necesarios	
   estudios	
  

con	
  mayor	
   tamaño	
  muestral	
   y	
   con	
   el	
   objetivo	
   concreto	
   de	
   describir	
   esta	
   asociación	
   para	
  

confirmar	
  nuestros	
  resultados.	
  	
  

	
  

Niveles	
  de	
  MBL	
  en	
  relación	
  con	
  la	
  edad	
  gestacional	
  y	
  el	
  peso	
  al	
  nacer	
  en	
  los	
  
estratos	
  de	
  la	
  variable	
  sepsis	
  
	
  

Al	
   igual	
   que	
   en	
   el	
   análisis	
   de	
   la	
   cohorte	
   completa,	
   no	
   se	
   encontraron	
   correlaciones	
   o	
  

asociaciones	
   significativas	
  para	
   la	
   variable	
  MBL	
   con	
   la	
  edad	
  gestacional	
   y	
  el	
  peso	
  al	
  nacer	
  

para	
   los	
  tres	
  diferentes	
  estratos	
  de	
   la	
  sepsis.	
  Tal	
  y	
  como	
  ha	
  sido	
  comentado	
  previamente,	
  

sigue	
  siendo	
  objeto	
  de	
  debate	
  si	
  existen	
  asociaciones	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  MBL	
  y	
  estas	
  dos	
  

variables	
   demográficas	
   [161,162].	
   Los	
   datos	
   de	
   esta	
   tesis	
   no	
   apoyan	
   la	
   hipótesis	
   de	
   que	
  

exista	
   tal	
   relación,	
   teniendo	
   en	
   cuenta	
   las	
   características	
   especificas	
   de	
   nuestra	
   cohorte	
  

(prematuridad	
  extrema,	
  recogida	
  de	
  muestras	
  en	
  entre	
  el	
  7-­‐14	
  días	
  de	
  vida,	
  estado	
  crítico	
  

del	
   paciente	
   en	
   el	
   momento	
   de	
   la	
   extracción	
   de	
   la	
   muestra,	
   población	
   española)	
   y	
   las	
  

limitaciones	
  del	
  análisis	
  al	
  no	
  disponer	
  de	
  genotipaje	
  [137].	
  El	
  análisis	
  por	
  estratos	
  de	
  sepsis	
  

nos	
  permite	
  postular	
  que	
  la	
  presencia	
  de	
  sepsis	
  clínica	
  o	
  sepsis	
  confirmada	
  no	
  modifica	
  de	
  

manera	
   significativa	
   los	
   resultados	
   observados	
   en	
   la	
   cohorte	
   general,	
   lo	
   cual	
   reduce	
   la	
  

posibilidad	
  que	
  la	
  ausencia	
  de	
  asociación	
  entre	
  niveles	
  de	
  MBL	
  y	
  edad	
  gestacional	
  y	
  peso	
  al	
  

nacer	
  este	
  relacionada	
  con	
  los	
  diferentes	
  estratos	
  de	
  la	
  variable	
  sepsis.	
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Correlación	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2,	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  y	
  los	
  valores	
  de	
  la	
  
proteína	
  C	
  reactiva	
  en	
  los	
  estratos	
  de	
  la	
  variable	
  sepsis	
  y	
  hemocultivos	
  
	
  

Se	
  ha	
  encontrado	
  una	
  correlación	
  positiva	
  para	
  el	
  estrato	
  de	
  sepsis	
  clínica	
  entre	
  los	
  niveles	
  

del	
   péptido	
   HBD2	
   y	
   el	
   recuente	
   de	
   neutrófilos.	
   Sin	
   embargo	
   no	
   se	
   confirmaron	
   estos	
  

resultados	
   para	
   el	
   estrato	
   de	
   la	
   sepsis	
   confirmada.	
   Posibles	
   explicaciones	
   para	
   estas	
  

diferencias	
  en	
  ambos	
  estratos	
  pueden	
  ser	
  el	
  diferente	
  grado	
  de	
  gravedad	
  de	
  los	
  pacientes.	
  

Es	
  un	
  hecho	
  conocido	
  que	
  estados	
  de	
  sepsis	
  en	
  la	
  edad	
  neonatal	
  no	
  solamente	
  cursan	
  con	
  

neutrofilia,	
  sino	
  también	
  con	
  neutropenia	
  debido	
  al	
  gasto	
  de	
  estas	
  células	
  durante	
  procesos	
  

infecciosos	
  graves,	
  lo	
  que	
  afectaría	
  a	
  la	
  relación	
  entre	
  HBD2	
  y	
  neutrófilos	
  [77,78].	
  Debido	
  al	
  

bajo	
  número	
  de	
  pacientes,	
  no	
  fue	
  posible	
  comparar	
   los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  en	
  pacientes	
  con	
  

proceso	
  séptico	
  y	
  neutrofilia	
  con	
  aquellos	
  pacientes	
  con	
  sepsis	
  y	
  leucopenia.	
  Por	
  otro	
  lado,	
  

también	
  es	
  posible	
  que	
  la	
  asociación	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  se	
  

mantenga	
  sobre	
  todo	
  en	
  condiciones	
  fisiológicas	
  o	
  al	
  menos	
  no	
  relacionados	
  con	
  procesos	
  

infecciosos.	
  Esta	
  hipótesis	
  esta	
  avalada	
  con	
  el	
   análisis	
  de	
   la	
   correlación	
  para	
  el	
  estrato	
  de	
  

“hemocultivo	
   negativo”	
  mostrando	
   una	
   correlación	
   para	
   las	
   variables	
  HBD2	
   y	
   neutrófilos.	
  

Aunque	
   la	
   practica	
   ausencia	
   de	
   trabajos	
   en	
   este	
   campo	
   dificulta	
   la	
   interpretación	
  

concluyente	
   de	
   estos	
   datos,	
   las	
   diferencias	
   encontradas	
   en	
   los	
   estratos	
   analizados	
  

aumentan	
   nuestros	
   conocimientos	
   sobre	
   este	
   péptido	
   antimicrobiano	
   en	
   los	
   prematuros	
  

extremos.	
  

	
  

Para	
  estudiar	
  el	
  comportamiento	
  del	
  péptido	
  HDB2	
  en	
  relación	
  con	
  la	
  PCR	
  durante	
  procesos	
  

infecciosos,	
   se	
   analizaron	
   sus	
   posibles	
   correlaciones	
   en	
   los	
   diferentes	
   estratos	
   de	
   sepsis.	
  

Como	
  previamente	
  ha	
  sido	
  mencionado	
  la	
  PCR	
  es	
  un	
  reactante	
  de	
  fase	
  aguda	
  que	
  se	
  eleva	
  

en	
  el	
  contexto	
  de	
  infecciones	
  invasivas	
  también	
  en	
  la	
  edad	
  neonatal	
  [169-­‐171].	
  	
  En	
  ninguno	
  

de	
   estos	
   subgrupos	
   se	
   encontraron	
   asociaciones	
   significativas	
   para	
   los	
   niveles	
   de	
  HBD2	
   y	
  

PCR,	
  indicando	
  que	
  los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  no	
  son	
  regulados	
  de	
  la	
  misma	
  manera	
  como	
  la	
  PCR	
  

durante	
   procesos	
   infecciosos	
   en	
   la	
   edad	
   neonatal.	
   Es	
   importante	
   recordar	
   que	
   ante	
   un	
  

proceso	
  infeccioso	
  la	
  PCR	
  es	
  menos	
  específica	
  y	
  presenta	
  un	
  ascenso	
  más	
  tardío	
  que	
  otros	
  

reactantes	
   de	
   fase	
   aguda,	
   como	
   por	
   ejemplo	
   la	
   procalcitonina	
   [172].	
   Sería	
   interesante	
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evaluar	
   por	
   qué	
   la	
   HBD2	
   y	
   la	
   PCR,	
   ambas	
   posiblemente	
   relacionadas	
   con	
   procesos	
  

infecciosos,	
   se	
   comportan	
  de	
  una	
  manera	
   tan	
  diferente	
  en	
   los	
   recién	
  nacidos	
  prematuros	
  

extremos.	
  En	
  este	
  contexto	
  los	
  resultados	
  de	
  un	
  trabajo	
  realizado	
  in	
  vitro	
  utilizando	
  células	
  

del	
   tracto	
   respiratorio	
  pueden	
  servir	
  de	
  explicación	
  para	
   las	
  discordancias	
  encontradas	
  en	
  

nuestra	
  cohorte.	
  Se	
  trata	
  del	
  único	
  trabajo	
  que	
  analiza	
  estos	
  tres	
  citoquinas	
  en	
  relación	
  con	
  

HBD2,	
  y	
  concluye	
  que	
  TNF-­‐α	
  e	
  IL-­‐1β	
  pero	
  no	
  la	
  IL-­‐6	
  induce	
  la	
  producción	
  de	
  HBD2	
  [114].	
  Un	
  

posible	
  enfoque	
  para	
  futuros	
  proyectos,	
  que	
  aumentaría	
  nuestros	
  conocimientos	
  acerca	
  de	
  

este	
  péptido	
  antimicrobiano	
  y	
  de	
  su	
  regulación,	
  podría	
  ser	
  estudiar,	
  de	
  forma	
  simultanea	
  en	
  

estos	
   escenarios	
   los	
   niveles	
   de	
   citoquinas	
   inductoras	
   de	
   HBD2	
   (p.ej.	
   TNF-­‐α	
   e	
   IL-­‐1β)	
   y	
   del	
  

inductor	
  principal	
  de	
  la	
  PCR	
  (IL-­‐6).	
  

	
  

Correlación	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  MBL,	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  y	
  los	
  valores	
  de	
  la	
  
proteína	
  C	
  reactiva	
  en	
  los	
  estratos	
  de	
  la	
  variable	
  sepsis	
  y	
  hemocultivos	
  
	
  

El	
  análisis	
  de	
  correlaciones	
  de	
  la	
  MBL	
  con	
  el	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  y	
  PCR	
  en	
  los	
  diferentes	
  

estratos	
  no	
  mostró	
  asociaciones	
  significativas.	
  Tal	
  como	
  previamente	
  ha	
  sido	
  comentado,	
  el	
  

impacto	
   de	
   las	
   diferencias	
   genotípicas	
   sobre	
   los	
   niveles	
   intra	
   e	
   interindividuales	
   pueden	
  

haber	
  contribuido	
  a	
  la	
  ausencia	
  de	
  asociación	
  entre	
  las	
  variables	
  analizadas	
  [134,136].	
  Sería	
  

recomendable	
   para	
   futuros	
   estudios	
   incluir	
   la	
   determinación	
   secuencial	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
  

MBL	
   durante	
   un	
   proceso	
   infeccioso	
   y/o	
   inflamatorio,	
   además	
   de	
   la	
   determinación	
   y	
  

clasificación	
  de	
   los	
   individuos	
   según	
  genotipo	
  MBL2,	
  para	
  de	
  esta	
  manera	
   caracterizar	
   las	
  

propiedades	
  de	
  esta	
  molécula	
  en	
  los	
  prematuros	
  extremos.	
  	
  

En	
  resumen	
  este	
  segundo	
  proyecto	
  proporciona	
  datos	
  novedosos	
  sobre	
  el	
  sistema	
  inmune	
  

innato	
   en	
   los	
   recién	
   nacidos	
   prematuros.	
   Al	
   parecer	
   los	
   niveles	
   de	
   HBD2	
   y	
   de	
   MBL	
  

permanecen	
   estables	
   durante	
   la	
   segunda	
   y	
   cuarta	
   semana	
   de	
   vida	
   independiente	
   de	
   la	
  

presencia	
  o	
  no	
  de	
  un	
  estimulo	
   infeccioso.	
  Existe	
  una	
  correlación	
  negativa	
  entre	
   los	
  niveles	
  

de	
   HBD2	
   y	
   la	
   edad	
   gestacional	
   indicando	
   un	
   papel	
   importante	
   de	
   este	
   péptido	
  

antimicrobiano	
   en	
   los	
   recién	
   nacidos	
  más	
   inmaduros.	
   El	
   hecho	
   de	
   haber	
   encontrado	
   esta	
  

asociación	
  en	
   los	
  estratos	
  de	
  sepsis	
   (clínica	
  y	
  confirmada)	
  pero	
  no	
  para	
  aquellos	
  neonatos	
  

sin	
   datos	
   de	
   sepsis,	
   hace	
   pensar	
   que	
   este	
   papel	
   puede	
   estar	
   relacionado	
   con	
   procesos	
  

infecciosos.	
   En	
   este	
   contexto	
   es	
   importante	
   recordar	
   las	
   correlaciones	
   positivas	
   halladas	
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entre	
   los	
  niveles	
  de	
  HBD2	
  y	
  el	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  y	
   la	
  ausencia	
  de	
  esta	
  correlación	
  al	
  

analizar	
   la	
  pareja	
  de	
  variables	
  cuantitativas	
  HBD2	
  y	
  PCR.	
  Estos	
  datos	
  podrían	
  ser	
  punto	
  de	
  

partida	
   para	
   estudios	
   dirigidos	
   a	
   identificar	
   cuales	
   son	
   los	
   estímulos	
   y	
   las	
   sustancias	
   que	
  

aumentan	
  y/o	
  mantienen	
  los	
  niveles	
  de	
  HDB2	
  y	
  neutrófilos	
  de	
  forma	
  simultánea	
  sin	
  influir	
  

en	
   los	
  niveles	
  de	
  PCR.	
   En	
   cambio	
  no	
   se	
  han	
  observado	
   tales	
   asociaciones	
  para	
   la	
  MBL	
  en	
  

nuestra	
   población.	
   La	
   presencia	
   de	
   polimorfismos	
   genéticos	
   afectando	
   de	
   forma	
  

considerable	
  los	
  niveles	
  de	
  MBL	
  pueden	
  haber	
  contribuido	
  a	
  esta	
  observación.	
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CONCLUSIONES	
  
	
  

1. El	
  péptido	
  human	
  β	
  defensina	
  2	
  (HBD2)	
  es	
  medible	
  en	
  el	
  suero	
  derivado	
  de	
  la	
  

sangre	
  de	
  cordón	
  umbilical.	
  

2. El	
  péptido	
  HBD2	
  es	
  estable	
  al	
  menos	
  durante	
  48	
  horas	
  en	
  muestras	
  de	
  suero.	
  

3. Los	
  recién	
  nacidos	
  presentan	
  niveles	
  más	
  elevados	
  de	
  HBD2	
  en	
  el	
  suero	
  que	
  

los	
  adultos	
  sanos.	
  	
  

4. Se	
   describe	
   una	
   asociación	
   entre	
   niveles	
   bajos	
   del	
   péptido	
   HBD2	
   al	
  

nacimiento	
  y	
  riesgo	
  de	
  sufrir	
  una	
  sepsis	
  nosocomial.	
  

5. En	
   el	
   recién	
   nacido	
   prematuro	
   extremo	
   los	
   niveles	
   del	
   péptido	
   HBD2	
   se	
  

correlacionan	
  de	
  manera	
  negativa	
  con	
  la	
  edad	
  gestacional.	
  

6. En	
   el	
   contexto	
   de	
   sepsis	
   clínica	
   en	
   el	
   recién	
   nacido	
   prematuro	
   extremo,	
   los	
  

niveles	
  del	
  péptido	
  HDB2	
  se	
  correlacionan	
  con	
  el	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  pero	
  

no	
  con	
  los	
  valores	
  de	
  la	
  proteína	
  C	
  reactiva.	
  

7. En	
   el	
   recién	
   nacido	
   prematuro	
   extremo	
   los	
   niveles	
   de	
   la	
   lectina	
   ligada	
   a	
   la	
  

manosa	
  no	
  se	
  	
  asocian	
  con	
  la	
  edad	
  gestacional,	
  el	
  riesgo	
  de	
  sufrir	
  una	
  sepsis	
  

nosocomial,	
  el	
  recuento	
  de	
  neutrófilos	
  o	
  los	
  valores	
  de	
  la	
  proteína	
  C	
  reactiva.	
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CONCLUSIONS	
  
	
  

1. The	
   human	
   β	
   defensin	
   2	
   peptides	
   were	
   stable	
   for	
   at	
   least	
   48	
   hours	
   in	
   serum	
  

samples.	
  

2. The	
  HBD2	
  peptides	
  were	
  detectable	
   in	
   serum	
   samples	
   derived	
   from	
  human	
   cord	
  

blood.	
  

3. Newborns	
   showed	
   higher	
   HBD2	
   levels	
   in	
   serum	
   compared	
   to	
   healthy	
   adult	
  

volunteers.	
  

4. Low	
  HBD2	
   levels	
   in	
   preterm	
   neonates	
  were	
   associated	
  with	
   an	
   increased	
   risk	
   of	
  

late-­‐onset	
  sepsis.	
  

5. HBD2	
   levels	
   were	
   negatively	
   correlated	
   with	
   the	
   gestational	
   age	
   in	
   extreme	
  

preterm	
  neonates.	
  

6. During	
   clinical	
   sepsis	
   episodes	
   HBD2	
   levels	
   were	
   positively	
   correlated	
   with	
   the	
  

neutrophil	
   count	
   but	
   not	
   with	
   C-­‐reactive	
   protein	
   levels	
   in	
   extreme	
   preterm	
  

neonates.	
  

7. In	
  our	
  cohort,	
  mannose	
  binding	
  lectin	
  levels	
  were	
  not	
  associated	
  with	
  the	
  variables	
  

gestacional	
   age,	
   risk	
   to	
   develop	
   nosocomial	
   sepsis,	
   neutrophil	
   counts	
   and	
   C-­‐

reactive	
  protein	
  concentrations.	
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Objectives: To determine human beta-defensin-2 levels in term 
and preterm neonates at birth and to evaluate its impact on sepsis.
Design: Observational study.
Setting: Single tertiary care hospital.
Patients: Term neonates and preterm neonates were recruited 
and divided in groups according to important clinical events.
Interventions: Cord blood samples were drawn from all newborns 
immediately after birth. Human beta-defensin-2 levels were deter-
mined using enzyme-linked immunosorbent assay technology. All 
neonates were followed clinically during the first 30 days of life.
Measurements and Main Results: Forty-two term and 31 preterm 
neonates were enrolled. Human beta-defensin-2 levels in term 
neonates were higher compared with preterm infants (median, 
1,882 vs 918 pg/mL; p = 0.003) and correlated with gestational 
age and birth weight. Of 31 preterm neonates, seven suffered 
from late-onset sepsis, and this was associated with lower human 
beta-defensin-2 levels (median, 513 vs 1,411 pg/mL; p = 0.006).
Conclusion: Preterm neonates show lower human beta-defen-
sin-2 levels in cord blood compared with term neonates. Low 
human beta-defensin-2 levels in preterm neonates might 
be associated with an increased risk of late-onset sepsis.  
(Pediatr Crit Care Med 2013; 14:00–00)

Key Words: antimicrobial peptides; defensins; innate immunity; 
neonates; prematurity; sepsis

Preterm neonates are at risk of suffering from severe infec-
tions particularly in the first month of life. Neonatal sep-
sis is an important cause of morbidity and mortality in 

this population. Risk factors include low birth weight (BW), 
low gestational age (GA), invasive procedures, and immaturity 
of the immune system (1, 2). In this setting, the innate immune 
system as first-line defense mechanism may play an important 
role. Antimicrobial peptides (AMPs), such as human beta-
defensins (HBDs), are primarily expressed by epithelial cells 
and have proinflammatory, chemotactic, and direct antimicro-
bial activity (3). To date, no data exist regarding HBD2 level 
in cord blood of healthy term and preterm neonates and the 
possible clinical implication of HBD2 level in the susceptibil-
ity to infections. In this study, HBD2 serum levels of term and 
preterm neonates were determined at birth and were correlated 
with clinical events, including chorioamnionitis and sepsis.

MATERIALS AND METHODS
An observational study of preterm and term neonates 
was conducted in a tertiary hospital from January 2008 to 
December 2009. Clinical and laboratory data were collected 
without reference to HBD2 phenotype. Additionally, blood 
samples from healthy adults were used as control. The study was 
performed according to the ethical standards of the Helsinki 
Declaration and after reception of written informed consent 
from the parents of neonates. Study groups with extremely 
different GA were defined as group A—term neonates (GA, 
37–42 wk), born by mothers without clinical or laboratory 
alterations—and group B—preterm neonates (GA, < 32 wk).

Diagnosis of chorioamnionitis was made by histopathology 
findings, and late-onset sepsis (LOS) was defined as previously 
described (4).

Blood samples were taken arbitrarily by a dedicated neonatol-
ogist, immediately postpartum from the umbilical cord, and were 
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processed and stored at –80°C. The samples were diluted 1:20, 
and HBD2 concentrations were measured from serum, without 
protein extraction procedure, using an enzyme-linked immuno-
assay (Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, CA) according to 
the manufacturer’s instructions. Extremely high values (> 7,500 
pg/mL) that are out of the linear part of the standard curve were 
extrapolated. Additional cord blood samples were obtained to 
investigate whether HBD2 levels in plasma differ from serum and 
whether they are influenced by the time point of processing and/
or the addition of the protease inhibitor aprotinin.

All preterm neonates (GA, ≤ 32 wk) received empirical anti-
biotic therapy, according to the local protocol, with ampicillin 
(100 mg/kg/d) and gentamicin (5 mg/kg/d), which was stopped 
at 48 hours, if microbial cultures were negative. In addition, 
antifungal prophylaxis with fluconazole (3 mg/kg/twice weekly) 
was initiated in preterm neonates with a BW less than 1,000 g.

Statistical Analysis
Data were tested for normal distribution. Continuous variables 
are expressed as means with sd or medians with interquartile 
ranges (IQRs). Between-group comparisons were made using 
chi-square test or Fisher exact test for qualitative variables and 
Student t test or Mann-Whitney U test for quantitative variables.

To reduce intern variability of the variable HBD2 in the 
preterm subgroup, log-transformation was realized. The 
Pearson correlation test was performed to describe associa-
tions between two quantitative variables.

Variables were included in the logistic regression model when 
they exhibited statistical significance. The adjusted odds ratio (OR) 
and corresponding 95% CI for the tested variables were calculated 
by Bootstrap methods (1,000 samples). For analysis of predictive 
ability, area under the curve (AUC), sensitivity, specificity, posi-
tive and negative predictive values, and Youden index were calcu-
lated. Probability values were two tailed, and statistical significance  
was defined as p value of less than 0.05. Analysis was performed 
using IBM SPSS Statistics 19.0 for Windows (SPSS, Chicago, IL).

RESULTS
Variability of HBD2 Levels Using Plasma and Serum Sam-
ples, Different Time Points of Processing, and/or the Addition 
of Aprotinin 

HBD2 levels from four control cord blood samples were 
analyzed from serum and plasma; serum HBD2 levels were 
higher compared with corresponding HBD2 plasma levels 
(median, 598 vs 421 pg/mL; p = 0.068). The addition of apro-
tinin or serum sample processing at 0, 12, 24, and 48 hours did 
not influence HBD2 levels (data not shown).
HBD2 Levels in Term and Preterm Neonates

A total of 73 neonates (42 term and 31 preterm neonates) 
were enrolled. Demographic and clinical characteristics are 
summarized in Table 1.

HBD2 levels were lower in preterm compared with term 
neonates (median, 918 vs 1,883 pg/mL; p = 0.003), as well as 
in neonates with a BW less than 1,500 g compared with those 
with a BW more than 1,500 g (median, 880 vs 1,749 pg/mL;  
p = 0.038) (Table 2; Fig. 1A). HBD2 serum levels were posi-
tively correlated with BW and GA (r = 0.359, p = 0.002 and 
r = 0.364, p = 0.002, respectively). Variables heterogeneously 
distributed in the subgroups of preterm and term neonates as 
gender and mode of delivery did not influence HBD2 levels. 
No statistical difference was found by analyzing the variable 
HBD2 level and the prevalence of chorioamnionitis in term 
and preterm neonates (Table 2).
HBD2 Levels in Healthy Adults

HBD2 levels in the serum of seven healthy adults were lower 
compared with that in term and preterm neonates at birth  
(p = 0.001) (Fig 1A).

Sepsis in relation to Demographic/Clinical Variables 
and HBD2 Levels in Cord Blood in Preterm Subgroup

Two of the 31 preterm neonates suffered from early-onset 
sepsis (EOS) due to Klebsiella pneumoniae and seven from LOS 
due to Staphylococcus epidermidis (n = 5), K. pneumoniae (n = 2),  

Table 1. Demographic and Clinical Details of the Neonatal Cohort

Variable Preterm Neonates (n = 31) Term Neonates (n = 42) p

Gestational age (wk) Median, 30 (IQR, 29–31) Median, 39 (IQR, 38–40) < 0.001

Birth weight (g) Mean, 1,298 (sd, 338.4) Mean, 3,247 (sd, 378.2) < 0.001

Gender

  Female, n (%) 11 (35.5) 28 (66.7) 0.008

  Male, n (%) 20 (64.5) 14 (33.3)

Maternal age (yr) 32 (29–34) 30.5 (22.7–35.2) 0.151

Type of delivery

  Normal vaginal delivery, n (%) 9 (29) 27 (64.3) < 0.001

  Instrumental, n (%) 0 (0.0) 10 (23.8)

  Cesarean section, n (%) 22 (71) 5 (11.9)

Chorioamnionitis

  Yes (%) 16 (48.4) 9 (21.4) 0.007

IQR = interquartile range.
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Staphylococcus warneri (n =1), and Enterococcus faecalis (n = 1); 
one patient suffered from three LOS episodes. Although one 
patient suffered from stage 1 necrotizing enterocolitis, no cases 
of meningitis, line infections, or nosocomial pneumonias were 
observed in our study group. Median GA of patients with LOS 
was lower, being 28 weeks (IQR, 28–30), and it occurred at a 
median of 10 days (IQR, 6–15) compared with a median GA 
of 30 weeks (IQR, 29–31) in patients without LOS (p = 0.016). 
BW was also lower in the LOS subgroup when compared with 
the non-LOS group (p = 0.047). HBD2 serum levels were sig-
nificantly lower in preterm infants suffering from LOS com-
pared with those who did not suffer from the above (513 vs 
1,411 pg/mL; p = 0.006) (Fig. 1B).

Variables with statistical significance for the event of LOS 
were included in a logistic regression model (Bootstrap), 
demonstrating that log-transformed HBD2 levels (OR, 0.34 
[95% CI, 0.01–0.60]; p = 0.008) and GA (OR, 0.31 [95% CI, 
0.01–0.71]; p = 0.013) were independent risk factors for LOS, 
whereas this was not observed with the variables BW, CA, gen-
der, and mode of delivery. AUC calculations for the variables 
HBD2 and LOS confirmed the predictive ability of the model 
(AUC, 0.85 [95% CI, 0.68–1]; p = 0.005; sensitivity, 71.4%; 
specificity, 95.8%; positive predictive value, 83.3%; negative 
predictive value, 92%; Youden index, 0.7).

No consistent correlation was observed between neutrophil 
count, C-reactive protein, and HBD2 levels (data not shown).

Table 2. Human Beta-Defensin-2 Levels in Relation to Demographic and Clinical Data

Variable Patients (n = 73)
Median Human Beta-Defensin-2 Levels  

(pg/mL) (IQR, 25–75) p

Gestational age (wk)

  Preterm neonates (28–32) 31 918 (556–2,331) 0.003

  Term neonates (37–41) 42 1,882 (1,204–3,364)

Birth weight

  < 1,500 g 20 880 (524–2,645) 0.038

  ≥ 1,500 g 53 1,748 (956–2,969)

Gender

  Female 39 1,639 (691–2,968) 0.812

  Male 34 1,661 (842–2,579)

Mode of Delivery

  Preterm neonates

    CS 22 1,020 (546–2,385) 0.862

    NVD 9 707 (488–2,423)

  Term neonates

    CS 5 1,602 (762–3,588) 0.522

    NVDa 37 1,888 (1,257–3,398)

CA

  Yes 25 1,639 (869–3,591) 0.754

  No 48 1,662 (740–2,775)

Term neonates with CA 9 2,106 (1,639–7,187) 0.244

Term neonates without CA 33 1,813 (1,146–2,971)

Preterm neonates with CA 16 1,046 (578–2,213) 0.268

Preterm neonates without CA 15 655 (248–2,293)

Preterm neonates with proven LOSb 7 513 (98–557) 0.006

Preterm neonates without proven LOS and/or 
early-onset sepsisc

22 1,411 (609–2,579)

IQR = interquartile range, CS = cesarean section, NVD = normal vaginal delivery, CA = chorioamnionitis, LOS = late-onset sepsis.
aOf 37 vaginal deliveries, 10 were instrumental.
bStaphylococcus epidermidis (n = 5), Klebsiella pneumoniae (n = 2), Staphylococcus warneri (n = 1), and Enterococcus faecalis (n = 1). Although one patient 
suffered from three LOS episodes, there were no cases of meningitis, line infections, or nosocomial pneumonias.
cTwo preterm neonates suffering from early-onset sepsis were excluded from this analysis.
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DISCUSSION
In this study, HBD2 serum levels were significantly higher in 
term neonates compared with preterm neonates and healthy 
adult controls. This is in contrast to previous published data in 
which AMPs were found to be lower in newborns than in adult 
controls (2, 5). Although AMP could be important to protect 
newborns from infections during the first weeks of life, up-
regulation of HBD2 might be reduced in preterm infants due 
to the immaturity of the immune system (2, 6, 7). Chorioam-
nionitis was more common within preterm neonates. Interest-
ingly, no significant difference in HBD2 levels was observed, 
suggesting that chorioamnionitis alone might not increase 
HBD2 levels substantially.

As described previously, low GA was an independent risk 
factor in preterm neonates to develop LOS (6). In addition, 
low HBD2 serum levels at birth were observed to be inde-
pendently associated with LOS. Although HBD2 levels in 
the preterm group were significantly lower than that in term 
neonates, preterm HBD2 levels did not seem to differ from 
adult controls, implying that a “relative deficiency” of HBD2 
in the perinatal period of this subgroup is associated with an 
increased susceptibility to suffer from infections. This is an 
important observation and is supported by previous stud-
ies suggesting an association of “physiological” low levels 
of components of the innate immune system (e.g., comple-
ment proteins including mannose-binding lectin) with the 
susceptibility to infections in preterm neonates (2, 5–7). 
Up-regulation of HBD2 has been associated with severe sepsis 
in adult patients, further supporting a role of HBD2 in infec-
tion (8). Although two preterm neonates with very low HBD2 
levels suffered from LOS (one being fatal), another patient 
with extremely high HBD2 levels suffered from fatal EOS. It 

remains to be clarified whether very low and very high HBD2 
levels may be detrimental for the clinical outcome.

All studies were performed in blood serum and HBD2 lev-
els were found to be higher compared to those in published 
data (8) where plasma was used. Indeed, when HBD2 levels 
from control blood samples were analyzed using both plasma 
and serum, HBD2 levels were found to be higher in serum 
samples. This observation might be explained by the fact that 
HBD2 is a highly positively charged peptide, which binds to 
negatively charged proteins in plasma and serum, resulting in 
a reduction of free circulating HBD2. Furthermore, numerous 
coagulation factors in plasma are serine proteases, which may 
affect HBD2 levels. Finally, differences of published HBD2 
levels might be due to the use of different laboratory tech-
niques. Neither the addition of a protease inhibitor to serum 
samples nor its analysis at different time points did influence 
HBD2 levels. This is important as it may facilitate clinical 
studies in the future.

In summary, in this study, HBD2 serum levels were lower 
in preterm neonates than in term infants but were not dif-
ferent from the levels in adult controls, suggesting a relative 
deficiency at birth. Low HBD2 levels might be an independent 
risk factor for the susceptibility to infections in this risk group. 
The value of HBD2 measurements at birth and the impact of 
HBD2 on clinical outcome remain to be determined.
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in more detail. In one of their previous studies, the authors 
showed that therapeutic hypothermia resulted in altered 
IL-6, IL-8, IL-10, and monocyte chemotactic protein-1 serum 
levels, with worse outcomes being associated with an increase 
in IL-8 and IL-10 (14). This may correlate with the low leu-
kocyte counts noted in patients with poor outcomes in this 
study. In the same study, they also report that poor outcomes 
were associated with increased IL-12 and increased macro-
phage inhibitory protein-1α, cytokines that can promote a 
Th1 response, at the time of rewarming and persisting up to 
72 hours (14). Hence, it appears that suppression of WBC 
counts as seen in the hypothermia group may be beneficial, 
but too much suppression or persistent suppression leading 
to immune dysregulation would be harmful.

As with all thought-provoking and interesting studies, this 
study by Jenkins et al leaves us with several more questions 
that will need to be addressed in future studies. A better under-
standing of the temporal progression of the innate and adaptive 
immune response over a prolonged period following neona-
tal HIE, and the role of other factors that may influence the 
immune system such as neonatal sepsis and exposure to mater-
nal infection/inflammation, would be crucial for optimally 
manipulating the immune response to achieve the desired 
effects of neuroprotection with therapeutic hypothermia.
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In this issue of Pediatric Critical Care Medicine, Olbrich et 
al (1) examine yet another biomarker in preterm infants, 
to determine an association between human beta defensin 

2 serum levels and sepsis. After a dizzying array of cytokines, 
chemokines, soluble adhesion proteins, growth factors (and 
so on), which have been measured in the serum or plasma of 
humans, few, if any, have subsequently been demonstrated to 
be particularly helpful when caring for patients with prema-
turity, sepsis, meconium aspiration syndrome, chronic lung 
disease, etc. (2–5). Some of the frustration occurs because all 
“biomarkers” are measured in isolation, in small groups of 
patients which subsequently do not appear to be useful when 
applied to larger populations, or our bias to publish positive 
results only. In a study of 927 births (116 very preterm, 372 
moderately preterm), the relationship between 27 cord blood 
immune biomarkers and preterm birth was examined (2). 
Some immune markers were increased with preterm birth 
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(interleukin [IL]-2–4, -5, -8, tumor necrosis factor α), oth-
ers were decreased (IL-1β), and others were not associated 
(IL-6). Soluble triggering receptor expressed on myeloid cells 
(sTREM)-1 is one case in point. Triggering receptor expressed 
on myeloid cells-1 is a member of immunoglobulin gene 
superfamily, is found on the surface of phagocytes, and is up-
regulated and released on exposure to pathogens. sTREM-1 
has been suggested to be a “marker of inflammation.” Matoba 
et al (2) found it to be increased in the cord blood of preterm 
infants, suggesting “increased inflammation.” Wu et al (6) 
performed a systematic review and meta-analysis of studies 
examining plasma sTREM-1 to differentiate sepsis patients 
from those with systemic inflammation. Eleven studies were 
identified that met prespecified criteria for inclusion (total of 
1,795 patients), and sTREM-1 had moderate diagnostic per-
formance, with patient sample size and assay methods the 
main sources of heterogeneity. There was also publication bias. 
Another potential biomarker put into biomarker “limbo.”

Why would human beta 2 defensin be more specific or 
sensitive than other biomarkers? It may not be. The study by 
Olbrich et al (1) examined a small cohort of infants (42 term 
and 31 preterm), which is highly problematic. We are unin-
formed of how many families of neonates who met inclusion 
refused to participate (1). Study strengths are that the authors 
specifically define the preterm population (< 32 wk) versus 
term population (37–42 wk) (with enough “age” between the 
two groups for biological plausibility), histologically iden-
tified chorioamnionitis, and defined late onset sepsis. The 
authors “deal” with tissue processing issues. Serum levels are 
higher than plasma values, though not statistically significant, 
this is more likely due to small sample size, and must be dealt 
with more rigorously if this biomarker is to be studied fur-
ther. Nonetheless all the samples are processed and analyzed 
in the same manner. In univariate analysis, birth weight and 
gestational age are correlated with human beta 2 defensin lev-
els. Interestingly, chorioamnionitis was not associated with a 
difference in human beta 2 defensin level. Of those preterm 
infants who went on to develop late onset sepsis, cord blood 
human beta 2 defensin was significantly lower than those who 
did not develop late onset sepsis (513 pg/mL vs 1,411 pg/mL;  
p = 0.006). In multivariable analysis for the development of late 
onset of sepsis, human beta 2 defensin and gestational age were 
independent risk factors, while birth weight, chorioamnionitis, 
gender, and mode of delivery were not. Note that human beta 2 
defensin did not correlate with other markers of inflammation 
or innate immunity (neutrophil count or C-reactive protein). 
Although this initial study is intriguing, it is very preliminary, 
and much more work must be done for human beta 2 defensin 
to be a suitable biomarker in premature infants as a predictor 
for late onset sepsis.

However, information that has recently been lacking in 
neonatal studies was included here. The authors compare term 
and preterm serum levels to that of healthy adults. Both term 
and neonatal infants have highly elevated serum human beta 2 
defensin levels compared with adults (approximately 5× and 
2×, respectively, Fig. 1B in [1]). It is important to highlight 

that there are few biomarkers that have been identified that 
are increased in neonatal serum or plasma (premature or 
term) compared with adults, and for this reason alone, this 
study bears closer examination. Human beta defensins are a 
subgroup of antimicrobial peptides and proteins (APPs) that 
are an integral part of the innate immune system (5). They 
are present at mucosal lining and in the skin and are part of 
the initial antimicrobial response. Many are present in human 
milk and are hypothesized to be the primary reason for the 
immunity boost seen with ingesting breast milk (7). Human 
beta 2 defensin is found in neonatal dermis epithelial cells and 
appears equal to that found in adults, but the APP, cathelicidin, 
is many times up-regulated in neonate compared with adult. 
The combination of cathelicidin with human beta 2 defensin 
has strong antimicrobial activity against group B Streptococcus 
(8). Another APP lactoferrin is also dramatically up-regulated 
in neonatal skin, compared with adult; however, serum lacto-
ferrin levels are increased in newborn compared with adults 
(unlike cathelicidin which is not increased) (9). Like human 
beta 2 defensins, premature infants have diminished lactofer-
rin plasma levels, and diminished levels were associated with 
clinical signs of infection (10).

Thus, the present study is an important next step in under-
standing innate immunity of the neonate and as critically 
identifying opportunities for intervention in the premature 
neonate. The authors demonstrate that in the premature neo-
nate lower levels of human beta 2 defensin at birth are asso-
ciated with increased prevalence of late onset of sepsis. This 
begs the question, would supplementation with human beta 
2 defensin decrease the prevalence of late onset sepsis in pre-
matures? Treatment with synthetic APP has been explored for 
several decades. Bacterial permeability increasing factor was 
found to neutralize endotoxin and improve survival in animal 
models of endotoxemia and bacteremia; however, it failed to 
improve survival in children with severe meningococcemia 
(11). However, bovine lactoferrin given orally to very low 
birth weight infants decreases the prevalence of late onset sep-
sis and invasive Candida infections, in Italian neonatal ICUs 
(12, 13). This present study supports the biologic plausibil-
ity of human beta 2 defensin as prophylactic treatment to 
decrease the prevalence of late onset infections in premature 
infants. Thus, human beta 2 defensin may be more important 
in its function in the innate immune system than its role as a 
“predictor” of sepsis.
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Validity of Family Satisfaction Measures:  
An Ongoing Process*

In today’s critical care practice, increasing emphasis is 
placed on patient- and family-centered care (PFCC). 
PFCC is care that is respectful of and responsive to patient 

and family preferences, needs, and values (1). In pediatrics, 
PFCC acknowledges the family as the child’s primary source 
of strength and support (2). To advance PFCC, tools to assess 
patient and family needs and priorities are necessary. Tools 
are also needed to evaluate patient and family outcomes in 
response to practice changes intended to address these needs 
and priorities. Family satisfaction in intensive care is the extent 
to which family members perceive their needs and expecta-
tions as fulfilled by healthcare providers (3). Family satisfac-
tion is an outcome relevant to PFCC because satisfaction is 
expected to increase as patient and family needs are met. Sev-
eral tools to assess family satisfaction have been developed for 
use in intensive care settings. However, few tools have been 

specifically developed or adequately tested with parents of 
critically ill children.

In this issue of Pediatric Critical Care Medicine, Epstein et al 
(4) evaluate the internal consistency reliability and construct 
validity of the Family Satisfaction in the ICU (FS-ICU) sur-
vey in 50 parents of critically ill children admitted to a single 
cardiothoracic ICU (CTICU). The FS-ICU is a 24-item survey 
originally developed for use with family members of critically 
ill adults to assess two domains of family satisfaction, includ-
ing satisfaction with care and satisfaction with medical deci-
sion making (5). FS-ICU items were generated based on the 
conceptual frameworks of patient satisfaction and quality 
end-of-life care, prior research on family needs and satisfac-
tion with medical decision making, other validated satisfaction 
surveys, and a pilot study. Validation of the FS-ICU was con-
ducted among 1,038 relatives of patients (46% spouses) of age 
61 ± 18 years (6). For this study, Epstein et al (4) modified the 
FS-ICU slightly to reflect that parents of young children are 
the intended respondents (pFS-ICU) rather than relatives of 
critically ill adults. Scores were converted to a 1–100 scale (0 = 
lowest satisfaction and 100 = highest satisfaction).

Findings from the study demonstrate a total pFS-ICU score 
of 92.6 ± 8.3 suggesting high overall satisfaction with care and 
decision-making processes in the pediatric CTICU. The pFS-
ICU was found to have high internal consistency reliability as 
reflected by Cronbach’s alpha of 0.95. Construct validity was 
evaluated by correlation of the pFS-ICU scores with those of 
a 23-item satisfaction survey developed by McPherson et al 
(7). The McPherson survey was designed for use with parents 
of critically ill children and covers satisfaction with the hos-
pital environment, patient care, and communication. Corre-
lation between the pFS-ICU and the McPherson survey was 
strong (r = 0.73; p < 0.01). Correlation between the pFS-ICU 
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