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RESUMEN

Introduccién A nivel mundial la sepsis en neonatos es una de las primeras causas
morbilidad y mortalidad neonatal. Las proteinas de choque térmico (Hsp) han sido
asociadas como moléculas reguladoras de la respuesta inflamatoria. El principal objetivo
del presente estudio fue determinar la concentracion de la Hsp-27, -60 y -70 en el suero
de neonatos sanos a término y de neonatos con evidencias clinicas de sepsis. el principal
objetivo del presente estudio fue cuantificar la expresion de las proteinas de choque
térmico Hsp-27, -60 y del TNFa en pacientes neonatos diagnosticas con septicemia.

Material y métodos El suero de recién nacidos sanos a término (n=23) y de recién
nacidos con evidencias clinicas de sepsis (n=12) fueron analizados para la cuantificacién
de las Hsp-27, -60 y del factor de necrosis tumoral tipo alfa (TNFa) mediante el ensayo de
ELISA.

Resultados La edad de los recién nacidos con sepsis disminuyo significativamente 1.1-
veces con respecto a los recién nacidos sanos a término (38.6+1.1 semanas; p <0.001).
El peso de los recién nacidos con sepsis disminuyd 1.4-veces con respecto a los recién
nacidos sanos (p =0.006; tabla 3).

En el 33.3 % (4/12) se detectd el crecimiento de E. coli (1 caso, M2); E. epidermidis (2
casos, M6, y M7) y S. dysgalactiae (1 caso, M9). En el 66.6% de las muestras analizadas
no se aislaron bacterias (tabla 4). En el 33.3% de los casos, las pacientes desarrollaron
datos clinicos de corioamnionitis (M1, M2, M4, y M11), en tanto que la ruptura de las
membranas fetales se presenté en el 25.0% (M1, M2, M4, y M12). En el 8.3% se
presentd simultdneamente datos clinicos de corioamnionitis y ruptura prematura de las
membranas fetales (M4). De las pacientes en las que los recién nacidos desarrollaron
datos clinicos de sepsis, el 25.0% presentaron datos de clinicos de preeclampsia (M5,
M8, y M9) de las cuales el 16.6% tuvieron preeclampsia severa (M5, y M8) y el 8.3% de
los recién nacidos presento restriccion del crecimiento intrauterino (M5; tabla 4).

La concentracion de la Hsp-27 en los neonatos sanos fue de 0.045+0.024 pg/mL la cual
disminuyo significativamente 2.5-veces con respecto a los neonatos con sepsis (p =0.004;
tabla 5). La concentracion de la Hsp-60 en los neonatos sanos fue de 13.69+5.3 pg/mL la
cual aumento significativamente 1.7-veces con respecto a los neonatos con sepsis (p
<0.001; tabla 5). La concentracion del TNFa en los neonatos sanos fue de 2.94+0.46 pg/
mL la cual aumento significativamente 3.0-veces con respecto a los neonatos con sepsis
(p =0.001; tabla 5).

Discusiéon Se ha demostrado que la Hsp-27 tiene efectos anti-inflamatorio en tanto que
la Hsp-60 tienen efecto pro-inflamatorias. Nuestros resultados demuestran variaciones
significativas de estas Hsp en los neonatos con evidencias de sepsis con respecto a los
neonatos sanos lo que demuestra el aumento significativo del TNFa en los recién nacidos
con evidencias de sepsis.

Conclusiones Con estos resultados demostramos que es factible cuantificar a las HSP
en el suero de los recién nacidos y que el desarrollo de sepsis en recién nacidos modula
de manera diferencial la expresion de las HSP como en el caso de los neonatos sanos a
término con trabajo de parto activo.

Palabras clave proteinas de choque térmico; respuesta inflamatoria; sepsis neonatal



ABSTRACT

Introduction. On a world level the sepsis on neonates is one of the first causes of
neonatal morbidity and mortality. The heat shock proteins (Hsp) have been
associated as regulatory molecules to the inflammatory response. The main
objective of the present study was to determinate the concentration of HSP-27, -60
y -70 in the serum of healthy neonates and neonates with clinical evidence of
sepsis. Also, other objective was to quantify the expression of proteins of heat
shock HSP-27, -60 y del TNFa in neonates patient diagnosticated with septicemia.

Material and method. The serum of healthy term newborns (n=23) and of
newborns with clinic evidence of sepsis (n=12) were analyzed for the quantification
of the Hsp-27, -60 and the tumor necrosis factor alpha (TNFa) by the ELISA assay.

Results. The age of the newborns with sepsis decrease significantly 1.1 times
respect to the healthy term newborns (38.6 +1.1 weeks; p <0.001). the weight of
the newborns with sepsis decrease 1.4 times respect to the rest of the healthy
newborns (p =0.006; table 3).

In the 33.3% (4/12) the grown of the E. coli was detected (1 case, M2); E.
epidermidis (2 cases, M6 y M7) and S. dysgalactiae (1 case, M9). In 66.6% of the
samples analyzed, no bacteria were isolated (table 4). In 33.3% of the cases, the
patients developed clinical data of chorioamnionitis (M1, M2, M4, and M11), while
the rupture of the fetal membranes occurred in 25.0% (M1, M2, M4, and M12). In
8.3%, clinical data of chorioamnionitis and premature rupture of the fetal
membranes (M4) was simultaneously presented. Of the patients in whom the
newborns developed clinical data of sepsis, 25.0% presented data of clinicians of
preeclampsia (M5, M8, and M9) of which 16.6% had severe preeclampsia (M5,
and M8) and 8.3 % of newborns showed intrauterine growth restriction (M5, table
4).

The concentration of Hsp-27 on healthy neonates was of 0.045+0.024 pg/mL,
which decreased significantly 2.5 times with respect to neonates with sepsis (p =
0.004, table 5). The concentration of HSP-60 in healthy neonates was 13.69 + 5.3
pg / ml, which increased significantly 1.7 times with respect to neonates with
sepsis (p <0.001, table 5). The concentration of TNFa in healthy neonates was
294 + 0.46 pg / ml, which increased significantly 3.0 times with respect to
neonates with sepsis (p <0.001, table 5).

Discussion. It has been shown that Hsp-27 has anti-inflammatory effects while
HSP-60 has a pro-inflammatory effect. Our results show significant variations of
these HSP in neonates with evidence of sepsis with respect to healthy neonates,
which demonstrates the significant increase of TNFa in newborns with evidence of
sepsis.

Conclusions. With these results we demonstrate that it is feasible to quantify Hsp
in the serum of newborns and that the development of sepsis in newborns
differentially modulates the expression of Hsp as in the case of healthy full-term
neonates with work of active labor.

Keywords heat shock proteins; inflammatory response; neonatal sepsis.
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1. INTRODUCCION

La sepsis neonatal es un problema de salud publica a nivel mundial, su incidencia
se presenta en 1 a 8 casos por cada 1,000 nacimientos; sin embargo, el
desarrollo clinico de esta patologia produce hasta el 40% de la mortalidad y
morbilidad registradas anualmente en las unidades neonatales de cuidados
intensivos (1-3). En el Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los
Reyes en los ultimos cinco afos se tiene una incidencia del 2.3 % del total de los

casos que han sido atendidos en la clinica.

El diagnodstico médico es particularmente dificil en los bebés prematuros y de bajo
peso al nacer debido a la inmadurez del sistema inmunoldgico que hace que los
signos y sintomas sean enganosos (4). La evolucion del proceso clinico-
infeccioso puede llegar a comprometer la salud del neonato llevandolo a la muerte
en cuestion de horas después de su deteccidn clinica; esta condicion se complica
en neonatos prematuros con menos de 32 semanas de gestacion y menores de

1500 gramos, en los cuales el diagnostico oportuno representa un reto (2, 5-10).

La corroboracién clinica de la sepsis neonatal se realiza mediante el hemocultivo
el cual es considerado el "estandar de oro" y constituye una importante
herramienta de diagndstico; sin embargo, este método presenta diversas
limitaciones como son: 1) se requiere hasta 1.0 mL de sangre para ser analizada
(3); 2) tiene baja sensibilidad y especificidad para la deteccion de
microorganismos patogenos, ya que menos del 10% de las muestras analizadas
se obtiene un resultado positivo (6); y 4) se requiere hasta de 48 horas para

obtener un resultado (6).

Se ha estimado a nivel mundial que hasta el 20 % de los neonatos con datos
clinicos de sepsis han recibido diferentes esquemas de antibidticos sin que se
logre determinar si los signos eran derivados de un proceso infeccioso, 0 a una
regulacion propia del recién nacido (1, 3). Lo anterior pone de manifiesto la
necesidad de buscar biomarcadores que ayuden a la corroboracion en el
diagndstico de sepsis neonatal temprana.



Actualmente en nuestro grupo de investigacion se esta comenzando a explorar el
perfil de secrecion de las proteinas de choque térmico (HSP) en procesos
infecciosos (11), asi como en otras patologias obstétricas (12). En el presente
estudio evaluamos la concentracion de la HSP-27, -60 y del TNFa en recién

nacidos sanos a término y en recién nacidos prematuros con sepsis.
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2.0 ANTECEDENTES
2.1 Epidemiologia de la sepsis neonatal

La mortalidad neonatal se reconoce cada vez mas como un importante desafio de
salud publica mundial que debe abordarse si queremos reducir las disparidades
de salud infantil entre los paises ricos y pobres. La mayoria de los 4 millones de

muertes neonatales estimadas por aio se producen en paises de ingresos bajos y
medios (13).

A nivel mundial se estima que 48 nifios por 100 000 habitantes desarrollan sepsis,
22 nifios por 100 000 habitantes desarrollan sepsis grave y 2202 neonatos por
100 000 nacidos vivos desarrollan sepsis neonatal, con una mortalidad de 11 a
19%. Esto se traduciria en una incidencia de 3, 0 millones de casos de sepsis
neonatal y 1, 2 millones de casos de sepsis pediatrica por afo. Estas
estimaciones son exploratorias debido a la considerable heterogeneidad entre los
datos y la falta de datos basados en la poblacién de entornos de ingresos bajos y
medios (14).

En México, Una de cada cinco defunciones sucede el primer dia de vida, y una de
cada cuatro entre el primer dia de vida y el sexto. Los fallecimientos registrados el
primer dia de vida se deben a problemas relacionados fundamentalmente con
dificultad respiratoria del recién nacido, inmadurez de los productos, problemas
durante el parto y anomalias congénitas. Durante la primera semana se mezclan
con las causas antes mencionadas las infecciones del recién nacido como la
sepsis bacteriana o la neumonia congénita. Al rebasar la semana de vida, la
sepsis bacteriana domina el perfil y le siguen en importancia los problemas
respiratorios debidos a inmadurez de los recién nacidos. La incidencia de sepsis
neonatal en México se ha reportado de 4 a 15.4 casos por 1 000 nacidos vivos.
Datos de Estados Unidos de América (EUA) mencionan tasas de incidencia de

1-5 casos por 1 000 nacidos vivos.
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2.2 Clasificacion

De acuerdo con el intervalo de tiempo en el cual son evidentes y sostenidas las
manifestaciones clinicas de los recién nacidos con sepsis ésta se clasifica como:
1) temprana, definida cuando el neonato desarrolla signos sugestivos de un
proceso infeccioso que ocurre dentro de las primeras 72 horas de nacimiento (1,
15); y y 2) tardia cuando el proceso infeccioso aparece después de las 72 horas
de vida extrauterina, el origen mas frecuente es nosocomial o la adquirida en la
comunidad, siendo las formas de presentacién, via respiratoria (neumonia),

septicemia o meningitis, las mas frecuentes.

Los nacimientos prematuros (<37 semanas de gestacion) son un factor de
riesgo asociado a la sepsis neonatal temprana. Se desconoce con precision
cuales son las causas involucradas con la activacion fisiopatologica de los
nacimientos prematuros (16, 17); sin embargo, se han determinado tanto las

causas de origen neonatal como materna.

Entre las causas neonatales se encuentran alteraciones de la respuesta inmune
innata (18, 19), los defectos de los genes inmunorreguladores y la prematurez se
asocian con una incompleta maduracion y/o funcion del sistema inmune innat
(20); el peso al nacer también determina una gran susceptibilidad, especialmente
peso muy bajo al nacer (<15009); otros factores de riesgo neonatales incluyen
sexo masculino, ictericia, puntuaciéon de Apgar, pulmén humedo, sufrimiento fetal,
anemia, hemorragia intraventricular, hipotermia y trastornos metabdlicos (21, 22).

Diversas son las causas maternas atribuibles a los nacimientos prematuros (23),
identificandose a la obesidad (24), nivel socioeconémico (25), y la etnia (26),
problemas hipertensivos (27, 28), distenciones uterinas, hemorragia de la decidua
(29), y con mayor asociacion se encuentran las infecciones durante el embarazo
que pueden dar lugar prematuramente tanto a la ruptura de las membranas

fetales humanas (30, 31) y/o la activacién del trabajo de parto (32, 33).
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Los microrganismos patdgenos comunmente asociadas a la sepsis neonatal
temprana se encuentran hongos, virus, protozoarios, y las bacterias de las que se
han aislado Streptococcus agalactiae y Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Streptococcus pyogenes, estreptococos Viridans, Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenza, Staphylococcus aureus, Enterococci y Pseudomonas

aeruginosa (21).

2.3 Manifestaciones clinicas

El diagndstico médico es particularmente dificil en los bebés prematuros y de bajo
peso al nacer debido a la inmadurez del sistema inmunolégico que hace que los
signos y sintomas sean enganosos. La sepsis temprana se caracteriza por los
siguientes signos: dificultad respiratoria que comienza después de 4 horas al
nacimiento, convulsiones, necesidad de ventilacion mecanica en un bebé a
término y signos de shock, comportamiento y reactividad alterados, tono muscular
alterado, dificultades e intolerancia en la alimentacion, distensién abdominal,
frecuencia cardiaca anormal (bradicardia o taquicardia), signos de dificultad
respiratoria, hipoxia (cianosis central o saturacién de oxigeno reducida), ictericia
dentro de las 24 horas posteriores al nacimiento, apnea, signos de encefalopatia,
necesidad de reanimacion cardiopulmonar, necesidad de ventilacidn mecanica,
hipertension pulmonar persistente, dificultad para regular su temperatura (inferior
a 36°C o superior a 38°C) sin explicacion por factores ambientales, sangrado
excesivo inexplicable, trombocitopenia o coagulacion anormal (INR> 2.0), oliguria
persiste mas alla de las 24 h después del nacimiento, alteracién de la glucosa
(hipoglucemia o hiperglucemia), acidosis metabdlica (déficit de base de 10 mmol/L

0 mayor), signos locales de infeccion (21-23).

2.4 Marcadores para el diagnostico de sepsis neonatal.

Después de que se ha determinado clinicamente la sepsis neonatal, se
inicia el tratamiento terapéutico el cual esta enfocado a la eliminacion de la
sintomatologia infecciosa y normalizar los signos vitales del recién nacido. Se ha
estimado a nivel mundial que hasta el 20 % de los neonatos con datos clinicos de
sepsis han recibido diferentes esquemas de antibioticos sin que se logre
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determinar si los signos eran derivados de un proceso infeccioso, o a una
regulacion propia del recién nacido (22, 34). Lo anterior pone de manifiesto la
necesidad de buscar otros biomarcadores que ayuden a la corroboracién en el
diagndstico de sepsis neonatal temprana.

La utilidad de los marcadores de infeccion en el diagnéstico de la sepsis neonatal
se ha evaluado en muchos estudios con diferentes resultados. Los niveles de
biomarcadores se alteran durante el curso de la enfermedad, por lo tanto, estos
pueden usar como indicaciones para diagnosticar la enfermedad tempranamente
y asi permitirnos monitorear adecuadamente y ayudar a un tratamiento eficiente
de la enfermedad. Tradicionalmente, el diagndstico de sepsis se ve favorecido por
un recuento anormal de glébulos blancos (inferior a 5000 células/ul, sensibilidad
0.2, especificidad 0.96; e inferior a 1000 células/ul, sensibilidad 0.3 especificidad
1.0), elevacion del indice de globulos blancos inmaduros/glébulos blancos totales
(relacion I: T mayor a 0.20, sensibilidad 0.55 y especificidad 0.74) y bajo recuento
de plaquetas (menos de 50,000/uL, sensibilidad 0.8 y especificidad 0.99). Otros
biomarcadores séricos son las proteinas de fase aguda, como la proteina C-
reactiva (PCR), procalcitonina o elevacion de citoquinas inflamatorias: factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6). Todos pueden ayudar en el
diagnostico, pero no necesariamente confirmar la infeccion (35, 36). La Tabla 1
indica la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo de

biomarcadores utiles para el diagndstico de sepsis neonatal.
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Tabla 1. Marcadores de laboratorio en el diagnostico de sepsis neonatal

temprana.

PRUEBA

SENSIBILIDAD (%)

ESPECIFICIDAD (%)

VPN (%)

VPP (%)

Parametros del hemograma y activaciéon de neutréfilo

Hemograma

Leucocitos: 0.1-22.6
Neutrofilos totales:
0.8-18.8
I/T: 13.1-54.6
Plaquetas: 0.8-22.9

Leucocitos: 79.3-99.99
Neutrofilos totales:
95.2-99.99
I/T: 61.9-95.7
Plaquetas: 89-99.4

No se reportan
Area bajo la curva
caracteristica
operativa del receptor:
<0.686 para todos los
parametros y puntos

de corte
Expresion de neutréfilos CD64 75-100 68-77 96-100 2-29
Expresion de neutréfilos CD11b 96 100 100 99
Reactantes de fase aguda
PCR (una sola medicion) 64 56 93 14
PCR seriada 88.9 73.8 99.7 6
Procalcitonina 60-88 54-80 90 50
Puntuacion ApoSAA 91-100 61-80 88-100 75-84
(Apolipoproteina C2 en plasma y
amiloide sérico A)
Proteinas inhibidoras inter alfa 89.5 99 98 95
Interleucina (IL) 8 44 90 83 58
IL6 63-76 73-76 66-81 67-74
IL8 + PCR 80 87 93 68
IL6 + PCR 89 73 90 70
Factor de necrosis tumoral alfa 49-66 60-72 60-73 52-62

VPN, valor predictivo negativo; VPP, valor predictivo positivo; PCR, proteina C-reactiva. La informacion

fue tomada de Wynn (37).
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5. Proteinas de choque térmico

Las proteinas del choque térmico (Hsp) fueron inicialmente descritas en la larva
de Drosophila melanogaster la cual fue expuesta a incrementos de temperatura y
se observo el aumento en la expresion de un grupo particular de proteinas las
cuales fueron denominadas de tolerancia al calor (38). Las Hsp son moléculas
pequefias de 20 a 100 Kilo Daltones (KDa) se encuentran ampliamente
conservadas y se expresan en plantas, animales, y bacterias (39). Las principales
funciones biolégicas se encuentra la homeostasis celular (40), regulan tanto la
conformacion estructural y estabilidad del material genético (DNA, y RNA) como

de las proteinas

por lo que se les dio originalmente el término de “chaperonas moleculares”,
reducen el estrés celular ocasionado por temperaturas extremas, emisiones de luz
ultravioleta, y por metabolismo oxidativo (41), y recientemente han sido asociadas
con la respuesta inmunologica (42, 43).

Por su tamarfio las Hsp, han sido agrupadas en proteinas de bajo (20-, 22- y 27-
KDa) y alto (40-, 60-, 70-, 90- y 100-KDa) peso molecular (44) con propiedades

anti y pro inflamatorias respectivamente (45, 46).

La figura 1 muestra la estructura, dominios de la Hsp pequefias y el peso
molecular de entre 15 a 30 KDa (150 a 250 aminoacidos). EI dominio amino-
terminal presenta tres estructuras alfa (a1-3) que estan poco conservadas y
contiene regiones ricas en metionina. Este dominio funciona como molécula
acompafante “chaperona’, no depende de la hidrdlisis de ATP y su capacidad de
union a proteinas es reversible y previene la agregacion parcial de las proteinas
(47).
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Figura 1 Estructura de las HSP pequenas. (A)
Dominios N-terminal (N-ter; verde), a-cristalino
(ACD; rojo), C-terminal (C-ter; rosa). (B)
Estructura secundaria se observa los diferentes
dominios de las hojas alfa y beta. Imagen tomada
de van Montfort y cols., (48)

El siguiente dominio contiene aproximadamente 90 residuos de aminoacidos que
forman estructuras de tipo a-cristalinas (ACD; alpha-crystallin domain) similar a la
proteina del cristalino. Este dominio consiste de estructuras de tipo § compuesta
por dos laminas antiparalelas con cuatro (2, (3, 9, p8) y tres (p7, p4, p5) hojas
(fig. 1B) (49). El dominio carboxilo-terminal presenta una hoja de tipo f. Este
dominio es una regién conservada que esta implicada con la interaccion entre
monomeros y cambios en su secuencia reduce la capacidad de unién con el DNA

y con otras proteinas (fig. 1) (48).

La figura 2 muestra la estructura, dominios de las Hsp grandes las cuales
contienen 646 aminoacidos, en la porcion del amino-terminal esta compuesta por
386 aa (44 KDa) y constituyen el dominio de tipo ATPasa el cual hidroliza ATP.
Este dominio, tiene la funcion de distinguir diferentes conformaciones de las
proteinas. El segundo dominio esta ubicado entre la posicion 387-543 aa (18
KDa) y constituye el sitio de union el cual esta involucrado con la capacidad de

interactuar con otras proteinas y con receptores especificos (TLRs, por sus siglas
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en inglés Toll Like Receptos; CD36, CD40). El tercer dominio, esta comprendido
entre la posicion 543-646 aa (10 KDa) representa la porcion del dominio carboxilo
terminal (48-50).
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Figura 2 Estructura de las HSP grandes. (A)
Dominios amino-terminal de hidrolisis de ATP (N-;
verde), dominio de union (rojo), dominio
carboxilo-terminal (-C; rosa). (B) Estructura
secundaria se observa los diferentes dominios de
las hojas alfa y beta. Imagen tomada de Kiang y
Tsokos., (51)

Las Hsp son proteinas altamente conservadas y se encuentran localizadas en el
nucleo, citoplasma, membrana plasmatica y en diferentes fluidos biolégicos (52,
53). Diferentes evidencias han demostrado que las Hsp se encuentran en células
de la decidua (54), placenta (52, 53), cordon umbilical (65), miometrio (55), y en
sangre de neonatos y nifos pediatricos en unidades de cuidados intensivos (56,
57).

2.6 Relacion de las Hsp y la respuesta inflamatoria

Dentro del sistema de alarma celular temprana se encuentran las Hsp (58), y las
proteinas de tipo B-defensinas (59, 60) que de manera conjunta y coordinada
activan tanto de las células profesionales (macréfagos, monocitos y células
dendriticas) como en los tejidos inmunoldgicos (membranas fetales y placenta)
para la secrecion de diferentes citocinas involucradas con la respuesta

inflamatoria (61).
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Se ha demostrado que los monocitos humanos al ser estimulados con la Hsp-27
incrementa de manera dosis dependiente la secrecion de interleucina (IL) de tipo
10 la cual se encuentra mediada por la proteina de tipo cinasa p38, (45, 62) en
tanto que la Hsp-60 y -70 incrementan la secrecién de IL-13 y del factor de

necrosis tumoral (TNF) de tipo alfa (61).

Las propiedades antiinflamatorias de Hsp-27 pueden ser utilizadas para diversos
tratamientos asociados a procesos de enfermedades inflamatorias (63).
Asimismo, se ha demostrado que la administracion de la Hsp-27 da como
resultado la proteccion contra el shock de endotoxinas letal y es altamente
inducida en monocitos de pacientes con sindrome de shock inflamatorio sistémico
(45). Durante los periodos de homeostasis celular, los niveles de la Hsp-70 estan
alrededor del 2% del contenido intracelular; sin embargo, este perfil de expresién
cambia durante un estrés celular incrementando los niveles hasta 10-veces con
respecto al estado basal (45). Se ha propuesto, que el mecanismo por el cual la
Hsp-70 activa la respuesta inflamatoria esta mediada por el factor nuclear-kappa-
beta (NF-kB) y la fosforilacién de la proteina cinasa mitogénica (MAPK), mediando

una respuesta pro o antiinflamatoria al estrés (64, 65).

La proteina de choque térmico 70 (Hsp70) ha sido el foco de gran interés,
particularmente durante la infeccion, con evidencia que sugiere un papel
importante en el desarrollo de diversas enfermedades. Durante la homeostasis,
Hsp70 actua como una molécula clave en la respuesta celular; asi como de una
chaperona molecular que facilita el transporte intracelular de proteinas;
plegamiento y replegamiento de proteinas dafiadas. Durante los periodos de
homeostasis, los niveles de Hsp70 estan alrededor del 2% del contenido
intracelular, pero durante un ataque fisiolégico, los niveles celulares de Hsp70
pueden aumentar notablemente hasta un 20%. En condiciones in vitro se ha
estimulado diversas lineas celulares con el lipopolisacarido el cual es un
componente estructurale de las bacterias gran-negativas y se ha demostrado el
incremento en la expresion de la Hsp70 y la secrecidn de diversas citocinas
asociadas a la respuesta inflamatoria. La Hsp70 puede activar y desactivar las
vias de sefializacion NF-kB y MAPK, mediando una respuesta pro o
antiinflamatoria al estrés. La Hsp70 desempefa un papel importante en la
modulacién de la respuesta inmune e inflamatoria en la sepsis, ya que parece
20



cebar las células inmunitarias a un "ataque" potencial de organismos patdégenos
que promueven la rapida liberacion de bactericidas como el 6xido nitrico y
mediadores inflamatorios. Si no se produce un "ataque", la célula puede "retirarse"
rapidamente con el rapido descenso de los niveles extracelulares de Hsp70 (57,
66). Adicionalmente, la expresion de Hsp70 puede ser estimulada por la fiebre y
existen correlaciones positivas entre los niveles séricos de HSP70 y varios
marcadores de inflamacion. Los niveles séricos de Hsp70 también experimentan
aumentos significativos con grados de inflamacion cada vez mayores, ademas, el
aumento de los niveles séricos de Hsp70 se ha asociado con la mortalidad por
sepsis (57, 67-69).

Se ha demostrado que la proteina de choque térmico extracelular 60 (Hsp60)
actua como potente estimulador de las respuestas inmunitarias. Cuando se libera
en el medio extracelular, la Hsp60 aumenta los niveles de células CD4 + CD25 y
suprime los linfocitos T citotdxicos. El aumento de la expresion de la superficie
celular de HSP60 sirve como una sefial de peligro para el sistema inmunolégico
que culmina en la estimulacion de las células dendriticas y, en ultima instancia, la
induccion de respuestas inmunitarias antitumorales mediadas por células T. Se
especulamos que las propiedades citoprotectoras y de sefalizacién de Hsp60
extracelular pueden desempefiar un papel importante en la respuesta del huésped
a la sepsis. Se ha reportado que los niveles plasmaticos de Hsp60 extracelular
son significativamente elevads en nifios con choque séptico o lesidn renal aguda
(LRA) secundario a choque séptico en comparacion con nifios criticamente
enfermos sin LRA o sepsis 0 en comparacion con controles sanos. Hsp60 tuvo
una alta validez para la prediccion de casos de LRA con choque séptico. Por lo
tanto, la HSP60 podria estar desempefiando un papel en la patogénesis de sepsis
en nifos y podria utilizarse como herramienta de diagnostico de LRA producida

por choque séptico (66, 68, 69).

La Hsp27 es un miembro de la llamada familia pequena de proteinas de choque

térmico (HSPB). Dentro de las células en reposo, ayuda a la degradacion y

eliminacion de proteinas dafadas y también disminuye la velocidad de

polimerizacidn de microfilamento de actina. Al igual que varios miembros de la

familia de proteinas de choque térmico, es altamente inducible por estrés. Tras el

estrés celular se fosforila y pierde la capacidad de disminuir la velocidad de
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polimerizacién de la actina, lo que resulta en la estabilizacién del citoesqueleto
celular. Ademas, se ha demostrado que protege las células contra la apoptosis
mediante la prevencidn de la activacion de la caspasa en sentido descendente. La
Hsp-27 extracelular parece poseer propiedades antiinflamatorias, y el tipo de
célula objetivo determina la funcionalidad; sin embargo, el receptor a través del
cual inhibe la inflamacion todavia no esta bien definido. También inhibe la
apoptosis de neutrofilos y potencialmente permite la destruccion exagerada de
tejidos durante la sepsis, el trauma y la lesion pulmonar aguda. En marcado
contraste con la senal de peligro exdgena, LPS, la Hsp-27 inhibe la apoptosis de
neutréfilos sin aumentar la produccién de citoquinas proinflamatorias, asimismo
induce la expresion de la citoquina antiinflamatoria, IL-10, en monocitos,
principalmente a través de la ruta de la proteina quinasa p38, con solo un leve
aumento en los niveles de TNF-a. Las propiedades antiinflamatorias de Hsp-27
pueden explotarse potencialmente para el tratamiento de procesos de
enfermedades inflamatorias. Asimismo, se ha informado que la induccion de
Hsp27 da como resultado la proteccion contra el shock de endotoxinas letal y es
altamente inducida en monocitos de pacientes con sindrome de shock

inflamatorio sistémico, lo que respalda su posible papel antiinflamatorio (45, 66).

Recientemente, en nuestro grupo de investigacion hemos demostrado mediante
un modelo experimental de infeccion que Escherichia coli induce en las
membranas fetales humanas la secrecién de la Hsp-60 y -70 de manera espacio-
temporal (11); lo anterior nos lleva a considerar que estas proteinas
proinflamatorias (Hsp-60 y -70) pueden estar incrementadas en los recién nacidos
con sepsis como parte de su respuesta al proceso infeccioso inicial, en tanto que
la proteina antinflamatoria (Hsp-27) podria estar disminuida como parte del

balance proinflamatorio.
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3.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La incidencia mundial de sepsis neonatal es alta, en un estudio reciente se estimé
que 2202 recién nacidos por cada 100 000 nacidos vivos desarrollan sepsis con
una mortalidad del 11-19%, lo que equivale a 3 millones de casos de sepsis

neonatal anualmente (14).

La sepsis neonatal ocasiona la muerte o una discapacidad importante en el 39%
de los afectados incluso con tratamiento antimicrobiano oportuno. La incidencia
de sepsis severa en recién nacidos se duplicé (desde 4.5 a 9.7 casos por cada
1,000 nacimientos) entre 1995 y 2005. La frecuencia varia inversamente a la edad
gestacional al nacer y puede llegar al 60% en la mayoria de los bebés inmaduros.
Ni el tratamiento de la sepsis neonatal ni los resultados del neurodesarrollo en los
bebés que sobreviven tienen cambiado significativamente en los ultimos 30 afos
a pesar de multiples intentos fallidos de reducir la carga de la infeccion. Estas
decepciones han ocurrido en el contexto de tremendo avances en otras areas de
la atencién del recién nacido, incluida la nutricion, manejo de dificultad respiratoria
e hipertension pulmonar, y enfriamiento terapéutico después de encefalopatia

hipoxico-isquémica (37).

En México, los fallecimientos registrados en el primer dia de vida del recién
nacido se deben a problemas relacionados fundamentalmente con dificultad
respiratoria, inmadurez, anomalias congénitas y problemas durante el parto;
durante la primera semana de vida se mezclan con las causas antes
mencionadas las infecciones del recién nacido como la sepsis y la neumonia
congénita; al rebasar la primera semana de vida la sepsis bacteriana incrementa
su frecuencia y le siguen en importancia los problemas respiratorios debidos a
inmadurez. Se ha reportado en nuestro pais una incidencia de sepsis de 4 a 15.4

casos por cada 1000 recién nacidos vivos (14).

Los signos y sintomas clinicos de la sepsis neonatal a menudo son inespecificos
y los cultivos microbianos de sangre u otros fluidos corporales estériles son el oro
estandar en el diagndstico, sin embargo los hemocultivos tienen baja sensibilidad

en neonatos por los siguientes motivos: bajo grado de bacteriemia neonatal,
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pequefios volumenes de inoculacion en frascos de cultivo, y el uso de antibiéticos
intraparto, ademas, los resultados del cultivo microbiano no estan disponibles
durante al menos 24 a 72 horas; por lo que es necesario buscar marcadores
nuevos para un diagnostico y tratamiento tempranos, ya que estos pueden ser
criticos para mejorar resultados neonatales y ademas el sobrediagnéstico de
sepsis neonatal puede llevar a uso inapropiado de antibidticos que puede

fomentar la resistencia a los antibiéticos.

En el presente proyecto de investigacion, nos hemos propuesto contestar la
siguiente pregunta de investigacion. ¢ Existira variaciones en la concentracion de
la HSP-27 (antiinflamatoria), -60, y -70 (proinflamatorias) en los recién nacidos

prematuros con sepsis con respecto a los recién nacidos sanos a término?
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4.0 JUSTIFICACION

La Asamblea Mundial de la Salud (2017) emitié6 una resolucion sobre la sepsis
como una prioridad clave para la proxima década. En dicha reunién se establecié
que la incidencia de sepsis neonatal aumento 40 veces y su mortalidad se
incremento 2 veces mas altas en paises de bajos ingresos con respecto a los
paises desarrollados (1, 3, 34). La sepsis de origen temprano sigue siendo una de
las principales causas de morbilidad y mortalidad en los recién nacidos
principalmente en prematuros y por lo tanto un desafio a nivel mundial (68, 70). La
identificacion y el diagndstico temprano es un desafio para los neonatdlogos ya
que las caracteristicas clinicas son inespecificas y dificiles de diferenciar de las de
etiologias no infecciosas. El repertorio de pruebas de laboratorio auxiliares
también es limitado y no siempre confiable. Mas del 95% de los bebés tratados
con antibidticos por sospecha de infeccion finalmente demuestran no tener

evidencia de infeccion (34).

El biomarcador diagndéstico ideal debe exhibir propiedades comunes que incluyen
alta sensibilidad, especificidad y valor predictivo positivo. Los marcadores clinicos
eficaces en adultos y en nifios lo son en menor medida en los recién nacidos
prematuros dado que en estos pacientes los signos clinicos tempranos son
inespecificos y sutiles, y los parametros habituales para evaluar sepsis no ofrecen
la suficiente sensibilidad y especificidad para evaluar la sepsis de origen temprano
(68, 70). ElI hemocultivo que se considera el estandar de oro para la identificacion
de casos con sepsis neonatal; sin embargo, el porcentaje de casos positivos es
muy bajo y requiere demasiado tiempo, lo que limita su uso como base para el

inicio empirico de antibioticos (70).

En los pacientes pediatricos existen estudios que han demostrado que las
proteinas de choque térmico (HSP) pueden ser marcadores tempranos (69-71);
sin embargo, en el recién nacido y prematuro no se ha descrito dicha relacion y su
posible asociacion con el desarrollo de sepsis. Por lo anterior las proteinas de
choque térmico pueden representar nuevos marcadores de infeccion temprana
permitiendo el inicio oportuno del tratamiento adecuado y de esa forma mejorar
los resultados neonatales.
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5. OBJETIVO GENERAL

Cuantificar la expresion de las proteinas de choque térmico Hsp-27, -60 y del
TNFa en pacientes neonatos diagnosticados con septicemia.

5.1 Objetivos particulares

1. Cuantificar la expresion de la Hsp-27, -60 y del TNFa en neonatos con

septicemia mediante el ensayo de ELISA

2. Cuantificar la expresion de la Hsp-27, -60 y del TNFa en neonatos sanos a
térmico mediante el ensayo de ELISA.

3. Comparar la concentracion de la Hsp-27, -60 y del TNFa entre los

neonatos con septicemia y los neonatos sanos a término.
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6.0 MATERIALES Y METODOS
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Procedimiento general del estudio. La toma de las muestras de sangre de los recién nacidos se efectud
en la unidad de cuidados intermedios del recién nacido (UCIREN), el andlisis microbiologico se
determin6é en el departamento de Microbiologia y el desarrollo experimental se realizdo en el
departamento de Inmunobioquimica.

6.1 Aspectos éticos

Previo a la obtencién de la sangre se obtuvo el consentimiento informado de las
pacientes en donde se les explico la finalidad del proyecto de investigacion, el
cual fue aprobado por los comités de investigacion y ética institucionales y cuenta
con numero de registro institucional 212250-3210101 (anexo 1). Se les informé
que la obtencién de la sangre seria tomada por el médico especialista (GZG)
después del nacimiento de su bebé y que este procedimiento no afectaria con el
bienestar de ella ni el de su bebé. Finalmente, se le entregé la carta de

consentimiento informado para que la paciente firmara de manera libre (anexo 2).
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6.2 Universo de los pacientes de estudio

Para cumplir con los objetivos especificos hemos considerado un universo o
poblacién a dos grupos de estudio 1) recién nacidos prematuros con sepsis

neonatal con y sin hemocultivo positivo; y 2) recién nacidos sanos a término.
6.2.1 Criterios de inclusion

* Recién nacidos prematuros con datos sugestivos de sepsis y hemocultivo
positivo o negativo, y sin haberles administrado antibi6ticos previos a la

toma de la muestra
* Recién nacidos a término sanos
6.2.2 Criterios de exclusion
* Recién nacidos prematuros sin datos sugestivos de sepsis

* Recién nacidos prematuros o a término con malformaciones congénitas

mayores
6.2.3 Criterios de eliminacion

* Recién nacidos prematuros con sepsis 0 a término sanos con muestra

insuficiente al momento del proceso.
6.3 Variables de estudio
A) Independiente: sepsis neonatal temprana:
Definicién operativa

Sepsis neonatal temprana: infeccion bacteriana comprobada por cultivo de sangre
y/o por marcadores clinicos y paraclinicos usados en el Instituto Nacional de
Perinatologia en el recién nacido prematuro que ocurre en las primeras 72 horas

de vida

B) Dependiente: Concentracion de proteinas de choque térmico.
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Definicidn operativa: Concentracion de proteinas de choque térmico: Medida de
proteinas de choque térmico, en pg/ug, en el suero de recién nacidos prematuros

con sepsis y a término sanos.

6.4 Procedimiento

Los recién nacidos del grupo de prematuros con sepsis en el estudio usaremos
los criterios vigentes en el Instituto Nacional de Perinatologia para el diagnéstico o
sospecha de sepsis de este grupo de pacientes que ingresen a las terapias
neonatales y que sea posible la obtencion de muestras de sangre, y para el grupo
de recién nacidos sanos incluiremos a aquellos pacientes con edad gestacional
mayor o igual a 37 semanas y cuyas madres no hayan presentado alguna

patologia obstétrica previa a la nacimiento.

6.5 Obtencion de las muestras

Se obtendran 0.5 mL de sangre periférica de neonatos con evidencias sugestivas
de sepsis de los grupos de estudio. Posteriormente, las muestras seran
centrifugadas a 1500 rpm por 15 min, y se obtendra el plasma. Finalmente, el

plasma sera almacenado a -80°C hasta la cuantificacion de las Hsps.

6.6 Determinacion de la Hsp-27 y -60

La determinacion de la Hsp-27 (DYC-1580), y de la Hsp-60 (DYC-1800-5) se
realizd mediante el ensayo de ELISA con las recomendaciones de la casa
comercial (R&D System) y como ha sido publicado por nuestro grupo de
investigacion [Osorio-Caballero, 2015].

La preparacion de las microplacas (Nunc-Immuno Brand products, Denmark)
consistié en la adicidon del anticuerpo de captura para la Hsp-27 (3.0 ug/mL) y
para la Hsp-60 (2.0 pg/mL) las cuales fueron selladas con membrana adhesiva
(SealPleat; EXCEL Scientific) y fueron incubadas a temperatura ambiente toda la
noche a 4°C. Al finalizar la incubacion la placa fue lavada tres veces con solucion
de lavado que contiene Tween-20 al 0.05% en PBS (TPBS, pH 7.2).
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A cada pozo de la placa se le anadieron 300 pL de solucion bloqueadora (0.1%
BSA, 0.05 % NaNs, PBS pH 7.2) y fue incubada por 2 horas a temperatura
ambiente. Al terminar la incubacion, la placa fue lavada nuevamente con la
solucion de PBS.

La curva estandar para cada placa fue de 7 puntos con diluciones seriadas (2-
veces) consistiendo de la Hsp-27 (31.3 a 2,000 pg/mL) y para la Hsp-60 (0.625 a
40 ng/mL). En el resto de los pozos de la placa se colocaron 100 pyL de cada una
de las muestras de los diferentes procedimientos experimentales. La placa fue
incubada por dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se le
adicionaron 100 yL por pozo del anticuerpo de deteccion Hsp-60 (100 ng/mL), se
incubé nuevamente por dos horas a temperatura ambiente. La placa fue lavada
dos veces, y posteriormente se adicionaron 100 yL por pozo de estreptadivina-
HRP e incubadas nuevamente a temperatura ambiente por 20 minutos y en
oscuridad. La placa fue lavada con TPBSA, se le adicionaron 100 pL por pozo de
la mezcla 1:1 del sustrato colorimétrico (R&D; DY999) que consiste en el reactivo
A (H202) y B (tetrametilbenzidina), la placa fue incubada por 20 minutos. La
reaccion fue detenida mediante la adicion de 50 uL por pozo de H2SO4 2N. La
placa fue leida a 450 nm (Dynatech MR5000). Los resultados fueron expresados
en pg/mL.

6.7 Determinacion del TNFa

La determinacion de la TNFa (DY201; R&D Systems) se realiz6 mediante el
ensayo de ELISA con las recomendaciones de la casa comercial (R&D System) y
como ha sido publicado por nuestro grupo de investigacién [Alvarez-Cabrera
2018].

La preparacién de la microplaca se realiz6 como ha sido descrita previamente (ver
seccion 6.6) la adicion del anticuerpo de captura fue de (4.0 ug/mL) y la curva
estandar fue de 15.0 a 960 pg/mL. Finalmente se afadieron a cada pozo 50 ul de
H2SO4 (2N) para detener la reaccion. Se determin6 la densidad Optica a una

longitud de 450 nm. Los resultados fueron expresados en unidades de pg/mL.
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6.8 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante la prueba de varianza (ANOVA). La
comparacion post hoc fue realizada mediante la medicion de Tukey. Se usoé el
software de SigmaPlot (version 11.0, USA). Todos los valores son presentados
como la media = error estandar. Se tom6é como diferencia estadisticamente
significativa el valor menor a p=0.05. En cada caso las mediciones se realizaron

por duplicado
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7.0 RESULTADOS

7.1 Datos epidemiologicos

De julio de 2018 a junio del 2019 se capturaron un total de 35 muestras de
sangre de neonatos de los cuales se dividieron en sanos a término (n =23) y
neonatos con evidencias clinicas de sepsis (n =12). La tabla 2 muestra las

caracteristicas maternas y neonatales entre los grupos de estudio.

Tabla 2 Caracteristicas maternas y neonatales

Sanos a término Sepsis p
Variables maternas
edad gestacional (SDG) 38.6+1.1 33.5£3.0 <0.001
Variables neonatales
peso (g) 2,970.5+441 2,109.6£1,156 =0.006

(SDG) semanas de gestacion; (g) gramos. Los datos se presentan como la media = DE.

La edad de los recién nacidos con sepsis disminuyo significativamente 1.1-veces
con respecto a los recién nacidos sanos a término (38.6+1.1 semanas; p <0.001).
El peso de los recién nacidos con sepsis disminuyo 1.4-veces con respecto a los

recién nacidos sanos (p =0.006; tabla 2).

La tabla 3 muestra las bacterias detectadas y el diagndstico materno de los
neonatos con evidencias sugestivas de sepsis. En el 33.3 % (4/12) se detecto el
crecimiento de microorganismos: E. coli (1 caso, M2); E. epidermidis (2 casos,
M6, y M7) y S. dysgalactiae (1 caso, M9). En el 66.6% de las muestras analizadas

no se aislaron bacterias (tabla 4).
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Tabla 3 Diagndstico clinico de los neonatos con sepsis.

Muestra E d a d Sexo Peso(g) Microorganismo Diagndstico clinico materno
gestacional
(semanas)
1 32 F 3302 ND CAM
2 33 F 1170 E. coli CAM
3 31 F 1060 ND 7 dias de RPMF
4 34 M 2485 ND 8 dias de RPMF, sin datos
de CAM
5 30 F 1300 ND PE severa y RCIU
6 39 F 4855 E. epidermidis Sin datos clinicos de
patologias
7 35 M 1245 E. epidermidis Sin datos clinicos de
patologias
8 28 M 1085 ND PE severa
9 37 M 2700 S. dysgalactiae PE
10 39 F 2640 ND Sin datos clinicos de
patologias
11 30 F 1380 ND CAM
12 33 M 2094 ND 2 dias de RPMF

F; femenino, M; masculino, ND; no detectado, CAM; corioamnionitis, RPM; ruptura prematura

de las membranas fetales; RCIU, restriccion del crecimiento intrauterino.

En el 33.3% de los casos, las pacientes desarrollaron datos clinicos de

corioamnionitis (M1, M2, M4, y M11), en tanto que la ruptura de las membranas
fetales se presentd en el 25.0% (M1, M2, M4, y M12). En el 8.3% se presento

simultaneamente datos clinicos de corioamnionitis y ruptura prematura de las

membranas fetales (M4). De las pacientes en las que los recién nacidos

desarrollaron datos clinicos de sepsis, el 25.0% presentaron datos de clinicos de

preeclampsia (M5, M8, y M9) de las cuales el 16.6% tuvieron preeclampsia severa

(M5, y M8) y el 8.3% de los recién nacidos presento restriccion del crecimiento
intrauterino (M5; tabla 3).
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7.2 Cuantificacion de las Hsp

La tabla 4 muestra la cuantificacion de la Hsp-27, y -60 en el suero de los

neonatos sanos a término, y de los neonatos con evidencias de sepsis.

Tabla 4 Cuantificacion de las Hsp en el suero de los neonatos.

Sanos a término Sepsis p
(n=23) (n=12)
HSP (pg/mL)
-27 0.045+0.024 0.018+0.007 =0.004
-60 13.6945.3 23.6+3.1 <0.001

Proteinas de choque térmico (HSP); los valores se presentan como la media + DE.

7.2.1 HSP-27

La concentracion de la Hsp-27 en los neonatos sanos fue de 0.045+0.024 pg/mL
la cual disminuyo significativamente 2.5-veces con respecto a los neonatos con
sepsis (p =0.004; tabla 5).

7.2.2 HSP-60
La concentracion de la Hsp-60 en los neonatos sanos fue de 13.69+5.3 pg/mL la

cual aumento significativamente 1.7-veces con respecto a los neonatos con

sepsis (p <0.001; tabla 5).

7.3 Cuantificaciéon del TNFa

La concentracion del TNFa en los neonatos sanos fue de 2.94+0.46 pg/mL la cual
aumento significativamente 3.0-veces con respecto a los neonatos con sepsis (p
<0.001; tabla 5).

34



8.0 DISCUSION

Se ha demostrado que las proteinas de choque térmico de 60- y 70-KDa
aumentan en pacientes pediatricos con choque séptico y han sido asociadas con
el incremento en la respuesta inflamatoria (15); sin embargo, no se conoce el
perfil de secrecion de las HSP en neonatos prematuros con evidencias clinicas de
sepsis. Los principales resultados obtenidos en el desarrollo del presente estudio
son 1) la HSP-27 disminuyé su concentraciéon en los recién nacidos con
evidencias clinicas de sepsis con respecto a lo recién nacidos sanos a término
(tabla 5); 2) la HSP-60 y -70 aumentaron en los recién nacidos con evidencias de
sepsis con respecto a los recién nacidos sanos (tabla 5); 3) en los recién nacidos
prematuros el hemocultivo fue positivo en el 33.3% del total de las muestras
analizadas (4/12) y en todos los casos de recién nacidos con sepsis se obtuvo
valores de las HSP (tabla 6); y 4) al comparar la concentracion de las HSP de los
recién nacidos con hemocultivo negativo y positivo no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos.

Se ha determinado una funcién diferencial entre la Hsp-27 y la Hsp-60. La
HSP-27 esta involucrada con la proteccion celular reduciendo la produccion de
moléculas asociadas con el estrés oxidativo, apoptosis y de la respuesta
inflamatoria mediante el incremento en la expresion del inhibidor de la proteina del
factor de transcripcion kappa-beta (NFKB) (44,65).

Nuestros resultados demuestran que la concentracidn de la Hsp-27 en recién
nacidos sanos a término fue de 0.045+£0.024 pg/mL la cual disminuy6 en los casos
de los neonatos con evidencias clinicas de sepsis temprana (tabla 5). La figura 3
indica un modelo de accion integral de las Hsp tanto en la respuesta anti y
proinflamatoria. Se ha demostrado que el trabajo de parto activa la respuesta
inflamatoria lo que reduce la expresién de la Hsp-27 (39,62, 67). Al separar a las
pacientes a término con y sin trabajo de parto se reduce la concentracidon de la
Hsp-27 (0.02+0.007) lo que activa el perfil de expresion de la Hsp-60 y -70 a

20.3+3.1 y 7.0£1.11 respectivamente (datos no presentados), de manera similar
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observamos la disminucidén en la concentracion de estas proteinas en los casos

de los recién nacidos con sepsis (tabla 5).
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figura 3. Interaccion de las Hsp y la respuesta inflamatoria. (A) En el suero de los
neonatos sanos a término (37 sg) sin trabajo de parto la HSP27 favorece la expresion de la
proteina inhibidora (Ikkf) asociada al activador transcricpcional delfactor nuclear (NFkp)
reduciendo la secrecion de la interleucina (IL) de tipo 1-B y del factor de necrosis tumoral
tipo alfa (TNFa). Se ha reportado que la HSP-27 aumenta la expresion del inhibidor tisular
de las metaloproteasas (TIMP9 inactivando la accion colagenolitica de la MMP-9. (B) La
activacion del trabajo de parto reduce la expresion de la HSP27 y aumenta la expresion de
la HSP60 y HSP70 (tabla 5) lo que ha sido asociado con la expresion del NFk[
aumentando la secrecion de la IL-18, TNFa y de la MMP-9. (C) En los neonatos con
evidencias de sepsis tiene el mismo perfil de regulacion que en el trabajo de parto; sin
embargo, este proceso se inicia en la semana 32 de gestacion.
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9.0 CONCLUSIONES

Con estos resultados demostramos que es factible cuantificar a las HSP en el
suero de los recién nacidos y que el desarrollo de sepsis en recién nacidos
modula de manera diferencial la expresion de las HSP como en el caso de los

neonatos sanos a término con trabajo de parto activo.
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ANEXO 2
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