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1. Resumen

Introduccién:

La sepsis es la via final comun de todas las infecciones graves. Ocurre por una respuesta
desregulada del hospedero ante una infeccion. La resucitacién hidrica con cristaloides es
parte fundamental del tratamiento en sepsis para estabilizar la hemodinamia. Los datos
actuales son insuficientes para recomendar un tipo de cristaloide especifico. No se conocen
las alteraciones que producen los diferentes tipos de cristaloides en el endotelio y su
glicocélix (capa rica en carbohidratos que cubren la célula endotelial). El objetivo de esta
investigacion fue estimar la asociacion entre las alteraciones en la integridad del endotelio
y su glicocdlix en nifios con sepsis y el tipo de cristaloide utilizado en reanimacién hidrica.
Disefo: Estudio de cohortes prospectivo en nifios criticos con sepsis que recibieron bolos
de cristaloides balanceados (SB) o no balanceados (SNB), entre enero-julio del 2021.
Materiales y Métodos: Se determin6 el compromiso del glicocalix endotelial midiendo la
region limite perfundida (PBR - pardmetro inverso de las dimensiones del glicocalix),
usando videomicroscopia sublingual, y los niveles de biomarcador plasmatico (sindecano-
1, endocan). Se estim6 aumento de la permeabilidad endotelial (angiopoietina-2 [Ang-2]) y
la presencia de apoptosis (anexina) en los grupos. Todas las mediciones se realizaron
antes, a las 2, 6 y 24 horas luego del uso de cristaloides. Se realiz6 regresion logistica
binaria controlando factores de confusion. Se consider6 una p<0.05 como significativa.
Resultados: Se incluyeron 66 nifilos con mediana de 7.5 afios (RIQ 0.66-14.01). El 48.5%
(32/66) recibieron SB y el 51.5% (34/66) SNB. Antes del bolo de cristaloide, se observo
mayor dafo del glicocélix endotelial en nifios con choque séptico, frente a nifios con sepsis
(RR 4.14 1C95% 1.17-14.65; p=0.04). A las 6 horas de administrar SNB, se observé mayor
dafio del glicocélix (RR 5.13; 1C95% 1.46 — 18.08; p=0.01) comparada con las SB.
Adicionalmente, menor tendencia al descenso del sindecano-1 en el grupo de SNB (4% vs
10.4%; p=0.08), sin diferencias en el endocan (p=0.84). En el grupo de SNB también se
encontr6 elevacion de anexina (RR 7.61; IC 95% 1.59-36.48; p<0.01) que se
correlacionaron con un PBR ajustado al flujo del capilar (rho 0.4; p<0.05). El grupo de SNB
cursé con incremento de la acidosis metabdlica hiperclorémica asociada a elevacion del
sindecano-1 (RR 4.88; 1C95% 1.23-28.08; p=0.05) y a lesion renal aguda (RR 1.7; 1C95%
1.12-3.18; p=0.05). Controlado por factores de confusion (severidad de sepsis, score
vasoactivo, escala de mortalidad PIM-2), el uso de SB tiene menos riesgo de dafio del
glicocalix endotelial (ORa 0,23; IC95% 0.06-0.82; p=0.02) con respecto a SNB. Se encontrd
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mayor dafio del glicocalix en nifios con hipoalbuminemia (p=0.01), delta CO, mayor a 6
(p=0.03), dimero D elevado (p=0.05) y en quienes fallecieron (p=0.03).

Conclusion: En niflos con sepsis se observa pérdida importante de la integridad del
glicocalix endotelial. Este dafio empeora en los pacientes que reciben soluciones no
balanceadas como liquidos de reanimacion hidrica. EI compromiso endotelial y del
glicocdlix en quienes recibieron estas soluciones se asocié a aumento de la permeabilidad

vascular, acidosis metabdlica hiperclorémica, lesion renal aguda y muerte celular.

Palabras clave: endotelio, fluidoterapia, matriz extracelular, permeabilidad vascular,

proteoglicanos.



2. Formulacién del problema
2.1 Planteamiento del problema

La sepsis es una causa importante de morbimortalidad pediatrica, a pesar de los avances
realizados en las estrategias de deteccién e intervencién temprana. En efecto, este
sindrome afecta a uno de cada cuatro nifios que ingresan a terapia intensiva, con una cifra
de mortalidad cercana al 25%, de acuerdo al sitio de ocurrencia (1). En esa medida, la
reanimacion hidrica constituye una de las estrategias terapéuticas mas importantes
empleadas en pacientes que cursan con sepsis, puesto que permite optimizar la presion de
perfusion tisular y mejorar la entrega de oxigeno a los tejidos. Dicha estrategia involucra el
empleo de cristaloides balanceados y no balanceados. Estas soluciones estan indicadas
en pacientes que tienen signos de mala perfusién, tanto de la macrocirculacion como de la
microcirculacion (2).

A nivel de la microcirculacién, el 6rgano que se afecta en las etapas iniciales de la
enfermedad es el endotelio. Esta estructura juega un papel fundamental en la fisiopatologia
de la sepsis pues se lesiona por los procesos inflamatorios y hemostaticos asociados a esta
condicion (2). Por ejemplo, gran parte de los mediadores inflamatorios que se liberan en la
sepsis (e.g. leucotrienos, tromboxano A2, factor de necrosis tumoral alfa, factor activador
de plaquetas) ocasionan cambios estructurales del endotelio que inducen vasodilatacién,
aumento de la permeabilidad vascular y la extravasacion de liquidos al espacio intersticial
(2,3). La consecuencia mas importante de estos fenédmenos es un estado de hipovolemia
relativa (i.e. sin pérdidas aparentes) que favorecen la mala perfusion periférica, lo que lleva
a hipoperfusion tisular y falla organica en nifios con sepsis (3-9).

En todos los vasos sanguineos, el endotelio se encuentra cubierto por una capa rica en
carbohidratos cargados negativamente que se conoce con el nombre de glicocélix (10).Esta
capa, ubicada en la superficie luminal del endotelio, esta constituida por proteoglicanos
(PG), glicosaminoglicanos (GAG) y glicoproteinas (11). Desde la perspectiva funcional, el
glicocdlix no solo se comporta como una capa protectora de la célula endotelial, mas alla
de ello, esta estructura regula la permeabilidad de diversas moléculas desde y hacia el
espacio intersticial. Adicionalmente regula los procesos asociados a la filtracién glomerular
y, ademds, es un elemento fundamental para la mecanotransduccion vascular (i.e.
deteccion y transduccion de fuerzas mecanicas) (12). De la misma manera, regula el

hematocrito (i.e. flujo sanguineo hacia los capilares), los procesos de adhesién celular al



endotelio (i.e. de plaquetas y leucocitos) y la hemostasia sosteniendo un fenotipo
antiadherente de esta estructura (11-13).
Por otra parte, en poblacion adulta en fases iniciales de la sepsis, con frecuencia, se
observa que el endotelio y su glicocalix se lesionan (13). Determinar si existe lesién de esta
estructura, de manera directa o indirecta, se convierte en un objetivo fundamental para
conocer el grado de compromiso de la microcirculacion en esta enfermedad. Sin embargo,
el glicocdlix no puede ser observado (i.e. medido) de manera directa. Por este motivo, se
han desarrollado técnicas especiales que emplean un videomicroscopio intravital en tiempo
real, las cuales permiten visualizar el espacio que existe entre los eritrocitos y el endotelio
en los vasos sublinguales y retinianos; de este modo, se puede determinar la amplitud que
corresponde al glicocalix. Adicionalmente, la integridad de esta capa puede evaluarse a
través del uso de biomarcadores plasmaticos que se liberan a la circulacién sistémica
cuando existe dafio en su estructura (14).
En este sentido, se ha encontrado que la elevacién de la concentracion plasmética del
sindecano-1 y del endocan se relacionan directamente con el dafio y la pérdida de la
integridad del glicocalix endotelial. Se han reportado alterados en estudios preclinicos y en
adultos con trauma (15), sepsis (16) diabetes y también en pacientes en estados de
hipervolemia (17,18). Ilgualmente, para evaluar la microcirculacion de manera integral en
pacientes con sepsis, es importante medir biomarcadores que indiquen dafio especifico de
la célula endotelial, como es el caso de la angiopoietina-2. Esta proteina, en condiciones
de inflamacién como la sepsis, es un marcador util de activacion endotelial y aumento de la
permeabilidad vascular (19). Otro biomarcador que indica activacion endotelial vy
especificamente el inicio de la muerte celular es la anexina A5. Se ha encontrado que esta
elevada en pacientes con sepsis como indicador de inicio de la respuesta inflamatoria y del
dafio celular (20-22).
En ese orden de ideas, la medicién in vivo de la microcirculacion y de los biomarcadores de
lesion del glicocalix (sindecano-1, endocan), asi como de dafo endotelial (angiopoietina-2,
anexina A5), no solo resultan de utilidad para determinar compromiso de la microcirculacién
en pacientes con sepsis, sino que podrian ser empleados como biomarcadores predictivos
de respuesta al tratamiento en estos mismos nifios. Adicionalmente, consideramos que las
intervenciones terapéuticas encaminadas a estabilizar la presién de perfusion tisular, de las
cuales el uso rutinario de reanimacién hidrica con cristaloides es un tipo, podrian afectar la
integridad endotelial y del glicocalix. Podrian existir varias causas que expliquen este dafio.
Dentro de ellas, el cambio del microambiente endotelial y del glicocdlix relacionado con la
10



acidosis metabdlica e hipercloremia que inducen algunas de estas soluciones. A este
respecto, en ensayos clinicos de adultos y estudios observacionales en pediatria, se ha
encontrado una importante asociacion entre el uso de cristaloides no balanceados,
presencia de falla renal aguda y necesidad de terapias de reemplazo renal (23-26). Pero,
no se conoce cual es la explicacion biolégica de estos fendmenos. Tampoco se sabe si los
efectos secundarios relacionados con el uso de estas soluciones (e.g. la mayor frecuencia
de acidosis metabdlica hiperclorémica, previamente descrita) estén relacionados con
alteracion del endotelio y su glicocalix (24,25).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, es momento de decir que la reanimacion hidrica
con cristaloides esta siendo cuestionada en lo concerniente a su compaosicién (23). Ademas,
los efectos de esta estrategia terapéutica sobre la integridad endotelial y del glicocalix en
nifios con sepsis son desconocidos. Por supuesto, esta ausencia de conocimiento repercute
en el establecimiento de lineamientos objetivos para el desarrollo de la practica clinica.
Hasta el momento, las recomendaciones en las guias de sepsis, sobre el tipo de cristaloide
gue debe usarse en reanimacién hidrica, estan basadas en la opinion de expertos, dado
gue los ensayos clinicos de adultos y estudios observacionales en pediatria han arrojado
resultados contradictorios (23-26).

Adicionalmente, el potencial dafio de los cristaloides sobre el glicocalix endotelial se ha
observado en estudios preclinicos, pero no se ha evaluado en seres humanos y existe este
vacio del conocimiento. Asimismo, el dafio del glicocalix endotelial tendria varias
consecuencias clinicas relacionadas con la pérdida de sus funciones fisiologicas. Por
ejemplo, se incrementaria el edema intersticial observado en nifios con sepsis y, ademas,
se maghnificaria la respuesta inflamatoria sistémica, el estado protrombético y la muerte de
las células del endotelio vascular en nifios con esta condicién (3,7). Todos estos fendmenos
se han asociado a incrementos en la frecuencia de falla organica multiple y mortalidad
(3,23,27).

Por tal motivo, este trabajo pretende estimar las alteraciones en el glicocalix endotelial y su
integridad (in vivo y a través de biomarcadores), en el contexto de la reanimacioén hidrica
con cristaloides balanceados y no balanceados en nifios sépticos que son ingresados a una

unidad de cuidados intensivos pediatricos de un hospital universitario.
2.2 Justificacion

Para empezar, la sepsis constituye uno de los problemas de salud mas importantes, pues

se calcula que es la responsable del 7% del total de muertes infantiles a nivel global. (25)
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Esta condicién ocurre en uno de cada cuatro pacientes que ingresan a cuidados criticos,
afectando a cerca de 1.2 millones de nifios cada afio (7). La mortalidad por sepsis en este
grupo etario es variable, oscilando entre el 4% y el 50%, dependiendo de la severidad de la
enfermedad, los factores de riesgo y la localizacion geogréfica (7). En paises de altos
ingresos, investigaciones recientes sugieren menor mortalidad (31.7%), cuando se
compara con paises de medianos o bajos ingresos (19.3%). Particularmente, cuando afecta
a nifios en Africa (7.89 veces), Asia (3.8 veces) y Suramérica (2.9 veces) existe mayor
riesgo de morir, cuando se compara con los nifios con sepsis en Norteamérica (27).
Ademas, constituye un problema econémico que consume una cantidad importante de
recursos del sistema de salud que, por ejemplo, para el caso de Estados Unidos es de
alrededor de 4.000 millones de ddlares al afio (27).
El estudio SPROUT, por su parte, ha realizado una descripcion detallada del
comportamiento de esta enfermedad en la poblacion infantil (1). Esta investigacion
multicéntrica (en la que participaron 26 paises y 128 unidades de Cuidado Intensivo
Pediatrico) fue realizada entre el afio 2013 y 2014, y evalu6 a 6.925 pacientes con sepsis,
observando una cifra de mortalidad global del 25%. Se encontré que las intervenciones
inadecuadas (reconocimiento tardio, reanimacién hidrica sin metas claras e inicio no
oportuno de antibidticos) derivaron en el desarrollo de falla multiorganica en el 30% de los
pacientes. Adicionalmente, un 17% de los nifios que sobrevivio al proceso experimentd una
discapacidad moderada a corto plazo, predominantemente de tipo respiratoria,
hemodinamica y neuroldgica.
En Colombia, Jaramillo-Bustamante y cols. (28) reportaron un comportamiento
epidemiolégico similar de la enfermedad. La tasa global de mortalidad estimada fue del
18%, considerando los principales factores de riesgo asociados a este desenlace, a saber,
ser menor de dos afios, presencia de choque o falla organica multiple y etiologia bacteriana.
Aligual que el estudio SPROUT, en este estudio la presencia de secuelas o de discapacidad
moderada fue frecuente, afectando a cerca del 15% de los nifios estudiados.
En esa medida, dada la carga de morbimortalidad asociada a la sepsis, las secuelas
frecuentes y los costos relacionados con su atencion, tanto el diagndstico temprano como
la implementacion oportuna y adecuada del tratamiento resultan de vital importancia para
modificar el curso clinico de la misma (29). Estas intervenciones se han descrito como un
paguete de medidas o Bundle de sepsis que incluyen oxigenoterapia, reanimacién hidrica
precoz, asi como la administracion de vasoactivos y antimicrobianos de manera rapida (30).
En lo que respecta a la reanimaciéon hidrica, esta tiene por objetivo mejorar la perfusiéon
12



tisular a través de la administracion de cristaloides (balanceados o no) y/o coloides, y es
considerada un pilar fundamental en la estrategia terapéutica dirigida a controlar y modificar
el curso clinico de la enfermedad.
Sin embargo, dicha intervencion podria tener efectos adversos relacionados con sus
condiciones de administracion (e.g. composicion, dosis y tiempo), los cuales podrian
explicarse por la interaccion de los cristaloides con el endotelio vascular (3). Para aclarar
este vacio del conocimiento buscamos realizar esta investigacion. En efecto, diversos
estudios han demostrado que ciertos tipos de cristaloides empeoran la condicion clinica de
los pacientes, debido a que se magnifica la respuesta inflamatoria y, con ello, se produce
un incremento de la vasodilatacion y la permeabilidad vascular (23,24). Esto en definitiva
tiene un efecto negativo en la perfusion tisular de algunos érganos vitales. Asimismo, la
reanimacion hidrica podria generar un estado de hipervolemia relativa, particularmente en
pacientes con disfuncion miocardica de base, llevando a estos nifios a sufrir edema
pulmonar, falla respiratoria hipoxémica y muerte (31).
Con base en ello, se requiere de evidencia cientifica que permita revisar los lineamientos
sugeridos en las guias de practica clinica con respecto al tratamiento de la sepsis en nifios
(como aquellos construidos por la Sociedad Americana de Cuidado Critico).
Particularmente, construir evidencia con aproximaciones basadas en la medicién de las
alteraciones en la microcirculacién relacionadas con el uso de cristaloides y sus efectos
sobre los desenlaces clinicos en nifios con sepsis (7). Es valido resaltar que esta estrategia
es innovadora, desde cualquier punto de vista, dado que la aproximacién hasta ahora ha
sido siempre basado en el analisis del compromiso de la macrocirculacién. Consideramos,
gue realizar una aproximacién mas holistica en la cabecera del paciente, que incluya en
andlisis del dafio de la macro y microcirculacion permitiria tener una aproximacion mas
integral al compromiso hemodindmico en nifios con sepsis.
Este nuevo enfoque, desde la microcirculacién, permite fortalecer la medicina translacional
(entre las biociencias y las ciencias clinicas) buscando explicaciones biolégicas que
relacionen el dafio del endotelio y su glicocalix como una de las explicaciones de los efectos
adversos relacionados con el uso de algunos cristaloides que han encontrado los ensayos
clinicos de adultos (26). Al aclarar estos aspectos buscamos racionalizar las intervenciones
relacionadas con la reanimacioén hidrica y asi contribuir a modificar guias de practica clinica
gue mejoren los resultados de los nifios con sepsis (7,25).
Por lo tanto, buscamos determinar, dentro de la historia natural del dafio del glicocéalix en
nifios con sepsis, cual es la asociacion del uso de estos cristaloides con alteraciones a nivel
13



de endotelio y su glicocalix, por medio de la medicién con videomicroscopia sublingual in
vivo del mismo y de algunos biomarcadores plasmaticos liberados durante su lesion.
Esperamos que los resultados de esta investigacion proporcionen mejores herramientas a
los clinicos para establecer cual es la mejor estrategia posible de reanimacion hidrica, y de

esta forma, mejorar los desenlaces clinicos en nifios con sepsis.
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3. Pregunta de investigacion

¢,Cual es, en la historia natural de nifios con sepsis que son sometidos a reanimacion hidrica
con cristaloides balanceados y no balanceados, la asociacion entre el tipo de cristaloide
utilizado y la integridad del endotelio vascular, su glicocélix y el curso clinico durante su

estancia en Cuidado Intensivo Pediatrico?
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4. Marco teorico

4.1 Introduccioén

La sepsis es uno de los problemas infecciosos mas frecuentes en nifios y una de las
principales causas de morbimortalidad (32). Es una condicibn compleja con compromiso
sistémico que se caracteriza por afectar a todos los grupos etarios, desde la etapa neonatal
hasta la edad adulta, con consecuencias funcionales graves y con un consumo
considerable de recursos propios del sistema de salud. La reanimacion hidrica con
cristaloides es un pilar fundamental en el manejo de la condicién, la cual busca optimizar la
entrega de oxigeno y evitar que la enfermedad progrese.

El endotelio, por su parte, es el principal encargado de mantener estos liquidos en el
espacio intravascular; sin embargo, con frecuencia es uno de los 6rganos que primero se
ve afectado por los procesos inflamatorios, protromboticos y fibrinoliticos asociados a la
sepsis (2). Un componente fundamental dentro de la estructura endotelial, que ayuda a
cumplir sus funciones, es el glicocalix. Esta pequefia capa que recubre el lado intraluminal
del endotelio se encarga, entre otras funciones, de evitar el paso de liquidos del espacio
intravascular al extravascular. De acuerdo con recientes descripciones, este se ve afectado
en los pacientes sépticos, lo que explicaria las alteraciones vasculares y la extravasacion
de liquido frecuentemente observadas. A continuacién, se describiran las caracteristicas
del endotelio, el glicocalix endotelial, la sepsis y sus controversias, especificamente con el

uso de la reanimacion hidrica.
4.2 Endotelio vascular

El endotelio vascular es una pequefa capa de células que recubre el lado endoluminal de
los vasos sanguineos (2). En un individuo normal, si se pudiera aislar todo este érgano de
manera selectiva, tendria un peso de 1 kg y un area de 1 m? a 7 m?. Su nombre proviene
del griego endo, que significa dentro, y thelio, que significa curva o bucle. Ha pasado de
considerarse una simple capa celular de los vasos sanguineos a darsele la importancia que
realmente tiene como érgano responsable del tono vascular, la hemostasia y el intercambio
de solutos y liquidos con la célula (33). La disfuncion del endotelio es responsable de
enfermedades tan graves y sistémicas como la ateroesclerosis, la sepsis, la diabetes, la

hipertension arterial y la trombosis, entre otros.
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Como se ha mencionado, su principal funcion es mantener el flujo sanguineo sistémico y la
perfusidn tisular a través de la regulacion del diametro de los diferentes vasos sanguineos,
de modo que controla el tono vascular mediante la produccion de 6xido nitrico, prostaciclina
y factor hiperpolarizante del endotelio que son vasodilatadores. Estas sustancias estan en
intimo equilibrio con otro grupo de moléculas mediadoras de la vasoconstriccion tales como

la endotelina-1, la angiotensina Il y el tromboxano A2 (33).

4.2.1 Estructura del endotelio vascular

Tal y como se ha descrito antes, el endotelio es el responsable de formar la capa interna
de los vasos sanguineos. Esta constituido por células endoteliales, que generalmente son
planas, aunque pueden ser cuboides, y con un grosor variable que va de 0.1 um en
capilares y venas, hasta 1.0 um en la aorta, la arteria mas importante del organismo (34,35).
Estas células estan fuertemente unidas para cumplir su funcién, a través de complejos

multiproteicos llamados uniones intercelulares.

Ahora bien, existen varios tipos de uniones intercelulares, pero las mas importantes en el
endotelio son las uniones fuertes u ocluyentes, llamadas zona occludens, y las uniones
débiles o adherentes denominadas zona adherens. Las primeras estan constituidas por
proteinas como las claudinas, las ocludinas y las moléculas de adhesion intercelular. La
zona adherens, por el contrario, solo esta constituida por una proteina transmembrana
denominada cadherina. El transporte de la célula endotelial hacia el espacio intersticial
normalmente se realiza por via paracelular en el 90% de los casos, y por via transcelular
en el 10%, todo ello mediante un nimero importante de vesiculas y caveolas ubicadas a lo
largo de la superficie luminal de la célula, que son capaces de moverse a la cara basal de
la misma para cumplir con su funcion (36).

El endotelio esta cubierto por una fina capa similar a un gel denominado glicocalix. Esta
estructura es la responsable de contribuir a que el endotelio cumpla la mayoria de sus
funciones y esta distribuida en todos los 6rganos de la economia corporal de manera
continua, discontinua o fenestrada, lo que le permite regular en mayor o menor medida el

paso de liquidos y moléculas al espacio intersticial.
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4.2.2 Ultraestructura del glicocdlix endotelial

El glicocalix es una fina capa que recubre el interior de los vasos sanguineos de los seres
humanos, desde los capilares hasta las arterias y venas, formando asi una interface entre
las células endoteliales y el flujo sanguineo (13,37). Fue descrito inicialmente por Luft en
1966, cuando se pudo observar mediante el uso de la microscopia electrénica y tinciones
especiales, como el rojo de rutenio y el azul de anciano; con el primero, se observa como
un material amorfo o grumoso, mientras que con el segundo tiene la apariencia de una
malla de finos filamentos (ver Figura 1) (38).

Asimismo, constituye una porcion estructural del endotelio que contribuye de manera
fundamental a mantener la integridad del mismo (39); su grosor puede cambiar
dependiendo de su ubicacién y los vasos sanguineos estudiados, pero suele oscilar entre
0.1 y 1.0 ym. En cultivos de células endoteliales se ha logrado aislar desde la primera
semana. En modelos animales, tanto en condiciones fisiolégicas como en aquellas de
indole patoldgico (tal y como aquellas en pacientes sépticos), se ha observado que, luego
de su lesion aguda, se necesitan de cinco a siete dias para su restauracion endogena y
recupere su funcionalidad (40).

El glicocalix estd constituido por proteoglicanos (PG), glicosaminoglicanos (GAG) y
glicoproteinas que constituyen los componentes no solubles dependientes de la célula
endotelial (41). Dentro del componente proteoglicano, entre un 50% al 90% corresponde a
aquellos derivados del heparan sulfato (e.g. sindecanos, glipicanos, perlecanos), los cuales
estdn anclados a la célula endotelial a través del dominio transmembranal de su core
proteico (ver Figura 2) (13,37). Ademas, estos se consideran el eje principal del glicocalix,
alos cuales estan unidas las cadenas de GAG que llevarian a la produccién de PG solubles,
los cuales estan ubicados en la parte superior de esta estructura. Cabe decir que el 4cido
hialurénico es un GAG no sulfatado que se encuentra en la parte mas superficial del
glicocalix (no esta unido a las proteinas del nlcleo) y no se considera que haga parte de la
columna vertebral de los PG, siendo sintetizado y degradado a una velocidad de 5 gr por
dia (42-44).
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Figura 1. Representacion del glicocalix endotelial. Cortesia y con autorizacion de Van den
Berg BM, Nieuwdorp M, Stroes ESG, Vink H. Endothelial luminal glycocalyx: Protective

barrier between endothelial cells and flowing blood. In: Aird WC, editor. Endothelia

Los GAG contienen varios sitios de union para proteinas derivadas del plasma y se
considera que pequefias modificaciones bioquimicas de este puede tener consecuencias
funcionales importantes, particularmente en circunstancias que pueden llevar a disminuir el
grosor del glicocalix. EI componente de glicoproteinas estd dominado por moléculas de
adhesion (e.g. selectina-E, selectina-P, integrinas), asi como complejos proteicos
relevantes en hemostasia (complejo glicoproteina Ib-IX-V que se une al factor de von
Willebrand y a la P-selectina), mediando la interaccion de las plaquetas con las células
endoteliales activadas (45). La Figura 2A que se va a presentar a continuacion representa
al glicocalix sano y su relacion con algunas células intravasculares, mientras que la Figura
2B es una magnificacion de la imagen anterior, en la que se observa la estructura

microscopica y los componentes del glicocalix.
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Figura 2. Aproximacion a representacion grafica del glicocalix. A. Representacién grafica
del glicocdlix normal y su relacién con proteinas y células. B. Estructura del glicocalix
representando sus principales componentes como sindecano, GAGs (glicosaminoglicanos)
y glicoproteinas. ALB (albumina). Figura original de los autores. Tomado de Pediatric
Critical Care Medicine 2020; 21:e291-e300.

Adicionalmente, el glicocdlix tiene un componente soluble que interactida con aquellos
anclados a la célula endotelial, estando en un equilibrio dinamico con el flujo sanguineo,
segun sean las condiciones especiales del microambiente, como el pH y la produccion del
componente insoluble por la célula endotelial (42). El componente soluble del glicocalix esta
constituido por un amplio rango de moléculas como proteinas y proteoglicanos que son
producidos por el endotelio o vienen de la circulacion sistémica. En esa medida, pueden
ligarse al componente unido a la célula endotelial a través de receptores o enzimas
(receptor del factor de crecimiento de fibroblastos, lipoproteina lipasa y lipoproteinas de
baja densidad), o también uniéndose a los GAG, en particular al heparan sulfato, que
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contiene abundantes sitios de unidn para proteinas, en virtud de sus patrones especificos
de sulfatacion (46,47).

4.2.3 Funciones del glicocélix endotelial

Desde la perspectiva funcional, el glicocalix no solo se comporta como una capa protectora
de la célula endotelial, ya que regula la permeabilidad de diversas moléculas desde y hacia
la célula endotelial, asi como los procesos asociados a la filtracién glomerular. Ademas, es
un elemento fundamental para la mecanotransduccién vascular (i.e. deteccién y
transduccién de fuerzas mecénicas) (48), al igual que actua en la regulaciéon del hematocrito
(i.e. flujo sanguineo hacia los capilares), los procesos de adhesion celular al endotelio (i.e.
de plaquetas y leucocitos) y la hemostasia (20,24-27), como se explica a continuacion.
Una de las funciones mas importantes que cumple el glicocélix endotelial es la regulacion
de la permeabilidad al agua y a los solutos (2, 20, 49). En efecto, Van Haaren y Cols.
demostraron que esta estructura es la responsable de los cambios en la permeabilidad del
agua, inducidas por fuerzas de tensién; por lo que su integralidad es la responsable de
proteger del edema (50). De la misma manera, Heinrich y cols. han demostrado que algunas
citoquinas proinflamatorias (como el factor de necrosis tumoral alfa, que se encuentra
elevado en pacientes con sepsis) pueden lesionar el glicocdlix, contribuyendo a incrementar
la permeabilidad vascular y afectando la perfusion tisular (51).

Por otra parte, se sabe que el glicocélix tiene un papel clave en la mecanotransduccion de
las fuerzas inducidas por el flujo sanguineo en las células endoteliales, particularmente de
estrés y fuerzas de cizallamiento, las cuales son determinantes de la morfologia y
funcionalidad del endotelio (43,52,53). Lo que han encontrado las investigaciones en
modelos animales, es que esta funcion la realizan todos los componentes del glicocalix. No
obstante, el heparan sulfato y el acido hialurénico tiene un papel fundamental en la
deteccion y amplificacion de las fuerzas de cizallamiento, tal y como lo evidenciaron
Mochizuki S y cols (23). Estos autores, empleando modelos caninos, demostraron que la
liberacion de éxido nitrico por la célula endotelial estaria regulada, entre otros, por el
glicocdlix y esto controlaria los cambios en la estructura del endotelio relacionado con las
fuerzas de shear-stress. Lo anterior indica que el glicocalix tendria efectos
vasculoprotectores, mediados por la liberacion de 6xido nitrico, favorecidos por estas
fuerzas de shear-stress, lo mismo que por la inhibicién de la adhesién leucocitaria y la
activacion de la coagulacion en diferentes circunstancias fisioldégicas y patolégicas, como

puede ocurrir en pacientes con sepsis (24,31,32).
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De la misma manera, el glicocalix regula el paso de macromoléculas, como las lipoproteinas
de alta densidad y la albumina, hacia el espacio extravascular (12, 30, 33). La parte mas
superficial del glicocalix tiene una carga negativa asociada a los GAG, que contienen gran
cantidad de grupos carboxilos y sulfatos. Muchas de las proteinas que se encuentran en el
plasma, como la albumina, tienen una carga negativa también, lo que haria que la capa de
glicocdlix genere repulsion electroestética, lo que a su vez evita su paso al espacio
intersticial; esta situaciéon esta influenciada, en parte, por el grosor del glicocalix, el cual
cambia de acuerdo con la regidn de los vasos sanguineos en la que se encuentre ubicado
(54). Recientemente, Ueda Ay cols., en cultivo de células endoteliales bovinas, encontraron
gue el paso de la albumina fuera del espacio intravascular, relacionado con aumento en las
fuerzas de shear-stress aplicadas de forma exdgena, dependen del grosor del glicocalix y
la carga negativa de la superficie (53).

De acuerdo con lo anterior, el glicocalix tiene un papel fundamental en el paso de liquido y
macromoléculas del espacio intravascular al espacio intersticial e intracelular, con un
importante espectro de manifestaciones clinicas cuando se encuentra alterado (55). Con su
descubrimiento, se replantet la teoria del capilar propuesta en 1886 por el fisiélogo britanico
Ernest Starling y ha permitido, de alguna manera, complementarla. En este sentido, con la
evidencia actual se considera que en los vasos sanguineos de alta presién intravascular se
mantiene el flujo sanguineo gracias a las estrechas uniones endoteliales y al gradiente de
presion oncotica que produce el glicocdlix, en virtud de su carga negativa de la superficie.
En sentido opuesto, en los vasos sanguineos de baja presion existe un intercambio
altamente efectivo de nutrientes y productos de desecho, debido al paso libre de los
constituyentes del plasma hacia las células, gracias a los bajos gradientes de presion

hidrostética y oncéticas determinados por el glicocélix (56).
4.2.4 Marcadores de dafio de la integridad endotelial
4.2.4.1 Marcadores de dafio al glicocalix

El glicocalix endotelial puede ser evaluado de manera directa e indirecta. In vivo el glicocalix
no puede ser observado de manera directa, por lo que se han desarrollado técnicas
especiales que permiten visualizar el espacio que existe entre los eritrocitos y el endotelio
de vasos sublinguales y retinianos; de esta manera, se determina la amplitud que
corresponde al glicocalix (43,44). Recientemente, se ha desarrollado un novedoso
videomicroscopio con software incorporado (Glycocheck System ® - Microvascular Health
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Solutions Inc 2014, Salt Lake City, UT, USA) que, utilizando los vasos sublinguales, permite
evaluar la microcirculacion al establecer la region limite perfundida (PBR de sus siglas en
inglés), la cual se relaciona de manera inversamente proporcional con el tamafio del
glicocdlix; en otras palabras, un PBR alto indica menor grosor del glicocalix. A este
respecto, se ha demostrado que el PBR se encuentra muy elevado en pacientes criticos al
comparar su valor con sujetos sanos (14) (ver Figura 3). En pacientes con sepsis se
considera que un PBR mayor de 2.0 um es indicativo de lesion severa del glicocalix
endotelial.

De igual manera, este videomicroscopio intravital para analisis en tiempo real evalGa vasos
de 5 a 25 micras de didmetro, utilizando una camara de campo oscuro (CapiScope ®, HVCS,
KK Technology Reino Unido) que emite diodos estroboscépicos (efecto 6ptico de iluminar
con destellos objetos que se mueven a gran velocidad) de luz verde que detectan los
glébulos rojos por reflexién. Asimismo, amplia 325 veces la imagen con resolucién de 720
pixeles y establece 23 cuadros por segundo. El software (Glycocheck System ® -
Microvascular Health Solutions Inc, Salt Lake City, UT, USA), realiza mediciones en
imagenes de alta calidad (en términos de movimiento, intensidad, enfoque). Para ello,
define segmentos vasculares de 10 um y graba 40 cuadros (300 segmentos de color verde
gue son aquellos con medicion completa ). El operador mueve la camara entre 5 a 10
posiciones diferentes y puede tomar hasta 3.000 segmentos vasculares. El software calcula
el indice limite de perfusion (PBR) que es el borde exterior de la luz que es perfundida y
cuyo valor mayor a 2.0 micras indica lesion severa del glicocalix. Adicionalmente, mide el
RBCW que es la concentracion y densidad de glébulos rojos pasando por el vaso
sanguineo, tal y como se muestra en la Figura 3. Esta medicion toma en promedio de 2 a
3 minutos. Mientras que el PBR es la regién limite perfundida, el RBCW corresponde al

ancho de los glébulos rojos.
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Figura 3. Utilizacion del Glycochek ® como dispositivo para medir in vivo el glicocalix. A.
Proceso de medicion del glicocélix a nivel sublingual con el videomicroscopio. B. Distancia
entre el glébulo rojo y el glicocalix descrito como PBR o region limite perfundida (por sus
siglas en inglés Perfusion boundary regién). C. Imagen tomada por el videomicroscopio de
capilares y vénulas. D. Lineas rojas indicando segmento vascular que el software no pudo
procesar y lineas verdes que son aquellas que fueron completadas y permitieron los

calculos del PBR. Tomado y traducido de referencia (14).

De la misma manera, se ha tratado de medir la lesion del glicocalix mediante la utilizacion

de biomarcadores plasmaticos que permitan establecer de manera rapida la presencia de

alteracion o no del mismo. A continuacion, se discuten los principales biomarcadores, tales
como el sindecano- 1, sindecano- 4, el endocan y el heparan sulfato.

1. Sindecano -1: Es uno de los proteglicanos mas importantes dentro de la estructura

del glicocalix; sus niveles circulantes en plasma se relacionan con dafio endotelial y

degradacion del mismo (45). Al respecto, Rehm y cols. investigaron las alteraciones

gue ocurrian en pacientes sometidos a cirugia de aorta ascendente con el

sindecano-1, y encontraron que en la fase de reperfusion temprana, luego del

arresto circulatorio, puede encontrarse un incremento en sus niveles séricos, que

puede ser 42 veces superior respecto a la linea de base (57). Gonzalez y cols.

obtuvieron hallazgos similares en pacientes con trauma, en quienes niveles de

sindecano-1 mayores a 40 ngr/ml han sido asociados a peores desenlaces, con

mayor necesidad de transfusiones, y a un mayor riesgo de mortalidad, frente a
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quienes las cifras no superan dicho nivel (58). Los valores fisioldgicos estan dentro
del rango de 8 ngr/ml a 256 ng/ml, debido al recambio permanente y la produccién
endotelial de todos los componentes solubles y no solubles del glicocalix. Sin
embargo, en pacientes con sepsis niveles mayores a 80 ng/ml se han
correlacionado con mayor severidad y compromiso multiorganico (47,48,59).
Sindecano-4: Es un proteoglicano que tiene funciones importantes relacionadas con
el mantenimiento de las uniones entre la célula y la matriz extracelular. La
interaccion entre estas dos, esthd mediada por los denominados focos de adhesion
gue son responsables de regular la migracion transcelular. Esta funcion se cumple
junto a las integrinas y, adicionalmente, el dominio intracitoplasmatico del
sindecano-4 activa varias vias de sefializacion mediadas por la via del fosfatidil-
inositol, protein quinasa, entre otros. Estudios en modelos animales han demostrado
la elevacion de sindecano-4 frente a estimulos inflamatorios e infecciosos, como la
presencia de lipopolisacérido de bacterias gram negativas, indicando activacion y
lesién por algunas metaloproteasas de matriz. Niveles séricos elevados se
correlacionan con la presencia de dafio del glicocalix y la pérdida de la funcién de
las moléculas de adhesion (47,48).
Heparan sulfato: es un proteoglicano que puede elevarse en pacientes criticos.
(31,48,49). Particularmente en pacientes con sepsis, se han encontrado niveles
cuatro veces superiores a los observados en controles sin infeccién, en
postoperatorio de neurocirugia (19). Por su parte, Nelson y cols. describieron la
elevacion del heparan sulfato en pacientes sépticos, la cual no se correlacioné con
los niveles plasmaticos de IL-6 o IL-10, ni con alteraciones de tipo cardiovascular ni
renal; no obstante, los niveles de heparan sulfato fueron tres veces mas altos en los
pacientes que murieron (18).
Endocan: Es un proteoglicano producido por la célula endotelial que hace parte de
los componentes solubles del glicocdlix y se ha encontrado elevado en pacientes
gue cursan con respuesta inflamatoria sistémica. Ademas, en pacientes con sepsis,
unos niveles mayores a 6.2 ngr/ml tienen una sensibilidad del 75% y especificidad
del 84% para predecir mortalidad, por lo que se constituye en un biomarcador
prometedor que relaciona la lesion del glicocalix y los desenlaces en pacientes
sépticos (36).
Heparanasa: Este biomarcador se ha encontrado elevado en pacientes con cancer
o en individuos con diabetes (58,59). Martin L y cols. encontraron niveles elevados
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de la enzima en 18 casos de pacientes con choque séptico desencadenado por una
infeccién bacteriana, en comparacién a los niveles de 10 controles sanos (55). Se
considera que, aunque puede ser un buen indicador de lesién del glicocalix, este es
inespecifico y deberia limitarse para algunos grupos particulares, como los

pacientes diabéticos.
4.2.4.2 Marcadores de dafo de la célula endotelial y muerte celular

Como se ha descrito, el endotelio cumple funciones importantes que permiten que la sangre
fluya con normalidad, se mantenga la hemostasia y es una de las primeras lineas de
defensa vascular ante agresiones. Estructuralmente, el endotelio puede ser discontinuo o
continuo; en este Ultimo, existen uniones intercelulares estrechas que son de dos tipos, por
un lado, uniones apretadas o zo6nula occludens (del inglés tight juntions) y uniones
adherentes o zonula adherente (del inglés adherens junctions), como se describid
previamente (18). En la zonula occludens participan las claudinas, las ocludinas y las
moléculas de adhesion.

En este sentido, cuando se alteran las uniones intercelulares, se incrementa la
permeabilidad vascular, con paso de liquidos, proteinas y células desde el espacio
intravascular al intersticial. Uno de los biomarcadores descritos para detectar el aumento
de la permeabilidad vascular es la angiopoietina-2 (Ang-2). Esta proteina es un factor de
crecimiento que interactta con el receptor de tirosin-kinasa (Tie-2). Tiene 496 aminoacidos
y comparte el 60% de aminoacidos con la angiopoietina-1 (Ang-1). A diferencia de esta, su
accién es autocrina y regula los efectos de la Ang-1 antagonizando el receptor.
Normalmente, su liberacion se aumenta por la accién de diferentes mediadores
inflamatorios y la trombina, lo mismo que en estados de hipoxia y en enfermedades
oncoldgicas (19).

En condiciones inflamatorias (e.g. sepsis), la Ang-2 se eleva e interactia con proteinas de
union intercelular endotelial (e.g. cadherina), inactivandolas y favoreciendo el aumento de
la permeabilidad vascular. Adicionalmente, promueve la angiogénesis, condicion asociada
a inflamacion aguda y cronica. Por lo tanto, la Angi-2 ha sido considerado un biomarcador
de activacion de la célula endotelial y de aumento de la permeabilidad vascular (19). De
hecho, los niveles de la proteina se han correlacionado de manera inversa con los niveles
de 6xido nitrico. Es decir, a mayor cantidad de 6xido nitrico, menor nivel de Ang-2. El exceso
de o6xido nitrico, induce vasodilatacion sistémica en sepsis, lo que seria una forma de

proteger el endotelio vascular para evitar aumento de la permeabilidad inducida por Ang-2
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ante el aumento de la vasodilatacion. En modelos animales se encontré que existia una
correlacion inversa entre los niveles de Ang-2 y el grosor del glicocalix endotelial. Al parecer,
tiene actividad de heparanasa en pacientes con sepsis e induciria degradacion del glicocalix
endotelial. En seres humanos, no se conoce las repercusiones que tendria la elevacion de
la Ang-2 en dicha estructura (19).

Por otro lado, la anexina A5 es una proteina plasmatica que tiene fuerte afinidad por la
fosfatidilserina, un fosfolipido de la membrana celular (20,21). Cuando la célula sufre muerte
celular programada (i.e. apoptosis) la fosfatidilserina se externaliza y, por ende, se une a la
anexina A5, lo que la convierte en un biomarcador de apoptosis. Particularmente en
enfermedades cardiovasculares y aquellas relacionadas con lesion endotelial posterior a
inflamacién y estrés celular (22). Al parecer, la anexina A5 también esta implicada en la
inhibicion de la coagulacion, pues compite con la protrombina por la unién de los sitios de

fosfatidilserina e inhibe la actividad de la fosfolipasa Al.
4.3 Sepsis pediatrica
4.3.1 Definicion

Antes de 1990 no se tenia una definicion unificada de sepsis, palabra derivada del latin que
significa “putrido” (60). Hasta ese momento, esta se conocia con diferentes nombres, entre
ellos: sindrome de sepsis, septicemia, choque séptico, etc. Por supuesto, esto dificultaba
el que se pudieran realizar estudios clinicos que fueran extrapolables a las diferentes
poblaciones. Fueron Rogers y cols. quienes, en abril de 1990, realizaron el primer consenso
sobre la definicién de sepsis en adultos, el cual fue extendido a la poblacién pediatrica; en
ese momento, se sugirié el término Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS)
como la base para definir la enfermedad, pero que podria ser explicado por muchas
entidades de tipo tumoral, traumético o infeccioso (61). Si este SRIS se asociaba a
hemocultivos positivos, entre otros criterios, se consideraba que el paciente cursaba con
sepsis. A esta definicion hoy se le llama Sepsis-1, para hacer referencia a que fue la primera
aproximacion de consenso para esta condicion. Con el propésito de impactar y mejorar los
desenlaces, incluyendo la disminucion de la mortalidad, en el 2007 se realizé el segundo
consenso denominado Sepsis-2 que buscaba actualizar conceptos, asi como definir
alternativas de prevencion o estrategias diagndésticas y terapéuticas con la mejor evidencia
disponible. Por aquella época, la mortalidad en las diferentes series oscilaba en adultos y

nifios entre el 30% y el 60% de acuerdo a la serie revisada (25,62).
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Ahora bien, en los pacientes pediatricos la definicibn de sepsis también ha venido
cambiando. Durante muchos afios se acept6 y extrapolé la definicion de adultos de Rogers
y cols. Pero, esto se replante en el afio 2005, cuando Goldstein y cols. construyeron la
definicion consenso que adapté el término a los pacientes en edad pediatrica y a sus
diferentes variables fisioldgicas; dicha definicion es aquella aceptada en la actualidad (63)
(ver Tabla 1). A pesar de los avances cientificos y el desarrollo de métodos de diagndstico
mas precisos y rapidos, la enfermedad sigue siendo uno de los problemas mas importantes
y frecuentes en los pacientes criticos, razon por la cual, en el afio 2014, se realiz6 una
nueva reunion que agrup6 a varias sociedades cientificas, en la que buscé actualizar la
definicién y revisar las estrategias diagndsticas o aproximaciones terapéuticas con objetivos
claros, como describiremos mas adelante. Por aquella época naci6 el concepto de Bundle
0 paquete de medidas que, realizadas en conjunto, tendrian un mayor impacto de aquel
obtenido si lo hicieran de manera individual; con esto se buscd reducir ain mas la

mortalidad y modificar el curso clinico de la enfermedad (64,65).
4.3.2 Epidemiologia

Hoy en dia, la sepsis en pacientes en adultos sigue siendo la principal causa de ingreso a
cuidados intensivos, con una mortalidad del 28% de acuerdo con la gravedad de
presentacion (26). Ademas, afecta a uno de cada cuatro pacientes pediatricos en cuidado
critico. La Sociedad Americana de Cuidado Critico ha realizado varias reuniones de
consenso en aras de mejorar la atencion e identificacion temprana de la sepsis para reducir
su mortalidad. La primera de ellas se realizd en el afio 2002, luego en 2007 y en el afio
2014, con resultados y conclusiones publicadas en el afio 2017, que indican que la
mortalidad infantil por sepsis pediatrica se redujo del 96% al 9%; cifra mucho menor que la
informada para la poblacion adulta (28%) (25). No obstante, la incidencia de la enfermedad
no ha cambiado en los ultimos 20 afios y sigue afectando de 0,5 a 0,8 nifios por cada 1.000
habitantes cada afio, solo en los EE.UU. (cerca de 42.000 casos / afio). Ademas, en este
pais se ha estimado que se realizan 100.000 consultas al afio por sepsis severa en los
servicios de urgencias y que el costo anual para el sistema de salud estadounidense,
derivado de la atencion de la sepsis pediatrica, es cerca de 50 millones de délares (27). Es
alli donde la intervencion oportuna, que depende de una deteccion temprana, asi como una
reanimacion hidrica adecuada, puede modificar el curso clinico de la enfermedad y lograr
reducir hasta un 50% de la mortalidad, de acuerdo con los hallazgos de Han y cols. (1).

Adicionalmente, utilizando estrategias de reconocimiento temprano, reanimacion hidrica
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adecuada, inicio rapido de antibiético y vasopresores, tal y como lo demostraron Fernandez
y cols., se logra una reduccién de 11.9 a 7.6 dias en la estancia hospitalaria y de 20.5% a
7.1% la necesidad de ventilacion mecanica en nifios con sepsis severa y choque séptico

gue consultan a urgencias (66).
4.3.3 Manifestaciones clinicas y criterios de severidad en sepsis

En muy importante tener en cuenta que la sospecha clinica y un examen fisico detallado
permiten detectar los signos precoces que indican que el paciente tiene un sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica en curso y que este se debe a una infeccion; es decir, que
esta cursando con sepsis (32). La presentacion clinica puede variar ampliamente
dependiendo de muchos factores, entre ellos: la edad del nifio, el foco de la infeccién, el
organismo responsable y las comorbilidades asociadas. Estos sintomas y signos pueden
ser bizarros y, con mucha frecuencia, no especificos. Por esta razén, se ha intentado
relacionarlos con signos que sugieran el denominado Sindrome de Respuesta Inflamatoria
Sistémica (SRIS) para delimitarlo. En nifios, este sindrome requiere la presencia de al
menos dos de cuatro criterios, de los cuales por lo menos uno debe ser fiebre o leucocitosis
(25,67) (ver Tabla 1).

Por otro lado, en poblacién pediatrica la presencia de taquicardia es uno de los signos mas
frecuentes e importantes, porque indica que el paciente esta intentando compensar su bajo
gasto cardiaco con un aumento de la frecuencia cardiaca. No obstante, la bradicardia suele
ser otra manifestacion y, con frecuencia, un signo ominoso de ritmo de colapso tipo asistolia
porque, cuando esta presente, significa que se han agotado todos los mecanismos
compensatorios adrenérgicos habituales. De la misma manera, la taguipnea suele ser
frecuente, pero puede ser explicada por un namero importante de problemas. Empero,
cuando es sostenida, asociada al uso de musculos accesorios de la respiracion y
acompafada de otros signos de SIRS, suele ser indicativa de que el paciente esta
intentando estabilizar un trastorno de oxigenacion severo con un aumento de la frecuencia
respiratoria, (61). En la medida en que la enfermedad avanza, sin ser identificada o
controlada, esta progresa a sepsis severa (ver Tabla 2), que es la presencia del sindrome
con disfuncién de un érgano, que suele ser cardiovascular o respiratorio, pero también
puede verse afectado el sistema hematoldgico, el renal, el neurologico y el tracto

gastrointestinal.
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Tabla 1. Definiciéon de Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SRIS) (68)

SIRS

La presencia de al menos dos de los cuatro siguientes criterios, uno de los cuales

debe ser anormalidad en temperatura o conteo de leucocitos.

Temperatura corporal de > 38.5°C 0<36 ° C.

Taquicardia, definida como frecuencia cardiaca > 2 SD por encima de lo normal para la edad,
en ausencia de estimulo externo, uso crénico de drogas, estimulos dolorosos u otras

circunstancias que la expliquen por un periodo de 30 minutos a 4 horas.

Para nifios menores de 1 afio, bradicardia, definida como una media de la frecuencia
cardiaca menor al percentil 10 para edad en la ausencia de estimulo vagal, B-bloqueadores

o enfermedad cardiaca congénita durante media hora.

Polipnea, definida como frecuencia respiratoria > 2 SD por encima de lo normal para la edad,
0 requerimiento de ventilacibn mecanica en un proceso agudo no relacionado con

enfermedad neuromuscular subyacente o la administracion de anestesia general.

Leucocitosis o leucopenia para la edad (no secundaria a quimioterapia) o > 10% neutrofilos

inmaduros.

Es fundamental agregar que, en la sepsis severa, el sistema cardiovascular suele estar
afectado y se caracteriza por la presencia de taquicardia asociada a signos de mala
perfusién, como es el caso de llenado capilar prolongado (mayor a dos segundos),
alteraciones del estado de consciencia, oliguria y/o pulsos centrales y periféricos débiles o

diferenciales que suelen responder a reanimacion hidrica cuando esta se inicia a tiempo.

Tabla 2. Definicion de severidad y caracteristicas clinicas de la sepsis (68)

Sepsis

SRIS en presencia de o como resultado de o ante sospecha o demostracion de infeccién.

Sepsis Severa o grave

Sepsis mas uno o mas de los siguientes sintomas:
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Disfuncion cardiovascular o Sindrome de Dificultad Respiratoria Aguda (SDRA) o

disfuncion de otros érganos.

Choque séptico

Sepsis severa junto con la presencia de disfuncién cardiovascular sin respuesta a

reanimacion hidrica y que requiere el inicio de farmacos vasoactivos.

Sindrome de falla organica multiple (sfom)

La presencia de falla de dos 0 mas 6rganos en pacientes con choque séptico.

En este orden de ideas, ademas de sintomas respiratorios, que suele ser la taquipnea, si el
foco infeccioso es respiratorio (como ocurre en el 56% de los casos de sepsis en nifios)
pueden manifestarse sintomas como tos, rinorrea y distrés respiratorio. Suele asociarse a
signos de consolidacion como crépitos, egofonia y matidez a la percusion, con excursion
diafragmatica limitada en caso de pacientes que cursan con neumonia. A nivel
hematolégico, renal y neurolégico, la sintomatologia suele ser bizarra y habitualmente se
presenta en fases avanzadas de la enfermedad, como sangrado, isquemia de
extremidades, oliguria indicando lesion renal aguda, asi como alteraciones de la
consciencia, debilidad muscular y convulsiones (ver Tabla 3). Cuando la enfermedad
avanza y pasa de sepsis severa a choque séptico, el signo caracteristico es la presencia
de compromiso cardiovascular manifestado por taquicardia, mala perfusién e hipotension
gue no responde a reanimacién hidrica y necesita el uso de farmacos vasoactivos. En esta
fase de la enfermedad, posiblemente se han agotado muchos de los mecanismos
compensatorios que evitan que el estado de profunda hipoperfusién comprometa érganos
vitales como el corazon, cerebro y rifion (ver Tabla 3).

En los Ultimos afios dado la baja sensibilidad de la definicion que involucra SRIS y la
controversia que existe en su capacidad de identificar a los pacientes con sepsis, se esta
trabajando en una nueva definiciobn que permita ser mas operativa y diferencias las
caracteristicas operativas (SRIS) de lo que realmente es la sepsis. Se estan realizando
revisiones sistematicas y encuestas en todo el mundo que buscan identificar cuales es el
concepto mas aceptado. Se espera que en el afio 2022 se tenga una definicion actualizada

de sepsis en nifios.
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Tabla 3. Definicion de Falla Organica en sepsis (68)

Falla de 6rgano

Cardiovascular: cuando a pesar de la administracion de bolos completando minimo 40 ml
/ kg en 1 hora:
e Se presenta hipotensién, definida como tensién arterial sistélica menor al percentil 5

para la edad o 2 SD por debajo de lo normal para edad.

e Necesidad de drogas vasoactivas para mantener la presion arterial en el rango normal.
eDos de los siguientes:

-Acidosis metabolica inexplicable: Déficit de Base mayor a 5,0 mEq/L.

-Aumento del lactato arterial dos veces el limite superior de la normal.

-Oliguria, entendida como la produccién de orina menor o igual a 0,5 ml / kg / hr.
-Tiempo de llenado capilar menor a cinco segundos.

-Diferencia de temperatura central a periférica mayor a 3 °C.

Respiratorio:

ePa02/FIO2 (PAFI) <300, en ausencia de cardiopatia o enfermedad pulmonar
preexistente.

ePaCO2 65 torr 0 20 mm Hg mas de referencia PaCO..

eRequerimiento de 50% FiO- para mantener la saturacion 92%

eNecesidad de ventilaciobn mecanica invasiva o no invasiva.

Neuroldgica:
e Glasgow menor o igual a 11, o cambio agudo en el estado mental con una disminucién

de la puntuacién de Glasgow en tres puntos de la linea de base.

Hematoldgica:

e Plaquetas < 80.000/mm?, o una disminucién del 50% en el conteo de plaquetas mas
alto registrado en los ultimos tres dias (para las patologias hematoldgicas cronicas / o
pacientes oncol4gicos).

o INR=2.

Renal:
e Creatinina sérica dos veces el limite superior para la edad, o elevacién de dos veces la

basal.

Hepética:
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e Bilirrubina total de 4 mg/dl, o ALT dos veces el limite superior de la normal para la edad.

4.3.4 Fisiopatologia de la sepsis

Tal y como se ha descrito en lineas anteriores, la sepsis es un SRIS asociado a infeccion.
Para que esto ocurra, debe existir la exposicion a un agente disparador, que usualmente
son endotoxinas bacterianas, pero también pueden ser moléculas de naturaleza viral, o
mananos fangicos, los cuales interactian con las células del sistema inmune innato como
los monocitos, los macrofagos y las células dendriticas, que expresan lo que se ha
denominado Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRR) (70). Estos receptores se
han descrito como responsables de iniciar la cascada inflamatoria y estan ubicados a nivel
de la membrana plasmatica de las células del sistema inmune (receptores tipo Toll-like, y
de lectina tipo C), o a nivel del citoplasma (receptores similares al dominio de unién al
nucledtido, y del gen inducible tipo 1 del &cido retinoico), los cuales interactian con los
denominados Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos (PAMPS), dentro de los que
se encuentran el lipopolisacarido de bacterias gram negativa y el acido lipoteicoico de las
gram positivas, asi como con moléculas endégenas denominadas Patrones Moleculares
Asociados a Dafio (DAMP). La interaccién de estos receptores y sus respectivos ligandos
activa vias de sefalizacion que inducen la respuesta inflamatoria (61).

En el caso de los receptores Toll (TLR), una vez se une el ligando participan una serie de
moléculas intracelulares con funcion de adaptacion (tales como el TIRAP, MyD88), que se
unen al dominio intracitoplasmatico del TLR y llevan a la liberacion del factor de
transcripcion nuclear kappa beta (NF-kB) por la disociacion del complejo IKK alfa beta. Este
factor se transloca al ndcleo y estimula la codificacion de citoquinas proinflamatorias a
través de la induccidon de transcripcion de genes y la constitucion del denominado
inflamasoma, que promueve la maduracion de interleucina (IL) 1-B e IL-18, que llevan a la
formacion de poros que facilitan la entrada de agua y electrolitos ocurriendo la muerte
celular (70).

En este sentido, las citoquinas mas importantes han sido el factor de necrosis tumoral alfa
(FNT-alfa), la IL-1B8 y la IL-6; de manera caracteristica, estas inducen la activacion del
endotelio y lesion del glicocdlix, y asi permiten que los leucocitos migren, a través de la
induccién de la expresion de moléculas de adhesion endoteliales, particularmente del grupo

de las E selectinas, de manera que ocurra la extravasacion leucocitaria (2,71). En esta fase
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fisiopatoldgica de la sepsis, derivado del compromiso endotelial y otros factores, se libera
el factor tisular que activa el sistema de la coagulacién, por lo que se favorece un estado
procoagulante y antifibrinolitico que predispone a la formacién de microtrombos a nivel
capilar; estos a su vez comprometen ain mas la entrega de oxigeno a los tejidos, de modo
tal que se produce la liberacion de radicales libres, los cuales son los responsables, en gran
medida, de muchas manifestaciones clinicas de indole cardiovascular, respiratoria y renal
(72).

Por otra parte, los denominados receptores activados por la proteasa (PAR) forman el
enlace molecular entre la coagulacion y la inflamacion. Entre los cuatro subtipos que se han
identificado, PAR1 ha sido implicado en la sepsis. Este receptor ejerce efectos
citoprotectores cuando se estimula con proteina C activada, con o bajas dosis de trombina,
pero produce disrupcion de barrera de la célula endotelial cuando se activa por altas dosis
de esta. Ademas, en modelos animales de sepsis se ha observado que el efecto protector
de la proteina C activada depende de su capacidad para activar PAR1 y no de sus
propiedades anticoagulantes (70).

Ahora bien, varios mecanismos conllevan a disfuncién multiorganica y entre ellos la
alteracion en la entrega de oxigeno a los tejidos resalta como uno de los factores clave en
este proceso. La entrega de oxigeno puede comprometerse por hipotensiéon, menor
deformabilidad de los glébulos rojos, trombosis microvascular, entre otros determinantes;
ademas de que en la respuesta inflamatoria per se genera disfuncion endotelial, que se
acompafia de pérdida de la integridad de la barrera, lo cual desencadena escape de liquido

al espacio intersticial (25, 36).
4.3.4.1 Papel del endotelio vascular en la fisiopatologia de la sepsis

El endotelio esta constituido por una Unica capa de células que recubren el interior de los
vasos sanguineos y conforman la interfase entre la sangre y los tejidos. Las células
endoteliales realizan una serie de funciones que son muy importantes para la economia
corporal, para la biologia vascular y para mantener el equilibrio del espacio intra y
extravascular (36). Este es un 6rgano metabdlicamente activo, y una de sus
responsabilidades fundamentales es mantener el balance entre los estados vasodilatador
y vasoconstrictor, frente a los diferentes estimulos fisiol6gicos o en situaciones patoldgicas.
Sin embargo, se han considerado otras funciones fundamentales del endotelio, como la
modulacién de la coagulacion, del flujo microvascular y de la extravasacion leucocitaria, asi

como de la expresion de las moléculas de adhesion (33).
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En efecto, una de las responsabilidades mas importantes del endotelio es mantener el flujo
vascular evitando que se active el sistema de la coagulacién. En otras palabras, el endotelio
mantiene un fenotipo “anti-adherente” que mantiene el flujo vascular. En condiciones
normales, la hemostasia estd determinada por el equilibrio entre los factores
procoagulantes (fases celulares de la coagulacion, antes conocidas como la cascada de la
coagulacién), los anticoagulantes (proteina C, proteina S, trombomodulina) y los
fibrinoliticos (plasmindgeno y plasmina). Tradicionalmente, la sepsis se ha considerado un
estado procoagulante y antifibrinolitico, en el que existe una tendencia natural a formar
coagulos que obstruyen la microcirculacion y favorecen la hipoperfusién y generaciéon de
radicales libres de oxigeno lo que puede desencadenar el sindrome de falla organica
multiple (2). Es importante mencionar que, en condiciones normales, el endotelio evita la
formacion de esta microtrombosis y la alteracion de la perfusion tisular por varios
mecanismos (71), como los que a continuacién se describen:

1. Expresion de trombomodulina, una glicoproteina de la membrana de las células
endoteliales, que se fijja a la trombina formando el complejo denominado
trombomodulina-trombina, el cual tiene potente efecto anticoagulante al impedir el
paso de fibrinbgeno a fibrina, con lo que no se inhibe la formacién del coagulo.
Adicionalmente, la trombodulina ejerce su potente efecto anticoagulante uniéndose
a la proteina C (y su cofactor, la proteina S), con lo que aumenta mas de 20.000 la
actividad de esta proteina que inactiva a los factores Vay Vllla de la coagulacion.

2. Glicocdlix y su componente fundamental, los proteoglicanos de heparan sulfato, que
se encuentran en la superficie celular anclados a la célula endotelial a través del
dominio transmembranal de su core proteico. Estas estructuras potencian la accién
de la antitrombina 11l y del inhibidor del factor tisular(13).

3. Produccion y liberacion del activador tisular del plasminégeno que estimula el paso
del plasmindgeno a plasmina, la cual destruye el coagulo estable de fibrina.

4. Inhibicibn de la agregacion de plaquetas por efectos del éxido nitrico y de la
prostaciclina.

5. La ausencia de expresion de moléculas de adhesion endotelial en condiciones no
imflamatorias

6. Sintesis de enzimas que degradan la adenosina que es un agonista plaquetario
como la difosfatasa de adenosina.

7. Regulacién del tono vascular por la produccién de éxido nitrico y prostaciclina.
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No obstante, en los pacientes con sepsis existe activacion de las células endoteliales que
inducen un estado procoagulante por disminucién de la sintesis de la trombomodulina, lo
gue disminuye la actividad de la proteina C, la antitrombina Il y, por lo tanto, es menor la
actividad inhibitoria sobre las moléculas procoagulantes (18). De la misma manera, existe
una menor actividad del inhibidor del activador tisular del plasmindgeno y, en consecuencia,
predomina la actividad de este, con mayor produccion de plasmina y una mayor
degradacion de la fibrina (ver Figura 4). En el paciente con sepsis, todos los mecanismos
anteriormente descritos, en los cuales el endotelio tiene un papel fundamental, llevan al
estado tradicionalmente descrito en sepsis, es decir, estado procoagulante y antifibrinolitico
(60).

Una vez gque se inicia este proceso de inflamatorio, asi como la activacion de la coagulacion,
en la célula endotelial ocurre la expresion en su superficie de las moléculas de adhesion,
principalmente el grupo de las P-selectinas, E-selectinas, moléculas de adhesién
intercelular y moléculas de adhesién vascular-1. En esta fase del proceso fisiopatoldgico,
las células endoteliales interactian con los leucocitos circulantes, produciéndose la
marginacion, rodamiento, adhesion firme y transmigracién leucocitaria, de manera que
estas células alcancen los sitios lesionados. Pero, aunque esto amplifica la respuesta
inflamatoria para eliminar o controlar la noxa, los leucocitos activados liberan moléculas con
actividad proteolitica, asi como radicales libres de oxigeno, que magnifican la lesion
inducida en sepsis, lo que desencadena la falla organica maultiple (36).

Por otra parte, los mecanismos de dafio del endotelio en la sepsis son variados y estan
relacionados con lo siguiente (2, 13, 62, 73):

e Activacion de los polimorfonucleares con liberaciéon de enzimas proteoliticas (como
la elastasa y la lactoferrina) que son estimuladas por citoquinas, como el factor de
necrosis tumoral alfa.

¢ Induccion directa de de apoptosis de la célula endotelial por el factor de necrosis
tumoral alfa y la interleucina-6.

e Induccion de muerte celular por disminucion de los niveles de ATP de las células
endoteliales, en el contexto der los fenémenos de isquemial/reperfusion que
desencadenados por procesos protrombaticos y fibrinoliticos.

e Activacion del complemento por la interaccion de la proteina C y la fosfolipasa A2,
liberada de la membrana celular de las células endoteliales lesionadas, lo que

magnifica la respuesta inflamatoria y la liberacion de factor tisular.
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ANORMALIDADES DE COAGULACION EN SEPSIS
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Figura 4. Alteraciones de la coagulacion en sepsis. Figura original de los autores. Se
observa la cascada de la coagulacion clasica y los factores anticoagulantes liberados del
endotelio. PC: proteina C. PS: proteina S. ATP: activador tisular del plasmindgeno. LPS:

lipopolisacarido.

Todos los mecanismos descritos anteriormente permiten entender que el endotelio es un
organo que juega un papel fundamental en las fases iniciales de la fisiopatologia de la
sepsis, de tal manera que su disfuncion es caracteristica y necesaria para que se
magnifique la respuesta inflamatoria y ocurran una serie de eventos a nivel de la
coagulaciéon, del complemento y de la via de las caspasas, que lleva a que la condicién
progrese. Es decir, que ocurra un fenémeno in crescendo que conduzca a falla de mdltiples
organos, lo que, en definitiva, explica la alta mortalidad de la sepsis, a pesar de los multiples

esfuerzos que se han hecho para buscar modular esta respuesta inmune inadecuada.
4.4 Estrategias terapéuticas en sepsis
4.4.1 Generalidades y el paquete de medidas recomendadas en sepsis

Es oportuno reiterar que la sepsis sigue siendo un problema importante que condiciona un

gasto significativo de recursos y una morbilidad y mortalidad elevadas (28). A pesar de los
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avances que se han hecho en distintas areas de la medicina, incluido el desarrollo de
antimicrobianos, no se han logrado disminuir, de manera contundente, las consecuencias
clinicas de la condicion, incluidas las cifras de mortalidad (74). No obstante, se han
identificado una serie de intervenciones que, realizadas en conjunto, pueden tener un mayor
impacto sobre los desenlaces clinicos, que lo observado si se usan de manera individual.
Este paquete de medidas realizadas de manera simultdnea recibe el nombre de bundle
(66,75,63).

El bundle en sepsis, segun el més reciente consenso de la condicion, debe considerar
aspectos como el reconocimiento temprano, la reanimacion hidrica precoz y el acceso
vascular IDEM, el inicio de antibidtico en las primeras tres horas de identificada la condicion
y la administracion rapida de vasoactivos . Recientemente, Fernandez-Sarmiento y cols. en
una cohorte prospectiva, demostraron que luego de una intervencion educativa sobre el
bundle de sepsis podria modificarse la estancia hospitalaria, con una reduccién de 2.6
dias/paciente, alterando asi el curso clinico de la enfermedad (66). Asimismo, Paul y cols.
demostraron que con la aplicacion de estos cinco elementos del bundle en sepsis pediatrica
podrian reducir la mortalidad de un 4.0 a un 1.7%, en un hospital de tercer nivel en paises
desarrollados (64).

Cabe destacar que la identificacion temprana incluye un alto indice de sospecha, porque
con frecuencia los signos y los sintomas con los que se presenta el paciente suelen ser
inespecificos y, en muchas oportunidades, no es claro el foco infeccioso. Por esta razon,
se ha considerado que, en la poblacion infantil, el sindrome de respuesta inflamatoria
sistémico resulta fundamental para hacer el diagnéstico de sepsis cuando se esta frente a
una enfermedad infecciosa, independientemente de su foco u origen. Ademas, evaluar
oportunamente las alteraciones en la frecuencia cardiaca (taquicardia y/o bradicardia) es
importante porque es un signo que indica que la macrocirculacion esta intentando
compensar una demanda de oxigeno aumentada (25, 68).

En efecto, a diferencia de los adultos, quienes frente a una noxa que condicione disfuncion
miocardica tratan de mantener el gasto cardiaco con taquicardia y dilatacién ventricular, en
nifios el fendmeno mas frecuentemente observado es la taquicardia, pero con cambios en
la resistencia vascular sistémica. De hecho, el bajo gasto cardiaco con alta resistencia
vascular sistémica se asocia mas con la mortalidad infantil que en adultos. En los adultos,
la baja resistencia vascular sistémica, que lleva a paralisis vasomotora, es la responsable

de la mayoria de las muertes por choque séptico. Por esta razdn, un objetivo terapéutico

38



gue mejora los resultados en cuanto a la tasa de mortalidad infantil se refiere es buscar un
indice cardiaco de 3.3 a 6.0 lit/min, con saturacién venosa central mayor a 70% (25).
Otro componente importante del bundle de sepsis en nifios es el inicio rapido de antibidticos
gue combatan la infeccion. Rivers y cols., demostraron que en pacientes adultos una
terapia dirigida con objetivos claros ,que incluia el inicio de antibiéticos en la primera hora
luego de iniciada la hipotension, reducia en mas de un 18% la mortalidad (76).
Lamentablemente, estos hallazgos no son extrapolables a pediatria porque los nifios suelen
tener mecanismos compensatorios autonémicos frente a un estado de choque, que les hace
mantener una adecuada presion arterial para sostener la presion de perfusion tisular. No
obstante, cuando estos mecanismos se agotan, ocurre el choque hipotensivo que es un
signo ominoso de colapso cardiovascular en pediatria. Recientemente, Weiss y cols.
demostraron que la administracién de antibiéticos en las primeras tres horas de identificada
la enfermedad se asocia con una reducciéon de cuatro veces la mortalidad por sepsis en
nifios (1).
De la misma manera, el inicio de vasoactivos juega un papel importante dentro de los
componentes del bundle pediatrico. En los servicios de urgencias y hospitalizacion, cuando
un paciente ha recibido adecuada reanimacién hidrica y persiste la hipotensién, se necesita
el inicio de un soporte farmacoldgico con inotrépicos y/o vasopresores, de acuerdo con el
estado hemodinamico que esté predominando, pues la demora en el inicio de este se ha
asociado a peores desenlaces y una mayor mortalidad. Un factor que condiciona este
retraso en el inicio del soporte hemodinamico, con mucha frecuenca, es la falta de un
acceso venoso central. Por esta razon, una de las principales recomendaciones del
consenso del 2017 es que la falta de una acceso central no debe retrasar el inicio de soporte
vasoactivo. Solo debe tenerse en consideracion que el medicamento vasoactivo debe
diluirse en un volumen diez veces mayor para disminuir el riesgo de quemaduras en la piel
0 tejidos, en caso de extravasacion. En este sentido, el objetivo es contrarrestar un
fendmeno frecuente en estos nifios: la liberacion masiva de 6xido nitrico de la célula
endotelial por el estimulo de muchas citoquinas, lo que induce un estado de vasodilatacion
profunda sistémica, con la consecuente hipovolemia relativa (relacién continente/contenido)
y pobre perfusion tisular (25).
Finalmente, la reanimacion hidrica rapida y adecuada en términos de composicion, dosis y
tiempo de administracion es un pilar fundamental del bundle pediétrico (5, 77). El propésito
es optimizar el volumen sanguineo y la presiéon de perfusiéon de los tejidos, en la medida en
gue con ello mejora la oferta de oxigeno y se modifica el curso clinico, de tal forma que
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contrarresta los efectos de la enfermedad a nivel de la macrocirculacién. El consenso,
basado en la recomendacién de expertos y pocos estudios clinicos, sugiere que deberia
ofrecerse una reanimacion hidrica vigorosa con volimenes de 20 ml/kg en cinco minutos,
cuando el paciente presenta sepsis severa y /o choque séptico (25). Igualmente, se
recomienda utilizar cristaloides (solucién salina o lactato de Ringer) o coloides (dextran,
gelatinas, albumina al 5%) y deberian colocarse hasta que el paciente presente crépitos o
hipoxemia, sugestivos de edema pulmonar, hepatomegalia o disminucién del indice de
presion de perfusion tisular (indice de presion de perfusion tisular = presion arterial media
— presién venosa central). No obstante, si al momento de reconocer la sepsis severa y/o
choque séptico el paciente presenta hepatomegalia 0 edema pulmonar no deberia recibir

bolos de cristaloides, sino considerar el inicio de soporte inotrépico (65).
4.4.1.1 Evidencia del uso de reanimacion hidrica en sepsis

Las primeras recomendaciones del uso de reanimacion hidrica con cristaloides en nifios
con sepsis se hicieron en 1991 (78). En ese tiempo, e | Dr. Carcillo y cols. demostraron que
los pacientes que llegaban a urgencias con choque séptico y recibian al menos 40 ml/kg de
cristaloides isoténicos en la primera hora de presentacion tenian mejores desenlaces
clinicos y menor mortalidad, en comparacién de aquellos no lo recibian. Posteriormente, en
el afio 2002, la Organizacién Mundial de la Salud recomendd que los pacientes con choque
por dengue en etapa lll y IV debian recibir reanimacion hidrica vigorosa en el servicio de
urgencias, porque esta se asociaba a sobrevida del 100% en este grupo de nifios. Mas
adelante, Maitland y cols. demostraron una reduccién de la mortalidad en choque séptico
por malaria del 18% al 4% cuando se us6 resucitacién hidrica con albimina comparada con
cristaloides (25). Sin embargo, este mismo autor no pudo demostrar lo mismo con su
estudio FEAST, realizado afios mas tarde, encontrando que pacientes con malaria que
cursaban con anemia tenian cifras de mortalidad mayores con el uso de reanimacion hidrica
con cristaloides (31).

En el grupo de adultos, por su parte, el estudio SAFE comparé el uso de la reanimacion
hidrica con albumina vs. cristaloides en choque séptico, encontrando una tendencia
estadisticamente significativa a mejores desenlaces en aquellos a los que se les
administraron coloides (p<0.01) (76). Estos resultados no han sido consistentes en nifios y
no se han observado diferencias en términos de mejores desenlaces clinicos cuando se

usan coloides frente a cristaloides. De hecho, el consenso recomienda el uso de estos
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Gltimos, en vista de que son menos costosos y estan disponibles en todos los centros,
independientemente de su nivel de complejidad.

Con respecto al tiempo de administracion de cristaloides en choque séptico, Sankar J y
cols. evaluaron el impacto de proporcionar bolos de cristaloides de 20 ml/kg en cinco
minutos frente a hacerlo en 15 a 20 minutos, encontrando que el primer grupo tenia mas
riesgo de presentar edema pulmonar y falla respiratoria, por o que se necesitaba iniciar
soporte ventilatorio (79). No obstante, posteriormente Rusell y cols. llegaron a la conclusiéon
de que era mejor no modificar esta recomendacion de administrarlos rapidamente porque,
al realizar un andlisis estadistico secundario, no se encontr6 que existieran diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes grupos y, por lo tanto, concluyeron que
no se debia modificar la recomendacién del consenso con respecto al tiempo de

administracion de la reanimacion hidrica (23).
4.4.1.2 Tipos de cristaloides

Debe reconocerse el hecho de que los cristaloides isotonicos han sido utilizados desde
hace méas de 100 afos con fines terapéuticos. A finales del siglo XIX, el fisiélogo inglés
Sydney Ringer disefid una solucién similar al plasma, que le permitié sostener la
contraccibn miocardica en un grupo de anfibios. AAos mas tarde, el pediatra
estadounidense Alexis Hartmann modificé la solucion de Ringer, adicionandole lactato, con
el animo de mejorar su estabilidad y buscar un pH similar al del plasma, desarrollando lo
gue hoy se conoce como Lactato de Ringer, que ha sido considerada una solucién isoténica,
aunqgue no lo sea de manera estricta, dada su composicién de sodio y relacién con el cloro
(6).

Algo similar ocurrié con la solucién salina al 0.9% (SS 0.9%). El fisidlogo inglés Thomas
Latta se considera uno de sus creadores, quien, alrededor del afio 1832, describié como se
podrian recuperar las pérdidas de liquidos que se producian en pacientes con colera
empleando esta solucion. Posteriormente, en 1921, el quimico y fisiblogo holandés Hartog
Hamburguer, luego de sus estudios comparando dos concentraciones de SS (i.e. 0.9% vs
0.6%), sugiri6é que a la primera se le denominara “normal” porque es mas isoténica con el
plasma de los mamiferos en comparacién con la segunda, que lo es solamente con el
plasma de los anfibios. Alli se origin6 el nombre de SS 0.9% normal, aunque hoy se
reconozca que el término “normalidad” no sea ajustado a la realidad, en vista de que tiene
un pH muy acido (pH = 5.5) y unas concentraciones de sodio y de cloro muy superiores a

las del plasma (78).
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Hoy en dia, se ha popularizado mas el uso de SSN 0.9%, pese a que tiene problemas
profundos relacionados con su composicién y por ciertos efectos deletéreos en el ser
humano, ademés de contar con una base cientifica débil para seguirla utilizando. De
manera sencilla, una soluciéon que tenga una relacién cloro/sodio superior a 0.78 tiende a
inducir acidosis metabdélica hiperclorémica, con vasoconstriccion de la arteria aferente renal
y mayor tendencia a lesion renal aguda. El lactato de Ringer tiene una relacion de 0.83 que,
aunque es alta, es mucho menor que la relacién cloro/sodio de 1.0 de la SSN 0.9% (77).
Debido a esto, entre otros motivos, en los dltimos afios se han clasificado los cristaloides
en dos tipos, balanceados y no balanceados. Se consideran balanceados aquellos que
tienen una composicion similar a la del plasma, como es caso del lactato de Ringer y el
Plasmalyte®. Estas soluciones son relativamente hipoténicas y, dada la inestabilidad del
bicarbonato en recipientes que tienen plastico (como las bolsas de uso tradicional de
liguidos endovenosos), contienen otros aniones como lactato, acetato, gluconato o malato.
La administracion en exceso de las soluciones balanceadas pueden favorecer la aparicion
de hiperlactatemia, alcalosis metabdlica e hipertonicidad, asi como cardiotoxicidad (con el
uso en exceso de acetato) (3).

Por otra parte, los cristaloides no balanceados son aquellos que tienen una composicion
diferente a la del plasma; particularmente, cuentan con alto contenido de sodio y de cloro,
gue hacen que tengan una diferencia de iones fuertes méas baja, lo que favorece la
presencia de acidosis metabdlica, falla renal e hipercloremia. En la actualidad, se considera
ala SSN 0.9% como la solucién no balanceada mas utilizada. Recientemente, en un estudio
de adultos, se demostrd que el uso de soluciones no balanceadas se asociaba a peores
desenlaces clinicos en términos de necesidad de terapias de reemplazo renal y acidosis
metabdlica, asi como mayor mortalidad, cuando se comparaban con las soluciones

balanceadas (80).
4.4.2 Lareanimacion hidricay sus puntos de controversia

La estrategia de reanimacion hidrica con cristaloides balanceados y no balanceados ha sido
muy cuestionada en los Ultimos afios en términos de pertinencia, tipo de solucion a utilizar,
dosis y tiempo en el que deberia ser aplicada (3,81). Con respecto a su pertinencia, el
cuestionamiento mas importante surgié con los hallazgos de Maitland y cols. en el estudio
FEAST. Este estudio enfocado en nifios con sepsis de Africa del sur con acceso limitado a

los servicios de salud, se demostré que el grupo que recibia reanimacion hidrica con 20 a
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40 ml/kg de SSN 0.9% o albumina al 5%, tenia 44% mas mortalidad que aquellos a quienes
no se les administrd bolos de cristaloides (31).
Estas conclusiones generaron mucha controversia en el ambito cientifico porque se
cuestionaba, con un ensayo clinico controlado con un buen disefio metodoldgico, una de
las estrategias que han sido universalmente aceptadas para los pacientes con sepsis
severa y choque séptico. El argumento més sdlido de los grupos que han cuestionado esta
basado en que muchos de los pacientes que murieron con los bolos de cristaloides tenian
un nivel de hemoglobina menor a 5 g/dL. Esta anemia llevaba a que los bolos hemodiluian
el volumen sanguineo y ello comprometia ain mas la entrega de oxigeno a los tejidos, que
en ultimas podria explicar la mayor mortalidad en este grupo de nifios (82).
Adicionalmente, el estudio SMART, un ensayo clinico en 7942 adultos con sepsis, encontré
mayor necesidad de terapia de remplazo renal, falla renal aguda y mortalidad con el uso de
soluciones no balanceadas con respecto a las soluciones balanceadas (23). Sin embargo,
Zampieri y cols publicaron el estudio BaSICS que compar6 la SSN y el lactato de ringer
para reanimacion hidrica en una poblacién de 10520 pacientes (media de 61 afios) (24).
Tras recibir un Unico bolo de 20 ml/kg, no se encontraron diferencias en la mortalidad a los
90 dias, entre los dos grupos. La media de estancia hospitalaria fue de aproximadamente
14 dias. Esta investigacion ha sido cuestionada porque un solo bolo de cristaloides podria
tener un efecto muy pequefio sobre desenlaces como la mortalidad, en pacientes que estan
en un estado tan criticos, que requieren multiples intervenciones y se encuentran
hospitalizados largos periodos de tiempo en terapia intensiva.
Con respecto a la dosis y el tiempo de administracion de los cristaloides, la recomendacién
actual se basa en lo que sugiere el consenso de sepsis en sus tres actualizaciones desde
el 2002. Se recomienda utilizar 20 ml/kg, porque es el 25% de la volemia de un paciente
pediatrico (80 cc/kg). Luego de que se han tenido pérdidas exdgenas por encima de esta
cifra, o endogenas (por redistribucion por vasodilatacion), se observan signos clinicos de
hipoperfusion tisular, entre otras manifestaciones clinicas; no obstante, no existen estudios
controlados que hayan comparado diferentes dosis de cristaloides en choque séptico (25)
y sus complicaciones.
Es sabido que los cristaloides permanecen por poco tiempo en el espacio intravascular y
pasan rapidamente al espacio intersticial; dicho tiempo es variable y depende del
hospedero, de la velocidad de administracion y de su composicién. Del mismo modo, los
efectos sobre la funcibn miocardica también son transitorios. Si bien con el bolo de
cristaloides se busca distender rapidamente el ventriculo izquierdo y, al mejorar el llenado
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ventricular, optimizar el gasto cardiaco para recuperar la funcién miocardica y la perfusién
tisular, esta mejoria es pasajera. Recientemente, Longs y cols demostraron que luego de
la aplicacion de un bolo de cristaloide en pacientes con choque séptico, la recuperacion del
gasto cardiaco evaluado, a través de la medicion de la fracciébn de eyeccién por
ecocardiograma, es transitoria y dependiente de la dosis (83). El colocar 20 ml/kg de SSN
0.9% mejora la fraccion de eyeccion en un 18%, si esta medida a los cinco minutos luego
de su aplicacidn; pero a los 60 minutos, existe una disminucion del 6% del gasto cardiaco
con respecto a la cifra previa de la colocacion del bolo. Si se colocan 10 ml/k la mejoria en
la fraccion de eyeccion a los 5 minutos es tan solo del 9% y a los 60 minutos es de (-) 11%.
En consecuencia, por el aumento de la mortalidad en los pacientes a los que se les ofrecen
bolos de cristaloides de manera generalizada, sin considerar comorbilidades (anemia),
sumado a la falta de consenso con respecto a la dosis, el tipo de solucion utilizada y el
efecto transitorio en la mejoria del gasto cardiaco, hoy en dia se esta cuestionando si el uso
liberal y generalizado de la reanimacion hidrica con cristaloides en nifios con sepsis tenga
los efectos benéficos que se buscan con la misma intensidad y efectividad en todos los
pacientes tratados (84). Muchos investigadores consideramos que, aungque son necesarios
los cristaloides en la reanimacidn hidrica, debe individualizarse su uso y, de este modo,
determinar qué pacientes pueden beneficiarse con su implementacion, cual es la mejor
dosis para el estado hemodindmico y comorbilidades del paciente, y cuél es la mejor
composicion posible para que logren su objetivo que, en definitiva, es optimizar la perfusién

tisular y facilitar entrega de oxigeno a los tejidos (85,86).
4.4.2.1 Lareanimacion hidricay su efecto en el endotelio

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriormente expuestas, se cree que los
cristaloides son necesarios para estabilizar la volemia y recuperar la presion de perfusion
tisular. Sin embargo, también se considera que en vista de que los estudios clinicos
basados en el analisis de la macrocirculacion y desenlaces clinicos no han sido
contundentes con respecto a su real beneficio y efectividad, es necesario orientar estas
investigaciones a definir cuando colocar cristaloide y en cuanta cantidad en el contexto de
los nifios con sepsis; lo anterior, con base en estudios de biomarcadores y medicién de la
microcirculacion in vivo para orientar las aproximaciones de manera objetiva (7).

En este sentido, como se ha explicado previamente, la disfunciéon endotelial es una de las
alteraciones mas tempranas que ocurre en los pacientes con sepsis. Cuando ha

interactuado el patrén molecular asociado a patégeno (PAMPS) con el receptor de la célula
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de defensa de la inmunidad innata ocurre una activacion de factores de transcripcion que
llevan a la expresion de citoquinas proinflamatorias como el FNTalfa y la IL-1. Estas dos
estimulan la expresion de quimocinas, selectinas e integrinas que permiten que los
leucocitos migren fuera del espacio intravascular, como se mencioné previamente. Ahora
bien, para que las quimocinas ejerzan su efecto, estas deben interactuar con el heparan
sulfato de los proteoglicanos del glicocalix, con lo que se tiene que esta capa que recubre
el endotelio facilitaria y magnificaria la respuesta inmune, participando activamente en todo
el proceso inflamatorio que afecta la microcirculacion en sepsis (12, 18).

Adicionalmente, se ha demostrado que el glicocalix se encuentra profundamente lesionado
en pacientes con sepsis, con lo que no se puede mantener la fluidez del movimiento de los
componentes sanguineos a nivel intravascular. Al lesionarse los GAG del glicocélix, se
pierde la carga negativa de estos, que en condiciones normales repelen a la albimina, por
lo que esta proteina sale del espacio intravascular para llegar al intersticial; el resultado es
que se pierde la presion oncotica intravascular y aumenta la presion oncoética intersticial.
Si a este fendmeno se le suma la intervencion terapéutica de varios bolos de cristaloides
en un espacio intravascular lesionado, sin glicocdlix y con baja presién oncética, ocurrira
una rapida salida de estos cristaloides al espacio intersticial, con poco efecto sobre la
macrocirculacion y la volemia. Lo que ocurrird, por el contrario, es aumento del edema
intersticial y la fuga capilar, que explicaria lo observado en pacientes sépticos: es
desenlaces clinicos con el uso de reanimacion hidrica, particularmente mayor frecuencia

de edema pulmonar y falla respiratoria (13).

Otro factor importante a tener en cuenta es el papel que tiene el glicocalix en la
mecanotransduccion endotelial (12). Esta capa detecta los cambios de presion del espacio
intravacular para estimular la produccion de éxido nitrico por parte de la célula endotelial.
En el paciente con sepsis, con frecuencia, existen alteraciones en la resistencia vascular
sistémica por liberacién excesiva (vasodilatacion severa o vasoplejia) de 6xido nitrico por
parte de la célula endotelial y se necesitarian grandes volimenes de cristaloides para
“llenar” este espacio intravascular por el fendmeno de vasodilatacion en curso y asi mejorar
la presion de perfusion tisular. Por lo tanto, poder establecer con objetividad el estado de
la microcirculacion con mediciones in vivo del endotelio o el glicocalix permitirian objetivizar
las intervenciones y racionalizar los bolos de cristaloides, asi como utilizar mas

precozmente los medicamentos vasoactivos cuando sean necesarios.
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5. Hipotesis

5.1 Hipotesis de trabajo

En pacientes con sepsis, el dafio del glicocdlix endotelial, se asocia con el tipo de
reanimacion hidrica utilizada lo que podria llevar a alteracion del microambiente endotelial

gue lleva a lesion de esta estructura y a desenlaces clinicos inadecuados.
5.2 Hipobtesis alternativa (Hi)

En pacientes con sepsis, el dafio del glicocalix endotelial, se asocia con un curso clinico

adverso y con el tipo de reanimacion hidrica utilizada.

5.3 Hipotesis nula (Ho)

El dafio del glicocalix endotelial, no se asocia con el curso clinico en pacientes con sepsis

ni con el tipo de reanimacioén hidrica utilizada.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Estimar las alteraciones en la integridad del endotelio y su glicocalix, en nifios con sepsis
hospitalizados en cuidados intensivos, a quienes se les administra reanimacion hidrica con

cristaloides y su asociacion con desenlaces clinicos de interés.
6.2 Objetivos especificos

1. Describiry analizar las caracteristicas demogréficas, clinicas y paraclinicas en nifios
con sepsis grave/choque séptico, que se encuentran hospitalizados en la unidad de
cuidado intensivo pediatrico de la Fundacién Cardioinfantil-IC y a los que se les
administra reanimacién hidrica con cristaloides balanceados y no balanceados.

2. Estimar el grado de alteracion del glicocalix endotelial, a través de la medicion
directa no invasiva de la microcirculacion sublingual, empleando video-microscopia,
asi como la medicién de los niveles plasmaticos de biomarcadores de dafio del
glicocdlix (sindecano-1, endocan) en la poblacion de estudio, antes y después de
recibir reanimacion hidrica con cristaloides.

3. Evaluar la afectacion del componente celular del endotelio vascular, a través de la
medicién de biomarcadores plasmaticos (angiopoietina 2, anexina a5) en la
poblacién de estudio, antes y despues de recibir reanimacion hidrica con diferentes
tipos de cristaloides y su asociacion con la alteraciéon de otros biomarcadores y dafio
del glicocalix.

4. Determinar la asociacion entre el cambio de la integridad del glicocalix, segun el tipo
de reanimacién hidrica instaurada, y los desenlaces clinicos de interés (i.e. estado
acido base, funcion renal, lactato y alteraciones hidroelectroliticas) en nifios con
sepsis.

5. Explorar un modelo multivariado, controlando factores de confusion, que permita
establecer la relacién entre el tipo de cristaloide utilizado y el dafio del glicocalix

endotelial.
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7. Metodologia

7.1 Enfoque metodoldgico

Se trata de un estudio empirico analitico y cuantitativo porque se midieron los fenémenos
asociados a la reanimacion hidrica con cristaloides sobre el glicocalix endotelial, utilizando
para ello métodos estadisticos con el fin de probar hipétesis y un método deductivo y

secuencial, con el que se busc6 ser preciso y generalizar nuestros resultados.
7.2 Tipo de estudio

Observacional, analitico de cohortes prospectivo.

7.3 Poblacion de referencia

Esta constituida por pacientes pediatricos con sepsis, en un rango de edad desde 1 mes a
18 afios, que se encontraban hospitalizados en la Unidad de Cuidados Intensivos
Pediatricos de la Fundacion Cardioinfantil- Instituto de Cardiologia, entre enero del 2021 y
julio del 2021, y que a criterio del médico tratante requerian un bolo de cristaloides (ver

Figura 5).
7.4 Criterios de inclusién

= Nifios de 1 mes a 18 afos, sin distincién de sexo bioldgico o raza.

= Pacientes pediatricos con diagndstico de sepsis y choque séptico, hospitalizados en
la UCI Pediatrica de la FCI, que por su enfermedad de base se encontraban en
soporte con ventilacibn mecéanica bajo efectos de sedo-analgesia o bloqueo
neuromuscular. En caso de no estar con ventilacibn mecanica se incluiran los
pacientes que colaboren en la evaluacidn de la microcirculacion sublingual.

= Que por criterio médico requieran terapia de reanimacion hidrica con cristaloides.

= Cuyos representantes legales acepten su inclusion en el estudio, expresado a través

de la firma del consentimiento informado de la investigacion.
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7.5 Criterios de exclusion

= Pacientes con trauma mudltiple, craneoencefalico, hiperkalemia o historia de

diabetes.

= Niflos a quienes no se le puedan tomar muestras para andlisis de laboratorio, debido

a pérdidas sanguineas externas.

= Nifios en postoperatorio de cirugia cardiovascular por cardiopatias congénitas.

= Pacientes que han recibido bolo de cristaloides en las ultimas 24 horas o durante el

periodo del estudio reciben més de un tipo de cristaloide para reanimacién hidrica.

Medicion antes bolo

K/Valoracién clinicay
paraclinica rutina UCIP

v'Escala PRISM IlI
v'Biomarcadores
v'Videomicroscopia

epsis severa/choque
séptico

| f\/Vanracién clinicay
paraclinica rutina UCIP
v'Biomarcadores
v'Videomicroscopia

Valoracion clinica y
paraclinica rutina UCIP

Biomarcadores
Videomicroscopia

-

l 2,6y 24 horas

Historia natural del glicocélix en niflos con sepsis

Grupo expuesto: Bolo solucién no balanceada

Grupo NO expuesto: Bolo solucion balanceada

Bolo de cristaloide a criterio
del MD tratante

Figura 5. Metodologia y proceso de la investigacion. Se muestran las actividades a realizar
antes y después del bolo de cristaloides asi como el grupo expuesto y no expuesto.
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7.6 Disefio muestral

No se realiz6 estrategia de muestreo. Se trabajé con el Censo, es decir, todos los pacientes
pediatricos de 1 mes a 18 afios que se encuentren hospitalizados entre enero del 2021 y
julio del 2021 en la Unidad de Cuidados Intensivos Pediatricos de la Fundacion
Cardioinfantil del Instituto de Cardiologia, con diagndstico de sepsis y que a criterio del

médico tratante requiera un bolo de cristaloide dada su condicion clinica.

7.7 Tamaino de la muestra

Se tomaron todos los pacientes (censo) que ingresaron a la unidad de cuidado intensivo
pediatrico de la Fundacién Cardioinfantil con diagndstico de sepsis o choque séptico que
cumplian con los criterios de inclusién y que no cumplian los criterios de exclusion. La
unidad de analisis fué el tipo de bolos de cristaloides que reciba cada paciente, tanto
balanceado (SSN0.9%) como no balanceado (lactato ringer), dentro de su reanimacién
hidrica. El pardmetro a detectar fue el riesgo de dafio del glicocéalix (RR) con el uso de las
diferentes soluciones, medido a través de los biomarcadores imagenologicos (PBR) o
plasmaticos (sindecano-1, endocan) en el grupo expuesto (bolos de SSN 0.9%) o en el
grupo no expuesto (lactato de ringer). Para una confianza del 95% y una potencia del 80%,
considerando un error tipo 1 del 5% y un error tipo Il del 20%, asumiendo un dafio del
glicocalix en el grupo expuesto de un 25% de acuerdo al trabajo de Steppan y cols (13) con
mayor dafio del glicocéalix endotelial con respecto al grupo no expuesto, buscando detectar
un RR de 2.8 (relacion expuestos vs no expuestos), se considerd se requerian un total de
92 bolos de cristaloides, de los cuales 46 son del grupo expuesto (SSN 0.9%) y 46 del grupo
no expuesto (lactato de ringer). El tamafio de la muestra se realizd con el software Epidat
version 4.2 como se muestra a continuacion.

Datos: Nivel de confianza del 95%

Riesgo en expuestos 40,000 %
Riesgo en No expuestos 14,286 %
Riesgo Relativo a detectar 2,800
Razén no expuestos / 1,00
expuestos
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Resultados:

Expuestos No expuestos Total

80,0 46 46 92

*Tamarios de muestra para aplicar el test X? sin correccidn por continuidad.
Dado que el seguimiento fue corto (24 horas) y los datos fueron recogidos de manera
prospectiva por el investigador y considerando el alto valor de los biomarcadores
plasmaticos a realizar, no se calcul6 muestra ampliada asumiendo que no se tendran

pérdidas ni datos incompletos.

Los tipos de variables que se incluyeron en el este estudio se representan en la figura 6.

VARIABLE INDEPENDIENTE VARIABLES DEPENDIENTES

Soluciones no balanceadas indice PBR de dafio glicocélix
(grupo expuesto) Sindecano-1
Soluciones balanceadas Endocan
(grupo no expuesto) Angiopoietina-2
Anexina
Tiempo

VARIABLES CONFUSORAS variables paraclinicas:
-Hemodinamicas: lactato

-Equilibrio acido base
-Bicarbonato sodio

Score vasoactivo (VIS) -Funcién renal: BUN-creatinina
Escala de mortalidad basal PIM-2 -Electrolitos: Sodio, potasio, cloro

Severidad de la sepsis

Figura 6. Diagrama de variables.
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7.8 Variables

7.8.1 Tabla de variables

Tabla 4. Se encuentra una descripcion detallada de las variables que fueron incluidas en el

estudio.

Variable Definicion Naturalezay Unidad de medida Objetivos
nivel de especificos
medicioén

Variables

sociodemograficas,
severidad y
nutricional
Edad Tiempo desde el | Cuantitativa Meses-afios 1
nacimiento hasta | razén
la inclusion del
estudio.
Peso Peso en | Cuantitativa kg 1
kilogramos razén
Talla Talla en | Cuantitativa cm 1
centimetros razén
Procedencia Lugar de | Cualitativa 1. Bogota 1
residencia nominal 2. Otros municipios
habitual. politbmica de undinamarca
3. Otros
departamentos
Régimen de afiliacién a | Caracteristica de | Cualitativa 1. Contributivo 1
sistema de salud. la poblacion en | nominal 2. Subsidiado
afiliacion a EPS, politbmica 3. Prepagada
Escala de mortalidad | Escala validada | Cuantitativa de 1
PIM-2 en nifos de | intervalo
evaluacion de
severidad al
ingreso.
Escala PELOD-2 Escala validada | Cuantitativa de 1
en niflos de falla | intervalo
organica mdltiple
Variables de
biomarcadores de
dafio endotelial
Sindecano 1 Producto de | Cuantitativa ng/mL 2
degradacion del | raz6n
glicocalix
endotelial.
Endocan Producto de | Cuantitativa ng/mL 2
degradacion del | raz6n
glicocalix
Angiopoietina-2 Marcador de dafio | Cuantitativa ng/mL 3
en la integridad | razén
endotelial.
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Anexina A5 Marcador de | Cuantitativa ng/mL 3
apoptosis celular | razén
endotelial.
Medicion in vivo de la | indice de | Cuantitativa pm 2
microcirculacion: perfusion  limite | razén
indice PBR del glicocalix.
Distancia medida
en micras desde
glébulo rojo hasta
pared vaso.
Variables de
severidad de
enfermedad
Sepsis grave Sindrome de | Cualitativa 1. Sepsis General
respuesta ordinal 2. Sepsis severa
inflamatoria 3. Choque séptico
asociada a
infeccién con
disfuncion de
drgano
Choque séptico Sepsis grave con | Cualitativa 1. Ausente General
disfuncion nominal 2. Presente
cardiovascular dicotomica
que requiere
vasoactivo.
Falla organica multiple. | Disfuncién de 2 o | Cualitativa 1. Ausente 1
mas organos | nominal 2. Presente
asociados a | dicotémica
sepsis.
Variables clinicas y
paraclinicas
Presion arterial | Presion  arterial | Cuantitativa mm/Hg 1
sistolica baja. sistolica por | razon
debajo del
percentil  cinco,
definida con
férmula de
American Heart
1m-la: <70
la-10a: 70 + 2 x
edad
>10a: 90
Llenado capilar Tiempo Cuantitativa Segundos 1
transcurrido razén

desde la presion
con una lamina de
microobjeto  del
pulpejo del dedo
de la mano
derecha ala altura
del corazén hasta
que mejore la
perfusién, luego
de presionarlo por
10 seg. Se medira
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con un
cronébmetro.  Se
medira antes,
luego del bolo, a
las 6 y 24horas.

Soporte vasoactivo | Necesidad de | Cuantitativa VIS= dosis dopamina | 1
evaluado con el score | medicamentos razon (ng/k/min) + dosis
vasoactivo (VIS). vasopresores dobutamina (pg/k/min) +
para sostener 100 X adrenalina
presion arterial (ug/k/min) + 10 x dosis
mayor p5. Milrinone  (pg/k/min)  +
10.000 X dosis
vasopresina (U/kg/min) +
100 x dosis noradrenalina
(ng/k/min).
Tiempo de aplicaciéon | Periodo de tiempo | Cuantitativa Minutos General-4
de cristaloide. de aplicacion del | raz6n
cristaloide.
Bolo de cristaloide. Aplicacion de | Cuantitativa General-4
cristaloide en | razén discreta
menos de 30
minutos a dosis de
20 cc/kg.
Tipo de  solucién | Solucibn que se | Cualitativa 0. Solucién Salina 0.9% General -4
utilizada. utiliza para | nominal 1. Lactato de Ringer
reanimacion politbmica
hidrica.
Foco infeccioso Lugar de origen | Cualitativa 1. Respiratorio 1,4
de la infeccion. nominal 2. Sangre
politbmica 3. Digestivo
4. Urinario
5. SNC
Creatinina Alteracion funcién | Cuantitativa mg/dL 4
glomerular segun | razén
la edad con la
formula de
Schwartz:
creatina méx=
talla x ctte/ 80
Ctte: 0.45<1 a
Ctte 0.55>1a
Nitrégeno ureico Alteracion de la | Cuantitativa mg/dL 4
funcién razon
glomerular
conocida  como
BUN
Sodio sérico Cantidad de sodio | Cuantitativa mEg/L 4
medido en gases | razon
sanguineos
Potasio sérico Cantidad de | Cuantitativa mEq/L 4
potasio en sangre | razon

medido en gases
sanguineos.
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Cloro sérico Cantidad de cloro | Cuantitativa mEq/L 4
medido en gases | razén

sanguineos.
Bicarbonato sérico Cantidad de | Cuantitativa mmol/L 4
bicarbonato razon
medido en gases
sanguineos.
Lactato sérico Presencia de | Cuantitativa mmol/L 4

lactato medida por | razén
gases sanguineos

Ferritina Niveles séricos de | Cuantitativa mg/dL 4
esta proteina | razon
hepéatica

Proteina C reactiva Proteina de fase | Cuantitativa mg/dL 4

aguda que indica | razén
activacion de IL-1
y de IL-6

Fuente: elaboracion propia

7.9 Técnicas de recoleccion de informacion
7.9.1 Instrumento de recoleccidn de informacion

Los datos se recolectaron en un formato establecido para tal fin, en el que se registraron
los datos demograficos del paciente, la hora exacta de formulacion del cristaloide, la hora
de inicio, el tipo, la cantidad y via de administracién de las soluciones balanceadas y no
balanceadas tomados desde la fuente primaria de informacion. De la misma manera, se
consigné el valor medido del PBR (regién limite perfundida) medido con el
videomicroscopia, antes de inicio de bolo, a las 2, 6 y 24 horas de haberse aplicado. Se
registraron los valores de medicion de rutina basal de desenlace clinico de interés, que
incluyeron la medicién de lactato, gases, bicarbonato, electrolitos, PCR, BUN y creatinina,
antes e inmediatamente después de la terminacién del bolo de cristaloide. Igualmente se
tomaron mediciones de estas variables a las 6 y 24 horas.

Con respecto a la medicion de biomarcadores de integridad del glicocalix (i.e. sindecano-
1, endocan) y de lesiéon endotelial (angiopoietina-2, anexina A5), esta se realiz6 antes del
bolo, inmediatamente finalice, a las 6 y 24 horas. Las muestras se realizaron en plasma por
lo que una vez se tomen seran procesadas en el laboratorio central de la institucion donde

fueron procesadas. Los datos alli encontrados se incluyen en la tabla del Anexo 2.
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7.9.2 Proceso de obtencién de lainformacién

Cuando un paciente con sepsis severa y choque séptico ingres6 a la Unidad de Cuidados
Intensivos Pediatricos (UCIP) de la Fundacion Cardio-infantil IC, se realiz6 el
diligenciamiento de la historia clinica de ingreso, acorde con los protocolos establecidos por
la institucion, asi como se obtuvo el consentimiento informado institucional para la
autorizacién de procedimientos de la unidad.

Posteriormente, uno de los coinvestigadores o intensivistas de turno explicé el protocolo de
investigacion, incluidos propdsito, alcances y condiciones de participacion, a los
representantes legales del nifio. Esto, de manera clara y suficiente. Luego, les hizo entrega
el consentimiento informado para su revision. Los representantes legales del nifio
autorizaron la participaciébn de este en la investigacion, a través de la firma de dicho
consentimiento, la cual se realiz6 en la presencia de dos testigos. Una copia del documento
les fué entregada, mientras que la otra esta depositada en los archivos de la investigacion.
Si el paciente requeria un bolo de cristaloide durante su estancia en la UCIP, por razones
estrictamente médicas y de acuerdo con el criterio del médico tratante, el paciente no fue
incluido en la investigacion, acorde a criterios preestablecidos. A partir de ese momento,
mientras la enfermera prepar6é el bolo de cristaloide a administrar, se registraron las
constantes vitales y variables clinicas de interés, lo mismo que se tomaron muestras
sanguineas de catéter venoso central o linea arterial para realizar los estudios de
laboratorio solicitados.

Tales muestras sanguineas se emplearon para realizar los exdmenes paraclinicos de
rutina, asi como para analizar los biomarcadores sanguineos de integridad del endotelio y
su glicocdlix. Entre ellos, los glicosaminoglicanos (GAGSs) de la superficie endotelial (e.g.
sindecano-1, endocan), angiopoietina-2 y anexina A5. Estos cuatro biomarcadores se
midieron con técnicas de ELISA de plasma del paciente usando citrato como anticoagulante
y se centrifugaron las muestras a 1000 rpm por 30 minutos. Se almacenaron en alicuotas
a (-) 20 °C. Se proces6 con 100 u de plasma y se realiz6 una curva con el estandar
recomendado por el fabricante del kit con el fin de establecer los valores de concentracion
y absorbancia.

De manera simultdnea, el médico de turno establecio el estado de la microvasculatura.
Esto, empleando un equipo portatil para video-microscopia, el cual se posicion6 a nivel
sublingual y medira indicadores de perfusion y estado del glicocalix como el indice limite de

perfusién (PBR) y otros indicadores de perfusion tisular.
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Toma de las imagenes por el videomicroscopio:

1. Como se describié en el marco teérico, en el equipo se graban fotogramas de alta
calidad, a partir de los videos, que luego son registrados con el software (segun el
movimiento de los tejidos, la intensidad de la iluminacion y el nivel de enfoque de la
microvasculatura sublingual). La grabacién se detiene, de manera automatica,
cuando se han tomado méas de 3000 segmentos vasculares, lo cual toma entre 1-2
minutos.

2. Luego de que se han tomado las imagenes, el software calcula el PBR (region limite
perfundida) que es el indicador que corresponde al tamafio del glicocalix endotelial.
A mayor compromiso del glicocalix, mayor es el nivel de este indicador. El analisis
realizado por el software empieza de manera automética , lo que significa que no es
influenciable por el examinador ni por la calidad de las imagenes que han sido
seleccionadas previamente. Por cada uno de los segmentos vasculares, el software
obtiene 840 perfiles de intensidad radial que determinan la presencia de los glébulos
rojos y calcula el ancho medio de los eritrocitos (RBCW), el ancho exterior y el ancho
del las columnas de globulos rojos. Ademas, el sistema calcula el PBR.

3. Los medicos participantes del estudio fueron entrenados en el uso correcto del
videomicroscopio por la casa productora en reunién virtual desde Alemania el dia
15 de noviembre del 2020. Se verificd que las tomas fueran confiables. Cuando esta
mal posicionado el videomicroscopio este no realiza tomas ni registro. Esto
garantiza que la evaluacion de la microcirculacion es confiable con imagenes
adecuadas.

Las mediciones automaticas no son susceptibles de ser modificadas por el médico
intensivista que tomo las mediciones, ya que el software no es manipulable, y en tan solo
1-2 minutos se toman las imagenes necesarias para dar la informacion para el estudio.
Ademads, este videomicroscopio ha sido evaluado y validado inter-observador e intra-
observador con resultados consistentes en estudios clinicos, como se menciono en el
marco teorico.

Posteriormente, se administro el bolo de cristaloide en el tiempo ordenado. A las 2 horas
de finalizado, se registré las constantes vitales y variables clinicas de interés, asi como se
volvié a establecer el estado de la microvasculatura por video-microscopia. Ademas, se
tomé las muestras sanguineas correspondientes al momento post-bolo, procedimiento que

se repitid a las 6 y 24 horas. Estas muestras sanguineas se utilizaron para realizar los
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examenes paraclinicos de rutina, asi como la medicion de los biomarcadores de integridad

endotelial anteriormente descritos.
7.9.3 Prueba piloto

Esta se realizé con el objeto de poner a prueba el disefio metodoldgico y para identificar
barreras y problemas con el ingreso de pacientes, con el registro de los mismos y los
instrumentos disefiados para tal fin. Se incluyeron los primeros 10 pacientes que del estudio
gue requirieron a criterio del médico tratante bolos de cristaloides y que cumplian con los
criterios de inclusibn y de quienes se tuvo firmado el consentimiento informado.
Adicionalmente, se monitorizé el procedimiento de medicién de glicocalix in vivo, los
biomarcadores y los cuatro momentos definidos de evaluacion vy, al final, se determindé las
oportunidades de mejora en términos de los instrumentos utilizados y de la técnica de uso

del videomicroscopio.
7.10 Control de errores y sesgos

Cabe resaltar que en esta investigacion se buscé controlar el sesgo de selecciéon con
diferentes estrategias. En primer lugar, se ha definido claramente la poblacion de estudio
de referencia, que corresponde a pacientes que tienen sepsis y choque séptico y que, de
acuerdo con el criterio médico, necesitan un bolo de cristaloide porque tienen compromiso
de la perfusion tisular o estan en hipotension. Estos pacientes hospitalizados se encuentran
en cuidados intensivos con definicion clara de sepsis (para evitar el sesgo de Berkson),
segun el Consenso Mundial de Goldstein, que es el aplicable actualmente en cuidados
intensivos pediatricos de la Fundacion Cardioinfantil. Esta definicion estuvo resumida en
una cartelera dentro de la UCIP, claramente visible y entendible por el personal. Al tratarse
de una patologia especifica, sepsis y choque séptico, se incluyeron todos los pacientes que
requerian reanimacion hidrica durante su estancia en la UCIP y que cumplian con los
criterios de inclusion y no con los de exclusion. Asimismo, se considera que no se tuvo
sesgo por sobrerepresentatividad (falacia de Neyman), porque los casos no tienen una
estancia de corta duracién. Ademas, se realizé toma de muestras inmediatamente antes e
inmediatamente después de colocar el bolo y fueron incluidos solamente aquellos pacientes
gue en las ultimas 24 horas no habian recibido bolos de cristaloides.

De la misma manera, se busco controlar el sesgo de seleccion con respecto a lo relacionado

con la integridad de la muestra, asi como las pérdidas (desgaste de la muestra); se
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esperaba que estas fueran pocas porque el seguimiento se hace en corto tiempo, de hecho,
en todos los casos no super6 las 24 horas. Se cuido la pérdida de datos, garantizando que
la herramienta de recoleccion se mantuvo dentro de la custodia de la papeleria relacionada
con la historia clinica; dicha situacion hace parte del control rutinario realizado en la unidad
de cuidados intensivos, pues es una exigencia incluida en las condiciones de habilitacion y
criterios de calidad del servicio. Dado esto, el procedimiento de documentacién fue
realizado por el departamento de enfermeria y se encontraba bajo los procesos de vigilancia
definidos en el sistema de calidad de la institucion. Con estas estrategias de control de
sesgo de seleccion se busco evitar una baja precision, no afectar la potencia, ni encontrar
asociaciones espurias (validez interna) y, por lo tanto, tener adecuada validez externa.
Igualmente, se control6 el sesgo de informacion relacionado con el observador, de varias
maneras. En primer lugar, la informacién se diligencié en el formato de recoleccién disefiado
para tal fin por la enfermera jefe del paciente, que en la unidad de cuidado intensivo
pediatrico son subespecialistas en cuidado intensivo, quienes realizan un control rigoroso
de la calidad de la informacién, realizado de manera rutinaria y ajustado a las guias de
manejo de buenas practicas clinicas exigidas por la Joint Comission International.
Adicionalmente, se hizo un entrenamiento en todos los turnos de enfermeria acerca del
diligenciamiento correcto del formato, en términos de calidad de la informacién consignada
y para que se llene de manera completa, ordenada y secuencial. No obstante, la informacion
gue se diligencié en el formato también esta consignada en la historia clinica electrénica,
gue sirvio de respaldo a los datos alli descritos. Las unidades que se usaron en las variables
cuantitativas fueron definidas previamente en la tabla de variables; con las cualitativas se
usaron categorias excluyentes y exhaustivas.
Es oportuno destacar que las medidas de variables clinicas, asi como la forma de tomar la
muestra desangre, el volumen a utilizar, el tiempo de procesamiento de esta y las unidades
de reporte de los resultados fueron estandarizados, a través de procesos definidos, en la
Fundacion Cardioinfantil y se realizé de la misma manera en todos los pacientes. Las
muestras sanguineas estuvieron en el laboratorio en menos de 15 minutos luego de ser
tomadas, pues fueron transportadas por tubos neumaticos (tubos especializados
automaticos de transporte de muestras sanguineas en el hospital) que las llevaran
directamente al laboratorio y fueron procesadas de manera estandar en los primeros 60
minutos de ingreso, lo que es una practica habitual y exigida en la institucion. La Unica
excepcion de este procedimiento fue el procesamiento de los gases arteriales y lactato que
informa la maquina de gases (Marca Cobas b 221, laboratorios Roche, Alemania), los
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cuales fueron procesados inmediatamente después de obtener la muestra, porgque este
equipo se encuentra disponible dentro de la unidad de cuidados intensivos y constituye una
actividad de rutina realizarlo dentro de la UCI pediatrica tan pronto sean tomados, para
evitar errores en su informacion.

Por otra parte, no se considera que existio riesgo de sesgo de memoria al ser un estudio
prospectivo y con seguimiento de tan solo 24 horas. Con respecto al efecto Hawthorne, este
se control6 al ser un estudio observacional en el que los sujetos no conoceran la hipétesis
de estudio por estar intubados y bajo efectos de sedo-relajacion.

Con relacion al procesamiento de los datos, la informacién fue consignada en el instrumento
de recoleccidn y transcrita a un instrumento de recoleccion en Excel, que constituyo la base
de datos del estudio, y se usaron medidas estandar y numéricas de codificacion; la base de
datos fue diligenciado por uno de los investigadores transcribiendo de manera estricta toda
la informacién recogida en las hojas de recoleccion de los datos del estudio. Con estas
estrategias de control de sesgo de informacion se buscé no alterar la precision de los datos,
No encontrar asociaciones espurias y, por lo tanto, tener adecuada validez interna y externa.
Frente al control de la confusion se debe saber que, desde la fase de disefio de la
investigacion, se buscd controlar con una adecuada especificacion de los criterios de
inclusion y exclusion por el tipo de disefio observacional de la investigacion. En este sentido,
las variables que fueron consideradas factores de confusion son todas aquellas descritas
en la literatura que tienen asociacion con las variables dependientes. En la fase de analisis
se realiz6 analisis multivariado, como se describe en el plan de andlisis de resultados. No
se considerd que fuera necesario realizar estratificacion para que no se vea afectada la
potencia del estudio. Con estas estrategias se busca controlar la confusién para no tener
asociaciones espurias y/o alteracion de las asociaciones existentes que afecten la validez

interna y por ende la validez externa.
7.11 Técnicas de procesamiento y analisis de los datos

En primer lugar, se realizé un analisis univariado en donde las variables cualitativas se
presentan en términos de sus frecuencias absolutas y relativas. Por otra parte, las
cuantitativas son presentadas de acuerdo con su distribucion (normal o no normal) en
medidas de tendencia central y dispersion. Esta informacion, se agrupo en una tabla 6 en
la que se consignaron los datos demograficos, las variables de exposicion tales como
liquidos balanceados y no balanceados, asi como las de desenlace, por ejemplo, los niveles

de biomarcadores, y se describen las variables de confusién que se muestran en el item
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5.6 de la metodologia, como la severidad de la condicién, que se medira con la escala PIM-
2, asi como score vasoactivo.

Posteriormente, se realiz6 un analisis bivariado donde las variables solucion balanceada o
no balanceada se cruzaron de acuerdo con los desenlaces, considerando como el principal
la alteracidon en la medicion del glicocalix in vivo, empleando el videomicroscopio o la
determinacion de biomarcadores plasméaticos (sindecano -1, endocan, angiopoietina-2,
anexina). Estas variables de desenlace son cuantitativas y se utilizaron pruebas
paramétricas o no paramétricas, segun su distribucién. En el primer caso se realizé andlisis
de T-Student para varianzas iguales o no de muestras independientes. No se utiliz6 un
ANOVA de una via en vista de que se comparan tan solo dos grupos y no se cumple uno
de los supuestos de esta prueba que esta disefiada para 3 0 mas grupos. Si hay una
distribucion no normal, como corresponde al andlisis de medias de muestras
independientes comparando las soluciones balanceadas y no balanceadas frente a las
variables dependientes descritas, se realizé la prueba de U de Mann-Whitney para
comparacion de los dos grupos. Sin embargo, para comparar las mediciones en los
diferentes tiempos,en vista de ser mas de tres mediciones (T=0 antes bolo, T1=2 horas
después, T2 a las 6h del TO, T3 a las 24h del TO) se realiz6 un ANOVA de muestras
pareadas porque la variable desenlace en cuantitativa con distribucién normal de los
residuos.

Se usO la prueba de Wilcoxon para evaluar la diferencia entre cada biomarcador
(sindecano, endocan, angiopoietina-2 y anexina) cuando la distribucion fue no normal de
grupos dependientes y se comparaba sélo dos grupos (balanceadas vs no balanceadas).
Para el estudio de desenlaces clinicos secundarios (comparando solucién balanceada o no
balanceada) de interés, tales como alteraciones en electrolitos, funcion renal, acidosis
metabdlica, asi como de indicadores de respuesta inflamatoria como proteina C reactiva y
procalcitonina, se realiz6 la prueba de T-Student porque tuvieron distribucidon normal y para
la ferritina y el lactato se realizé la U de Mann-Whitney porque tuvieron distribucion no
normal.

En esa misma linea, se realizé una correlacion de Spearman’s o Pearson dado la
distribucion no normal o normal de las variables en aras de establecer el grado de
asociacion entre las variables cuantitativas de medicién de dafio del endotelio y glicocélix,
las pruebas in vivo y los biomarcadores con otros desenlaces y mediciones de rutina en

UCI, como el lactato sérico, la ferritina y la proteina C reactiva.
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En ese orden de ideas, se hizo un analisis multivariado entre el tipo de solucién utilizada y
las alteraciones del endotelio y su glicocalix, buscando controlar las variables de confusion,
principalmente la severidad de la enfermedad medida por la escala PIM-2, asi como la
severidad de la sepsis y el soporte vasoactivo, medido por el score vasoactivo descrito en
la Tabla 5. Tambien se buscé controlar como factor de confusién la edad dado la respuesta
inmunoldgica diferente de cada grupo y la etiologia de la sepsis. Se realizé este analisis
con regresion logistica binaria teniendo en cuenta que la variable desenlace sera dicotdémica
(PBR mayor o menor de 2.0), tal y como se resume en la Tabla 6.

De igual modo, se elaboré un modelo predictivo con el andlisis multivariado de dafio del
glicocalix con el uso de soluciones balanceadas y no balanceadas, utilizando variables que
fueron significativas en el bivariado. En el modelo fueron incluidas también variables con
plausibilidad biolégica. Para todas las pruebas estadisticas se tom6 un nivel de confianza
del 95% y se considerara una p significativa < 0.05. Se utilizaréa el software de SPSS en su
version 25.0 para la realizacién de los analisis estadisticos y Epidat version 1.4 para el

calculo del tamafio de la muestra.

Tabla 5. Tabla de variables y su analisis realizado.

Obijetivo Variable Variable Variable Plan de analisis Forma de
independiente | dependiente confusora o presentacion
covariable
1.Describir Tipo de | Edad, peso, talla Frecuencias Tabla
caracteristicas cristaloide absolutas y
demogréficas. utilizado: relativas con
1. Expuesto: medidas de
SSN tendencia central,
2. No dispersion.
expuesto Prueba de Chi2
Lactato de
Ringer.
1.Describir Tipo de | Procedencia, Frecuencias Tabla
variables cristaloide régimen absolutas y
demogréficas utilizado: seguridad social relativas con
1. Expuesto: medidas de
SSN tendencia central
2. No y de dispersion
expuesto
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Lactato de

Ringer.
1.Riesgo de | Tipo de | Escala PIM-2 Frecuencias Tabla
mortalidad basal cristaloide absolutas y

utilizado: relativas con

1. Expuesto: medidas de

SSN tendencia central

2. No y de dispersion.

expuesto Chi2 entre

Lactato de grupos.

Ringer.
2.Alteracion en | Tipo de | Alteracion en | Score T Student para | Tabla,
biomarcadores del | cristaloide niveles de | vasoactivo, grupos gréfico.
glicocalix: utilizado: biomarcadores. severidad de | independientes ,
sindecano -1, | 1. Expuesto: la sepsis, | U de Mann-
endocan SSN escala de | Whitney,

2. No mortalidad Regresion

expuesto PIM-2 logistica binaria

Lactato de controlando

Ringer. confusion.
2.Alteracion en | Tipo de | Alteraciéon en la | Score T-Student, U | Tabla 0
glicocalix midiendo | cristaloide medicion del | vasoactivo, Mann-Whitney, gréfico.
microcirculacion in | utilizado: PBR. severidad de | regresion
vivo con | 1. Expuesto: la  sepsis, | logistica binaria.
videomicroscopio SSN escala de | Test de wilcoxon

2. No mortalidad para grupos

expuesto PIM-2 dependientes.

Lactato de

Ringer.
3.Alteraciones del | Tipo de | Niveles séricos | Score Correlacion  de | Tabla o]
endotelio medido | cristaloide de vasoactivo, Spearman, T | gréfico.
con Angiopoietina- | utilizado: biomarcadores severidadde | Student U de
2 y anexina ab. 1. Expuesto: la  sepsis, | Mann-Whitney,

SSN escala de | regresion

2. No mortalidad logistica binaria

expuesto PIM-2

Lactato de

Ringer.
4.Tipo de | Tipo de | Creatinina, Score T-Student, U | Tabla,
reanimacion cristaloide bicarbonato, vasoactivo, Mann-Whitney, grafico
hidrica y | utilizado: lactato, cloro, | severidad de | regresion.
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desenlaces

1. Expuesto:

sodio, potasio,

la  sepsis,

Lactato de

nifios con sepsis. 1. Expuesto: | plasmaticos la  sepsis, | Mantel y Hanzsel
SSN escala de | inicialmente para
2. No mortalidad OR.
expuesto PIM-2

clinicos. SSN PCR, ferritina. escala de
2. No mortalidad
expuesto PIM-2
Lactato de
Ringer.
5.Modelo Tipo de | Alteracion  del | Score Regresion Tabla
predictivo de lesion | cristaloide PBR y | vasoactivo, logistica binaria
del glicocdlix en | utilizado: biomarcadores severidadde | con Test de

Ringer.

7.12 Consideraciones éticas

La investigacidn titulada “Alteraciones del endotelio y su glicocalix en nifios con sepsis
sometidos areanimacion hidrica con soluciones cristaloides ” se ajust6 a los principios
éticos para investigacion en seres humanos, estipulados en la Declaracion de Helsinki y
la Declaraciéon Universal sobre Bioéticay Derechos Humanos, proclamadas por la AMM
(Asociacion Médica Mundial) y la UNESCO (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Educacion, la Ciencia y la Cultura), respectivamente; asi como en la Resolucion 8430 de
1993, expedida por el Ministerio de Salud de la Republica de Colombia.

En efecto, este estudio prospectivo de cohortes siguio las disposiciones establecidas en
la totalidad de los articulos (5 al 16) del titulo Il (“de la investigacidon en seres humanos”) de
dicha resolucion. Ademas, de acuerdo con su articulo 11, esta se clasifica como una
investigacion con riesgo minimo, en vista de que la realizacién del estudio implica registrar
datos de la historia clinica del paciente, especialmente en relacion con aquellos
procedimientos realizados cominmente en la unidad de cuidados intensivos pediatricos
(e.g. estudios clinicos y estudios paraclinicos). Adicionalmente, se realizé una evaluacion
del estado de la microvasculatura del paciente, a través de una técnica no invasiva que

emplea un video-microscopio portatil de colocacién sublingual.
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Por otro lado, se establecieron los niveles plasmaticos de diversos marcadores de dafio del
endotelio y su glicocdlix. Para ello, se tomaron muestras de sangre adicionales, a partir del
catéter venoso central (o linea arterial) que ha sido insertado en el paciente como parte del
protocolo empleado en la unidad de cuidado intensivo pediatrico (UCIP) de la Fundacién
Cardio-infantil IC, cuando se trata de nifios con sepsis severa/choque séptico. Por lo tanto,
los pacientes no experimentaron una puncién adicional por causa del estudio. Ademas, el
volumen de sangre extraido para la realizacién de los analisis antes mencionados en ningin
caso comprometio la estabilidad clinica del paciente, pues no superé el 0.5% de la volemia.
No presentaron ningun tipo de dolor o molestia adicional por la realizacién del estudio
porque, como se ha mencionado ya, durante la realizacion del protocolo los pacientes
estuvieron bajo efectos de sedacion /relajacion e intubados, y las muestras fueron tomadas
de las lineas vasculares previamente descritas.

Por otra parte, aunque el objetivo principal del estudio consiste en establecer la relacién
entre el tipo de reanimacion hidrica instaurada en nifios son sepsis, las alteraciones en la
integridad del endotelio vascular y el desenlace clinico de los pacientes, es importante
subrayar que no se realizé ninguna intervencion en estos. En efecto, la administracion de
la reanimacion hidrica con cristaloides se realizé por razones estrictamente médicas y bajo
criterio del médico tratante. En ningln caso, por consideraciones debidas a este estudio.
Asimismo, dado que la investigacion se realiz6 en menores de edad, se acogio los articulos
del capitulo Il (“de la investigacion en menores de edad o discapacitados”) de la Resolucion
8430 de 1993. En efecto, en lo referente al articulo 24, hacemos énfasis en que la
reanimacion hidrica con cristaloides constituye una practica de rutina en pacientes con
sepsis severa o choque séptico (tanto en adultos como en nifios), la cual se hace de manera
no diferenciada (i.e. empleando soluciones balanceadas o no balanceadas). Esto, basado
en las guias de préctica clinica mas recientes. Ademas, las soluciones empleadas para
dicha reanimacion poseen registro INVIMA (Instituto Nacional de Vigilancia de
Medicamentos y Alimentos) para su uso en el grupo poblacional contemplado.

Por otro lado, la técnica de videomicroscopia que se utiliz6 para establecer el estado de la
microcirculacion del paciente es un método no invasivo que se emplea en pacientes con
distintas condiciones clinicas, dentro de las que se incluye el choque séptico. Ademas, su
uso como una herramienta fiable para monitorear las alteraciones del sistema
microvascular, incluido el glicocalix endotelial, ha sido validado en servicios de urgencias y

cuidado intensivo. Igualmente, se ha demostrado que su empleo no genera ningln tipo de
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riesgo para el paciente, ni afecta negativamente o retrasa las intervenciones ordenadas por
el médico tratante. Esto, dado que el tiempo promedio de la medicién es de dos minutos.
En lo referente al cumplimiento de los articulos 6, 25 y 26 de la resolucion antes
mencionada, este estudio contempla la obtencién del consentimiento informado (anexo
1) de aquellos que ejerzan la patria potestad o la representacion legal del menor y
garantizando la toma de una decision libre y autbnoma por parte de estos. Dicho
consentimiento, cuyo formato se anexa, cuenta con el sello de aval del Comité Institucional
de Etica para Investigacion en Humanos de la Universidad CES, asi como el del Comité de
Etica en Investigacion Clinica de la Fundacion Cardio-infantil IC. Al ser nifios que se
encuentran intubados (criterio de inclusion), bajo efectos de sedacion, analgesia o bloqueo
neuromuscular continuo por la enfermedad de base, para facilitar la medicién del grosor del
glicocalix sublingual con el videomicroscopio, se considera de acuerdo con el articulo 26 de
la misma resolucién, que el paciente no tiene un nivel de consciencia suficiente que le
permitié firmar un asentimiento informado.
Ademas, la obtencion del consentimiento se realizé en presencia de dos testigos, uno del
paciente y otro del investigador cuya firma sera registrada en el consentimiento. Asimismo,
el investigador principal entreg6 (a los representantes legales del nifio) una copia de dicho
consentimiento. La entrega de dicha copia se registré empleando un formato para tal fin,
el cual es anexado. Sin embargo, no se considero la obtencion de una certificacion sobre
la capacidad de entendimiento, razonamiento y l6gica de los nifios incluidos en el estudio,
ni tampoco la consecucion de un asentimiento informado. Esto, pues los pacientes se
encuentran intubados, bajo efectos de sedacion, analgesia o bloqueo neuromuscular
continuo, dada su condicion clinica, como ya se menciono.
Al mismo tiempo, recalcamos que, dado que se tratd de una investigacion en la cual el
objeto del estudio es un ser humano menor de edad, prevalecié el criterio del respeto a su
dignidad y la proteccion de sus derechos y su bienestar, tal y como lo establece el articulo
5 de la Resolucion 8430 de 1993. De la misma manera, se honré el principio de
beneficencia, pues los nifios incluidos en el estudio recibieron la atencién normalmente
ofrecida por el equipo de profesionales de la UCIP de la Fundacién Cardio-Infantil, la cual
sigue altos estandares de calidad técnica y humana.
Ademas, a estos nifios se les realizé una evaluacion del estado de la microvasculatura 'y de
la integridad del endotelio vascular (i.e. el beneficio directo). Tal evaluacién no hace parte
de los examenes de rutina durante la estancia en UCIP, pero podrian ser de utilidad para
la toma de decisiones terapéuticas por parte del médico tratante. Adicionalmente, el costo
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econdmico de tales analisis fueron subvencionado en su totalidad por el presupuesto de la
investigacion. Por otro lado, el propdésito principal del estudio consiste en brindar evidencia
gue permita realimentar las guias de practica clinica en el contexto de nifios con sepsis
severa/choque séptico. Esto, a largo plazo, facilita la toma de decisiones del equipo
profesional de la UCIP, con respecto al abordaje terapéutico de los nifios con esta
condicion.
En lo referente al principio de no maleficencia, tal y como se menciond anteriormente,
ninguno de los nifios incluidos en el estudio fue sometido a procedimientos invasivos 0
dolorosos por causa de este estudio, ni ningun otro que comprometiera la estabilidad clinica
del paciente o indujera un sufrimiento adicional. Por otro lado, se preservoé el principio
ético de justicia, pues los nifios incluidos en el estudio recibiran la atencion ofrecida por la
UCIP de la Fundacion Cardio-infantil, acorde con el diagnéstico y prondstico de la condicion
clinica que padece. Esto incluye la reanimacion hidrica con cristaloides, en las condiciones
estipuladas por el médico tratante.
Igualmente, en este estudio se respetd el principio de autonomia de aquellos que ejerzan
la patria potestad o la representacion legal del menor, pues el investigador les explicd en
gué consiste el protocolo de investigacién, incluidos el propdsito, alcances y condiciones de
participacion. Esto, de manera clara y suficiente, asi como resolviendo las dudas que
puedan surgir al respecto, con el objetivo de propender por la toma de una decision
informada, haciendo claridad en que los pacientes no pudieron asentir porque como se
explico claramente en los criterios de inclusion, los nifios estaban intubados para efectos
de sedacién o relajacién lo que les impide tener un nivel de consciencia suficiente para
tomar decisiones.
Ademas, los representantes legales del menor podian manifestar su deseo de no autorizar
la participacion del menor en la investigacion, sin que dicha decision tuviera implicacion
alguna en la atencion ofrecida al paciente en su estancia en la UCIP. Asi mismo, a los
pacientes se les garantizo la posibilidad de ser retirados del estudio, en cualquier momento
en el que ellos o sus representantes legales lo soliciten, manifestando su deseo de manera
verbal o escrita, durante cualquier fase de la ejecucion del proyecto y sin ningan tipo de
repercusion negativa.
Por otro lado, se protegid la confidencialidad o reserva de la identidad de los individuos que
participaron en la investigacion, omitiendo cualquier dato que permita identificarlos en el
momento de la divulgacion de los resultados. Esto, a través de procesos de anonimizacion.
Del mismo modo, la informacion proveniente de los pacientes fue manejada de manera
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responsable y solo con los fines cientificos aqui establecidos. Ademas, tal informacion fue
tratada de acuerdo con la normatividad colombiana para la proteccion de datos personales,
consignada en la Ley Estatutaria 1581 de 2012 y el Decreto 1377 de 2013, el cual
reglamenta dicha ley. Asimismo, el manejo de la historia clinica de los pacientes se realiz6
segun la Resolucion 0839 de 2017 del Ministerio de Salud y Proteccion Social.

Finalmente, la ejecucién de la investigacion solo se realizé con el aval y seguimiento de los
comités de ética antes mencionados. El comité de ética de la Universidad CES en su acta
No 146 del 15 de abril del 2020 dio aprobacion a la realizacion del proyecto. De la misma
manera, el Comité de investigaciones de la Fundacion Cardioinfantil dio su aprobacion con
el nimero CEIC 4222-2020 que esta consignada en el acta 03-2020 del 12 de febrero del
2020. Adicionalmente, el equipo investigador se comprometid a realizar una investigacion
cientifica transparente, asi como al cumplimiento de las politicas pertinentes relacionadas
con integridad en la investigacion.  Asi mismo, respetara la normatividad vigente en lo

referente a propiedad intelectual.
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8. RESULTADOS

Se presentaran los resultados en el orden en el que fueron planteados los objetivos
especificos . Es importante aclarar que, los resultados aqui presentados corresponden al
reclutamiento de pacientes hasta del 31 de julio del 2021, dado que existi6 atraso en el
cronograma planeado dado la pandemia por Covid-19. Corresponde al 72% del tamafio
muestral calculado lo que fue aprobado por la Universidad en consideracién como se ha
mencionado a las dificultades por la pandemia. Esta pandemia nos atraso en la aprobacion
de este proyecto en los diferentes comités, consecucién de recursos econdmicos para su
realizacion y ademas gran parte de las unidades de cuidado intensivo pediatrico del pais se
volvieron unidades para atender adultos. No obstante, se superaron paulatinamente estas

dificultades y se presentan los resultados obtenidos hasta la fecha en mencién.

8.1 Objetivo 1

Describir y analizar las caracteristicas demograficas, clinicas y paraclinicas en nifios
con sepsis severa/choque séptico, que se encuentran hospitalizados en la unidad de
cuidado intensivo pediatrico de la Fundacion Cardioinfantil-IC y a los que se les administra
reanimacion hidrica con cristaloides balanceados y no balanceados.

Durante el periodo del estudio se incluyeron 66 pacientes con sepsis grave (sepsis con
disfuncion de 6rgano) o choque séptico (Tabla 6). De estos, 32 nifios (48.50%) recibieron
soluciones balanceadas y 34 (51.50%) soluciones no balanceadas. Las dos cohortes
tuvieron caracteristicas demograficas y clinicas similares; excepto que el servicio de
urgencias fue el principal sitio desde el cual se produjo el ingreso a UCIP, en el caso del
grupo gue recibi6 soluciones no balanceadas.

Con respecto al tipo de seguridad social, 41 de los 66 (61,5%) pacientes pertenecian al
régimen contributivo. La principal causa de hospitalizacion en UCIP fueron los problemas
gastrointestinales en 20 (30.2%) pacientes, seguidos de la patologia respiratoria en el
21.2% (14/66) de los casos. Tuvimos 9 (13.6%) pacientes con ingreso a terapia intensiva
por patologia asociada a la infeccibn por SARS-CoV-2. De ellos, tres cursaron con
sindrome inflamatorio multisistémico asociado a COVID-19 (MIS-C). A este respecto, toda
la investigacion se desarroll6 durante la pandemia por COVID-19. Los principales focos
infecciosos causante de la sepsis fueron los problemas de origen respiratorio en el 34.8%

(23/66) de los casos y los problemas de origen gastrointestinal en el 34.8% (23/66) de los
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pacientes. El 50% (33/66) de los casos present6 choque séptico al momento del ingreso al
estudio, de los cuales el 16.7% (11/66) estaban hipotensos al momento en el que se ordend
el bolo de cristaloide.

No se observo diferencias entre los dos grupos en lo que respecta el riesgo basal de morir,
obtenido con la escala PIM-2 (22.4 [13.4-31.5] vs 18.4 [9.8-31.5]; p = 0.2). Adicionalmente,
en las primeras 24 horas de ingreso a UCIP se aplicé la escala de falla organica (PELOD-
2) que basalmente se encontré mas elevada en el grupo que recibié solucion balanceada.
En total, 4 de los 66 nifos fallecieron (6.1%) durante su estancia en UCIP, sin observar

diferencias entre los dos grupos segun el tipo de solucién recibida.

Tabla 6. Caracteristicas demograficas, clinicas y paraclinicas basales de la poblacién

estudiada.
Edad afios (RIQ) 6.1 (0.58 - 13.5) 9.5 (0.73-14) 0.32
Peso en Kg (RIQ) 15.5 (6.8 - 38.7) 25.5 (6.9 - 49.2) 0.43
Talla cm (RIQ) 112 (67 — 156) 129 (67 - 156) 0.61
Sexo Masculino (%) 11 (34) 17 (50) 0.45
Dias estancia UCIP (RIQ) 14 (7.5 - 21) 10 (6 - 19) 0.23
Seguridad social (%)
Subsidiado 9 (28) 11 (32) 0.42**
Contributivo 22 (69) 22 (65)
Pdliza 1(2) 0
Otro 0 1(3)
Foco Infeccioso (%) 0.41*
Respiratorio 15 (47) 8 (23)
Gastrointestinal 10 (29) 14 (41)
Genitourinario 0 1(3)
SNC 1(3) 3(9
Otros 6 (19) 8 (24)
Origen admision (%) 0.03**
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Urgencias

Piso

Remision

Cirugia

Clasificacién sepsis (%)
Sepsis severa

Choque séptico

Ausencia comorbilidades (%)

Tipo de comorbilidades (%)

Respiratoria
Gastrointestinal
Genitourinario

Sistema Nervioso Central

Cardiovascular

Otros
PRISM Il (%)
PIM-2 (RIQ)

Score PELOD-2 (RIQ)
Hemocultivo positivo (%)
Prueba Rapida viral
positiva*(%)

Respiratorio
Gastrointestinal
Hemocultivo

Ninguno

Ventilacion Mecéanica (%)
Score Vasoactivo (RIQ)
Datos de laboratorio
PCR mg/dL (xDS)

PCT ng/mL (xDS)

Lactato mmol/Lit (RIQ)

pH (xDS)

Ferritina mg/dL (RIQ)

4 (12)
7(22)
10 (32)
11 (34)

13 (39)
19 (61)
6 (22)

5 (19)
10 (37)
2(7)
1 (4)
0
8 (33)

16.7 (6.1)
22.4 (13.4 - 31.5)
9 (8-11)

1 (4)

11 (34)
1(3)
4 (12)
16 (50)
23 (72)
10 (6 - 20)

5.5 (5.9)

4.6 (10.5)
1.54 (1.12 - 2.20)
7.39 (0.07)
445.2 (236-1620)

12 (35)
6 (18)
5 (15)
11 (32)
0.35**
20 (59)
14 (41)
8 (24) 0.94
0.55**
8 (24)
12 (35)
1(3)
0
3 (9)
10 (29)
13.8 (7.7) 0.81
18.4 (9.8 - 31.5) 0.23
7(4-9) 0.01
6 (16) 0.26
0.01**
13 (38)
2 (6)
19 (56)
0
23 (68) 0.24
11 (5 - 20) 0.72
8.1 (8.2) 0.23
3.2 (5.3) 0.42
1.17 (0.89 - 1.51) 0.02
7.42 (0.06) 0.44
490 (181 - 1507) 0.25
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AlbGmina g/dL (+DS) 2.99 (0.79) 3.23 (0.47) 0.16

Creatinina mg/dL (xDS) 0.89 (1.5) 0.62 (0.51) 0.32
Glucemia mg/dL (xDS) 124 (35) 115 (26) 0.26
Milrinone (%) 14 (52) 13 (38) 0.46
Mortalidad (%) 3(9) 1(3) 1.12

PIM-2: Pediatric index Mortality-2, PELOD-2: Pediatric Logistic Organ Dysfunction, PCR: proteina C reactiva,
PCT: procalcitonina. *Prueba de T-Student — U Mann Whitney segun distribucion variable. **Chi? de Pearson.

No todos los pacientes tenian comorbilidades. En efecto, aproximadamente uno de cada
cuatro pacientes estudiados no presentaron comorbilidades, sin diferencias entre los dos
grupos de cristaloides. Cuando estuvieron presentes, la comorbilidad mas frecuente fue de
origen gastrointestinal (34% 29/66), particularmente pacientes con enfermedad hepética
cronica, debido a que la institucién es un centro de referencia para trasplante hepatico
pediatrico. De hecho, tuvimos 9/66 (13.6%) pacientes incluidos en el estudio en periodo

posoperatorio inmediato de trasplante hepatico.

La mayoria de los pacientes recibieron soporte con ventilacion mecanica invasiva en ambos
grupos (Tabla 6). No se observaron diferencias en la necesidad de soporte vasoactivo entre
el grupo de soluciones balanceadas y de no balanceadas, debido a que evidenciaron un
score vasoactivo similar. Se usaron medicamentos vasopresores como noradrenalina,
vasopresina y adrenalina. El grupo de soluciones balanceadas recibié mas frecuentemente
inodilatadores (Milrinone), pero esta diferencia no fue estadisticamente significativa con
respecto al grupo de soluciones no balanceadas (Tabla 6). Estos medicamentos
vasoactivos fueron iniciados a criterio del médico tratante. No se observaron diferencias en
ninguno de los biomarcadores plasmaticos de respuesta inflamatoria, funcién renal y
equilibrio 4cido base (Figura 7), antes de recibir bolos de cristaloides. El 41.7% de los nifios
tenia hipoalbuminemia y un 32% del total (21/66) recibieron infusion de albumina al 20%.
Se obtuvo aislamiento de germen en el 12.1% de la poblacién, principalmente en los

hemocultivos.
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Figura 7. Biomarcadores segun tipo de cristaloide de respuesta inflamatoria, funcién renal, equilibrio
acido base al momento de ingreso segun el tipo de solucion utilizada. No se observé diferencias
entre los dos grupos antes de recibir el bolo de cristaloide en estos biomarcadores. PCR: proteina C
reactiva. PCT: procalcitonina. pH: potencial de hidrogeniones. *Prueba de T-Student - **U Mann
Whitney.

No obstante, en la linea de base, la Unica diferencia estadisticamente significativa en el
grupo nifios que recibid soluciones balanceadas era que tenian un nivel de lactato mayor,
lo cual concuerda con el hecho de que la escala PELOD-2 estuviera mas elevada en dicho
grupo (Figura 8). Dentro de sus variables, esta escala involucra el nivel de lactato sérico.
Pero, aunque el fue mayor en el grupo mencionado, estuvo por debajo de 2 mmol/L, cifra

considerada como normal para poblacién pediétrica.
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Severidad y biomarcadores
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Figura 8. Severidad de enfermedad medida con escala PELOD-2, VIS y biomarcadores entre los
dos grupos de pacientes estudiados. Se observa un lactato basal mas alto en el grupo de

balanceadas. *Prueba de Chi2 de Pearson y test exacto de Fisher.

8.2 Objetivo 2

Estimar el grado de alteracién del glicocalix endotelial, a través de la medicién directa
no invasiva de la microcirculacion sublingual, empleando video-microscopia, asi como
la medicion de los niveles plasméticos de biomarcadores de dafio del glicocalix
(sindecano-1, endocan) en la poblacion de estudio, antes y después de recibir
reanimacion hidrica con cristaloides.
Como se describi6 el la seccién de métodos, se estimé el grado de alteracion del glicocalix
endotelial en los nifios con sepsis a través de la medicién de la microcirculacion sublingual
en la cabecera del paciente (Figura 9). Se utilizé el Glycocheck System® que es un
videomicroscopio de campo oscuro que mide el dafio endotelial y la degradacion del
glicocdlix a nivel sublingual, como se explicé anteriormente en el marco teorico. La
informacién obtenida fue procesada por el software que calcula diferentes variables de la
microcirculacion, densidad capilar y grosor del glicocélix. El equipo mide el PBR (del inglés
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perfusién boundary region, o regién limite perfundida) que es una medida inversamente
proporcional al grosor del glicocélix endotelial. Es decir, a mayor nivel de PBR, menor es el
grosor del glicocdlix. En adultos y nifios sin sepsis, se ha considerado como valor normal
una cifra inferior a 2.0 um. Un valor mayor a este nivel sugiere, por lo tanto, un dafo del
glicocalix (Figura 9).

B .. S i T T earvcotHeck
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Figura 9. Medicion de la microcirculacion sublingual. A. Imagen en nifios criticos del proceso de
medicion de la microcirculacion sublingual y el glicocdlix endotelial. B. Calculo del software del
Glycocheck System® de las variables de la microcirculacion incluyendo el PBR. PBR: perfused
boundary region. Se observa en la parte superior los valores numéricos que informa el

software y en la parte inferior los valores en los diferentes tiempos de medicion.
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En nuestros pacientes, en la medicion basal (i.e. realizada en el tiempo 0) con el
videomicroscopio, se observé una importante alteracion del glicocalix endotelial, tanto en el
grupo que recibi6 soluciones balanceadas como en el que recibi6 soluciones no
balanceadas (Tabla 7 — Figura 10). Del total de la poblacién estudiada, el 75.6% (50/66)
tenian un PBR mayor a 2.0 um, antes de recibir bolos de cristaloides. Esta alteracion del
glicocélix endotelial se relaciona con la severidad de la sepsis. En efecto, en nifios con
choque séptico, el PBR se observé mas frecuentemente elevado en comparacién con
aquellos nifilos que experimentaron sepsis grave (87.9% vs 63.6%; p = 0.02) (Figura 10C),
antes de la administracion del bolo de cristaloides. Los pacientes que presentaron choque
séptico, ademas, tuvieron mayor riesgo de tener alteraciones basales del glicocalix con

respecto a los pacientes con sepsis grave (RR 4.14 1C95% 1.17 — 14.65; p = 0.04).
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Figura 10. Imégenes de la microcirculacion sublingual tomadas con el videomicroscopio. A. Imagen
de paciente en estado de choque, en donde se observa menor proporcion de vasos sanguineos y
menor reclutamiento capilar. B. Imagen de la microcirculacion de un nifio sano de 8 afios en donde
se observan las estructuras normales. Figura original de los autores (referencia 77). C. Proporcién
de pacientes con PBR mayor a 2.0 micras segun severidad de la sepsis. *Prueba de Chi2 de

Pearson.

Adicionalmente, a las dos horas de administrados los cristaloides se observé que existia
poca variabilidad del PBR con respecto al valor basal (Tabla 7). No obstante, al realizar la
medicién a las 6 horas, luego de la administracion de estos bolos, se observé una reduccién
importante del PBR en el grupo que recibié soluciones balanceadas respecto al grupo que
recibié reanimacion hidrica con soluciones no balanceadas (2.087 vs 2.247; p< 0.01). En
este mismo sentido, la medicién realizada a las 24 horas mostré un regreso del valor del
PBR a cifras similares a las obtenidas en la linea de base, antes de la administracion del
bolo de cristaloide, sin diferencias entre los dos tipos de soluciones (p = 0.63) (Tabla 7 -
Figura 11).

Tabla 7. Valores de PBR en los diferentes tiempos de medicién y segun tipo de solucién de

cristaloide utilizada.

PBR (xDS) Basal 2.224 (0.28) 2.158 (0.27) (-) 0.06
PBR (zDS) 2 horas 2.188 (0.26) 2.177 (0.25) (-) 0.11
PBR (+DS) 6 horas 2.087 (0.26) 2.247 (0.21) (-) 0.16
PBR (+DS) 24 horas 2.251 (0.31) 2.213 (0.30) (-) 0.04

PBR: region limite perfundida (del inglés Perfusion Boundary region).
a Prueba de T-Student para muestras independientes con varianzas iguales / Test de ANOVA de muestras
pareadas para cada grupo analizado.

Al evaluar el comportamiento del PBR en cada grupo, especificamente con el uso de
soluciones balanceadas, se observé elevacion de este biomarcador imagenoldgico desde
el nivel de medicién basal, como se describié previamente. No obstante, luego de 2 horas

de administrado el bolo existe una tendencia al descenso en el valor del PBR, cuyo pico
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maximo ocurre a las 6 horas luego de su administracién (Dif medias (-) 0.137; p = 0.04) con
respecto al nivel basal. A las 24 horas, el valor del PBR regresa a niveles cercanos a los
basales (Dif medias (-) 0.027; p = 0.71) (Figura 12 A). Con las soluciones no balanceadas
se observa un comportamiento diferencial también (Figura 12 B). Existe una tendencia al
aumento progresivo del PBR desde el nivel basal, llegando a ser maximo a las 6 horas
luego de su administracion (Dif medias (+) 0.090; p = 0.09). Posteriormente, existe un

descenso a las 24 horas, alcanzado un nivel que es superior al nivel basal de medicién.
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Figura 11. Cambios en el PBR en los diferentes momentos de medicién y tipo de solucion utilizada.
Se observa una tendencia con soluciones no balanceadas a ser méas alta a las 6 horas de
administradas comparado con la solucion balanceada. *Prueba de T-Student varianzas iguales para

muestras independientes.

En este orden de ideas, el mayor riesgo de lesion del glicocalix endotelial alcanzé su pico
méaximo a las 6 horas posteriores a la administracion de los cristaloides. Ademas, luego de
transcurridas 2 horas de la administraciéon de los bolos, el 73.5% de los pacientes que
recibi6 soluciones no balanceadas tenia un PBR alterado, frente al 71.9% de aquellos que
recibieron soluciones balanceadas (RR 1.09: IC95% 0.37- 3.21; p = 0.88). Alas 6 horas de
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administrados los cristaloides, el 88% de los pacientes que recibieron soluciones no

balanceadas exhibi6 dafio del glicocalix endotelial con respecto al 59.4% dentro del grupo
gue recibi6 soluciones balanceadas (RR 5.13: IC95% 1.46 — 18.08; p = 0.01). Sin embargo,

tras 24 horas de ocurrida la aplicacion, el 82.4% de quienes recibieron una solucién no

balanceada tenia alterado el glicocalix endotelial, frente al 87.5% de aquellos que recibieron
soluciones balanceadas (RR 0.67: IC 95% 0.17 — 2.62; p = 0.73) (Figura 12 C).
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Figura 12. Comportamiento del PBR segun tipo de solucién utilizada en los tiempos de evaluacion.
A. Soluciones balanceadas. B. Solucién No Balanceada. *Test de ANOVA para muestras repetidas
con post hoc de Bonferroni. C. Porcentaje de pacientes con PBR alterado segun tipo de cristaloide.
*Test de Chi2 de Pearson. Se observa en todas las figuras un pico maximo de dafio del glicocalix
endotelial a las 6 horas con el uso de soluciones no balanceadas comparadas con las soluciones
balanceadas.

En este mismo sentido, también se realiz6 medicion de biomarcador plasméatico de dafio
del glicocdlix, antes y después de la aplicacion de un bolo de cristaloide. En efecto, medimos
los niveles de sindecano-1 antes del bolo, a las 2 y a las 6 horas post-administracion, en 36
pacientes de la muestra estudiada (Tabla 8). De estos 16 recibieron soluciones
balanceadas y 20 soluciones no balanceadas. No se realiz6 en la totalidad de los pacientes
por no disponer del kit para todos los pacientes estudiados en este analisis. En personas
sanas se considera un valor normal cuando este es menor a 80 ng/mL. Antes de la
administracion de los bolos de cristaloides, se observaron niveles superiores a esta cifra en
el 86.1% de los casos (31/36) de la poblacién estudiada, siendo més alto en los pacientes
con choque séptico que en los nifios con sepsis grave (129.68 ng/mL [RIQ 83.15-204.56]
vs 101.66 ng/mL [68.51-187.13]; p = 0.31).
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De manera especifica, en los dos grupos se encontré alterado el sindecano-1 en su
medicién basal (Tabla 8). Ademas, en ambos grupos también se observa una tendencia al
incremento en los niveles del biomarcador frente al nivel basal a las 2 horas de
administrados los cristaloides (Figura 13 y 14). Posteriormente, a las 6 horas, los valores
se mantienen elevados en el grupo de aquellos que recibio solucién salina, mientras que se
observa una tendencia a la disminucion del sindecano-1 en el grupo que recibié soluciones

balanceadas (p=0.1).

Tabla 8. Valores de sindecano-1 (ng/mL) en los diferentes tiempos de mediciéon y segun

tipo de cristaloide

Basal (RIQ) 116 (90 - 134) 123 (58 - 229) 0.62
2 horas (RIQ) 121 (100 - 144) 129 (58 - 223) 0.61
6 horas (RIQ) 104 (58 - 152) 125 (83 - 221) 0.37

@ Test U de Mann Whitney para dos grupos independientes / Test de Kruskall wallis para andlisis de cada grupo.

Especificamente, los niveles plasméticos de sindecano-1 aumentan un 4,3% a las 2 horas
de administrados con respecto a la medicion basal, en el grupo que recibié soluciones
balanceadas. Sin embargo, a las 6 horas de administrada la solucién balanceada se
observa un descenso del 10.4% con respecto al valor basal (Figura 14).

Con el grupo de soluciones no balanceada no se observan los cambios antes descritos. A
las 2 horas de su administracién, existe un aumento del 4.4% con respecto al nivel basal,
con una proporcién de aumento similar en frente a las soluciones balanceadas. No
obstante, a las 6 horas de administrada la solucion no balanceada, no se observa descenso
de los valores frente a los valores basales y, por el contrario, su nivel permanece elevado

siendo muy similar al nivel basal (un 2% mas alto) (Figura 14).
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Figura 13. A. Niveles alterados de sindecano-1 segun severidad de la sepsis 2Chi2 Pearson. B.

Comportamiento del sindecano-1 segun el tipo de solucién en los tiempos de evaluacion. Se observa

gue el sindecano-1 tiene una tendencia al descenso a las 6 horas en los pacientes que reciben

soluciones balanceadas y se sostiene casi igual en el grupo con soluciones no balanceadas 2 Test
U de Mann Whitney.
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Figura 14. Proporcion de cambio del sindecano-1 desde su nivel basal segin el tipo de cristaloide
utilizado. Se observa mayor proporcién de descenso con la solucién balanceada que con la solucion

no balanceada.

El otro biomarcador plasmatico de dafio del glicocélix endotelial medido fue el endocan. Se
midié en la linea basal y a las 6 horas de administrado el bolo de cristaloide en 33 pacientes
(Tabla 9). De estos 15 recibieron soluciones balanceadas y 18 soluciones no balanceadas.
No se realiz6 en la totalidad de los pacientes por no disponibilidad de la prueba para todos.
Inicialmente, se observd alterado (> 1.6 ng/mL) en el 65.6% (21/33) de los pacientes.
Aunque se observé un valor absoluto mas alto en el grupo que recibié soluciones
balanceadas en la linea basal, esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p =
0.13). Asimismo, en los dos grupos, a las 6 horas de administrados los cristaloides se

observé tendencia al descenso con respecto al nivel basal sin diferencias entre los grupos.
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Tabla 9. Valores de endocan (ng/mL) en los diferentes tiempos de medicién y segun tipo

de cristaloide

Basal (RIQ) 2.40 (1.80 — 3.80) 1.60 (0.80 — 3.10) 0.13
6 horas (RIQ) 1.80 (1.40 — 2.70) 1.20 (1.00 — 3.00) 0.84
@ Test U de Mann Whitney

En el grupo de soluciones balanceadas se observd una disminucion del 24.5%, mientras

gue en el grupo de soluciones no balanceadas el descenso fue del 25% (p=0.125).

8.3 Objetivo 3

Determinar la afectacion del componente celular del endotelio vascular, a través de la
medicién de biomarcadores plasmaticos (angiopoietina 2, anexina a5) en la poblacion
de estudio, antes y después de recibir reanimacién hidrica con diferentes tipos de
cristaloides y su asociacion con la alteracion de otros biomarcadores y dafio del glicocalix.
La angiopoietina-2 (Ang-2), un biomarcador de activacion y aumento de la permeabilidad
vascular endotelial en condiciones de inflamacion (e.g. sepsis) fue evaluado antes de la
administracién del bolo de cristaloides (nivel basal) y a las 6 horas luego de su
administracion, en 34 pacientes (Tabla 10 — Figura 15A). De estos 17 recibieron soluciones
balanceadas y 17 no balanceadas. No se realizo en la totalidad de los pacientes por no

disponiblidad del kit para su realizacion en todos.

Tabla 10. Valores de angiopoietina-2 (ng/mL) en los diferentes tiempos de medicion.

Basal (RIQ) 11.60 (7.0 — 24.7) 11.15 (7.3 - 23.5) 0.96
6 horas (RIQ 10.08 (6.2 — 22.4) 14.95 (9.1 — 24.7) 0.40

2 Test U de Mann Whitney

En los dos grupos se encontrd un nivel basal de Ang-2 por encima del valor de referencia
para nifios que no tienen inflamacion aguda secundaria a infeccién (1.6 ng/mL) (83). Sin

embargo, el biomarcador se encontr6 mas elevado en el grupo de pacientes con choque
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séptico en comparacién con aquellos pacientes con sepsis grave (15.85 ng/mL [7.60-24-40]
vs 10.50 ng/mL [7.10-22.10]; p = 0.22).

No se observaron diferencias en el nivel de Ang-2 basal entre las soluciones balanceadas
y no balanceadas. No obstante, a las 6 horas de administracion del bolo, se observé una
tendencia al incremento en el valor de Ang-2 en el grupo que recibié soluciones no
balanceadas con respecto al grupo que recibié soluciones balanceadas (p = 0.40).

En este sentido, en los pacientes que recibieron soluciones balanceadas se observd un
descenso en un 13% a las 6 horas desde su nivel basal (p = 0.57). En el grupo de no
balanceadas, se observé un empeoramiento del 35% (11.15 ng/mL vs 14.95 ng/mL; p =
0.20) frente a su nivel basal.

Por otra parte, el nivel de Ang-2 en los dos grupos de soluciones no se ve alterado segun
la severidad de la sepsis (p = 0.38), escala PIM-2 (p = 0.42), ni con el uso de infusiones de
albumina (p = 0.43). Sin embargo, se observd una correlacion leve entre los niveles de
angiopoietina-2 a las 6 horas y el nivel de PBR en los dos grupos (rho 0.23; p = 0.05). De
manera especifica, en el grupo que recibi6 SSN, cuando se ajust6 el grado de dafio del
glicocdlix al flujo sanguineo que llega a los capilares (PBR ajustado al flujo capilar), se
observé que la angiopoietina-2 se correlaciona moderadamente con el dafio del glicocalix
endotelial (rho 0.4; p < 0.05). En otras palabras, en el grupo que recibié6 SSN entre mayor
sea el dafio del glicocdlix endotelial, existe evidencia de un mayor incremento en la

permeabilidad capilar, documentado por elevacién de la Ang-2.
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Figura 15. Niveles de biomarcadores de permeabilidad y apoptosis. A. Nivel de Angiopoietina-2 en
los dos momentos de evaluacién segun el tipo de solucion utilizada. Se observa una tendencia a
estar mas elevada en el grupo de soluciones no balanceadas a las 6 horas. *Test U de Mann Whitney.
B. Niveles de anexina a las 6 horas del bolo de soluciones balanceadas y no balanceadas. Se
observa un nivel mas alto en el grupo de soluciones no balanceadas.
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De la misma manera, observamos que la angiopietina-2 tuvo una correlacién moderada con
el nivel de creatinina (rho=0.47; p = 0.02) y una correlacion negativa con el nivel de albumina
sérica (rho= (-) 0.34; p = 0.05). Sin embargo, los niveles de la Ang-2 no se encontraron
asociados con el nivel de PCR (p = 0.81), PCT (p = 0.78), PELOD (p = 0.5), lactato (p =
0.6), ni glucemia (p = 0.5). Tampoco se encontrd asociacion entre el nivel del biomarcador
Ang-2 y la mortalidad (p = 0.83).

Al estimar la asociacién entre la ang-2 y biomarcadores que evalian la macrocirculacién
como la saturacion venosa de 0,, no se encontré asociacion entre estas dos variables, ni
en la linea basal (p=0.78) ni a las 6 horas de administrado el cristaloide (p=0.67). Por el
contrario, con variables que miden de forma indirecta la microcirculacion, como el delta de
CO; (diferencia entre CO, venoso y arterial - D CO;), encontramos que un valor anormal
(i.e. mayor a 6) se asocio a niveles elevados de Ang-2 (p = 0.03). De manera interesante,
si los pacientes recibian infusion de albumina, existia menos riesgo de tener alteracion en
la permeabilidad vascular (Ang-2) y en la microcirculacion evaluada con el D CO; (18.2%
vs 62.5%; ORa 0.18: 1C95% 0.05-0.64; p = 0.05).

Con respecto a la anexina A5, un biomarcador de muerte celular programada (i.e.
apoptosis), se realizé una medicion a las 6 horas de administracion de los bolos de
cristaloides en 36 pacientes (17 del grupo de balanceadas y 19 en el grupo de no
balanceadas) (Figura 15B). No se realizo medicion en todos los pacientes por no
disponibilidad de kit de medicion para todos. Encontramos que el grupo de soluciones
balanceadas tuvo una mediana de 0.10 ng/ml (RIQ 0.0 - 6.4) y el grupo de soluciones no
balanceadas una mediana de 6.5 ng/mL (RIQ 0.7 — 10.6) (p = 0.04). El riesgo de encontrar
este biomarcador alterado a las 6 horas de recibir bolos de cristaloides fue mucho més alto
con el grupo de soluciones no balanceadas (RR 7.61 IC 95% 1.59 — 36.48; p<0.01) con
respecto a los pacientes que recibieron solucién balanceadas.

De manera particular, en el grupo al que se le administré un bolo de soluciones no
balanceadas, no se observé asociacion entre tener una alteracion en los valores de anexina
A5y el PBR (p =0.21), sindecano (p = 0.91), angiopoietina— 2 (p =0.19) y lactato (p=0.31).
No obstante, encontramos que otros biomarcadores menos especificos de dafio en la
microcirculacion si se asociaban con los resultados observados en la anexina A5. De
manera puntual, el tener un Delta de CO, normal (menor a 6) se asocia a un menor riesgo
de encontrar alterada la anexina A5 (RR 0.57: IC 95% 0.30-0.99; p = 0.05).
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8.4 Objetivo 4

Estimar la asociacion entre el cambio de la integridad del glicocdlix, segun el tipo de
reanimacion hidrica instaurada, y los desenlaces clinicos de interés (i.e. estado acido

base, funcion renal, lactato y alteraciones hidroelectroliticas y) en nifios con sepsis.

Con respecto a la presencia de acidosis metabélica, en la linea de base no se observé
diferencias en su frecuencia entre el grupo que recibié soluciones balanceadas y aquel al
gue se le administraron soluciones no balanceadas (25% vs 44%; p = 0.11). No obstante,
a las 2 horas de administrado el bolo se observd una mayor frecuencia de acidosis
metabdlica en el grupo que recibié soluciones no balanceadas frente al de soluciones
balanceadas (47% vs 22%: RR 1.47 1C95% 1.03-2.13; p = 0.03). Esta mayor frecuencia se
mantuvo a las 6 horas (41% vs 18%: RR 1.38 IC 95% 1.01 — 1.92; p =0.05) y a las 24 horas
(29% vs 9%: RR 1.29 1C95% 1.01 — 1.64; p = 0.04) (Figura 16).

Ademds, en los pacientes con acidosis metabdlica se observé mayor alteracion del
glicocdlix endotelial, documentado por biomarcador imagenoldgico y plasmatico. A las 6
horas de administrado los bolos, el grupo que presentd acidosis metabdlica tenia mas
elevado el PBR (2.275 vs 2.124; Dif medias 0.150; p=0.02) y mayor riesgo de tener un nivel
superior a 80 pg/mL de sindecano-1 (RR 4.88: 1C95% 1.23 — 28.08; p = 0.05). (Figura 17 A,
B).
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Figura 16. Frecuencia de acidosis metabolica de acuerdo con el tipo de solucién. Se observa que
la acidosis metabdlica fue mucho mas frecuente en el grupo de pacientes que recibié soluciones no
balanceadas como se describe en el texto. *Test exacto de Fisher.

También encontramos mayor riesgo de presentar lesion renal aguda en el grupo de
soluciones no balanceadas a las seis horas de su administracion (RR 1.7: 1C95% 1.12-3.18;
p = 0.05) con respecto a las soluciones balanceadas. Esto es concordante con la mayor
presencia de acidosis metabdlica en este grupo al momento de la medicion. De la misma
manera, se observd hipercloremia de manera mas frecuentemente en el grupo de
soluciones no balanceadas (25% vs 6%; p = 0.04). Esta asociacién de acidosis metabdlica

hiperclorémica con lesion renal aguda ha sido descrita previamente como causa de lesion
renal aguda en quienes utilizan soluciones no balanceadas.
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Figura. 17. Alteraciones del glicocalix endotelial en los nifios con acidosis metabdlica. A. Nivel de

PBR y su asociacién con la presencia de acidosis metabdlica. B. Frecuencia de nivel de Sindecano-

1 en el grupo con acidosis metabdlica. *T-Student grupos independientes **Test de Chi2 de Pearson.
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En este sentido, el grupo de pacientes que cursaron con hipercloremia tenia un PBR
superior con respecto al grupo con valor de cloro normal (2.312 vs 2.138; Dif medias 0.173;
p = 0.04) sugiriendo mayor dafio del glicocalix endotelial en este grupo. Esto fue
concordante con alteracion también del glicocalix medido con biomarcador plasmatico. Es
decir, se observo mayor alteracion del sindecano-1 en el grupo con hipercloremia frente al
grupo con normocloremia (123.35 [RIQ 61.16-165-24] vs 105.92 [74.42 — 640.81]; p = 0.05)
(Figura 18 A,B).
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Figura. 18. Alteraciones del glicocalix endotelial en los nifios con Hipercloremia. A. Nivel de PBR y
su asociacion con alteracién del cloro.  B. Nivel de Sindecano-1y su asociacion con alteracién del

cloro sérico. *T-Student grupos independientes *Test U Mann Whitney.
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De manera interesante, encontramos que existe una correlacion negativa débil entre el nivel
de albamina sérica y el PBR en la linea basal (r = (-) 0.23; p = 0.08), negativa moderada a
las 2 horas (r = (-) 0.35; p = 0.01), negativo débil a las 6 horas (r = (-) 0.23; p = 0.05), y
negativo débil las 24 horas (r = (-) 0.25; p = 0.05) luego de administrados los cristaloides.
(Figura 19). En otras palabras, se observé una relacion inversa entre el nivel de albumina
sérica y mayor degradacion del glicocélix en todos los tiempos, siendo mas marcado a las
2 horas y 24 horas tras la administracion de cristaloides (Figura 19).

De hecho, encontramos la linea basal que el 84% de los pacientes que tienen un nivel de
albumina anormal (menor a 3 g/dL) evidencian un PBR alterado (RR 2.73: 1C95% 0,76 —
9,82; p = 0.146). Luego de 2 horas de administrado el bolo de cristaloides, el 88% de los
pacientes con nivel de albumina bajo evidencian dafio del glicocélix endotelial (RR 5.5: IC
95% 1.38 — 21.85; p = 0.01). A las 6 horas, el 72% (RR 1.03 1C95% 0.33-3.2; p=1.00);
mientras que a las 24 horas, el 96% de los nifios que tienen un nivel de albimina bajo tienen
alterado el glicocalix endotelial (RR 7.11: 1.34-61.07; p = 0.04).
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Figura 19. Correlacién entre el nivel de albimina y el dafio de glicocalix endotelial medido con
videomicroscopia a las 2 horas (T1) y 24 horas (T3) luego de administrar cristaloides. PBR: region
limite perfundida. *Correlacién de Pearson
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Cuando se considerd un nivel de albimina menor a 2.5 gr/dL como anormal, se encontrd
gue en la linea de base, los nifios que tenian hipoalbuminemia tenian mas riesgo de
presentar dafio del glicocalix medido con videomicroscopia (OR 1.44; 1C95% 1.21 — 1.73;
p=0.05).

De manera interesante, observamos que existia una tendencia a mayor alteracion del
sindecano-1 en los pacientes con mayor respuesta inflamatoria e hipoalbuminemia. En este
sentido, el 100% de los pacientes con ferritina mayor a 500 ug/dL y albimina sérica baja
cursaron con sindecano-1 elevado, aunque sin significancia estadistica (ORa 1.18: IC95%
0.92 — 1.58; p = 0.11). Sin embargo, en este grupo se identificé que el 71% de los nifios
gue recibieron infusion de albumina tenian elevados los niveles del sindecano-1 y la
ferritina, frente al 100% de los pacientes que no recibieron infusion de albumina (ORa 0.71
IC95% 0.45-1.00; p = 0.05).

Con respecto a la asociacion entre las alteraciones del glicocélix endotelial con otros
biomarcadores de dafio de la microcirculacion encontramos una correlacibn moderada
positiva entre el Delta de CO, (D CO;) y el PBR en la linea basal (r=0.31; p = 0.03). Sin
embargo, no se observé asociacion entre el D CO- con otros biomarcadores de dafio en la
microcirculacién como el lactato (p = 0.9) ni con el sindecano-1 (p = 0.63). Tampoco el
lactato se asocié a alteracion en el valor de PBR (p = 0.16) posiblemente porque se ha
considerado siempre un indicador muy tardio de la perfusioén tisular que se ve afectado por
muchas variables de macrocirculacion.

También estimamos la asociacion entre la evidencia de microtrombosis/fibrindlisis con el
dimero D y alteraciones en el glicocalix endotelial. Se encontr6 que luego de la
administracion de los bolos de cristaloides existia correlacién positiva entre el nivel de PBR
y un valor de dimero D mayor a 1.5 ng/mL (mas de 3 veces el valor normal) (rho = 0.54;
p = 0.05). Esta correlacién aumenta cuando se ajusta la degradacién del glicocalix al flujo
sanguineo del capilar (rho = 0.65; p = 0.03).

En la muestra estudiada, 6 pacientes (9%) tenian prueba positiva para SARS-CoV-2 con
RT-PCR y 3 (4,5%) pacientes cumplian criterios para el Sindrome Inflamatorio
Multisistémico en Nifios (MIS-C) asociado a COVID-19. El 100% de los nifios con infeccion
por SARS-CoV2 tuvo neumonia, falla respiratoria y sindrome de dificultad respiratoria
agudo (SDRA). Se encontré que los nifios con MIS-C tenian mayor riesgo de degradacion
del glicocdlix, con respecto a los nifios con neumonia por SARS-CoV-2 (RR 2.5 IC95%

1.20-7.31; p=0.05) al ser evaluados con videomicroscopia sublingual (Figura 20).
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Con respecto al dafio del glicocalix y su asociacion con escalas de falla organica multiple
en UCIP, no encontramos asociacion entre un PBR aumentado (mayor a 2 um) y la escala
de mortalidad de PELOD-2 (p = 0.70), PRISM-IIl (p = 0.35), PIM-2 (p = 0.22) en la linea
basal de los pacientes. Tampoco se observé esta asociacion con el sindecano-1 en la linea
basal con PELOD-2 (p=0.49), PRISM-III (p=0.98) ni PIM-2 (p=0.80).

De toda la poblacion estudiada, se presentdé muerte en el 6% de los casos (4/66). A este
respecto, a pesar de no observar asociacion entre el nivel de PBR y las escalas usadas
para predecir mortalidad en UCIP, se observé que los pacientes que murieron tenian un
nivel de PBR superior con respecto a los nifios que sobrevivieron (2.342 DS 0.09 vs 2.180
DS 0.28; Dif medias 0.162; p = 0.03) (Figura 21).
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Figura 20. Nivel de PBR en nifios con infeccién por SARS-CoV-2. MIS-C: sindrome inflamatorio
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Figura 21. Nivel de PBR en la linea de base de la poblacién estudiada segun mortalidad.
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8.5 Objetivo 5

Explorar un modelo multivariado, controlando factores de confusién, que permita establecer

la relacidn entre el tipo de cristaloide utilizado y el dafio del glicocalix endotelial.

Inicialmente, ya que en la linea de base de comparacion solo se observo significancia
estadistica para una mediana de nivel sérico de lactato, la cual fue mas alta en el grupo de
soluciones balanceadas frente al grupo de no balanceadas (1.54 mmol/L vs 1.17 mmol/L;
p=0.02), se quiso determinar si esta podria ser un factor de confusion frente al valor de PBR
en la medicién basal. No se encontr6 que el valor del ORa entre la soluciéon no balanceada
y la solucién balanceada, ajustado al valor de lactato sérico, tuviera diferencia mayor al 10%
frente al ORc, de manera que pudiera sugerir que este sea un factor de confusion para

identificar el riesgo de dafio del glicocéalix endotelial (0.69 vs 0.70; p = 0.12).

Por otro lado, para establecer si la exposicién a bolos de cristaloides (balanceadas vs no
balanceadas) explica las alteraciones observadas en el glicocalix endotelial evaluado con

el PBR (mayor o menor a 2 um) a las 6 horas de administrado el bolo, se realiz6 una
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regresion logistica binaria. Inicialmente, se identificaron los posibles factores de confusion
por plausibilidad biol6gica (criterio de Kleinbaun) y teniendo en cuenta los criterios de
Hosmer-Lemeshow.

En este orden de ideas, luego de realizar en analisis bivariado, se realiz6 la prueba de
Tarone y la estimacion de razon de ventajas de Mantel y Haenszel identificando como
factores de confusion el score vasoactivo (VIS), con un aumento de mas del 10% en el ORc
frente al ORa pero con igual sentido (4.4 vs 11.1). A pesar de la significancia estadistica
en el analisis bivariado, la hipoalbuminemia no se identific6 como un factor de confusion.
Adicionalmente, por plausibilidad biolégica se consideré al riesgo de mortalidad basal,
calculado con la escala PIM-2, como un factor de confusion.

Posteriormente, para el modelo de retencidn de variables se empled el método Backward y
se uso el estadistico de Wald para saber si el tipo de cristaloide influye sobre la alteracién
del glicocdlix endotelial. En este sentido, el modelo fue evaluado con las pruebas de bondad
de ajuste, especificamente con la prueba de Hosmer-Lemeshow, la cual mostr6 buen ajuste
del modelo (p = 0.32). El 25% del cambio en el glicocalix endotelial, segun el modelo, es
explicado por el tipo de soluciéon utilizada (R?). Finalmente, la capacidad predictiva del
modelo se evalud6 con la curva ROC que indicé un AUC de 0.71 (IC95% 0.62-0.79). (Tabla
11).

Se encontrd que el uso de soluciones balanceadas representa un menor riesgo de dafio del
glicocdlix endotelial (ORa 0,23: IC95% 0.06-0.82; p = 0.024), luego de 6 horas de ser
administradas, con respecto a las soluciones no balanceadas. Esto, tras controlar por el

score vasoactivo y el riesgo de mortalidad basal calculado con la escala PIM-2.

Tabla 11. Andlisis Multivariado de alteracién del glicocalix segun tipo de solucién utilizada*

Balanceado

vs No 0.665 5.098 0.024 0.223 0.06-0.82
balanceado

Score 0.23 2.178 0.140 0.966 0.92-1.01
Vasoactivo

*Regresion logistica binaria controlando score vasoactivo, PIM-2.
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Adicionalmente, se identific6 como variable de interaccion entre la alteracion del glicocalix
y el tipo de cristaloide utilizado el recibir de manera simultanea infusiones de albumina. Es
decir, los pacientes que reciben bolos de cristaloides y estan recibiendo infusion de
albumina al 20%, tienen menos riesgo de presentar dafio del glicocalix endotelial (ORa 0.56:
IC 95% 0.31-1.00; p < 0.001) con respecto al grupo que no esta recibiendo infusiones de

albdmina.
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9. DISCUSION

En esta investigacion documentamos por primera vez en la literatura, a través de la
medicién de biomarcadores imagenoldgicos y plasmaticos, que existe una alteracion
importante en la integridad del glicocalix endotelial en nifios con sepsis. De la misma
manera, se observo un riesgo adicional de degradacion del glicocédlix en estos nifios,
cuando se les administra reanimacién hidrica con cristaloides no balanceados comparados
con las soluciones balanceadas. Se encontrdé que el mayor dafio del glicocalix se alcanza
a las seis horas tras la administracion de las soluciones no balanceadas. Este pico coincide
con una mayor presencia de acidosis metabdlica hiperclorémica e inicio de muerte
apoptotica, en dicho momento de medicién. En este mismo sentido, observamos que los
nifios con sepsis tienen una elevacion 10 veces superior en los niveles de biomarcadores
de aumento de la permeabilidad vascular principalmente a las seis horas de administrar
soluciones no balanceadas. Luego de controlar factores de confusién, se encontré que el
uso de soluciones balanceadas para realizar reanimaciéon hidrica en nifios con sepsis
disminuye cerca de un 77% el riesgo de degradacion del glicocalix endotelial, cuando se
comparan con las soluciones no balanceadas.

Este dafio del glicocalix en pacientes sépticos ha sido descrito en modelos experimentales
en animales y, mas recientemente, en poblacion adulta (87-90). Steppan y cols (87), en
una muestra de 104 pacientes con sepsis (media de 69 afios), encontraron una elevacion
importante en los niveles de sindecano-1, comparado con un grupo de 18 adultos sanos
(160 ng/mL vs 20 ng/mL; p <0.01). Adicionalmente, encontro una elevacion significativa del
sindecano-1 en pacientes en posoperatorio de cirugia abdominal, aunque dicha elevacién
fue inferior a la encontrada en los adultos con sepsis (50.5 ng/mL vs 160 ng/mL). Este grupo
también observo que los niveles plasmaticos de sindecano-1 se correlacionaban con el
aumento en los niveles plasmaticos de biomarcadores inflamatorios (i.e. IL-6, ICAM-1,
VCAM-1), en el grupo con sepsis.

En este mismo sentido, Rovas y cols (88) evaluaron la degradacion del glicocalix endotelial,
empleando videomicroscopia sublingual, en 30 adultos con sepsis (mediana 67 afios) y en
10 sujetos sanos. Los autores encontraron mayor dafio del glicocalix en los pacientes con
sepsis (PBR 2.34 vs 2.04 um) y, adicionalmente, niveles plasmaticos de sindecano-1 (204.5
ng/mL vs 21.3 ng/mL) mas elevados con respecto a los controles sanos. Hippeenstel et al,
por su parte, en 156 adultos con sepsis han obtenido hallazgos similares (90). En efecto, al

medir los niveles de heparan sulfato, como biomarcador de dafio del glicocalix endotelial,
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encontraron asociacion entre la presencia de hipervolemia y aumento de los niveles séricos
de este biomarcador. Ademas, por cada litro de liguidos administrados existia aumento de
méas del doble del nivel basal de heparan sulfato.

Estos hallazgos en poblacion adulta son consistentes con lo que encontramos en nuestra
investigacion que describe, por primera vez, la degradacion del glicocalix endotelial en
poblacién pediatrica con sepsis y choque séptico. Antes de la administracién de bolos de
cristaloides, tanto las mediciones del videomicroscopio (PBR 2.190, DS+0.27) como de los
biomarcadores plasméticos de degradacion del glicocélix (sindecano-1 y endocan) se
encontraron alterados. Este dafio del glicocalix endotelial en individuos con sepsis tiene
varios mecanismos fisiopatoldgicos que lo explican.

En primer lugar, varios estudios preclinicos han encontrado asociacion entre la elevacion
de algunas citoquinas, como el factor de necrosis tumoral alfa (FNT-a), interleucina-1 (IL-
1), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-10 (IL-10), con la elevacion de biomarcadores de
degradacion del glicocalix. En un modelo animal de sepsis, Schmidt y cols encontraron que
el FNTa y su receptor eran necesarios para la degradacion del glicocalix, y observaron que
este dafio era mediado por la liberacion masiva de heparanasa inducida por la activacion
de macréfagos en el modelo de sepsis (91). De la misma manera, mas recientemente, se
han investigado otros mediadores del dafio del glicocalix en modelos preclinicos de sepsis.
Entre ellos, la angiopoietina 2 (Ang-2), una proteina secretada por las células endoteliales
en el contexto de una respuesta inflamatoria sistémica, quien actlia como un antagonista
intrinseco de la angiopoitina-1 (Ang-1). Esta Ang-2 actla a través del receptor TIE2,
evitando la respuesta anti-inflamatoria. Lukasz y cols, en células endoteliales de cordén
umbilical de ratén, encontraron que el tratamiento con Ang-2 causa una degradacion rapida
del glicocélix endotelial (92). En nuestra investigacion, encontramos que los niveles basales
de Ang-2 estaban elevados al menos 10 veces con relacion a los valores normales, tanto
en el grupo que recibiod soluciones balanceadas como en el grupo al que se le administraron
soluciones no balanceadas. Estos hallazgos en nuestros pacientes apoyarian la evidencia
encontrada en modelos preclinicos, en los cuales el dafio de glicocalix podria estar mediado
por la Ang-2.

Por otra parte, la pérdida de la barrera del glicocalix endotelial asociada a sepsis en estos
modelos preclinicos explica el compromiso de la microcirculacién en estos pacientes. El
dafio endotelial y de su glicocdlix lleva a magnificacion de la respuesta inflamatoria, pérdida
de las uniones intercelulares endoteliales y del fenotipo antiadherente del endotelio

vascular, favoreciendo la microtrombosis y un aumento importante de la permeabilidad
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vascular. Estas consecuencias del dafio del glicocalix podrian explicar, al menos en parte,
los hallazgos contradictorios de estudios observacionales y ensayos clinicos cuando
comparan el uso de soluciones no balanceadas y balanceadas para la reanimacion hidrica
en pacientes con sepsis.
En efecto, las investigaciones que han evaluado el uso de bolos de cristaloides para
pacientes con sepsis y choque séptico han arrojado resultados que no son consistentes. La
reanimacion hidrica es recomendada por la campafia sobreviviendo a la sepsis de la
Society of Critical Care Medicine (SCCM), desde hace més de 20 afios (3,5,7). Esta busca,
desde el punto de vista teédrico, la estabilizacién del compromiso cardiovascular en
pacientes con choque séptico (7). Dado esto, se estima que el 80% de los nifios con sepsis
reciben al menos un bolo de cristaloide en el transcurso de su condicion (5). De hecho, se
recomienda administrar hasta 60 ml/kg en los primeros 15 minutos cuando existe choque
séptico. Pero, evidencia reciente ha encontrado una fuerte asociacién entre exceso de
bolos de cristaloides y mayor mortalidad con desarrollo de falla organica multiple en nifios
con sepsis (93). Ademas del exceso de volumen, la composicién de estos cristaloides
también ha sido cuestionada. El estudio SMART, un ensayo clinico en 7942 adultos con
sepsis, encontr6 mayor necesidad de terapia de remplazo renal, falla renal aguda y
mortalidad con el uso de soluciones no balanceadas con respecto a las soluciones
balanceadas (23). Sin embargo, Zampieriy cols publicaron el estudio BaSICS que comparo
la SSN y el lactato de ringer para reanimacion hidrica en una poblacion de 10520 pacientes
(media de 61 afos) (24). Tras recibir un Unico bolo de 20 ml/kg, no se encontraron
diferencias en la mortalidad a los 90 dias, entre los dos grupos. La media de estancia
hospitalaria fue de aprox. 14 dias. Esta investigacién ha sido cuestionada porque un solo
bolo de cristaloides podria tener un efecto muy pequefio sobre desenlaces como la
mortalidad, en pacientes que estan en un estado tan criticos, que requieren mdltiples
intervenciones y se encuentran hospitalizados largos periodos de tiempo en terapia
intensiva.
Tales resultados contradictorios en las investigaciones en poblaciéon adulta concernientes a
la reanimacion hidrica también se han observado en la poblacién pediatrica. Barhighty cols
no encontraron diferencias en mortalidad, pero si una mayor frecuencia de hipercloremia
(15.4% vs 10.1%; p = 0.05) con el uso de soluciones no balanceadas en comparacion a las
soluciones balanceadas, en nifios criticos con sepsis que requirieron reanimacién hidrica
(96). Fernandez-Sarmiento y cols, en una publicacién reciente realizada en un pais de
medianos ingresos, por el contrario, encontraron mayor riesgo de desarrollar lesién renal
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aguda y necesidad de terapia de remplazo renal en los nifios que recibian reanimacion
hidrica con soluciones no balanceadas al compararse con las balanceadas (25).
No se conoce la causa biolégica que pueda explicar estas complicaciones con el uso de
soluciones no balanceadas. Se ha considerado que podrian estar relacionadas con la
presencia de acidosis metabdlica y la hipercloremia inducidas por estas soluciones, como
es el caso de la SSN (98-100). Sin embargo, no se conocia cual puede ser la repercusiéon
de estas alteraciones sobre la microcirculacién. En nuestra investigacion encontramos
mayor pérdida de la integridad del glicocdlix endotelial con el uso de la soluciéon no
balanceada comparada con la balanceada. Observamos que este efecto es maximo luego
de seis horas de colocar el bolo de cristaloide y regresa a un valor cercano al basal posterior
a las 24 horas de administracion. Planteamos la hipotesis de que el efecto sobre el
microambiente endotelial inducido por una solucién acida, como aquellas de tipo no
balanceadas (pH 5.4), afecta la integridad del endotelio y favorece su degradacion. Este
planteamiento se refuerza por el hecho de que, a las seis horas post-administracion del
bolo, encontramos un menor grosor del glicocalix, asi como una persistencia en la elevacion
del sindecano-1, para el caso de las soluciones no balanceadas. Por el contrario, con el uso
de soluciones balanceadas, los niveles del sindecano-1 se redujeron mas de un 10% con
relacion a su nivel basal, a las 6 horas posteriores a la administracion.
Adicionalmente, creemos que nuestra hipotesis se ve reforzada por el hecho de encontrar
una mayor frecuencia de acidosis metabdlica (AM) en el grupo que recibié soluciones no
balanceadas. De manera especifica, los nifios que tenian acidemia exhibieron
significativamente un PBR mas elevado vy, por lo tanto, una mayor lesion del glicocalix
endotelial. Es sabido que la AM altera la funcién de todas las células del organismo y se
asocia a mayor mortalidad en sepsis, pero no se habia descrito sus efectos sobre la
integridad endotelial y de su glicocélix (101,102). De hecho, en los pacientes que reciben
soluciones no balanceadas se ha encontrado AM hiperclorémica mas frecuentemente (99),
como se observd en nuestra investigacion. De manera especifica, se ha descrito que la
hipercloremia induce vasoconstriccion de la arteria renal aferente y se asocia a mayor
frecuencia de lesién renal aguda y mortalidad (100). Nosotros encontramos que en aquellos
nifios que exhibian hipercloremia luego de la administracion de los bolos de cristaloides,
también evidenciaban mayor degradacion del glicocalix endotelial, documentado con
biomarcador imagenoldgico.
Si se dafa el glicocdlix en presencia de acidosis metabdlica e hipercloremia, se favorece el
aumento de la permeabilidad vascular, edema intersticial y compromiso de la perfusion
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renal, con la consecuente lesion renal aguda descrita con el uso de soluciones no
balanceadas. Esta hipotesis se refuerza con los otros biomarcadores que medimos en
nuestra investigacion. Nuestros pacientes tenian un nivel basal 10 veces superior de Ang-
2 con respecto a los niveles normales, como ya se describi6. Luego de seis horas de la
administracion del bolo de cristaloide, se evidencio un aumento del 35% de la Ang-2 en el
grupo que recibié soluciones no balanceadas y de un 13% en el grupo que recibio
soluciones balanceadas. Es decir, las soluciones no balanceadas, ademas de inducir mas
frecuentemente acidosis metabdlica hiperclorémica, también favorecerian el aumento de la
permeabilidad vascular documentada con este biomarcador plasmatico y, por lo tanto,
favoreceria el compromiso de la perfusion renal en estos pacientes. De hecho, a las seis
horas de administracion de cristaloides no balanceados, encontramos mayor riesgo de
presentar lesidn renal aguda en este grupo (RR 1.7: 1C95% 1.12-3.18; p = 0.05), comparado
con aquel que recibi6 las soluciones balanceadas. En este mismo sentido, encontramos
gue los pacientes que recibieron solucion no balanceada tenian elevacion significativa del
biomarcador de apoptosis (i.e. anexina A5) (RR 7.61: IC 95% 1.59 — 36.48; p <0.01).
Con nuestros hallazgos, desde una perspectiva de la pérdida de la integridad endotelial y
del glicocalix, logramos profundizar en el entendimiento de las consecuencias clinicas de la
acidosis metabdlica hiperclorémica y la mayor frecuencia de falla renal aguda en nifios con
sepsis. Estas consecuencias han sido descritas en ensayos clinicos y estudios
observacionales en adultos y nifios con sepsis, pero no conociamos la posible explicacion
bioldgica a estos fenémenos.
Otro hallazgo interesante de nuestra investigacion fue el hecho de que la mayoria de la
evidencia de degradacion del glicocalix endotelial ocurri6 tras seis horas de la
administracion de los bolos de cristaloides no balanceados. En modelos preclinicos y en
poblacién adulta, se habia considerado que, de acuerdo con las leyes de Starling del capilar,
el tiempo que duran los cristaloides en el espacio intravascular en pacientes con ventilacion
mecanica, durante cirugia y con anestesia general, es de 4 a 8 horas (56,103-106). Luego
de este tiempo, existe redistribucion hidrica de los cristaloides, los cuales pasan del espacio
intravascular al intersticial por cambio en la proporcion de las fuerzas de la presion capilar
hidrostética y la presién oncética. Sin embargo, no se conocia el tiempo aproximado de
duracion de los cristaloides en el espacio intravascular en nifios con sepsis.
Nuestros hallazgos serian consistentes con estas descripciones de la duraciéon de los
cristaloides en el espacio intravascular. A pesar del aumento de la permeabilidad vascular
relacionada con la inflamacién y observada en nifios con sepsis, los efectos sobre el
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glicocdlix endotelial fueron maximos a las seis horas de ser administrados los cristaloides.
Ademas, tras 24 horas de la administracion de estos cristaloides, en nuestros pacientes
observamos un regreso al nivel basal en los biomarcadores imagenoldgicos y plasmaticos
de dafio del glicocalix. No obstante, este nivel basal seguia siendo muy alto en la poblacion
estudiada.
Como se mencion6 anteriormente, el descubrimiento del glicocélix endotelial y sus efectos
en la dinamica de flujos vasculares y presién capilar, llevé a que la ley de Starling del capilar
fuera replanteada (107-109). Ahora, los fisibélogos consideran que el espacio subglicocalix
es fundamental en el equilibrio de tales fuerzas entre los espacios intravascular e intersticial
(109). Ademas del glicocalix, la albumina y la presion oncética que esta genera resulta ser
otro determinante importante del movimiento de fluidos a través del capilar. En modelos
animales, se ha encontrado que si se elimina el 100% de la albumina sérica el glicocalix
endotelial se degrada por completo (110). En nuestra investigacién, encontramos que
existia una correlacion inversa entre los niveles de albumina sérica y el grosor del glicocalix
documentado por la medicién del PBR en videomicroscopia. El 84% de los pacientes que
niveles séricos de albumina inferiores a 3.0 g/dL exhibieron un PBR alterado. En otras
palabras, a menor nivel de alblmina sérica mayor elevacion del biomarcador imagenolégico
(PBR), indicando mayor dafio del glicocalix.
Estos hallazgos tendrian implicaciones terapéuticas importantes. En condiciones normales,
la albumina de carga negativa se repele con los GAG sulfatados de carga negativa del
glicocalix (111). Esto permite que las proteinas se mantengan en el espacio intravascular
porque se repelen con los GAG de también carga negativa, manteniendo las proteinas en
mantengan en el espacio intravascular. Al perderse el glicocalix endotelial, como ocurre en
los nifios con sepsis, y de acuerdo a nuestros hallazgos, se perderia esta interaccion entre
endotelio, glicocalix y albimina, lo que favoreceria el aumento del paso de estas proteinas
al espacio intersticial (112). La redistribucion de la albumina hacia este espacio aumenta la
presidn oncética intersticial, con lo que se invierten las fuerzas de Starling, favoreciendo la
salida de liquido del espacio intravascular al intersticial.
En ensayos clinicos de adultos con sepsis, se ha demostrado que sostener niveles séricos
de albumina por encima de 3.0 gr/dl mejora los balances hidricos en pacientes criticos, asi
como la macrocirculacion, siendo esta conducta costo-efectiva (113-115). En nuestra
investigacion, tuvimos una pequefia proporcién de pacientes que recibieron infusiones de
albumina al 20%, quienes evidenciaron un menor riesgo de dafio del glicocalix endotelial
(ORa 0.56: IC 95% 0.31-1.00; p <0.001) con respecto al grupo que no la estaba recibiendo,
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independientemente del tipo de cristaloide que fue administrado en la reanimacion hidrica.
Sin embargo, se necesita que se realicen ensayos clinicos que evallen el efecto de un
ambiente rico en albumina en nifios con sepsis y sus consecuencias clinicas.
Por otro lado, encontramos correlacién moderada a alta entre el dafio del glicocélix y la
evidencia de microtrombosis vascular. Una de las funciones mas importantes del endotelio
y su glicocalix, en condiciones fisiologicas, es sostener una buena permeabilidad vascular
y evitar la formacion de trombos. Esto lo logra con la sintesis del inhibidor del factor tisular,
la union de un componente del glicocalix (heparan sulfato) con la antitrombina Ill, la sintesis
de trombomodulina y, finalmente, por bloqueo de la interaccion fisica entre las plaguetas y
el colageno subendotelial (116,117). En nuestra investigacion, se documentd que existia
una correlacion moderada a alta entre una elevacion de mas de tres veces en el dimero D
y un PBR alterado. El dimero D, como biomarcador de fibrindlisis, puede ser un buen
indicador no especifico de que se activo el sistema de la coagulacién. Mas como una
expresion de microtrombosis que de macrotrombosis. No encontramos correlaciéon entre la
severidad de la inflamacion medida con ferritina o proteina C reactiva y el nivel de dimero
D o PBR. Esto podria indicar que la evidencia de dafo del glicocélix endotelial y, por ende,
la microtrombosis pueden ocurrir de manera temprana, antes de la elevacién de
biomarcadores de inflamacién no especificos. Sin embargo, se requieren estudios que
puedan confirmar esta hipotesis.
Nuestra investigacion se desarroll6 en la ciudad de Bogota durante el segundo y tercer pico
de la pandemia por COVID-19. Por tal razén, se incluyeron pacientes que cumplian criterios
de inclusiéon y que, adicionalmente, tenian infeccion por SARS-CoV-2 o el sindrome
inflamatorio multisistémico por COVID-19 (MIS-C por covid-19). Un hallazgo interesante fue
que los niflos con MIS-C tenian més riesgo de degradacion del glicocalix endotelial con
respecto a los nifilos con neumonia por SARS-CoV-2 (RR 2.5 IC95% 1.20-7.31; p=0.05) al
ser evaluados con videomicroscopia sublingual (77). Los procesos fisiopatolégicos
asociados al MIS-C aun no estan claramente entendidos.
Recientemente, Consiglio y cols realizaron un analisis de las proteinas plasmaticas
involucradas en la respuesta inmune e inflamatoria en pacientes con MIS-C por COVID-19,
buscando entender las similitudes y diferentes entre MIS-C y enfermedad de Kawasaki (EK)
(118). En los nifios con EK se evidenci6é una respuesta hiperinflamatoria, mediada por IL-
17A, con biomarcadores elevados de arteritis y enfermedad coronaria. En los nifios con
MIS-C, por el contrario, se encontraron autoanticuerpos contra una glicoproteina estructural
del endotelio, denominada endoglina (deficiente en pacientes con telangiectasia
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hemorragica hereditaria) (119). Esta glicoproteina es necesaria para la integridad endotelial
de las arterias y se expresa principalmente en el endotelio vascular y musculo cardiaco.
Vella y cols. han encontrado hallazgos similares en nifios hospitalizados con COVID-19 y
MIS-C (120). Este grupo encontrd que la respuesta inmune en el MIS-C fue més parecida
al COVID-19 grave de adultos. Se observg activacion aumentada de células T CD8+,
incluyendo un subtipo de CD8+ con un “perfil” vascular, y expresion de CX3CR1 sugestivo
de activacion y dafo endotelial. En nuestra investigacion, reportamos por primera vez en
la literatura cientifica, la evidencia de dafio del endotelio y su glicocélix en dos nifios con
MIS-C que fueron incluidos en nuestra investigacién. Encontramos alterado el PBR y
elevacion muy importante del sindecano-1. Estos hallazgos contribuyen al conocimiento de
la enfermedad y al entendimiento de sus alteraciones fisiopatolégicas (77).

Finalmente, encontramos que los pacientes que fallecieron en nuestro estudio evidenciaron
un mayor dafio del glicocalix endotelial, comparado con aquellos que sobrevivieron. Este
hallazgo tiene plausibilidad biolégica si consideramos que la activacion endotelial y la
degradacion del glicocalix son componentes fundamentales de la respuesta inflamatoria
asociada a la infeccion. De hecho, dado nuestros hallazgos, consideramos que existe una
relacion bidireccional entre inflamacién y dafio endotelial. Es decir, a mayor respuesta
inflamatoria mayor dafio endotelial y a mas activacion endotelial mayor inflamacion
sistétmica. De forma interesante, las escalas clinicas de severidad predictoras de uso
rutinario en UCIP como el PIM-2 o el PELOD no tuvieron capacidad de discriminar los

pacientes que fallecian ni los que tenian mayor degradacion del glicocalix endotelial.
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10. LIMITACIONES

Consideramos que nuestra investigacion tiene varias limitantes. En primer lugar, en algunos
de nuestros hallazgos podriamos no haber encontrado significancia estadistica debido a un
error tipo Il. Esto se debe a que los resultados presentados derivan de los pacientes
recolectados hasta el 31 de julio del afio en curso. Esto, pues la pandemia por COVID-19
retraso de manera importante nuestro cronograma por diferentes razones. No obstante,
consideramos que, a pesar de esta dificultad, con los pacientes hasta ahora analizados se
han obtenido hallazgos interesantes que muestran una tendencia en los dos grupos de
cristaloides y con plausibilidad biolégica.

Adicionalmente, no se midieron biomarcadores plasmaticos de dafio del glicocélix endotelial
y de aumento de permeabilidad vascular en todos los pacientes incluidos en el estudio. La
razon fue fundamentalmente de indole econdmico. No teniamos disponibilidad de recursos
para realizarlo en todos los pacientes. A pesar de la basqueda activa de mas recursos
econdémicos para realizarle este biomarcadores plasmaticos a todos los pacientes, por
diferentes motivos no obtuvimos estos recursos. La razon principal gue nos argumentaban
las diferentes entidades a quien fue solicitado eran relacionados con la crisis econémica
relacionada con la pandemia por Covid-19. No obstante, con las mediciones realizadas se
observaron tendencias y diferencias estadisticas que tenian concordancia con las
mediciones del videomicroscopio y con otros biomarcadores inflamatorios no especificos.
En efecto, por razones de indole econdmico y limitacion del presupuesto decidimos no
realizar medicidon especifica de citoquinas plasmaticas. El haberlas cuantificado, podria
haber contribuido al mejor entendimiento de los mecanismos fisiopatoldgicos que pueden
ser activados con la degradacion del glicocalix en el contexto de sepsis. Sin embargo, en
un contexto inflamatorio sistémico, la medicion de citoquinas puede ser influenciada por
muchos factores de confusién, lo que convertiria esta medicién en un desafio importante
en su interpretacion (121-124). Por lo tanto, para que las citoquinas fueran confiables
deberian realizarse varias mediciones en el tiempo y esto aumentaria de manera
significativa el presupuesto de la investigacion.

De la misma manera consideramos que los datos aqui presentados corresponden a la
experiencia de un unico centro de referencia, al cual ingresan nifios de alta complejidad.
Esto podria sesgar los datos obtenidos. No obstante, quisimos controlar cualquier confusién
relacionada con la severidad de la enfermedad desde el disefio con los criterios de inclusion

y desde el analisis con el modelo multivariado que en efecto realizamos. A pesar de estos
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factores posibles de confusion, encontramos hallazgos interesantes relacionados con el
dafio del glicocalix en estos pacientes que reciben reanimacion hidrica con cristaloides.
Finalmente solo se realiz6 seguimiento de los pacientes durante las primeras 24 horas,
luego de la administracion de los bolos de cristaloides. Posterior a este tiempo podrian
ocurrir cambios en la condicion clinica o severidad de la enfermedad, por lo que en préximos
estudios se hace necesario considerar un seguimiento por mas tiempo. De esta manera
podria entenderse mejor la interaccion entre las diferentes estrategias terapeduticas y el
dafo del glicocélix endotelial.
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11. CONCLUSIONES

En nifios criticos que requieren hospitalizacion en cuidados intensivos debido a sepsis, se
observa pérdida importante de la integridad del glicocalix endotelial. Esta dafio del glicocalix
empeora en los pacientes que reciben bolos de soluciones no balanceadas, alcanzando su
punto de mayor degradacion luego de seis horas de ser administrados tales cristaloides.
Adicionalmente, los pacientes que reciben soluciones no balanceadas evidencian mas
frecuentemente acidosis metabdlica hiperclorémica, la cual se asocia a una mayor pérdida
del glicocalix endotelial, aumento de la permeabilidad vascular y muerte celular por

apoptosis.
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12. RECOMENDACIONES

Con nuestros hallazgos, recomendamos utilizar, preferiblemente, soluciones balanceadas.
en nifios con sepsis que requieren reanimacion hidrica con cristaloides. Sugerimos, por
tanto, evitar la administracién de soluciones no balanceadas para bolos de fluidos en sepsis,
pues encontramos que se asociaron a un mayor dafio del glicocalix endotelial. No obstante,
en grupos particulares debe cada caso ser analizado por el médico tratante. También,
recomendamos empezar a explorar la busqueda del dafio del glicocalix en sepsis con
biomarcadores imagenoldgicos y plasmaticos a la cabecera del paciente y correlacionar
estos hallazgos con los desenlaces clinicos observados.
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13. APROPIACION CIENTIFICA DEL CONOCIMIENTO (IMPACTO CIENTIFICO)

De manera interesante y por primera vez en la literatura cientifica, con esta investigacion
se ha documentado pérdida de la integridad del glicocalix endotelial en nifios con sepsis.
En efecto, aunque existian descripciones en modelos preclinicos y adultos, no se habia
descrito previamente el dafio del glicocalix en estos nifios. Esto consideramos los autores
tiene implicaciones importantes:

a. Saber que el glicocdlix en sepsis se encuentra lesionado, nos permite entender mejor las
bases biologicas de esta enfermedad. Saber que, ademés de participar en la activacion
endotelial, el glicocalix juega un papel fundamental en los nifios con sepsis en el control de
la permeabilidad vascular, como lo encontramos en nuestro estudio, contribuye de manera
importante al conocimiento cientifico de la fisiopatologia de la sepsis. Esto tiene
implicaciones importantes porque nos indica que debemos trabajar en identificar estrategias
terapéuticas alternativas que ayuden a restaurar el glicocdlix endotelial. Con nuestros
hallazgos, esperariamos que, al recuperar el glicocalix, se modulara la respuesta
inflamatoria, mejorara la perfusion de Organos y se tuvieran consecuencias clinicas
importantes mejorando los desenlaces de los pacientes.

b. Permite empezar a considerar un enfoque nuevo en las alteraciones de la circulacion en
sepsis. Nuestra forma tradicional de pensar se ha enfocado en la macrocirculaciéon. Con
nuestros hallazgos, hemos documentado que la microcirculacién, el endotelio y su
glicocalix, requieren ser restaurados y estabilizados para evitar la presencia de mas
inflamacién y muerte celular. Este nuevo enfoque abre un camino prometedor frente a que
los clinicos deberiamos integrar y fortalecer la medicina translacional, aplicando estos
conceptos de las bases biolégicas de las enfermedades para tomar conductas y decisiones
terapéuticas. .

Otro hallazgo importante esta relacionado con el objetivo principal de esta investigacion.
Documentamos que las soluciones no balanceadas se asociaban a mayor dafio de la
microcirculacion, el endotelio y su glicocélix. Estos hallazgos tienen varias implicaciones:
a. Nos ayuda a documentar, por primera vez en la literatura, una explicacién biol6égica mas
profunda y detallada de hallazgos clinicos en nifios sépticos que reciben reanimacién
hidrica con soluciones no balanceadas. No conociamos posibles explicaciones al dafio
renal, acidosis metabdlica y otras consecuencias relacionadas con el uso de estas
soluciones. Hasta ahora, la literatura solo habia considerado que estaban relacionadas con

la hipercloremia asociada al uso de SSN 0.9%. Con nuestros hallazgos, profundizamos en
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este conocimiento estableciendo que también existe un mayor dafio del endotelio y su
glicocalix con el uso de estas soluciones.
b. Entendemos que las intervenciones médicas en sepsis pueden empeorar la respuesta
inflamatoria y ser causa de desenlaces inadecuados. Perfeccionar nuestras intervenciones
en términos de reanimacion hidrica, no solo es util para explicar los resultados de los
ensayos clinicos, sino también para mejorar nuestra practica diaria y hacer
recomendaciones mas racionales. En este sentido, las publicaciones derivadas de esta
tesis han sido referenciadas por la Sociedad Latinoamericana de Cuidados Intensivos
Pediatricos (SLACIP), las cuales han desarrollado guias para modificar la practica clinica,
recomendando el uso de soluciones balanceadas y desaconsejando el empleo de las
soluciones no balanceadas. Con nuestros hallazgos, se ratifican estas recomendaciones
de la SLACIP y se les encuentra una explicacion biolégica que fue realizada a la cabecera
de los pacientes.
Otro hallazgo interesante estuvo relacionado con el hecho de que esta investigacion se
desarrollé durante la pandemia por COVID-19. Esto nos permitié incluir pacientes con esta
enfermedad y que ingresaron a cuidado critico. Con nuestros hallazgos, contribuimos en al
entendimiento de esta infeccion por SARS-CoV2.
a. Como producto derivado de esta investigacion, ya publicado, se describié por primera
vez en la literatura el dafio del endotelio y su glicocalix en nifios con sepsis con el sindrome
inflamatorio multisistémico asociado a COVID-19 (MIS-C). Esta es la forma mas grave de
presentacion de la infeccion por SARS-CoV2, que causa una mortalidad 10 veces mas alta
gue la neumonia por COVID-19 en nifios. Entender el rol del endotelio y su glicocalix abre
un camino interesante de investigacion para la busqueda de alternativas terapéuticas para
esta grave enfermedad.
b. Se documento que los nifios con neumonia por SARS-CoV2 no evidenciaban un dafio
importante en el endotelio, lo que no se habia descrito en la literatura. También este
hallazgo crea una linea de investigacién que debe ser desarrollada para profundizar en el
conocimiento de esta enfermedad.
Finalmente, nuestros hallazgos también estan relacionados con evidenciar que algunos
medicamentos pueden mejorar y estabilizar el glicocalix endotelial en sepsis. No solo
documentamos su dafio, sino también encontramos alternativas terapéuticas que pueden
llegar a ser Utiles para facilitar su recuperacién o menor dafo. Es el caso de las infusiones
de albamina que fueron asociadas a menor dafio del glicocalix endotelial. Este hallazgo
tiene plausibilidad biologica y es coherente con los hallazgos obtenidos en modelos
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preclinicos. Adicionalmente, pueden servir de base para plantear futuros ensayos clinicos
gue evallen el efecto de este tipo de intervenciones sobre la recuperacion del glicocalix

endotelial y su asociacion con desenlaces clinicos de interés.

En resumen esta investigacion contribuy6é a crear nuevo conocimiento en tres aspectos

principalmente:

1. Primera descripcién de dafio del glicocalix endotelial en nifios con sepsis grave y choque
séptico.

2. Primera descripcion de la asociacion entre el tipo de cristaloide y el dafio del endotelio y
su glicocalix.

3. Primera descripcién en la literatura del compromiso endotelial y dafio del glicocdlix en

nifios con MIS-C por Covid-19.
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15. Anexos

Anexo 1. Consentimiento informado para la participacién de investigacioén clinica

dirigido a los padres

Alteraciones del endotelio y su glicocalix en nifios con sepsis sometidos

Nombre del estudio . e Ly . . .
a reanimacion hidrica con soluciones cristaloides.

Protocolo n°:

Investigador Jaime Fernandez-Sarmiento

Director Unidad de Cuidado Intensivo Pediatrico

Jefe postgrado Cuidado Intensivo Pediatrico Universidad de la
Sabana Estudiante de Doctorado Ciencias de la Salud
Universidad CES

Investigador principal

Instituciones Universidad CES — Fundacion Cardioinfantil-IC.
participantes

Respetado padre de familia:

Lo invitamos a participar en el estudio “Alteraciones del endotelio y su glicocalix en nifios con sepsis
sometidos a reanimacion hidrica con soluciontes cristaloides” Este estudié sera conducido por la
Universidad CES y la Fundaciéon Cardioinfantil Instituto de Cardiologia (FCI), como parte de
la tesis de doctorado cuyo investigador principal es Jaime Ferndndez-Sarmiento y es
importante que lea en detalle el siguiente documento.

El objetivo del estudio es evaluar los efectos que tiene sobre el glicocalix endotelial
(pequena “gelatina” que cubre las células de las arterias y venas de todo el cuerpo) el uso
de suero (lactato de Ringer o solucién salina) que se usa de manera rutinaria cuando los
nifios tienen una enfermedad llamada sepsis como la que tiene su hijo/a.

Esa pequefa capa de “gelatina” llamada glicocalix protege al cuerpo de la salida de liquido
de las arterias y venas y fue descubierto hace cerca de 15 afos. Desde hace pocos afos
se cuenta con una forma de medirlo en aquellas venas que estan debajo de la lengua con
un equipo de ultima generacién que solo estaba disponible en los Estados Unidos y en
algunos paises de Europa, asi como con examenes de sangre que miden los niveles de
algunas partes de esta “gelatina”. Saber si estd o no alterado el glicocalix (pequefia
“gelatina” que cubre las células de las arterias y venas de todo el cuerpo) y si se afecta en
mayor o0 menor medida por la enfermedad llamada sepsis, asi como por sus tratamientos
es muy importante para buscar alternativas médicas que permitan que los nifios se
recuperen mas rapidamente de esta enfermedad tan grave que motiva el ingreso a cuidados

intensivos de su hijo/a.
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Pedimos su autorizaciéon para que su hijo/hija participe en la investigacion donde se
realizaran las mediciones antes de colocar el suero, asi como a las 2 horas, alas 6 y 24
horas, en caso de que por su enfermedad el médico tratante ordene a las enfermeras
aplicacion de suero (lactato de Ringer o solucién salina). Las mediciones consistiran en:

1. Medir debajo de la lengua con un equipo médico que es un videomicroscopio como
se encuentra ese glicocdlix (la gelatina de las venas) en su hijo/a. Este
procedimiento dura en promedio dos minutos y no es doloroso ni tiene ningun efecto
gue pueda dafiar o lesionar a su hijo/a. Este equipo tomara fotos de las pequefias
venas debajo de la lengua que analizara un computador.

2. Toma de muestra de sangre de 1 ml en tubo lila antes, después, a las 6 y 24 horas
de colocar el suero para medir unas sustancias en la sangre que se encuentran altas
cuando el glicocalix esta dafiado (sindecano-1, endocan, angiopoietina-2, anexina).

Las mediciones seran realizadas con el equipo mencionado por el intensivista pediatra de
turno y la muestra de sangre sera trasladada para su andlisis al laboratorio de la Fundacion
Cardioinfantil, y posteriormente la muestra sera destruida. Los resultados de los exdmenes
podra conocerlos y recibir copia si asi lo desea.
Estas mediciones no tendran ningln costo econdémico para usted ni su hijo/a. Se
realizaran completamente gratis tanto la medicion que se hace con el equipo médico para
medir la “gelatina” llamada glicocalix debajo de la lengua, como los estudios de pruebas de
sangre.
De acuerdo a la legislacion colombiana, el estudio es definido como con riesgo minimo
para su hijo/a dado que emplea el registro de datos a través de procedimientos comunes
como el examen fisico y toma de muestra de sangre venosa. Los riesgos asociados con la
extraccion de sangre del nifio son minimos porque por su condicién médica tiene un catéter
en una arteria o vena de su cuerpo que colocamos de rutina en nifios con sepsis que estan
conectados a un respirador artificial, para tomar muestras de sangre sin que cause dolor y
para poder ver su presién arterial de manera permanente y continua, y asi saber si existe
deterioro o mejoria en su estado clinico.
Su participacion es voluntaria y no generara ningln costo para usted ni tampoco tiene
ninguna compensacion econdmica, y usted podra negarse a participar o retirar su
consentimiento en cualquier momento, sin necesidad de dar explicacién alguna sobre los
motivos de su decision, y sin que ello tenga ninguna repercusién en la atencién médica que
su hijo/a esta recibiendo. Si decide retirar su consentimiento, las muestras sanguineas que
hayan sido procesadas seran descartadas.
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Se obtendra como beneficio para la investigacién al ser la primera vez en paises de
Suramérica y en Colombia que se evalla el estado de los vasos sanguineos pequefios
particularmente del glicocélix, de manera directa con un equipo médico de ultima
generacion, asi como detectar tempranamente alteraciones en la sangre de las mediciones
del glicocalix (“gelatina” que cubre venas y arterias) y de esta manera contribuir a la
elaboracion de guias de manejo médico para sepsis que estén basadas en las causas de
la enfermedad, sus agravantes y poder ofrecer mejores alternativas de tratamiento a futuro
para nifios que estan en una situacion grave como la de su hijo/a.

La informacion suministrada por usted y los datos tomados de la historia clinica de su hijo/a,
seran tratados como confidenciales y no estaran disponibles sin su consentimiento para
ningun otro estudio. Si en cualquier momento o por cualquier razén decide no participar, su
registro sera excluido inmediatamente o si desea conocer, corregir, actualizar, rectificar o
suprimir los datos que se han tomado de la historia clinica o revocar la presente autorizaciéon
puede ponerse en contacto con el investigador principal, cuyos datos se presentan a
continuacion.

Si tiene alguna pregunta sobre el registro ahora o en cualquier momento en el futuro, por
favor comuniquese con el Investigador Jaime Fernandez-Sarmiento en la Fundacion
Cardioinfantil, teléfono: 6672727 ext.32004

Consentimiento

Una vez leida y comprendida la informacion anterior y luego de que se me han contestado
todas las preguntas he decidido de manera libre y voluntaria autorizar a que mi hijo (a)
participe en el estudio y a que se realicen las mediciones con videomicroscopio y la toma
de muestras sanguineas para el estudio “Alteraciones del endotelio y su glicocélix en nifios con sepsis
sometidos a reanimacion hidrica con cristaloides”.

Nombre del

nifo/nifa

Nombre del representante legal (padre o madre): Firma del acudiente:

Cédula

Parentesco Fecha : I I I

Huella
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Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1
Cédula: Parentesco:
Direccion: Fecha : | | |
Huella: Dia Mes Afio
Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2
Cédula:

Fecha : | | |
Parentesco: Dia Mes ARo
Direccion:
Huella
Nombre investigador principal: Firma del investigador principal:

Jaime Fernandez-Sarmiento

Cédula:

Fecha : | I |

Dia Mes Afio

Huella:
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Anexo 1.1. Copia de la primera pagina del consentimiento informado con sello de

aprobacion de las instituciones participantes del estudio.

APROBADRC

70 MAY 2018

Comith Insilucional
de S5ca an inwsﬂ?a:aor-
@n humane
Universidil CES
12. Anexos

Anexo 1. Consentimiento informado para la participacién de investigacion clinica
dirigido a los padres

Alteraciones del endotelic y su glicocalix en nifics con sepss sometidos a
Nombre del estudio reanimacién hidrica con cristaloides.

Protocolo n®:

Dr. Jaime Fernandez-Sarmiento

Director Unidad de Cuidado Intensivo Pediatrico

Jefe postgrado Cuidado Intensive Pediatrico Universidad de la
Sabana

Estudiante de Doctorado Ciencias de la Salud Universidad CES

Invastigador principal

Instituciones | Universidad CES ~ Fundacién Cardioinfantil-IC 1
participantes |

Respetado padre de familia:

Lo invitamos a participar en el estudio "Afteraciones def endofelio y su glicocalix en nifios con sepsis
sometidos & reanimacion hidnca con cristaloides” Este estudié sera conducido por la Universidad
CES y la Fundacion Cardioinfantil Instituto de Cardiologia (FCI), cuyo investigador principal
es el Dr. Jaime Fernandez-Sarmiento, y es importante que lea en detalle el sigulente
documento.

El objetivo de estudio es evaluar los efectos que tiene sobre el glicocalix endotelial
(pequefia “gelatina” que cubre las células de las arterias y venas de todo el cuerpo) el uso
de suero (lactato de R!nger o0 solucion salina) que se usa de manera rutinaria cuando los
nifios tienen una enfermedad llamada sepsis como la que tiene su hijo/a.

Esa pequefia capa de “gelatina” llamada glicocalix protege al cuerpo de la salida de liguido
de las arterias y venas y fue descubierto hace cerca de 15 afios. Desde hace pocos afos
se cuenta con una forma de medirlo en aquellas venas que estan debajo de la lengua con
un equipo de ultima generacion que solo estaba disponible en los Estados Unidos y en
algunos paises de Europa, asi como con examenes de sahgre que miden los niveles de
algunas partes de esta "gelatina”. Saber si esta o no alterado el glicocalix y si se afecta en
mayor o menor medida por !a enfermedad llamada sepsis, asi como por sus tratamientos
es muy importante para buscar altemativas médicas que permitan que los nifios se
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1. Anexos

Anexo 1. Consentimiento informado para la participacion de investigacién clinica
dirigido a los padres

| Alteraciones del endotelio y su glicocalix en nifios con sepsis somelidos a |

Nombre del estudio ' reanimacion hidrica con cristaloides.
|
Ir Frutﬂ_cﬂln_n-t _:_ B ~ - o | —l
Investigador Jaime Fernandez-Sarmiento |
Investigador principal g‘;‘gﬁ:;?d?giﬁ::;;de la Salud Universidad CES
Instituciones ' Universidad CES ~ Fundacion Cardioinfantil-IC-Universidad de

participantes | la Sabana

Respetado padre de familia:

Lo invitarnos a participar en el estudio “Atteraciones del endotelio y su glicocalix en nifios con sapsis
somefidos & reamimacion hidrica con cristaloides” Este estudid sera conducido por la Universidad
CES y la Fundacion Cardioinfantil instituto de Cardiologia (FCI), como parte de la tesis de
doctorado cuyo investigador principal es Jaime Fernandez-Sarmiento y es importante gue
lea en detalle el siguiente documenito.

El objetivo del estudic es evaluar los efectos que tisne sobre el glicocslix endotelial
{pequena “gelatina” que cubre las células de las arterias y venas de todo el cuerpo) el uso
de suero (lactato de Ringer o solucién salina) que se usa de manera rutinaria cuando los
nifios tienen una enfermedad llamada sepsis como la que tiene su hijo/a.

Esa pequefia capa de “gslatina” llamada glicocélix protege al cuerpo de la salida de liquido
de las arterias y venas y fue descubierto hace cerca de 15 afos, Desde hace pocos afios
se cuenta con una forma de medirlo en aquellas venas gue estan debajo de la lengua con
un eguipoe de dltima generacion que solo estaba disponible en los Estados Unidos ¥ an
algunos paises de Europa, asi como con examenes de sangre que miden los niveles de
algunas partes de esta "gelatina’. Saber si estad o no alterado el glicocalix (pequena
“gelatina” que cubre las células de [as arterias y venas de todo el cuerpo) v si se afecta en
mayor o menor medida por la enfermedad llamada sepsis, asi como por sus tratamientos
es muy importante para buscar alternativas médicas que permitan que los nifios se
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Anexo 2. Herramienta de recoleccidon de datos investigacion “Alteraciones del

endotelio y su glicocalix en nifios con sepsis sometidos a reanimacion hidrica con

Identificacién del paciente:

Nombre

Peso:

Seguridad social:
Escala PIM-2
Foco infeccioso:

Sepsis grave

cristaloides”.

Edad en meses
Talla:
Historia clinica:

Tipo de gases: Arteriales __ Venosos

Choque séptico

Hora inicio Hora TO

Hora T1 Hora T2 Hora T3

Frecuencia
cardiaca

Presion
arterial

Tipo de
Cristaloide

Dosis

Sindecano -1

Endocan

Angiopoietina-
2

Anexina A5

PBR

Lactato

PH

Bicarbonato

Pa02

PC02

Sodio

Potasio

Cloro

Calcio i6nico

BUN

Creatinina

PCR

Score
vasoactivo

Ferritina

PCT
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TO: Antes de aplicacion del bolo de cristaloide. T1: inmediatamente termina el bolo de
cristaloide. T2: A las 6 horas del inicio de la aplicacién del bolo. T3: A las 24 horas de inicio

de aplicacion del bolo.
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16. Soporte de Publicaciones, ponencias y demas actividades de divulgacidn

relacionadas con la tesis.

A continuacién se resumen en la siguiente tabla las publicaciones derivadas de la tesis y

las ponencias.

[USIDE REV(;STA Egﬁfxﬁ VINCULADO
TITULO PR08UCT AUTORES EDITORIA GRUPLAC
L
1. The Endothelial Revision Jaime Pediatric Publicado | Grupo Investigacion en
Glycocalyx: A Fundamental narrativa Fernandez- Critical Care | — Revista | Ciencias basicas
Determinant of Vascular Sarmiento, Medicine Q1 Universidad CES — Grupo
Permeability in Sepsis Lina M. | 2020; de Enfermedades
Salazar-Peléez, | 21:¢291- prevalentes de la Infancia
Joseph Carcillo | e300) (Universidad de la
Sabana), Grupo de
investigacion en Pediatria
Fundacion Cardioinfantil-
IC
2. Venous—arterial Investigacion | Jaime Qatar Publicado | Grupo investigacion en
Cco2 original Fernéndez- Medical Revista Q2 | Ciencias Bésicas,
difference in children with Sarmiento Journal Universidad CES. Grupo
sepsis and its correlation Joseph A. 2019:18;1- Enfermedades
with myocardial Ana Maria | 8http://dx.do Prevalentes de la Infancia
dysfunction Eraso Diaz del | i.org/ Universidad de la Sabana,
Barrera4, gm;.2019.18 Grupo de investigacion en
Orozco5, Pediatria Fundacion
Rodriguez5, Cardioinfantil-1C
Gualdrén4
Pedro
Rafael
Maria Angélica
Nathalie
3. Association Between Investigacion | Jaime Journal Publicado | Grupo investigaciéon en
Unbalanced Solutions original Fernandez- Intensive Revista Q1 | Ciencias Basicas,
and Acute Kidney Injury Sarmiento, Care Med Universidad CES. Grupo
During Fluid MD, Catalina | .2021 Apr Enfermedades
Resuscitation in Children Alcala- 29;88506662 Prevalentes de la Infancia
With Sepsis Lozano,Pedro 11004453. Universidad de la Sabana,
Alexander doi: Grupo de investigacion en
Barrera, M 10.1177/088 Pediatria Fundacion
Sofia  Camila | 5066621100 Cardioinfantil-1C
Erazo, Laura | 4453.
Bibiana
Gomez,Martha
Reyes
4.. Case report: Endothelial Reporte de | Jaime Frontiers in | Publicado | Grupo investigacion en
glycocalyx damage in caso Fernéndez- Pediatrics Revista Q1 | Ciencias Basicas,
critically ill patients with Sarmiento 2021;9:1-4 Universidad CES. Grupo
SARS-CoV-2-related Steffanie Enfermedades
multisystem inflammatory Florez, Laura C Prevalentes de la Infancia
syndrome (MIS-C) Alarcon- Universidad de la Sabana,
Forero, Lina Grupo de investigacion en
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TIPO DE REVCI)STA E\gTrﬁDAE VINCULADO
TITULO PROCD)UCT AUTORES EDITORIA GRUPLAC
L

Maria Salazar- Pediatria Fundacion

Peldez,  Julio Cardioinfantil-1C

Cesar  Garcia

Hernando

Mulett,Lorena

Acevedo

Carolina

Salamanca
5. Endothelial damage in Revision Jaime Frontiers in | Aceptado | Grupo investigacion en
sepsis: the importance of the | Narrativa Fernandez- Pediatrics 19 enero | Ciencias Bésicas,
system biology SarmientorLor 2021 Universidad CES. Grupo

ena Revista Q1 | Enfermedades

Acevedo-Caroli Prevalentes de la Infancia

na  Ramirez- Universidad de la Sabana,

Santana'Yeny Grupo de investigacion en

Acosta- Pediatria Fundacion

Ampudia Cardioinfantil-IC

Diana M.

Monsalve,

Joseph A

Carcillo
6. Latin American Consensus | Revision Fernandez- Journal  Of | Publicado | Grupo investigacién en
on the Management of sistematica Sarmiento Intensive Revista Q1 | Ciencias Bésicas,
Sepsis in Children: Sociedad Jaime, De | Care Universidad CES. Grupo
Latinoamericana de Souza Daniela | Medicine Enfermedades
Cuidados Intensivos Carla,Martinez | 2021  Nov Prevalentes de la Infancia
Pediatricos [Latin American Anacaona,Niet | 23:88506662 Universidad de la Sabana,
Pediatric Intensive Care o Victor,L6pez- 11954444. Grupo de investigacién_en
Society] (SLACIP) Task Force: Herce  JesUs, | doi: Pedla}tr_l'a . Fundacion
Executive summary Soare_s . 10.1177/088 Cardioinfantil-1C

Lanziotti 5066621105

Vanessa,Arias | 4444,

Lépez  Maria

del Pilar,

Brunow De

Carvalho

Werther,Oliveir

a Claudio F,

Jaramillo Juan

Camilo
7. Challenges of Revision Gavin Revista Publicado | Grupo investigacién en
implementing the Paediatric | narrativa Wooldridgea, Chilena de | Revista Q3 | Ciencias Basicas,
Surviving Sepsis Campaign Nicole Pediatria Universidad CES. Grupo
International Guidelines O’Brienb, (Andes Enfermedades
2020 in resource-limited Fiona Pediatrica) Prevalentes de la Infancia
settings: Muttalibc, Universidad de la Sabana,
A real-world view beyond Qalab AbbaS(_;i, AnQes Gru_po (Ele investigacic')n.e,zn
the academia John_ Adat_)le pediatr. Pedla}tr_la . Fundacion

Appiahe, Tim | 2021;92(6): Cardioinfantil-1C

Bakerf,
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TIPO DE REVCI)STA ,E\(S:-ll—'ﬁDAOL VINCULADO
TITULO PROgUCT AUTORES EDITORIA GRUPLAC
L

Arun Bansalg, | DOI:

Sangita 10.32641/an

Basneth, despediatr.v

Santiago 92i6.4030

Campos-Mifioi,

Daniela Carla

de Souzaj,

Franco Diazk,

Angela

Dramowskil,

Jaime

Fernéndez-

Sarmientom,

Ana Fustifianan

etal.
8. Bundle for COVID-19 Revision Fernandez- Rev  Assoc | Publicado | Grupo Enfermedades
pediatric sepsis Narrativa Sarmiento Med  Bras | Revista Q3 | Prevalentes de la Infancia

Jaime, Werther | 2021;67(Sup Universidad de la Sabana,

Brunow de | pl 1):26-28 Grupo de investigacion en

Carvalho Pediatria Fundacion

Cardioinfantil-IC

Las siguientes publicaciones se realizaron durante el desarrollo del Doctorado y

contribuyeron al grupo de investigacion de Ciencias Basicas de la Universidad CES.

TIPO DE REVISTA, ESTADO
TITULO PRODUC AUTORES EDITORIAL ACTUAL VINCULADO
TO O EVENTO GRUPLAC
1. Prevalence, clinical | Investigaci | Evelyn Obando, BMC Pediatrics | Publicado | Grupo investigacion
outcomes and rainfall | 6n Original | Jaime Fernandez- | 2019: 19;345 Revista Q1 | en Ciencias Basicas,
association of acute Sarmiento Universidad CES.
respiratory infection David Montoya, Grupo
by Lorena  Acevedo, Enfermedades
human Oscar Gamboa Prevalentes de la
. Infancia
E]?I?rir;e;mowus " Universidad de la
. . Sabana, Grupo de
Bogota, Colombia . T
investigacion en
Pediatria Fundacion
Cardioinfantil-IC
2. Severe SARS-CoV-2 | Revisién Jaime Fernandez- | Trends in | Publicado | Grupo investigacion
infection in critical Narrativa Sarmiento, Lorena | Anaesthesia & | Revista Q3 | en Ciencias Basicas,
care Acevedo, Hernando | Critical Universidad  CES.
Mulet, Sarah | Care. 2020 Oct; Grupo
34:28-37. Enfermedades
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7351661/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7351661/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7351661/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7351661/

TIPO DE REVISTA, ESTADO
TITULO PRODUC AUTORES EDITORIAL ACTUAL VINCULADO
TO O EVENTO GRUPLAC
Bastidas, Mauricio Prevalentes de la
Sarta, Nelson Duran Infancia
Shayl Chacon, Ana Universidad de la
Maria Bejarano- Sabana, Grupo de
Quintero,  Orlanzo investigacion en
Mizar, Andrea Perez Pediatria Fundacién
Juanita Uribe- Cardioinfantil-1C
Londono
3. Recommendations | Revision Dr. Guillermo Kohn- | Arch  Argent | Publicado | Grupo
for the initial Sistemética | Loncaricaa, Dra. Ana | Pediatr Revista Q3 | Enfermedades
management of Fustifianab, Dr. | 2020;118(6):e5 Prevalentes de la
multisystem Franco Di.az-Rubioc, | 14-e526 Infancia
inflammatory Dr. Juan C. Universidad de la
syndrome temporally IJaaramillo— ; 5 _Saban_a, Qrupo de
) ustamanted, r. investigacion en
;:lateol to COVID-13, Sebastidn Gonza.lez- Pedia}tr_l'a Fu.ndacién
children and Dambrauskase, Cardioinfantil-IC
Dr. Pablo Va.squez-
adolescents Hoyosf, Dr. Jaime
Fernandez-
Sarmientog, Dr.
Gustavo Gonzalezh,
Dr. Alejandro
Mansuri, Dr. Javier
Poncej y Dr. Roberto
Jaborniskyk
4. Pediatric Critical Investigaci | Sebastian Gonzélez- | Pediatrics. Publicado | Grupo
Care and COVID-19 on original | Dambrauskas, 2020;146(3):e2 | Revista Q1 | Enfermedades
Pablo Véasquez- | 0201766 Prevalentes de la
Hoyos, = MD,Anna Infancia

Camporesi, MD,
Franco Diaz-Rubio,
MD,Byron  Enrique
Pifieres-Olave, MD,
Jaime Fernandez-
Sarmiento,
MD,Shira
MD, FAAP,
llana Harwayne-
Gidansky, MD,Pietro
Pietroboni,
MD,Steven L. Shein,
MD,Javier Urbano,
MD, PhDAdriana
Wegner, MD,Eliana
Zemanate,

Gertz,

Todd Karsies, MD,
MPH

P

CRITICAL
CORONAVIRUS

Universidad de la
Sabana, Grupo de
investigacion en
Pediatria Fundacion
Cardioinfantil-1C
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TIPO DE REVISTA, ESTADO
TITULO PRODUC AUTORES EDITORIAL ACTUAL VINCULADO
TO O EVENTO GRUPLAC
AND KIDS
EPIDEMIOLOGY
CAKE STUDY
4. Kawasaki disease in | Revision Kevin Llinas- | Rev Colomb | Publicado | Grupo investigacion
Colombia: A sistematica | Caballero, Yhojan | Reumatol. 2021. | Revista Q3 | en Ciencias Basicas,
systematic Rodriguez,  Jaime | https://doi.org/1 Universidad CES.
review and contrast Fernandez- 0.1016/j.rcreu.2 Grupo
with multisystem Sarmiento, 020.11.004 Enfermedades
inflammatory Monica Rodriguez- Pr:,valentes de la
o Jiménez, Anaya,. Infancia
Syndr.ome in children Juan-Manuel g Universidad de la
associated Sabana, Grupo de
with COVID-19 investigacion en
Pediatria Fundacion
Cardioinfantil-1C
5. Paediatric Revision Jaime Fernandez- BMJ Paediatrics | Publicado | Grupo investigacion
inflammatory narrativa Sarmiento Open 2021;5 Revista Q2 | en Ciencias Basicas,
multisystem Daniela De Souza, :e000894. Universidad CES.
syndrome temporally Roberto Jabornisky | doi:10.1136/ Grupo
associated with Palacio, bmjpo-2020- Enfermedades
COVID-19 (PIMS- Gustavo Ariel 000894 Prevalentes de la
TS): Gonzalez, Maria del Infancia
a narrative Pilar Arias Lopez, Universidad de la
review and the Gladys Palacio. Sabana, Grupo de
viewpoint of the Latin investigacion en
American Society of Pediatria Fundacién
Pediatric Intensive Cardioinfantil-1C
Care (SLACIP) Sepsis
Committee
6. MORTALITY AND Investigaci | Lorena Acevedo | BMC Pediatr. Publicado | Grupo investigacion
CLINICAL on Original | ,Byron Enrique | 2021 Nov Revista Q1 | en Ciencias Baésicas,
CHARACTERISTICS OF Pifieres-Olave, Laura | 18;21(1):516. Universidad CES.
MULTISYSTEM Fernanda Nifio- | doi: Grupo
INFLAMMATORY Serna,Jaime 10.1186/s12887 Enfermedades
SYNDROME IN Fernandez- -021-02974-9. Prevalentes de la
CHILDREN (MIS-C) Sarmiento Infgncia-
ASSOCIATED WITH Universidad de la
COVID-19 IN _Saban_a, Qrupo de
investigacion en
CRITICALLY ILL Pediatria Fundacion
PATIENTS: AN

OBSERVATIONAL
MULTICENTER STUDY
(MISCO STUDY)

Cardioinfantil-IC
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TIPO DE REVISTA, ESTADO
TITULO PRODUC AUTORES EDITORIAL ACTUAL VINCULADO
TO O EVENTO GRUPLAC
7. Description of the Investigaci | Nelson Durén | Journal of | Aceptado Grupo investigacion
clinical course and on original | Ochoa,Tammy Edel | Advances in | Revista Q4 | en Ciencias Basicas,
severity score Nudelman, Hernando | Medical and Universidad CES.
progression in Mulett Hoyos, Alirio | Biomedical Grupo
critically ill children Bastidas Cesar A. | Research Enfermedades
with acute Diaz Ritterr Jaime Prevalentes de la
bronchiolitis on high- FernandezSarmient Infancia
flow nasal cannula 0 Universidad de la
support _Sabanfa, _G,rupo de
investigacion en
Pediatria Fundacion
Cardioinfantil-1C
8. Global Respiratory Investigaci | ,Natalie 1. Mazur,1 | Clinical Publicado | Grupo
Syncytial Virus— on original | Yvette N. | Infectious Revista Q1 | Enfermedades
Related Infant Léwensteyn,1 Joukje | Diseases Prevalentes de la
Community Deaths. E. Willemsen,1 | 2021:73 (Suppl Infancia
Christopher J. Gill,2 | 3) « S229 Universidad de la
Leah Forman,2 Sabana, Grupo de
Lawrence M. investigacion en
Mwananyanda, RSV Pediatria Fundacién
GOLD grupo : Jaime Cardioinfantil-IC
Fernéndez-
Sarmiento
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