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1. Resumen

Objetivos: Evaluar los cambios en la microcirculacion asociados al uso del milrinona en
nifios con sepsis. Se utilizd videomicroscopia sublingual para medir flujo y densidad
capilar (DC) y region limite perfundida (PBR, parametro inverso del grosor del
glicocalix). El desenlace primario fue los cambios en la microcirculacién asociados al

uso de milrinona al ingreso y a las 24 horas.

Disefio: Cohorte prospectiva realizado de Febrero 2021 — Enero 2022

Lugar: Unidad de cuidados intensivos pediatricos (UCIP) en hospital universitario.
Pacientes: Nifios con sepsis/chogue séptico con y sin infusion de milrinona.
Intervencién: Ninguna

Métodos y resultados principales: Se incluyeron 140 nifios (mediana edad 2 afios RIQ
0.58-12.1). EI 58% de los pacientes recibieron infusion de milrinona. La DC se mantuvo
en el grupo que recibié milrinona comparado con el grupo que no recibid (p<0.01). Los
menores de dos afios con milrinona, tenian mejor DC comparado con los nifios mayores
(50% vs 25%; OR 0.33; CI 95% 0.12-0.89;p=0.02). En el anélisis multivariado
controlando variables confusoras los nifios que recibieron milrinona tenian menos
degradacion del glicocalix endotelial comparado con los que no lo recibieron (aOR
0.34 CI 95% 0.11-0.99; p=0.04). Estos cambios se mantenian a pesar de ferritina y
proteina C reactiva elevadas (aOR 0.41; Cl 95% 0.18-0.93;p=0.03).

Conclusiones: En nifios con sepsis, el uso de milrinona se asocié a cambios en la
microcirculacion. Se encontrd persistencia de reclutamiento de capilares luego de 24
horas de su administracion, menos heterogeneidad del flujo sanguineo capilar y menos

degradacion del glicocélix.

Palabras Clave: Choque Séptico Sepsis, Endotelio, Microcirculacion, Reanimacion

hidrica, Matrix extracelular, Permeabilidad vascular, Glicocalix.



Abstract

Objectives: To evaluate changes in microcirculation (capillary density - blood flow) and the
endothelial glycocalyx associated with using milrinone in children with sepsis. Sublingual
videomicroscopy was used to assess capillary density (DC4-6 microns and DC7-25 microns),
microvascular flow index, and perfused blood region (perfusion boundary region (PBR),
inverse parameter of glycocalyx thickness - abnormal > 2.0 microns). The primary outcome
was the association between changes in microcirculation and the endothelial glycocalyx

related to milrinone use.

Design: Prospective cohort study from February 2021 - January 2022.

Place: 12-bed pediatric intensive care unit (PICU) in a university hospital.
Patients: Children with sepsis/septic shock with and without milrinone infusion.
Intervention: None

Methods and Main Results: 140 children with a mean age of 2 years (IQR 0.58-12.1) were
included. Fifty-eight percent (81/140) of patients received milrinone infusion. The main
focus of infection was respiratory (43/140;30.7%). After 24 hours of administering
milrinone, it was observed that capillary density (4-6 microns) was maintained only in this
group (p<0.01). Children younger than two years who received milrinone had better DC4-6
than older ones (OR 0.33; Cl 95% 0.12-0.89;p=0.02). In milrinone patients, capillary blood
flow was more homogeneous and capillary recruitment capacity was maintained (p<0.05).
Additionally, these children had less endothelial glycocalyx degradation (aOR 0.34 Cl 95%
0.11-0.99; p=0.04), which was maintained despite elevated ferritin and C-reactive protein
(aOR 0.41; CI 95% 0.18-0.93;p=0.03). The group without milrinone had more organ failure
associated with microcirculation dysfunction, glycocalyx degradation (p<0.01) and a lower
number of functional recruited capillaries (p<0.01). Elevated PBR was associated with

mortality in both groups (p=0.04).

Conclusions: in this investigation of children with sepsis, we found that milrinone was
associated with changes in microcirculation. We found persistence of capillary recruitment

of 4-6 microns after 24 hours of its administration, and maintenance and less heterogeneity



of capillary blood flow as well as less degradation of the glycocalyx, particularly in children

under two years of age.
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Introduccion

1. Planteamiento del problema

La sepsis es una condicién frecuente en la poblacién que ingresa a la unidad de cuidado
intensivo pediatrico. La incidencia mundial de esta patologia se aproxima a la poblacion
general de un pais como Colombia, reportandose en un estudio publicado en el 2017
aproximadamente 48.900.000 casos al afio en el mundo (1). Las infecciones respiratorias y
gastrointestinales son las principales causas de mortalidad en la primera infancia,
asociandose principalmente a sepsis y choque séptico (2). Se reporta que aproximadamente
un tercio de los pacientes que fallecen en la unidad de cuidado intensivo curso6 con sepsis. En

el estudio anteriormente mencionado, la mortalidad anual por sepsis fue de once millones
(©)2

La sepsis es un sindrome clinico que se caracteriza por una respuesta inapropiada del huésped
a las infecciones que genera liberacion de mediadores inflamatorios y antinflamatorios,
resultando en la alteracion de la macro y microcirculacion, donde el glicocélix es un
componente fundamente; Llevando a manifestaciones clinicas en el organismo(4). El
glicocalix fue descrito por Luft en 1966, como una capa que recubre las células endoteliales
compuesta por glicoproteinas y glicosaminoglicanos, que ayudan a mantener la homeostasis
endotelial (5). Para cumplir con esta mision, el glicocélix tiene 4 funciones especiales: 1)
regular el tono vascular; 2) evitar la adhesion de los leucocitos al endotelio; 3) disminuir la

agregacion plaquetaria; 4) regular la permeabilidad vascular (6).

Recientes investigaciones han demostrado alteraciones en el glicocalix como un papel
fundamental en la fisiopatologia de la sepsis (7). El dafio del glicocalix se genera en los
pacientes con sepsis por un fendmeno mecénico con la infusién de liquidos endovenosos a
grandes velocidades, y por el aumento de citoquinas inflamatorias propias de la respuesta

inflamatoria sistémica (8).

Se describe que cerca del 40% de los pacientes con choque séptico presentan disfuncion
miocardica; para esto, el medicamento que se utiliza con més frecuencia es la Milrinona por
sus propiedades inodilatadoras que mejoran el gasto cardiaco desde la microcirculacion al

disminuir la poscarga (9). Adicionalmente, tiene efecto lusitrépico, lo cual genera relajacion
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diastdlica ventricular, mejorando asi la funcién miocardica(10). Estos efectos descritos se
generan a nivel de la microcirculacion. Se desconoce si el Milrinona afecta la
microcirculacién, el endotelio y su glicocalix; sin embargo, en modelos animales, el
milrinona puede mejorar la microcirculacion como consecuencia de la recuperacion del gasto
cardiaco. En humanos, auno no se ha establecido el efecto de éste a nivel endotelial y del

glicocalix (11).
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2. Justificacion
La Sepsis es un sindrome clinico que compromete a toda la economia corporal, teniendo una
alta morbi-mortalidad. Segun la organizacion mundial de la salud (OMS), mas de la mitad
de la muertes en la primera infancia estan relacionadas con sepsis y choque séptico, las
primeras 4 de las 5 primeras causas de mortalidad infantil son debidas a infecciones como la
Neumonia, Infecciones gastrointestinales, malaria y sarampion (12). Uno de los estudios més
importantes que describe la epidemiologia de la sepsis (SPROUT), reporta que
aproximadamente el 8 % de los pacientes ingresados a la unidad de cuidado intensivo
pediatrico presentan sepsis; casi la mitad de los casos se relacionan con infeccion respiratoria

(40 %) y solo en la quinta parte se obtiene aislamiento en los hemocultivos (13).

Existen estudios que describen la importancia del glicocalix en la fisiopatologia de la sepsis
y el choque séptico (14,15,16). Encontrar los efectos sobre la microcirculacion de
medicamentos de uso frecuente como la milrinona, pueden ser de gran ayuda para orientar la
optimizacion de la entrega de oxigeno a los tejidos. Hasta ahora, son pocos los farmacos que
han demostrado en modelos animales tener un efecto sobre la microcirculacion (17). Conocer
si la milrinona afecta de manera positiva o negativa la recuperacion del glicocalix endotelial,
permite evaluar sus efectos a nivel sistémico y como contribuye a la estabilizacion del

endotelio activado en sepsis.
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2. Marco Tebrico

1.1 Introduccién

La sepsis es uno de los problemas infecciosos mas frecuentes en nifios y una de las principales
causas de morbimortalidad. Es una condiciébn que genera compromiso sistémico,
caracterizada por afectar a todos los grupos etarios, desde la etapa neonatal hasta la edad
adulta, con consecuencias funcionales graves, generando un consumo considerable de
recursos propios del sistema de salud (18). Se han planteado multiples estrategias para el
tratamiento de la sepsis y choque séptico que han mostrado resultados favorables en términos
de mortalidad, como lo son el reconocimiento temprano, la reanimacion hidrica, la
administracion de oxigeno, el inicio en la primera hora del antibidtico y el inicio de

vasopresor de forma oportuna (19).

El endotelio, con frecuencia es uno de los organos que primero se ve afectado por los
procesos inflamatorios, protrombéticos y fibrinoliticos asociados a la sepsis(20). 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 de evitar el paso de liquidos del espacio intravascular al extravascular(21). 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 (22).

1.2 Endotelio vascular

El endotelio vascular es una pequefia capa de células que recubre el lado endoluminal de los
vasos sanguineos (18). En un individuo normal, si se pudiera aislar todo este drgano de
manera selectiva, tendria un peso de 1 kilogramo y un area de 1 m2 a 7 m2. Su nombre
proviene del griego “endo”, que significa “dentro”, y “thelio”, que significa “curva” o
“bucle”. El endotelio es un 6rgano responsable del tono vascular, la hemostasia y el
intercambio de solutos y liquidos con la célula (23). La disfuncion de éste es responsable de
enfermedades sistémicas como la ateroesclerosis, la sepsis, la diabetes, la hipertension

arterial y la trombosis, entre otros (24).
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La principal funcién del endotelio es mantener el flujo sanguineo sistémico y la perfusion
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, los cuales son vasodilatadores. Estas sustancias estan en
intimo equilibrio con otro grupo de moléculas mediadoras de la vasoconstriccion como la

endotelina-1, la angiotensina Il y el tromboxano A2 (22).
1.2.1 Estructura del endotelio vascular

El endotelio estd constituido por células endoteliales generalmente planas, pudiendo
encontrar algunas cuboides con grosor entre de 0.1 um en capilares y venas, hasta 1.0 um en
la aorta. Para cumplir su funcion, estas células estan generalmente unidas a través de
diferentes tipos de complejos multiproteicos llamados uniones intercelulares (18, 25).
Existen diferentes tipos de uniones, siendo las mas importantes las uniones fuertes u
ocluyentes conocidas como zona occludens, las cuales estan constituidas por proteinas como
las claudinas, ocludinas y las moléculas de adhesién intercelular; y las uniones debiles o
adherentes llamadas zona adherens constituidas inicamente por una proteina transmembrana

denominada cadherina (26).

El transporte de la célula endotelial hacia el espacio intersticial se realiza en un 90% por via
paracelular, y en un 10% por via transcelular. Esto se da por medio de vesiculas y caveolas
ubicadas a lo largo de la superficie luminal de la celula, capaces de moverse a la cara basal

de la misma para cumplir con su funcién (21, 27).

El endotelio esta cubierto por una fina capa denominada glicocélix la cual esta distribuida en
todo el organismo de manera continua, discontinua o fenestrada. Esta es responsable de
contribuir a que el endotelio cumpla la mayoria de sus funciones, entre las cuales se encuentra

el regular en mayor o menor medida el paso de liquidos y moléculas al espacio intersticial.
1.2.2 Estructura del glicocalix endotelial

El glicocalix es una fina capa que recubre el interior de los vasos sanguineos, desde los
capilares hasta las arterias y venas, formando asi una interface entre las células endoteliales
y el flujo sanguineo (28). Fue descrito inicialmente por Luft en 1966 cuando se pudo observar

mediante el uso de la microscopia electronica y tinciones especiales como el rojo de rutenio
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con el que se observa como un material amorfo y grumoso, y, el azul de anciano que lo
muestra con apariencia de una malla de finos filamentos(29). Como se ha mencionado, el
glicocalix constituye una porcién estructural del endotelio y contribuye a mantener su
integridad. En cultivos de células endoteliales se ha logrado aislar desde la primera semana.
En modelos animales, tanto en condiciones fisioldgicas como patolégicas, por ejemplo, en
sepsis, se ha observado que, luego de su lesion aguda, se necesitan de cinco a siete dias para

su restauracion endogena y recuperacion de su funcionalidad (30).

El glicocalix esta constituido por proteoglicanos (PG), glicosaminoglicanos (GAG) y
glicoproteinas que constituyen los componentes no solubles dependientes de la célula
endotelial. Entre un 50% al 90% del componente PG, corresponde a los derivados del heparan
sulfato como los sindecanos, glipicanos y perlecanos, los cuales estan anclados a la célula
endotelial a través del dominio transmembranal de su core proteico(31,32) . Estos
componentes se consideran el eje principal del glicocélix, a los cuales estan unidas las
cadenas de GAG que llevan a la produccién de PG solubles ubicados en la parte superior de
esta estructura. Por otro lado, esté el &cido hialurénico, un GAG no sulfatado que se encuentra

en la parte mas superficial del glicocalix (33).

Los GAG contienen multiples sitios de union para proteinas derivadas del plasma y pequefias
modificaciones bioquimicas de éste puede generar consecuencias funcionales importantes,
en especial en circunstancias que pueden llevar a disminuir el grosor del glicocalix(34). El
componente de glicoproteinas esta dominado por moléculas de adhesion como la selectina-
E, selectina-P e integrinas, asi como complejos proteicos relevantes en hemostasia como el
complejo glicoproteina Ib-1X-V (que se une al factor de von Willebrand y a la P-selectina),

mediando asi la nteraccion de las plaquetas con las células endoteliales activadas (35).

Por otro lado, el glicocélix tiene un componente soluble constituido por moléculas como
proteinas y proteoglicanos que son producidos por el endotelio o vienen de la circulacion
sistémica (36). Este interacttia con componentes anclados a la célula endotelial, generando
un equilibrio dinamico con el flujo sanguineo de acuerdo a las condiciones del microambiente
como el pH y la produccion del componente insoluble por la célula endotelial(27,28,29). El
glicocalix puede ligarse al componente unido a la célula endotelial a través de receptores o

enzimas (receptor del factor de crecimiento de fibroblastos, lipoproteina lipasa y

16



lipoproteinas de baja densidad), o también a los GAG, particularmente al heparan sulfato,
que contiene varios sitios de union para proteinas gracias a sus patrones especificos de

sulfatacion (37).
1.2.3 Funciones del glicocélix endotelial

El glicocélix funciona como una capa protectora de la célula endotelial, regulando la
permeabilidad de algunas moléculas desde y hacia la célula endotelial, ademas de regular los
procesos asociados a la filtracion glomerular (38). VVan Haaren y Cols. demostraron que esta
estructura es la responsable de los cambios en la permeabilidad del agua por fuerzas de
tension, por lo que su integralidad es la responsable de proteger del edema(39). Asi mismo,
Hans 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
glicocalix, contribuyendo a incrementar la permeabilidad vascular y afectando la perfusién
tisular (40). Este también es un elemento fundamental para la deteccion y transduccion de
fuerzas mecanicas en la vasculatura (mecanotransduccién) y para la regulacion del
hematocrito, los procesos de adhesion celular al endotelio (plaquetas y leucocitos) y la
hemostasia(41). El heparan sulfato y el acido hialurénico tienen un papel fundamental en la
deteccion y amplificacion de las fuerzas de cizallamiento, tal y como lo evidenciaron
Mochizuki S y cols. empleando modelos caninos, demostraron que la liberacion de 6xido
nitrico por la célula endotelial estaria regulada en parte por el glicocalix y esto controlaria
los cambios en la estructura del endotelio relacionado con las fuerzas de shear-stress(42).
Esto indica que el glicocalix tendria efectos vasculoprotectores mediados por la liberacion
de oxido nitrico, favorecidos por las fuerzas de shear-stress, la inhibicion de la adhesion
leucocitaria y la activacion de la coagulacion en diferentes circunstancias fisioldgicas y

patoldgicas, como puede ocurrir en pacientes con sepsis (43).

De la misma manera, el glicocalix regula el paso de macromoléculas como las lipoproteinas
de alta densidad y la albumina, hacia el espacio extravascular. La parte mas superficial del
glicocélix 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 glicocalix genere

repulsion electroestatica, 1o que a su vez evita su paso al espacio intersticial(44). Lo anterior
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se relaciona en parte con el grosor del glicocélix, el cual cambia de acuerdo a la regién de los
vasos sanguineos en la que se encuentre ubicado; asi como lo reportan Kudo y cols. quienes
evidenciaron en cultivo de células endoteliales bovinas, que el paso de la albiumina 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 (45).

Teniendo en cuenta la evidencia actual y el papel fundamental del glicocalix en el paso de
liguido y macromoléculas del espacio intravascular al espacio intersticial e intracelular, y su
importante espectro de manifestaciones clinicas cuando se encuentra alterado, 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
glicocalix por la carga negativa de la superficie. Por el contrario, 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 hidrostatica y oncdticas determinados por el glicocélix (41-43).
1.2.4 Marcadores de dafio de la integridad endotelial
1.2.4.1 Marcadores de dafio al glicocalix

Se ha tratado de medir la lesion del glicocalix mediante el uso de biomarcadores plasmaticos
que permitan establecer de manera rapida la presencia de alteracion o no del mismo. Entre
los principales biomarcadores estan el sindecano- 1, sindecano- 4, el endocan y el heparan
sulfato (46).

El Sindecano -1 es uno de los PG mas importantes dentro de la estructura del glicocalix; sus
niveles circulantes en plasma se relacionan con dafio endotelial y degradacion del mismo.
Los valores fisiolégicos estan dentro del rango de 8 ngr/ml a 256 ng/ml, debido al recambio
permanente y la produccion endotelial de todos los componentes solubles y no solubles del
glicocélix(45, 46). Sin embargo, en pacientes con sepsis, niveles mayores a 80 ng/ml se han
relacionado con mayor severidad y compromiso multiorganico (47). Annecke y cols.
investigaron las alteraciones que 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
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ser 42 veces superior respecto a la linea de base (48). Suzuki y cols. obtuvieron hallazgos
similares en pacientes con trauma, donde niveles de sindecano-1 mayores a 40 ngr/ml se
asociaron a peores desenlaces, mayor necesidad de transfusiones y a un mayor riesgo de

mortalidad, frente a quienes las cifras no superan dicho nivel(49).

El Sindecano-4 es un PG que tiene funciones importantes relacionadas con el mantenimiento
de las uniones entre la célula y la matriz extracelular. La interaccion entre estas dos, esta
mediada por los denominados focos de adhesion que son responsables de regular la migracién
transcelular y por las integrinas. Adicionalmente, el dominio intracitoplasmatico del
sindecano-4 activa varias vias de sefializaciébn mediadas por la via del fosfatidil-inositol,
protein quinasa, entre otros(50). Estudios en modelos animales han demostrado la elevacion
de sindecano-4 frente a estimulos inflamatorios e infecciosos, como la presencia de
lipopolisacarido de bacterias gram negativas, indicando activacion y lesion por algunas
metaloproteasas de matriz. Niveles séricos elevados se correlacionan con la presencia de

dafio del glicocalix y la pérdida de la funcion de las moléculas de adhesion (51).

El Heparan sulfato es un PG que puede elevarse en pacientes criticos. Particularmente en
pacientes con sepsis, se han encontrado niveles cuatro veces superiores a los observados en
controles sin infeccidn en pacientes sometidos a procedimientos quirurgicos (52). Nelson y
cols. describieron la elevacion del heparan sulfato en pacientes sépticos, encontraron que en

los pacientes que murieron los niveles de Heparan Sulfato eran mayores(53).

El Endocan es un PG producido por la célula endotelial que hace parte de los componentes
solubles del glicocélix y se ha encontrado elevado en pacientes que 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 considera un biomarcador prometedor que relaciona la lesion del glicocélix y los

desenlaces en pacientes sépticos (54).

Aun no es posible evaluar el glicocéalix 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, lo que permite determinar la amplitud que
corresponde al glicocalix. Recientemente, se ha desarrollado un videomicroscopio con

software incorporado (Glycocheck System - Microvascular Health Solutions Inc 2014, Salt
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Lake City, UT, USA) que, utilizando los vasos sublinguales, permite evaluar la
microcirculacién al establecer la regién limite de perfundida (PBR de sus siglas en inglés),

la cual se relaciona de manera inversamente proporcional con el tamafio del glicocalix (55).

1.2.3.4. Videomicroscopia sublingual

La microscopia sublingual se considera actualmente como el estdndar de oro para la
evaluacion de la microcirculacion. La microscopia sublingual se ha convertido en una
herramienta valiosa para evaluar la microcirculacién en tiempo real, La mucosa sublingual
es rica en vasos sanguineos pequefios, como arteriolas, capilares y vénulas, lo que permite la
observacion directa de la microcirculacion en esta area. La microscopia sublingual
proporciona informacion detallada sobre la estructura y funcion de los vasos sanguineos a
nivel microscopico. Con esta técnica, se pueden evaluar parametros microvasculares
importantes, como la densidad capilar, el flujo sanguineo, la perfusién tisular, la reactividad

vascular y la region region limite de perfusion (PBR) (56).

Como se dijo anteriormente el PBR es una medida inversamente proporcional con el tamafio
del Glicocélix endotelial, asi, un PBR alto indica menor grosor del glicocalix. Se ha
demostrado que el PBR se encuentra muy elevado en pacientes criticos al comparar su valor
con sujetos sanos. En pacientes con sepsis se considera que un PBR mayor de 2.0 pum es

indicativo de lesion severa del glicocalix endotelial (57).

De igual manera, este videomicroscopio que genera analisis en tiempo real, evalla 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 optico de iluminar con
destellos objetos que se mueven a gran velocidad) de luz verde, los cuales detectan los
gldbulos rojos por reflexion, amplia 325 veces la imagen con resolucion de 720 pixeles y
establece 23 cuadros por segundo. EIl software realiza mediciones en imagenes de alta
calidad en terminos de movimiento, intensidad, enfoque; para ello, define segmentos
vasculares de 10 um y graba 40 cuadros (300 segmentos de color verde que son aquellos con
medicion completa). El operador mueve la cdmara entre 5 a 10 posiciones diferentes y puede

tomar hasta 3.000 segmentos vasculares. El software calcula el PBR que es el borde exterior
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de la luz que es perfundida y cuyo valor mayor a 2.0 micras indica lesién severa del
glicocéalix. Adicionalmente, mide el RBCW que es la concentracion y densidad de glébulos
rojos pasando por el vaso sanguineo, o dicho de otra manera, corresponde al ancho de los

glébulos rojos. Esta medicion toma en promedio de 2 a 3 minutos (55-58).

1.2.4.2 Marcadores de dafo de la célula endotelial

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 (8). Estructuralmente, el endotelio puede ser discontinuo o continuo.
Como se describid previamente, en el endotelio continuo existen uniones intercelulares
estrechas que puede ser la zonula adherente o zénula occludens; en esta ultima, participan las
claudinas, las ocludinas y las moléculas de adhesion(17). Cuando se alteran estas uniones
intercelulares, se incrementa la permeabilidad vascular, permitiendo el paso de liquidos,
proteinas y células desde el espacio intravascular al intersticial(18). 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 interactia 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 accion es autocrina y regula los
efectos de la Ang-1 antagonizando el receptor. Normalmente, su liberacion se aumenta por
la accidn de diferentes mediadores inflamatorios y la trombina, lo mismo que en estados de

hipoxia y en enfermedades oncoldgicas (59).

En condiciones inflamatorias como la sepsis, la Ang-2 se eleva e interacta con proteinas de
unién intercelular endotelial como la cadherina, inactivandolas y favoreciendo el aumento de
la permeabilidad vascular. Adicionalmente, promueve la angiogénesis, condicion asociada a
inflamacién aguda y crénica. Por lo tanto, la Angi-2 ha sido considerada un biomarcador de
activacion de la célula endotelial y de aumento de la permeabilidad vascular. 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 6xido nitrico induce
vasodilatacion sistémica en sepsis, 1o que genera proteccion del endotelio vascular para evitar

aumento de la permeabilidad inducida por Ang-2 ante el aumento de la vasodilataciéon. En
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modelos animales se encontrd 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 conocen

las repercusiones que tendria la elevacién de la Ang-2 en dicha estructura (60).

La anexina A5 es una proteina plasmatica que tiene fuerte afinidad por la fosfatidilserina, un
fosfolipido de la membrana celular. Cuando la célula sufre apoptosis, la fosfatidilserina se
externaliza y, por ende, se une a la anexina A5, lo que la convierte en un biomarcador de
apoptosis, en especial, en enfermedades cardiovasculares y las relacionadas con lesion
endotelial posterior a inflamacion y estrés celular. Al parecer, esta proteina esta implicada en
la inhibicion de la coagulacion, pues compite con la protrombina por la union de los sitios de

fosfatidilserina e inhibe la actividad de la fosfolipasa A1(61).
1.3 Sepsis pediatrica
1.3.1 Definicion

Anteriormente no existia una definicion unificada de sepsis, se conocia la sepsis como
sindrome de sepsis, septicemia, choque séptico, entre otros. Fue hasta abril de 1990 cuando
Bone y cols. realizaron el primer consenso de medicina critica y cirugia de térax sobre la
definicion de sepsis, con el fin de unificar criterios y poder llevar a cabo investigaciones para
mejorar los desenlaces en esta patologia. En este, sugirieron el término Sindrome de
Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS), considerando que podria ser explicado por

diferentes origenes de tipo tumoral, traumético o infeccioso (62).

La definicion de sepsis en adultos descrita por Bone y cols. Se adopto para la poblacion
pediatrica, sin embargo, estos criterios podian ser valores normales para esta poblacion por
lo cual, en el aflo 2005, Goldstein y cols. Redefinieron los criterios para sepsis, sepsis grave
y choque septico en pediatria, ademas redefinieron la definicion de disfuncién multiorganica
(63).

Recientemente se publico en las guias Latinoamericanas, Se defini6 sepsis como un sindrome
clinico caracterizado por disfuncion orgénica, potencialmente mortal causada por una

respuesta no regulada del huésped a una infeccion. Asi mismo se definié choque séptico
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como sepsis acompariada de anomalias, circulatorias, celulares y metabdlicas asociadas con

mayor riesgo de mortalidad que la sepsis por si sola (64).

1.3.2 Epidemiologia

Actualmente, la sepsis sigue siendo la principal causa de ingreso a cuidados intensivos de los
pacientes adultos, con una mortalidad del 28%, se reporta que afecta a uno de cada cuatro
pacientes pediatricos ingresados en cuidado critico (3). La Sociedad Americana de Cuidado
Critico ha realizado multiples reuniones de consenso con la intension de identificar de manera
temprana la sepsis para reducir la mortalidad. Las reuniones fueron realizadas en el 2002,
2007 y 2014, pero se publicaron las conclusiones hasta el afio 2017, donde reportan que la
mortalidad infantil por sepsis pediatrica se redujo del 96 % al 9 %, siendo esta cifra menor
que la de la poblacién adulta que reporta una mortalidad el 28 %(65). 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 Estados Unidos (42.000 casos/afio).
Se reporta que en Estados Unidos 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 derivado de la atencion
de la sepsis pediatrica, es cerca de 50 millones de ddlares(1-3). Es por esto que la deteccion
temprana, la intervencion oportuna y una reanimacion hidrica adecuada, pueden modificar el

curso clinico de la enfermedad, logrando reducir incluso un 50 % de la mortalidad (64).

Ademas, como lo demostraron Fernandez y cols., utilizando estrategias de reconocimiento
temprano, reanimacién hidrica adecuada, inicio rapido de antibiotico y vasopresores, se
puede lograr una reduccion de 11.9 a 7.6 dias en la estancia hospitalaria, y de 20.5 % a 7.1%
la necesidad de ventilacidbn mecanica en nifios con sepsis severa y choque séptico que

consultan a urgencias(16).
1.3.3 Manifestaciones clinicas y criterios de severidad en sepsis

La sospecha clinica y un examen fisico detallado, permiten detectar a tiempo los signos que
indican que el paciente cursa con un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, y que éste
se debe a una infeccidn, es decide, que esta cursando con sepsis. La presentacion clinica

puede variar de acuerdo a factores como la edad, el foco de la infeccion, el organismo
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responsable y las comorbilidades asociadas. Sin embargo, con frecuencia estos signos no son
especificos, por lo cual 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. En la tabla 1 se listan los diferentes criterios (63).

En los pacientes pediatricos, la presencia de taquicardia es uno de los signos mas frecuentes
e importantes, ya que indica que el organismo intenta compensar su bajo gasto cardiaco con
un aumento de la frecuencia cardiaca; sin embargo, la bradicardia es otra manifestacion , que
podria presenatrse luego de que se han agotado todos los mecanismos compensatorios
adrenérgicos habituales (66). Asi mismo, la taquipnea suele ser frecuente, y cuando es
sostenida, asociada al uso de musculos accesorios de la respiracién y acompafiada de otros
signos de SIRS, suele indicar que el paciente estd intentando estabilizar un trastorno de
oxigenacion severo con un aumento de la frecuencia respiratoria. La no identificacion o
control de esta patologia, puede progresar a sepsis severa, que se refiere a la presencia del
sindrome con disfuncion de un 6érgano, que suele ser cardiovascular o respiratorio (63).
Cuando hay falla de uno de estos dos asociado a la disfuncion del sistema hematolégico,
renal, el neuroldgico y el tracto gastrointestinal. En la sepsis severa, el sistema cardiovascular
suele estar afectado y se manifiesta con la presencia de taquicardia asociada a signos de mala
perfusion, 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 reanimacién hidrica cuando se inicia a tiempo (67).

Tabla 1. Definicion de Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SRIS)

La presencia de al menos dos de los cuatro siguientes criterios, uno de los cuales debe ser
anormalidad en temperatura o conteo de leucocitos.
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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 cronico 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-blogueadores o enfermedad cardiaca congénita durante media hora.

Polipnea, definida como frecuencia respiratoria > 2 SD por encima de lo normal
para la edad, o requerimiento de ventilacion mecanica en un proceso agudo no
relacionado con enfermedad neuromuscular subyacente o la administracién de

anestesia general.

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

neutrofilos inmaduros.

De acuerdo a lo anteriormente descrito, si el foco infeccioso es respiratorio como se presenta

en el 56 % de los casos de sepsis en nifios, este puede manifestarse ademas de los sintomas

respiratorios como la taquipnea, también con tos, rinorrea y distres respiratorio (3).

A nivel hematolégico, renal y neuroldgico, la sintomatologia suele ser bizarra y

habitualmente se presenta en fases avanzadas de la enfermedad manifestada como sangrado,

isquemia de extremidades, oliguria indicando, alteraciones de la consciencia, debilidad

muscular y convulsiones. Cuando la enfermedad avanza y pasa de sepsis severa a choque

séptico, el signo caracteristico el compromiso cardiovascular manifestado por taquicardia,

mala perfusion e hipotension que no responde a reanimacion hidrica y necesita el uso de

farmacos vasoactivos(63). (Tabla 2).

Tabla 2. Definicion de Falla Organica en sepsis
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Falla de 6rgano Cardiovascular: cuando a pesar de la administracion de bolos completando

minimo 40 ml / kg en 1 hora:

e Se presenta hipotension, 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.

e Dos de los siguientes:
-Acidosis metabdlica 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 produccion 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.

Falla de 6rgano Respiratorio:

e PaO2/FIO2 (PAFI) <300, en ausencia de cardiopatia o enfermedad pulmonar

preexistente.
e PaCO02 65 torr 0 20 mm Hg mas de referencia PaCO2.
e Requerimiento de 50% FiO2 para mantener la saturacion 92%

e Necesidad de ventilacién mecéanica invasiva o no invasiva.

Falla de 6rgano Neuroldgico:

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.
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Falla de érgano Hematoldgica:

e Plaquetas <80.000/mm3, o una disminucion del 50% en el conteo de plaquetas mas
alto registrado en los ultimos tres dias (para las patologias hematoldgicas cronicas

/ o pacientes oncoldgicos).

e INR>2.

Falla de érgano Renal:

e Creatinina sérica dos veces el limite superior para la edad, o elevacion de dos veces

la basal.

Falla de 6rgano Hepatica:

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

1.3.4 Fisiopatologia de la sepsis

La sepsis es una respuesta no regulada del hospedero a una infeccion y que puede see
potencialemente fatal sin no se reconoce y se trata de manera oportuna (64). Ocurre por la
exposicion a un agente disparador, que usualmente son endotoxinas bacterianas, pero
también pueden ser moléculas de naturaleza viral, 0 mananos fangicos, los cuales interactdan
con las células del sistema inmune innato como los monocitos, los macréfagos y las células
dendriticas, que expresan lo que se ha denominado Receptores de Reconocimiento de
Patrones (PRR). Estos receptores se han descrito como responsables de iniciar la cascada
inflamatoria y estan en 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 unidn al nucledtido y, del gen inducible tipo 1 del acido retinoico). Estos interactlian con

los Patrones Moleculares Asociados a Patégenos (PAMPS), dentro de los que se encuentran
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el lipopolisacarido de bacterias gram negativa y el acido lipoteicoico de las gram positivas.
También interactian con moléculas enddgenas denominadas Patrones Moleculares
Asociados a Dafio (DAMP). La interaccidn de estos receptores y sus respectivos ligandos

activa vias de sefalizacion que inducen la respuesta inflamatoria(68).

En cuanto a los receptores Toll (TLR), una vez se une el ligando, participan una serie de
moléculas intracelulares (como el TIRAP, MyD88) con funcidn de adaptacion 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 nucleo y estimula la codificacion de citoquinas proinflamatorias a través de la
induccidn de transcripcion de genes y la constitucion del denominado inflamasoma, el cual
promueve la maduracion de interleucina (IL) 1-p e IL-18, llevando a la formacion de poros

que facilitan la entrada de agua y electrolitos, ocurriendo la muerte celular (69).

Entre las citoquinas mas importantes estan el factor de necrosis tumoral alfa (FNT-alfa), la
IL-1B y la IL-6. Estas citoquinas inducen la activacion del endotelio y lesidn del glicocalix,
permitiendo la migracion de leucocitos a través de la induccion de la expresion de moléculas
de adhesion endoteliales, en especial aquellas del grupo de las E selectinas, de manera que
ocurra la extravasacion leucocitaria. En esta fase fisiopatoldgica de la sepsis, derivado del
compromiso endotelial y otros factores, se libera el factor tisular. Este factor activa el sistema
de la coagulacion, favoreciendo un estado procoagulante y antifibrinolitico que predispone a
la formacion de microtrombos a nivel capilar; comprometiendo a su vez, la entrega de
oxigeno a los tejidos, de modo tal que se produce la liberacion de radicales libres, los cuales
son en parte responsables de multiples manifestaciones clinicas cardiovasculares,
respiratorias y renales. Uno de los mecanismos que favorece a la disfuncion multisistémica,
es la alteracion en la relacion entrega/demanda de oxigeno, que puede verse altera por varios

mecanismo, comprometiendo el funcionamiento adecuado de las células(70).
1.3.4.1 Papel del endotelio vascular en la fisiopatologia de la sepsis

El endotelio estd 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 importantes para la economia corporal, la

biologia vascular y para mantener el equilibrio del espacio intra y extravascular. Este es un
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organo metabdlicamente activo, siendo una de sus responsabilidades fundamentales,
mantener el balance entre los estados vasodilatador y vasoconstrictor frente a los diferentes
estimulos fisioldgicos 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(16-18).

Una de las responsabilidades mas importantes del endotelio es mantener el flujo vascular
evitando que se active el sistema de la coagulacion, por medio de mantener un fenotipo “anti-
adherente” que conserva el flujo vascular. En condiciones normales, la hemostasia esta
determinada por el equilibrio entre los factores procoagulantes (fases celulares de la
coagulacién, antes conocidas como la cascada de la coagulacion), los anticoagulantes

(proteina C, proteina S, trombomodulina) y los fibrinoliticos (57).

La sepsis se ha considerado un estado procoagulante y antifibrinolitico, existiendo una
predisposicion natural a formar coagulos que obstruyen la microcirculacion, favorecen la
perfusion inadecuada y generacion de radicales libres de oxigeno, lo que puede desencadenar
el sindrome de falla organica mdaltiple(4). En condiciones normales, el endotelio evita la
formacion de esta microtrombosis y la alteracion de la perfusion tisular por diferentes
mecanismos que se mencionan en la tabla 3. En estos pacientes, existe activacion de las
células endoteliales que inducen al estado procoagulante mencionado, por disminucién de la
sintesis de la trombomodulina, lo que disminuye la actividad de la proteina C, la antitrombina
Il 'y, por lo tanto, es menor la actividad inhibitoria sobre las moléculas procoagulantes.
Ademas, existe una menor actividad del inhibidor del activador tisular del plasmindgeno,
predominando la actividad de éste, generando mayor produccion de plasmina y una mayor

degradacion de la fibrina (71).

Una vez se inicia el proceso y 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 adhesion intercelular y moléculas de adhesion
vascular-1. En esta fase, las células endoteliales interactian con los leucocitos circulantes,
produciéndose la marginacion, rodamiento, adhesion firme y transmigracion leucocitaria, de

alcanzando los sitios lesionados. Los leucocitos activados liberan moléculas con actividad
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proteolitica, asi como radicales libres de oxigeno, que magnifican la lesion inducida en

sepsis, lo que desencadena la falla organica multiple(72).

Son multiples los mecanismos de dafio del endotelio en la sepsis. Estos se relacionan con la
activacion de los polimorfonucleares con liberacion de enzimas proteoliticas (elastasa y la
lactoferrina) estimuladas por citoquinas (como el factor de necrosis tumoral alfa); también
por la induccion directa de apoptosis de la célula endotelial por el factor de necrosis tumoral
alfay la interleucina-6; la induccién de muerte celular por disminucion de los niveles de ATP
de las células endoteliales, en el contexto de los fendmenos de isquemia/reperfusion
desencadenados por procesos protrombdticos y fibrinoliticos; y, por la ctivacion 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 del factor tisular (71-72).
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Tabla 3. Mecanismos reguladores del endotelio

Mecanismos reguladores del endotelio

1. Expresion de trombomodulina, glicoproteina de la membrana de las células
endoteliales que, al unirse a la trombina, forma el complejo trombomodulina-
trombina. Este tiene un potente efecto anticoagulante al impedir el paso de
fibrindgeno a fibrina, con lo que se inhibe la formacién del coagulo.
Adicionalmente, la trombodulina ejerce su potente efecto anticoagulante uniéndose
a la proteina C y su cofactor (proteina S), con lo que aumenta la actividad de esta

proteina que inactiva a los factores Va 'y Vllla de la coagulacion.

2. Glicocélix y 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 accion de la

antitrombina I11 y del inhibidor del factor tisular.

3. Producciony liberacion del activador tisular del plasmindgeno que estimula el paso

del plasmindgeno a plasmina, la cual destruye el coagulo estable de fibrina.

4. Inhibicion de la agregacion de plaquetas por efectos del 6xido 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 (agonista plaquetario como la

difosfatasa de adenosina).

7. Regulacion del tono vascular por la produccién de 6xido nitrico y prostaciclina.
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1.4  Estrategias terapéuticas en sepsis
1.4.1 Reanimacion hidrica en sepsis

Las primeras recomendaciones del uso de reanimacion hidrica con cristaloides en nifios con
sepsis se hicieron en 1991. 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,
comparado con aquellos que no lo recibian(73). Maitland y cols. demostraron una reduccion
de la mortalidad en choque séptico por malaria del 18 % al 4 %, cuando se utilizo resucitacién
hidrica con albimina comparada con cristaloides(74). Por el contrario, afios mas tarde, este
Gltimo autor realizé el estudio FEAST, donde encontraron que pacientes con malaria que
cursaban con anemia, tenian cifras de mortalidad mayores con el uso de reanimacion hidrica
con cristaloides(75). Respecto a los adultos, en el estudio SAFE se compar6 el uso de la
reanimacion hidrica con albumina vs. cristaloides en choque séptico, encontrando mejores
desenlaces estadisticamente significativos, 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 ultimos, en vista de que son
menos costosos y estan disponibles en todos los centros, independientemente de su nivel de

complejidad(73).

En cuanto al tiempo de administracion de cristaloides en choque séptico, Sankar J y cols.
evaluaron el impacto de proporcionar bolos de cristaloides de 20 mi/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 lo que se necesitaba iniciar soporte

ventilatorio (77).
1.4.2.1 La reanimacion hidrica y 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 anélisis

de la macrocirculacion y desenlaces clinicos no han sido contundentes con respecto a su real
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beneficio y efectividad (78), 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(79).

En este sentido, como se ha explicado previamente, la disfuncion endotelial es una de las
alteraciones mas tempranas que ocurre en los pacientes con sepsis. Cuando ha interactuado
el patron molecular asociado a patégeno (PAMPS) con el receptor de la célula 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 menciond previamente. Ahora bien, para que las
quimocinas ejerzan su efecto, estas deben interactuar con el heparan sulfato de los
proteoglicanos del glicocélix, 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(67,68).

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(57). Al lesionarse los GAG del glicocalix, se pierde la carga negativa de estos,
que en condiciones normales repelen a la albdmina, por lo que esta proteina sale del espacio
intravascular para llegar al intersticial; el resultado es que se pierde la presion oncética
intravascular y aumenta la presion oncotica intersticial. Si a este fendmeno se le suma la
intervencion terapéutica de varios bolos de cristaloides en un espacio intravascular lesionado,
sin glicocéalix y con baja presion oncotica, 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(51).

Otro factor importante a tener en cuenta es el papel que tiene el glicocélix en la
mecanotransduccion endotelial. Esta capa detecta los cambios de presion del espacio

intravacular para estimular la produccion de 6xido nitrico por parte de la célula endotelial.
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En el paciente con sepsis, con frecuencia, existen alteraciones en la resistencia vascular
sistémica por liberacion 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 fenémeno de vasodilatacion en curso y asi mejorar la presion
de perfusion tisular(57). 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 méas precozmente

los medicamentos vasoactivos cuando sean necesarios (80).

1.4.2.2. Uso de inodilataores en sepsis

Los inodilatadores son farmacos que actlan tanto como vasodilatadores, es decir, dilatan los
vasos sanguineos, como inotrépicos, lo que significa que mejoran la funcién contractil del
musculo cardiaco. Estos farmacos tienen la capacidad de mejorar tanto la perfusion sanguinea
como la funcién cardiaca (81), lo que podria ser beneficioso en el tratamiento de la sepsis,

ya que la disfuncion cardiovascular es una caracteristica comun de esta condicion (63).

La Milrinona es un farmaco de la clase de las fosfodiesterasas 111 (PDE-III) que actia como
inotropico positivo y vasodilatador, inhibidores de la fosfodiesterasa 3 impiden la
degradacion del AMPc, aumentando asi los niveles de cCAMP intracelular y activando la via
cAMP-PKA, esto da como resultado, concentraciones elevadas de Ca** durante la sistole y,
por lo tanto, aumentando la fuerza de contraccion miocérdica. La milrinona actia como
inotropico y vasodilatador, aumentar la fuerza de contraccion del musculo cardiaco, ademas,
la milrinona también produce vasodilatacion reduciendo la resistencia a la circulacion
mejorando el flujo sanguineo (82). Ha sido estudiado en el contexto de sepsis debido a su
capacidad para mejorar la funcion cardiaca y el flujo sanguineo en los tejidos y érganos
afectados. Estudios han evaluado el uso de milrinona en pacientes con sepsis y choque
séptico, los resultados han sido controvertidos. En el estudio de Tomicic y cols. demostro
que la inclusién de agentes inotropicos mejoraba variables de la macro-hemodinamia como
el indice cardiaco, pardmetros de macro-perfusién como la Saturacién venosa central, y de
microcirculacion como la diferencia veno-arterial de CO2 y de en pacientes con choque
séptico (83).
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Algunos estudios han mostrado beneficios potenciales del uso de milrinona en la sepsis,
mientras que otros estudios no han encontrado diferencias significativas en los resultados
clinicos (84). En términos de la funcién cardiaca, se ha demostrado que el milrinona mejora
la contractilidad del musculo cardiaco y puede aumentar el gasto cardiaco en pacientes con
sepsis y disfuncion cardiovascular (85). Ademas, el milrinona tiene propiedades
vasodilatadoras, lo que puede mejorar el flujo sanguineo y la perfusion tisular en los érganos

afectados durante la sepsis.

A nivel de la microcirculacién la Milrinona tienen efectos a traves del AMPc en el manejo
del calcio intracelular en el masculo liso vascular, lo que resulta en una disminucion del tono
arterial y venoso, esto lleva disminucién en la vasoconstriccion arteriolar y mejorar la

densidad capilar funcional(86).

Miranda y Cols. Evaluaron en un estudio en Hamsters, los efectos de la milrinona sobre los
cambios microcirculatorios relacionados con la endotoxemia luego de la administracion
endovenosa de lipopolisacaridos de E. coli y los compara con los observados con el uso de
norepinefrina, demostraron que la Milrinona (0.5 a 1 pg/kg/min) reducia la vasoconstriccion
arteriolar inducida por lipopolisacaridos, mejoraba la perfusion capilar y la respuesta
inflamatoria. Los animales tratados con norepinefrina mostraron los mejores niveles de
presion arterial media pero los peores valores de densidad capilar funcional entre todos los
grupos endotoxémicos, esta respuesta que se evidenciaba era dosis dependiente, es decir se
mejoraba el reclutamiento de los capilares al usar dosis iguales 0 mayores de 0,5 pg/kg/min
(87).
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3. Pregunta de investigacion
¢Cual es la asociacion entre la infusion de Milrinona y cambios en la microcirculacion, en
nifios con choque séptico que estan hospitalizados en la UCIP de LaCardio en Bogota

Colombia entre enero del 2021 y enero del 2023

P: Poblacidn: Nifios con chogue séptico
E: Exposicion: Milrinona
C: Comparacion: Sin milrinona

Outcome: los desenlaces son los cambios en la microcirculacion, activacion endotelial y

degradacion del glicocalix.

Tiempo: entre Enero del 2021 y enero del 2023.
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4. Objetivos

1. Obijetivo general

Establecer la asociacion entre el uso infusiones de milrinona y sus efectos sobre la

microcirculacion en nifios con choque séptico hospitalizados en cuidado critico en LaCardio

entre enero del 2021 y enero del 2023.

2. Objetivos especificos

=

Describir las caracteristicas demogréaficas y clinicas de la poblacion a estudio
Analizar la relacion entre la infusion de Milrinona y los cambios en la
microcirculacion (flujo sanguineo y reclutamiento capilar) en nifios con choque
séptico.

Establecer en los pacientes con y sin infusion de milrinona los efectos sobre la
activacion endotelial medida con biomarcadores especificos (angiopoietina —2) en
nifios con choque séptico.

Establecer los cambios en el glicocalix endotelial asociados al uso de infusiones de

milrinona en nifios con chogque séptico.
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5. Formulacion de hipétesis
Hipotesis nula (HO)

Las infusiones de Milrinona en los nifios con choque séptico no tienen ningun efecto sobre

la microcirculacion.
Hipotesis Alternativa (H1)

Las infusiones de Milrinona en los nifios con choque séptico producen cambios en la

microcirculaciéon
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6. Metodologia

1. Tipoy disefio de estudio
Estudio observacional, analitico de cohortes retrospectiva. Pacientes que reciberon infusion

de Milrinona Vs los que no la recibieron.
Grupo expuesto: nifios con sepsis con infusion de milrinone
Grupo No expuesto: nifios con sepsis SIN infusién de milrinone

Variable desenlace: cambios en la microcirculacion medidos con videomicroscopia

2. Poblacion a estudio
Pacientes entre 1 mes y 18 afios con diagndstico de choque séptico atendidos en la unidad de
cuidados intensivos Pediatrico polivalente de la fundacion Cardioinfantil-1C en la ciudad de

Bogota entre enero 2021 y enero del 2023.

3. Enfoque de la investigacion

El enfoque es empirico, analitico, cuantitativo porque se mediran los fendmenos asociados a
la microcirculacion, utilizando métodos estadisticos, buscando probar hipotesis y con un
método deductivo y secuencial, con el cual se busca ser preciso y poder generalizar nuestros

resultados.

4. Criterios de inclusién y exclusion

4.1.  Criterios de inclusion:
1. Nifios entre 1 mes y 18 afios con diagnostico de choque séptico

2. Nifios en quienes se midi6 en las primeras 24 horas desde el ingreso a UCIP la

microcirculacion con videomicroscopia sublingual.
3. Pacientes cony sin infusion de milrinona que cumplen con los dos criterios anteriores.

4.2.  Criterios de exclusion:
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1. Nifos en muerte encefalica.

2. Pacientes con trauma craneoencefalico, diabetes descompensada,cardiopatia

congénita que son condiciones descritas que alteran el glicocalix endotelial (57)
3. Pacientes en postoperatorio inmediato de correccion de cardiopatia congeénita.

5. Disefio Muestral
5.1 Muestreo: Se realizo un muestreo no probabilistico por conveniencia incluyendo de
manera consecutiva a todos los pacientes que se hospitalizaron entre febrero de

2021y enero de 2022 y que cumplieron los criterios de inclusion.

5.2 Tamarfo de muestra

Se tomaron todos los pacientes que ingresaron a la unidad de cuidado intensivo pediatrico de
LaCardio con diagnoéstico de choque séptico que cumplieron con los criterios de inclusion y

que no cumplan los criterios de exclusion.

La variable desenlace seran los cambios en la microcirculacion asociados o no a la infusion
de milrinona. EI parametro a detectar sera la razon de momios (OR-al ser un estudio de
caracteristicas retrospectivas) de cambios en la microcirculacion medido con
videomicroscopia. Para una confianza del 95% y una potencia del 80%, considerando un
error tipo 1 del 5% y un error tipo 1l del 20%, considerando que al menos el 20% de los
pacientes tendran cambios en la microcirculacion, segun los datos del estudio de Miranda y
cols (87) y buscando detectar un OR de 3.0 (relacion expuestos vs no expuestos) de acuerdo
al mismo estudio de Miranda y cols (87) y a una investigacion publicada recientemente por
nuestro grupo (57) se considero se requerian un total de 124 pacientes de los cuales 62 son
del grupo expuesto (infusion de milrinona) y 62 del grupo no expuesto(sin infusion de
Milrinona) . El célculo del tamafio de la muestra se realiz6 con el software Epidata version

4.2 como se muestra a continuacion.

Riesgo en expuestos 30%
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Riesgo en No expuestos 10 %
Riesgo Relativo a detectar 3

Razon no expuestos / 1,00
expuestos

Nivel de confianza 95.0%

Expuestos No expuestos  Total

80,0 62 62 124

6. Definicion y operacionalizacion de variables

5.2.1 Definiciones:

a. Variable Exposicion: Nifios con choque séptico con o sin infusion de Milrinona.
b. Variable Desenlaces

-Proporcién de cambios en el flujo sanguineo y proporcion de reclutamiento capilar
medidos con video-microscopia en el grupo con y sin infusion de milrinona. El
videomicroscopio sublingual (Glycocheck) como se describe en el marco teérico evalla
variables numeéricas de la perfusion tisular y la microcirculacion. Son enviadas al software
para analisis, donde los investigadores no tienen ningun tipo de influencia sobre estos
resultados.

-Proporciéon de cambio en el nivel de angiopoietina-2 como biomarcador de
activacion endotelial entre el grupo con y sin infusién de milrinona.

- Proporcion de cambio en el glicocélix endotelial medido con videomicroscopia

sublingual en el grupo con y sin infusion de milrinone. La variable que informa el
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videomicrisocopia de medicién del glicocalix es la region limite perfundida (PBR de sus

siglas en inglés / perfunded boundary region) como se ha mencionado en el marco tedrico.

Se considera un valor normal menor a 2.0 micras. Todo valor mayor a 2.01 micras sera

considerado anormal.

c. Variables de confusién:

-Edad: consideramos que es una variable de confusion porque la etiologia de la sepsis

y la severidad puede ser diferentes en nifios menores de dos afos.

-Riesgo de mortalidad basal: el riesgo basal medido con la escala de severidad PIM-

2 (Pedatric Index mortality) puede explicar el riesgo basal de desenlaces inadecuados

por comorbilidades u otros problemas.

-Tipo de cristaloide recibido para la reanimacion hidrica: como nuestro grupo lo

describio6 previamente, el uso de soluciones no balanceadas como la SS 0.9%

6.1.  Operacionalizacion de variables

Tabla 1. Operacionalizacion de variables

fallecidos
durante

estudio

el

Nombre de la | Definiciéon Naturaleza Escala Unidades o0 |Relacion

variable categorias

Muerte Pacientes Nominal Si/no Presente/ausente Confusion
fallecidos o no|dicotdmica
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Nombre de la | Definicion Naturaleza Escala Unidades 0 [Relacion
variable categorias
Edad Meses de vida|Razén Numero de | NUmero Exposicion
desde el gﬁfh dos CONFUSION
nacimiento hasta
el dia de
inclusién en el
estudio
Peso Medida de peso [ Cuantitativa | Peso en | Kilogramos Exposicién
en la bascula del Razén Kilogramos
paciente al Continua (Kg)
ingreso a la
unidad de cuiado
intensivo
Sexo Género Cualitativa Femenino/ | Femenino/Masculino |[Exposicion
fenotipico Nominal Masculino
Dicotomica
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Nombre de la

variable

Definicion

Naturaleza

Escala

Unidades 0

categorias

Relacion

Choque Séptico

Sepsis con
anomalias
circulatorias,
celulares y
metabolicas,
particularmente
profundas
asociado con un
mayor riesgo de
mortalidad que
la sepsis por si

sola.

Cualitativa
Nominal

Politdmica

Sio No

Sio No

Confusion

Disfuncion

multisistémica

Afeccién de 2 o
mas
debido a

misma causa

Organos

una

Nominal

dicotdbmica

Sio No

Sio No

Desenlace

Puntaje PIM-2

Presencia 0 no
de

multisistémica

disfuncion

Continua

Numérica

Puntaje obtenido al

aplicar la escala

Confusion

Sistema
funcional

afectado

Sistema afectado

por la sepsis

Nominal

Sistema
Afectado

Respiratorio,
cardiovascular renal,
neuroldgico,

endocrino metabolico

Gastro- intestinal
Sistema nervioso
central

Desenlace
DEPENDIENTE
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Nombre de la | Definicion Naturaleza Escala Unidades 0 [Relacion
variable categorias
Diagndstico Procedimiento | Nominal Descripcion | Sepsis, choque [Exposicion
por el cual se del séptico,  Disfuncion
identifica  una diagndstico | multisistémica,
enfermedad, Trasplante de higado,
entidad Neumonia Sindrome
nosoldgica, o de dificultad
estado respiratoria (SDRA),
patoldgico Gastroenteritis,

Posoperatorio,
Leucemia, Meningitis,
Encefalitis, sindrome
inflamatorio
multisistémico
asociado a COVID,

Kawasaki, Infeccion
de vias urinarias,
Trasplante renal,
Miocarditis.
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Nombre de la | Definicion Naturaleza Escala Unidades Relacion
variable categorias
PBR “Perfused Cuantitativa - | numérica micras Desenlace
Boundary Razon -
Region”. Continua
Medida indirecta
del grosor del
glicocalix
endotelial
tomado en los
tiempos
PBR corregido [Medida indirecta | Cuantitativa- | numérica micras Desenlace
corregida  del | Razon -
grosor del | Continua
glicocalix
endotelial
tomado en los
tiempos
Peor PBR La peor medida | Cuantitativa - |numérica micras Desenlace
del PBR tomado | Razon -
en los tiempos | Continua
Porcentaje  de | Proporcion  de [ Cuantitativa | numérica porcentaje Desenlace

flujo sanguineo

capilar

sangre que esta
Ilegando al

capilar




Nombre de la | Definicion Naturaleza Escala Unidades o [Relacion
variable categorias
Angiopoietina- | Biomarcador de [ Numérica numérica Mcgr/dl Desenlace
2 activacion cuantittiva
endotelial contiua
Proteina C [ Valor de | Cuantitativa - [ numérica mg/dL Desenlace
Reactiva de alta | proteina C | Razon -
presion reactiva de alta [ Continua
presion en el
tiempo
Procalcitonina | Valor de | Cuantitativa - [ numérica ng/dL Desenlace
Procalcitonina [ Razon -
en el tiempo al | Continua
ingresoy alas 24
horas
Albumina Valor sérico de|Cuantitativa - [ numérica g/dL Desenlace
sérica laalbuminaen el [ Razon -
tiempo Continua
Ferritina Valor sérico de|Cuantitativa - [ numérica ng/mL Desenlace
la ferritina en el [ Razon -
tiempo Continua
Infusion de | Administracion | Cualitativa —|Sio No SioNo Confusién
vasoactivos de Nominal -
medicamentos [ Dicotomica

vasopresores de

forma continua
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Nombre de la | Definicion Naturaleza Escala Unidades o |Relacion
variable categorias
Balance de [ Relacion  entre | Cuantitativa Balance mL Desenlace
hidrico los liquidos , hidrico total
Razon
administrados . en el tiempo
y Continua P
los eliminados
Estancia Dias desde el |Cuantitativa Nimero de|Dias Desenlace
hospitalaria ingreso a la 3 dias
P g Razon
unidad hasta el .
Continua
momento de
egreso  de la
UCIP
Mortalidad a|Mortalidad en | Cualitativa, Sio No SioNo Desenlace
las 24 horas de | las primeras 24 | Nominal,
ingreso a UCIP | horas del ingreso | Dicotomica
a UCIP

7. Técnicas, procedimientos e instrumentos de la recoleccion de datos

Se incluyeron todos los pacientes que ingresen a UCIP en el periodo del estudio y que

cumplan con los criterios de inclusion. El procedimiento de la atencién de los nifios con

sepsis en la unidad de cuidado intensivo pediatrica incluyen los siguientes pasos:

a. Ingresa el paciente, FEUE es valorado por el equipo de médicos y enfermeras,

los “padres firman consentimiento informado de ingreso a cuidado intensivo

pediatrica. Durante las primeras 24 horas de ingreso se realiza medicién de la

microcirculacion sublingual con videomicrosocopia.
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b. Durante este ingreso se tomaron los paraclinicos de rutina de cuidado
intensivo pediatrica adicionalmente en las primeras 24 horas se toma
angiopoietina -2 y cultivos

c. Toda esta atencion en el marco del paquete de medidas para sepsis, el cual en
su atencion no tendra ningun retraso por la toma de videomicroscopia ni

pruebas paraclinicas.

Los datos demogréaficos, de la microcirculacion, biomarcadores y todas las variables
consignadas en la hoja de Excel version 16,73 disefiada para esta investigacion, estaran
guardadas en el computador de uno de los investigadores (MS) con clave exclusiva que solo
conocera este investigador. Los datos aqui obtenidos seran guardados por 2 afios y NO se
utilizaron para otros fines. Como el caracter de esta investigacion es retrospectivo, la fuente
primaria de informacion seran los datos consignados en la historia clinica y la base de datos
de microcirculacion que se lleva desarrollando en la unidad de cuidado intensivo pediatrica
durante los ultimos 4 afos. Esta base de datos sélo es conocida por uno de los investigadores
(JFS) y los datos que se necesitan para esta investigacion, seran extraidos y consolidados en

el Excel descrito.

5.3 Plan de procesamiento de muestras bilogicas

5.4 Plan andlisis de datos
Se realizo descripcion de las variables de acuerdo a su naturaleza. Las variables cualitativas
fueron informadas como proporciones con sus respectivos intervalos de confianza. A las
variables cuantitativas se les hard una prueba de Kolgomorov-Smirnov para conocer su
distribucion. Las variables de distribucion normal se informaran con medias con su respectiva
desviacion estandar y las variables de distribucion no normal se informaran con medianas

con medida de dispersion rangos intercuartiles.

Para objetivo 1 se hicieron estas descripciones y se agruparan en una tabla que sintetice la

informacion.
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Para el objetivo 2 se evaluaron las la variable porcentaje de flujo sanguineo y porcentaje de
reclutamiento capilar se evaluaran con una aproximacion segin su comportamiento normal
0 no normal con el grupo con y sin infusién de milrinona. Se aplicara una t-student o una

prueba de U de Mann Whitney segln su distribucion.

Para el objetivo 3 se explorara la relacidn entre recibir o no milrinona y activacién endotelial
medida con angiopoietina-2. En el andlisis bivariado se hara una t-student de varianzas
iguales o una prueba de U de Mann Whtiney — Wilcoxon en caso de distribucion no normal

de la variable cuantitativa.

Para el objetivo 4 se evaluo la degradacion del glicocélix con la variable PBR. Se dicotomizo
mayor o menor a 2.0 micras en el grupo con y sin infusion de milrinona y se calcularan OR

crudos para conocer el riesgo de degradacion del glicocalix en cada grupo.

Posteriormente se realizo un analisis multivariado controlando factores de confusién (edad,
escala PIM-2, choque, score vasoactivo) Se consideraron las variables desenlace como
cualitativa dicotdmica para realizar el analisis multivariado. En el caso de la variable flujo y
reclutamiento capilar se consider6 alterado mayor al 20%. En el caso de la variable
angiopoietina -2 se considero alterado mayor a 1.6 mcgr/dl segun describe el fabricante. En
el caso de la variable PBR se considerara alterado mayor a 2.0 micras. Una vez se consideran
estas variables desenlaces dicotdmicas, se realizo el analisis multivariado. Se realizo una
Regresion Logistica binaria y seleccionando las variables por plausibilidad bioldgica o que
cumplan los criterios de Hosmer-Lemershow. Se busco un modelo explicativo de los
hallazgos encontrados validando el modelo con la prueba de Omnibus y evaluando el area

bajo la curva.

5.5 Alcances y limites de la investigacion
Esta investigacion al ser de caracter observacional, buscamos generar hipotesis, explorar los
cambios que pueden ocurrir con la microcirculacion y el uso de infusiones de milrinona en
nifios con sepsis. Con nuestros hallazgos, buscamos construir hipotesis que permitan mas

adelante desarrollar ensayos clinicos que permitan evaluar la eficacia y seguridad del uso de
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milrinona en sepsis considerando como variables desenlaces los cambios en la

microcirculacion que este medicamento puede llegar a producir.
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7. Aspectos éticos

1. Equipo de investigacion

Jaime Ferndndez-Sarmiento. MD PhD. Pediatra Intensivista, director de la Unidad de
cuidado intensivo pediatrico de la LaCardio. Jefe Postgrado Cuidado Intensivo Universidad
de la Sabana. Vicepresidente Sociedad Latinoamericana de Cuidados Intensivos Pediatricos
(SLACIP).

Carlos Mauricio Sarta Mantilla. MP. Pediatra. Médico pediatra de unidad de cuidados

intensivo de LaCardio. Residente de Cuidado intensivo pediatrico Universidad del Rosario.

Hernando Mulett Hoyos. MD. Intensivista Pediatra, Unidad de Cuidado Intensivo Pediatrico

LaCardio. Jefe Postgrado Cuidado Intensivo Universidad del Rosario.

Lorena Acevedo. MD. Intensivista Pediatra, Unidad de Cuidado Intensivo Pediatrico de

LaCardio, Docente Universidad del Rosario.

2. Categoria de la investigacion

En el presente estudio se respetan las normas existentes internacionales y nacionales que son:
la Declaracion de Helsinki, y la resolucion 8430 de 1993 que es la norma Nacional.

De acuerdo a esta resolucion y como se describe en el articulo 11, se considera nuestro
estudio una investigacién SIN RIESGO porque “ se emplean técnicas y métodos de
investigacion documental retrospectivos y aquellos en los que no se realiza ninguna
intervencion o modificacion intencionada de las variables bioldgicas, fisiolégicas o
psicoldgicos de los individuos que participan en el estudio, entre los que se consideran:
revision de historia clinicas, entrevistas, cuestionarios, y otros en los que no se le identifique
se se traten de aspectos sensitivos de su conducta...”. Se valorara de forma analitica y
retrospectiva el efecto de infusiones de milrinona sobre cambios en la microcirculacién, el

endotelio y su glicocalix por medio de la revision de las historias clinicas.
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3. Poblacion sujeta de investigacion

Nifios de 1 mes-18 afios que ingresan a la unidad de cuidado intensivo pediatrico de

LaCardio, Bogota, Colombia; Que cumplan con los criterios de inclusion.

4. Uso de datos personales

Se manejaran los datos personales de acuerdo a la normatividad en Colombia. Solo el
investigador principal conocerd la historia clinica que estara registrada en la base de datos.
Estos datos serdn andnimos. Esta base de datos serd guardada en el computador el
investigador por dos afios y tiene clave de acceso que solo conocen dos investigadores
principales (MS, JF). Todos estos principios de confidencialidad y privacidad, estaran
regidos y aprobados por el comité de ética de LaCArdio acorde a sus recomendaciones.

La base de datos de microcirculacion de la UCIP incluye el documento de identificacion de
los pacientes, sin embargo, para el andlisis de esta, el documento seréd codificado con un
numero Unico de paciente para el analisis y uso de la informacion de la misma, se asignara
un cédigo a cada paciente que solo sera conocido por el investigador principal. Los
investigadores que tendran acceso a la base de datos son MS y JF para el respectivo analisis
y a los cdédigos en caso de ser necesaria la busqueda de informacién adicional, nadie ajeno al

estudio tendrd acceso a la base de datos ni a los datos de identificacion.

Para la publicacion de los resultados, dado que no se describen casos en particular, sino una
descripcion general de los pacientes se considera que no existe riesgo de divulgacién de datos
sensibles, en ninguna circunstancia se presentan datos propios o que permitan identificacion
de los pacientes. En cumplimiento con lo dispuesto en la Constitucion Politica de Colombia,
ley 1266 de 2008, ley estatutaria 1581 de 2012 y sus decretos reglamentarios y
complementarios, garantiza de forma integral la proteccion de los derechos fundamentales
de Habeas Data de todos los titulares de la informacion de caracter personal y de la cual es
responsable o encargada de su tratamiento. Asi mismo, y de acuerdo con la Sentencia C748
de 2011 de la Corte Constitucional, este derecho comprende otras facultades como las de
autorizar el tratamiento, incluir nuevos datos o excluirlos o suprimirlos de una base de datos
o archivo. Por lo cual los investigadores no obtendréan, ni haran publicos los datos personales

(informacion, correo electronico y celular de informacion contenida en la historia clinica).
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Los datos seran manejados de forma privada en bases de datos donde NO hay informacion
sobre el nombre o documento de identificacion. El derecho fundamental al HABEAS DATA,
debe garantizar a los ciudadanos el poder de decisién y control que les asiste sobre la

informacion, uso y destino de sus datos personales.

5. Riesgos y Beneficios

Esta investigacion como lo contempla la resolucion 8430 de 1993 es una investigacion sin
riesgo en vista que es un estudio observacional, donde no se realiza ninguna intervencion y
es de caracter retrospectivo, tomando la informacion de las historias clinicas y de la base de
datos de microcirculacion que se tiene en la unidad de cuidados intensivos pediatricos de
LaCardio.

Los beneficios de los participantes en esta investigacion, es conocer el impacto del uso de
medicamentos como la milrinona sobre la microcirculacion. Esto no ha sido escrito en seres

humanos sino en modelos animales (Referencia estudio en animales)

6. Consentimiento o asentimiento informados

A pesar de que los sujetos de investigacion son nifios, no se toman datos que permitan
identificar al paciente (es informacién clinica y epidemioldgica general), no se
realizaran intervenciones sobre los participantes y las acciones no perjudicaran a los
integrantes. Por lo cual en esta fase no se considera necesario obtener
consentimiento informado, solo autorizacion del comité de ética institucional y el

comité de investigaciones de LaCardio.

Respecto al asentimiento informado, no se requiere en lo contemplado en el
protocolo. Debido a que el estudio emplea técnicas descriptivas y métodos de

investigacion retrospectivos no se considera que se requiere asentimiento.
7. Conflicto de interés

Los investigadores manifiestan no tener conflictos de intereses: no tienen lazos

financieros con las compafias farmacéuticas ni con empresas de monitoria
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relacionadas con la atencion de los pacientes con adenovirus; no reciben ningun

estimulo econdmico por la realizacion de este trabajo.

8. Administracion del proyecto

8.1 Presupuesto

mensajeria, Recurso Humano, uso de
computadores Impresion, Gasto de

servicios publicos: Luz, Agua Telefono.

FUENTE DE
RUBROS , TOTAL
FINANCIACION
Planteamiento del problema Accesoria
Tutor Tematico. Recurso Humano, |$ 100.000,00 $ 100.000,00
Transporte
Pregunta de investigacion Accesoria
Tutor Tematico. Recurso Humano, | $100.000,00 $ 100.000,00
Transporte
Seleccion del grupo de trabajo, Reunion $ 100.000,00 $ 100.000,00
Tutores. Recurso Humano, Transporte.
Busqueda de la literatura, Busqueda
Internet, apoyo red de bibliotecas,
$ 100.000,00 $100.000,00
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Elaboracion de protocolo Fotocopias,
uso de computador, transportes

para asesorias, impresiones (Tinta,

$ 2°000.000 $ 2°000.000
Hojas y desgaste Equipo), Comestibles,
Esferos, servicio de luz agua. Recurso
Humano.
Analisis de base de datos: Transportes,
$ 57000.000.00 $5.000.000.00

Servicios de luz , Agua, tel fono, Uso

Computador, Comestibles.

Redaccién de documento Recurso

Humano, Impresién Empaste

$27000.000.00

$2°000.000.00

Evaluacién del documento final:

Recurso Humano

$ 1000.000.00

2°000.000.00

Publicacién de tesis

$5.000.000.00

$5.000.000.00

TOTAL

$ 147500.000.00

$ 147500.000,00

Favpr revisar

8.2 Cronograma ACTUALIZAROLO

Actividades 1 2

Realizacion
Protocolo de pAsr¥
Investigacion
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Sometimiento
del protocolo
al comité
técnico
cientificoy de
ética

Abril
2023

Piloto de
formatos de
recoleccién de
informacion

Recoleccién
de
informacion

Septiembre
y octubre
2022

Tabulacion de
los datos

Abril 2023

Andlisis de
los datos

Abril 2023

Redaccién de
informe final

Abril uy
mayo
2023

Entrega de
primer
borrador de
articulo

Abril
de 2023

Entrega
Articulo final

Junio
2023
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9. RESULTADOS

De los 1123 pacientes admitidos durante el periodo del estudio a UCIP, 140 tenian sepsis 0

choque séptico y cumplian los criterios de seleccion (Table 1). La mediana de edad fue 2

afios (IQR 0.58-12.1). Los participantes tuvieron una distribucion por sexo (48.6%; 68/140

Mujeres). Del total de pacientes incluidos el 58% (81/140) recibieron infusion de milrinona.

El mayor foco de ingreso a UCIP fue respiratorio seguido de gastrointestinal. Asimismo,

42.3% (83/140) los pacientes con sepsis y choque séptico no tenian diferencia en la escala de

disfuncion organica maltiple (PELOD-2) (p=0.13) al ingreso a PICU.

Table 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes al ingreso a UCIP de la

fundacion cardioinfantil-1C entre febrero de 2021 y enero 2022.

Caracteristica

Edad, Afios (IQR)

Peso, kg (IQR)

Mujeres sex (%)

Dias in PICU

Foco infeccioso (%)
Respiratorio

Tracto Gastrointestinal
Genitourinario

Sistema nervioso central
Otros

Clasificacion de sepsis (%)
Sepsis

Choque Septico

PIM-2 (IQR)

PELOD-2 score (IQR)
Lactato mmol/L (IQR)
Glucosa mg/dL (IQR)
Ferritina mg/dL (IQR)

PCR mg/dL (IQR)

Total
n=140
2.0 (0.58-12.1)
11 (6.72-30.1)
68 (48.6)
11 (6.1-19.1)

43 (30.7)
38 (27.1)
1(0,7)
9 (6.4)
49 (35.1)

57 (40.7)

83 (59.3)
17.24 (7.93-30.92)
7 (3-10)

1.21 (0.82-1.78)
109.4 (91.8-138.8)
409.6 (173.9
1678.8)
51(2.1-9.9)

Con Milrinona
n= 81
1.1 (0.5-8.1)
9.1 (5.9-19.1)
43 (53.1)
16 (8-29)

27 (33.3)
25 (30.9)
0(0)

2 (2,5)
27 (33.3)

25 (31)
56 (66.7)
20.24 (8.03-33.14)
8 (5-10)
1.30 (0.9-1.9)
114.3- (90.9-143.5)
557.7 (222.4-2459.1)

5.1 (2.6-12.8)

Sin Milrinona
n=59
6 (0.75-14)
18.4 (7.7-46.1)
25 (42.4)
8 (5-13)

16 (27.1)
13 (22.1)
1(1.7)
7 (11.9)
22 (37.3)

32 (53.4)

27 (46.6)
12.21 (7.10-24.17)
7 (2-9)

1.2 (0.7-1.6)
107 (92.1-132.8)
248.1 (119.1-585.3)

4.4 (1.6-8.8)
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Valor de

P
0.01
<0.01
0.21
<0.01
0.09

0.01

0.01
0.12
0.03
0.54
<0.01
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D-dimero mg/L (IQR) 3.17 (1.17-5.84) 3.21 (1.21-9.24) 2.61 (1.21-3.71) 0.27

Procalcitonina g/dL (IQR) 1.43 (0.41 - 5.21) 2.1(0.54-6.1) 1.13 (0.33-3.14) 0.05
Creatinina mg/dL (IQR) 0.41 (0.39-0.61) 0.41 (0.31-0.61) 0.51 (0.41-0.61) 0.23
Vasoactive score (IQR) 12.9 (4.5-29.7) 17 (6.1-39.5) 5.1(1.1-18.1) <0.01
Syndecan (IQR) 116.8 (78.4-197.2)  134.2(102.4-205.3)  104.2 (63.1-129.1) 0.08
Angiopeietina 2 (IQR) 11.6 (7.1-23-9) 9.1 (7.1-11.6) 22.7 (10.5-24.7) 0.01
Ventilacion mecéanica (%) 119 (85.1) 78 (65.5) 41 (34.5) <0.01

Mortalidad (%) 14 (10.1) 13 (16.5) 1(1.7) <0.01

IQR: rango intercuartilo.
Cambios en la microcirculacién asociados a la infusién de milrinona

La densidad capilar (DC4-6) responsable de llevar nutrientes a los tejidos en el grupo que
recibié milrinona al ingreso era de 22.5 mm/mm2 (RIQ 15.4-43.8) y de 36.8 mm/mm2 (RIQ
20.3-51.7) en el grupo sin milrinona (p=0.17). A las 24 horas se observaba que estos
capilares pequefios (DC 4-6) se mantenia reclutados en el grupo con milrinona en un valor
similar al ingreso (25.1 mm/mm2 ;RIQ 14.1-38.7). Sin embargo, observamos un descenso
significativo del 28% del reclutamiento de estos vasos en el grupo que no recibia milrinona
(26.35 mm/mm2 ;RIQ 18.1-44.6; p<0.01). La DC4-6 en el grupo que recibio milrinona era
mas alta en nifios menores de dos afios (50% 23/46; 25% 8/32; ORa 0.33; Cl 95% 0.12-0.89;
p=0.026) comparada con nifios mayores (tabla 2). La densidad de meta-arteriolas (vasos
sanguineos de 10-25 micras) a las 24 horas de recibir milrinona era similar frente al grupo
que no recibia este medicamento (127.4 [116.5-189.2] mm/mm2 vs 185.9 mm/mm2 [149.5-

203.8] ; p=0.72) sin diferencias entre los mayores y menores de dos afios (p=0.45)

Con respecto al volumen de sangre que llega en el capilar, se observo que el grupo que recibio
milrinona tenia a las 24 horas un aumento del 12% del volumen de sangre funcional o relativo
(CBV-Rel) frente al ingreso a UCIP (1.29 vs 1.45). En el grupo sin milrinona se observo un
descenso del CBV-Rel (1.56 vs 1.36) p=0.32 sin significancia estadistica. De la misma
manera, la capacidad de reclutamiento capilar adicional (CBV-RC) se mantuvo
comparativamente desde el ingreso y a las 6 horas en el grupo que recibié milrinona (68,9%
vs 65.9%:p=0.45)) mientras que se observo un descenso importante en el grupo que no
recibié milrinona (80% vs 57.6%) p<0.05.
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Otro componente importante de la microcirculacion es el glicocalix endotelial. En los nifios
menores de dos afios que recibieron milrinona, luego de 24 horas de su administracion, se
observaba menos frecuentemente alteracion en el PBR independientemente de la severidad
de la enfermedad y score vasoactivo (66% 30/47 vs 84% 21/25; aOR 0.34 Cl 95% 0.11-0.99;
p=0.04). No logramos demostrar que esta diferencia persistiera en los nifios mayores de dos
afios (65.6% 21/32 vs 70.6% 24/34; p=0.66) En los pacientes con mayor grado de inflamacion
(hiperferritinemia y PCR elevada) se observo menor riesgo de degradacion del glicocalix
cuando recibian milrinona (ORa 0.41; Cl 95% 0.18-0.93; p=0.03). Tabla 3

Cuando se evalud la relacion entre el flujo sanguineo y la recuperacion del glicocalix
(MVHS™ score) en las primeras 24 horas de ingreso existia un menor valor en el grupo que
recibia milrinona (2.5 puntos RIQ 1.5-6.1) con respecto al grupo sin milrinona (4.0 puntos
RIQ: 2.6-5.7; p=0.02). En el segundo dia, este valor empeor6 un 28% en el grupo que no
recibia milrinona (2.9 puntos RIQ: 1.83-5.25) mientras que en el grupo con milrinona se

mantuvo en valores similares al ingreso (2.66 puntos R1Q: 1.96-4.91) p=0.03.
Cambios en la microcirculacion y variables clinicas

No se logré demostrar asociacion entre la presencia de un VIS elevado y alteraciones en la
densidad de capilares de 4-6 micras (p=0.56), ni capilares de 7-25 micras (p=0.86) en ninguno
de los grupos. Tampoco entre el VIS elevado y cambios en el flujo vascular funcional
(p=0.59) ni en la capacidad de reclutamiento capilar (p=0.08). Se observd asociacion
SIGNIFICATIVA entre un VIS alto y niveles mas elevados de PBR en ambos grupos
(p=0.02) . Igualmente encontramos asociacién moderada entre la presion de pulso y la
densidad de capilares de 7-25 micras (rho 0.55; p=0.03) pero no con la densidad de capilares

de 4-6 micras (rho 0.02; p=0.82) en nifios con y sin infusion de milrinona. (Figura 1).
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Tabla 2. Valores de microcirculacion estratificado por grupo etareo.

-

Con Sin Milrinone Con Sin Milrinone
Milrinone Milrinone

MVHS 3,5 2,96 p=0.02 2,43 2,89 p=0.67
RIQ (1.96-5.15)  (1.47-5.70) (1.95-3.3) (2.08-3.9)
DC 4-6 23.9 22.7 p=0.02 25 25.4 p=0.81
micras (18-41) (16.2-41.6) (14-31) (16.8-32.7)
(RIQ)
CBV-RC 76.5 74.2 p=0.52 65.9 77.1 p=0.79
(RIQ) (61.1-86.2) (28.2-82.7) (48-83.6) (51.35-86.9)

MVHS: score de salud microvascular. DC 4-6: densidad capilar de 4-6 micras. CBV-RC:

capacidad de reclutamiento residual. RIQ: rango intercuartilo.

ADMISSION 24 HOURS

—-N_ >
& NO MILRINONE
: e o - -
" ‘ ) p=0,12 _ © p=0,02

MILRINONE
’ i = 7 p=0,47 | - C p=077

:i
|

A.PBR

B. PBR FLOW CORRECTED

B. WORST PBR

|

E $ p=0,82

-

Figura 1: Comportamiento del Glicocalix evaluado con videomicroscopio sublingual con el

]
|
J
|

|

p=0,04

valor de PBR al ingreso y a las 24 horas con infusion de milrinonay sin infusion de milrinona.

El llenado capilar prolongado al ingreso se correlacion6 con PBR alterado (rho 0.20; p=0.01)
y la elevacion del lactato con niveles més altos de PBR (0.24; p=0.01), CBV-RC (-0.20;
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p=0.04) y con el MVHS™ score (-0.24;p = 0.01) en ambos grupos. Encontramos que los
pacientes que no recibian milrinona se observaba mas falla organica asociada a disfuncion
de la microcirculacion con mayor degradacion del glicocalix endotelial (nivel mas alto de
PBR (p<0.01) y menor cantidad de capilares funcionales reclutados (CBV_rel; p<0.01)
(figura 2). Se observo asociacidn entre niveles mas elevados de PBR y mayor mortalidad en

el grupo con y sin milrinona (2.99 micras £ 0.39 vs 3.40 micras + 0.69; p=0.04). (Figura 2).

100 4

75 A

MVHSstatic normal
50 A

MVHSstatic abnormal

25 1

PELOD-2> 8 PELOD-2< 8

Figura 2. Indice microvascular en pacientes con disfuncion multisistémico y sin disfuncion

multisistémica segun el puntaje del indice PELOD-2

Tabla 3. Analisis multivariado para la asociacion entre infusion de milrinone y cambios en

la microcirculacion en nifios con choque séptico.

PBR 0.34 0.11-0.99 p=0.04
Riesgo de Ferritina 0.41 0.18-9.93 p=0.03
elevada

Menor de dos afios 0.33 0.12-0.89 p=0.02

*Ajustado a edad, PIM-2, vasoactivos. PBR: region limite perfundida (del inglés perfunded

boundary region).
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10. DISCUSION

En esta investigacion encontramos que los nifios con sepsis tienen cambios significativos en
la microcirculacion asociados al uso de infusiones de milrinona. Particularmente observamos
que luego de 24 horas de recibir este medicamento la densidad capilar de vasos sanguineos
de 4-6 micras se mantenia estable mientras que en el grupo que no la recibid existia
disminucion importante. Adicionalmente, se observé mayor homogeneidad y mantenimiento
del flujo sanguineo del capilar y menor degradacion del glicocalix endotelial en el grupo que
recibié milrinona. Estos hallazgos ocurrieron predominantemente en nifios menores de dos
afios (como se observa en el andlisis multivariado) y en aquellos pacientes con mayor
respuesta inflamatoria Los cambios en la microcirculacion asociados al uso de milrinona
también se relacionaron con cambios en el llenado capilar, el lactato sérico y a cambios en el

score de disfuncion organica.

Tradicionalmente, las metas hemodinamicas en sepsis, tanto en adultos como en nifios, se
han centrado en objetivos de la macrocirculacion (presion arterial, frecuencia cardiaca, gasto
cardiaco) (1-3). Sin embargo, estas metas no reflejan de manera perfecta la optimizacion de
la perfusion tisular y en nifios la hipotension suele ser un signo tardio de choque (1). El
objetivo final desde el punto de vista hemodinamico en estos pacientes criticos es mejorar la
entrega de oxigeno y metabolitos a los tejidos, que solo se logra optimizando la
microcirculacién (20,21). De hecho, algunos estudios han reportado que hasta el 45% de los
adultos que mueren por choque cardiogénico tienen un indice cardiaco considerado normal
(22). Estos hallazgos sugieren que la optimizacion de sélo la macrocirculacion no es

suficiente en pacientes criticos.

El compromiso de la microcirculacién en sepsis ha sido ampliamente descrito en adultos
(21,23,24). En nuestra investigacion encontramos que la densidad de capilares de 4-6 micras
era baja pero mantenible a las 24 horas, al igual que el volumen de flujo sanguineo, cuando
los pacientes recibian infusiones de milrinona. De Backer et encontré que la principal
caracteristica del flujo microvascular en pacientes con sepsis es una disminucion en la
densidad de vasos sanguineos capilares junto con alta heterogeneidad (presencia de capilares

con buena y mala perfusion) (25). Este mismo autor encontrd que bajas dosis de dobutamina
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en pacientes con sepsis, recuperan el flujo microvascular independientemente de sus efectos
sistémicos. Sin embargo, estos hallazgos no han sido observados en todos los pacientes con
sepsis (26). Nosotros encontramos hallazgos similares con el uso de milrinona. Los cambios
en la densidad vascular no eran constantes en todos los grupos etareos y se observaban mas
marcados en nifios menores de dos afios. Posiblemente, el reclutamiento capilar en nifios con
sepsis entendido como un fendmeno continuo y no dicotémico (apertura o cierre de acuerdo
a la teoria clasica de Krogh’s) sea mas dependiente de la densidad capilar (flujo difusivo) que
del flujo convectivo. Esto explicaria, al menos en parte, nuestros hallazgos (16,27). Los
nifios mas pequefios podrian tener caracteristicas fisioldgicas de perfusion tisular diferentes
a los mayores. Posiblemente la respuesta autonémica del tono vascular, reologia de los
gldbulos rojos, la presion de conduccién capilar (diferencia de presion capilar y venular)
entre otros factores, puedan explicar estos fendmenos de mayor estabilizacion de la densidad
de capilares en sepsis (28). Necesitamos mas estudios que puedan profundizar y probar estas

hipétesis en nifios con sepsis.

Adicionalmente encontramos que los pacientes menores de dos afios que recibian milrinona
tenian menos frecuentemente degradacion del glicocéalix endotelial. Nuestro grupo,
recientemente encontr6 que los cristaloides no balanceados pueden asociarse a mayor
degradacién del glicocélix en pacientes con sepsis, posiblemente su pH &cido y gran
contenido de cloro (15). El sostener la densidad capilar y no empeorar el flujo vascular
mientras se reciben infusiones de milrinona, podria explicar que una de sus consecuencias
sea menor degradacion del glicocalix y modificacion de la respuesta inflamatoria. De hecho,
encontramos que los pacientes que recibian milrinona tenian menos degradacion del
glicocalix a pesar de tener ferritina y PCR altas. La elevacion de la PBR en nuestra
investigacion se asocio a mayor mortalidad al igual que lo observado en estudios de adultos
con sepsis (29). Los efectos del milrinona sobre la respuesta inflamatoria y sus desenlaces se
han encontrado también en modelos animales. Se ha observado que a dosis terapéuticas, este
medicamento puede interferir con la cascada inflamatoria, la agregacion plaquetaria y asi

contribuir a la restauracion del flujo microvascular (9,30-32).

En sepsis, particularmente en fases avanzadas, puede existir un estado en el cual se han

normalizado variables de macrocirculacién (presion arterial, gasto cardiaco) pero persisten
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alteraciones de la microcirculacion. Este fendmeno ha sido llamado ‘“incoherencia
hemodinamica” y se ha asociado a peores desenlaces (33). EI compromiso de la
microcirculacién en los pacientes que no recibian milrinona y estaban normotensos
encontramos que se asociaba a prolongacion del llenado capilar, aumento del lactato y a
disfuncion de mas 6rganos. Consideramos que estas alteraciones pueden explicarse por
pérdida de esta coherencia entre la macro y la microcirculacion. De hecho, no encontramos
correlacion entre los cambios de la microcirculacion y altos VIS o presién arterial normal.
Este fendmeno de incoherencia hemodindmica debe ser més estudiado en nifios. Permitiria
entender mejor algunos fendmenos en sepsis como la falta de respuesta a reanimacion hidrica
en fases avanzadas de la enfermedad y en algunos escenarios sin disponibilidad de UCIP

mayor asociacion con peores desenlaces (2,34,35).

Consideramos que nuestra investigacion tiene varias limitaciones. En primer lugar, es la
experiencia de un unico centro y un estudio observacional que encontrd asociaciones que no
necesariamente son causales. No obstante, buscamos controlar las variables confusoras y
nuestros hallazgos de las alteraciones de la microcirculacion son consistentes con estudios
realizados en animales y en adultos con sepsis. Adicionalmente, nuestra evaluacion se limito
a las primeras 24 horas de ingreso a PICU de los nifios con sepsis. No sabemos si los cambios
en la microcirculacion relacionados con el uso de milrinona persistan luego de este tiempo.
Finalmente, nuestro objetivo era exploratorio y conocer un poco mas de los cambios en la
microcirculacién, el endotelio y su glicocalix en nifios con sepsis. No buscamos establecer si
el milrinona modifica especificamente la respuesta inflamatoria y puede tener otros efectos
en sepsis. Se necesita otro tipo de disefio y medicion de citoquinas, asi como otros

biomarcadores para poder estudiar mas a fondo estos efectos.
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11. CONCLUSIONES

En esta investigacion de nifios con sepsis, encontramos que el uso de infusiones de milrinona

se asocid a cambios en la microcirculacion.

Se encontrd persistencia de reclutamiento de capilares de 4-6 micras luego de 24 horas de su
administracion, mantenimiento del flujo sanguineo capilar y menor degradacion del
glicocalix particularmente en nifios menores de dos afios. Los cambios en la microcirculacién
asociados al uso de milrinona se relacionaron con cambios en el llenado capilar, lactato sérico
y menor disfuncion organica. Se necesitan estudios experimentales que nos permitan
profundizar en el conocimiento de los cambios en la microcirculacion de nifios con sepsis y

su relacion con el uso de fluidos y medicamentos.
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