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Resumen

Introduccion

La sepsis constituye uno de los mayores desafios clinicos de la medicina moderna, no solo por su
elevada morbimortalidad, sino por las dificultades inherentes a su diagnéstico precoz y tratamiento
oportuno. Este trabajo de tesis se adentra en el estudio integral de los mecanismos fisiopatoldgicos
que la caracterizan, con especial atencién a la disfuncién endotelial y la respuesta inmune

desregulada.

Las escalas y biomarcadores actuales presentan una baja especificidad. Existen pocos estudios
gue evallen de forma objetiva el papel del endotelio y un potencial enfoque de clasificacién de los
pacientes. La clasificacion de los pacientes en funcion de la presencia de disfuncién endotelial

permitiria realizar un diagnoéstico y tratamiento dirigido a la alteracién observada.
Objetivos

Presentamos doble objetivo principal, y es que inicialmente se estudiara en la bibliografia el papel
de sFLT-1 en pacientes con patologia critica ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos. El
otro gran objetivo principal sera la busqueda de biomarcadores que indiquen la presencia de
disfuncién endotelial en el paciente critico. Como objetivos secundarios, se propone caracterizar
la disfuncion endotelial mediante biomarcadores validados (como PCR y procalcitonina) y escalas
clinicas reconocidas (SOFA y APACHE ll), para correlacionarla con la gravedad y mortalidad del

cuadro clinico.
Material y métodos

El presente trabajo se estructura en dos ejes metodoldgicos complementarios. El primero consistio
en una investigacion compendio-comparativa con busqueda en PubMed entre enero de 2010 y
marzo de 2022 centrada en el biomarcador sFLT-1 en el contexto de la sepsis y el shock séptico.
El segundo componente fue un estudio de campo multicéntrico, observacional y prospectivo
durante tres afios. Se incluyeron 187 pacientes adultos agrupados en funcion de su condicion
clinica (sepsis, shock séptico, shock no séptico, SRIS, control). Se utilizé un enfoque de
inteligencia artificial para identificar subgrupos de pacientes, determinando dos clusteres

diferenciados segun perfiles clinicos y bioquimicos.



Resultados

Se identifica la capacidad de sFLT-1 como potencialmente util en la diferenciacion entre tipos de
shock, asi como su correlacion con mortalidad, gravedad (APACHE-II) e inflamacién sistémica (IL-

6), incluso en el contexto de infeccién por SARS-CoV-2.

La pertenencia al grupo con disfuncidn endotelial se asocié con mayores elevaciones de
reactantes de fase aguda (PCR, PCT) y complicaciones especificas como fracaso renal,
ventilacion mecanica o delirium. Al analizar los grupos se muestra la presencia de alteracién
microvascular como peor pronostico, mayor necesidad de soporte intensivo y mayor disfuncién

multiorganica.

Conclusiones

El uso de biomarcadores de disfuncion endotelial permite establecer una nueva clasificacion en
los pacientes con sepsis. Los cambios detectados a nivel vascular han permitido relacionarse con
mayores alteraciones analiticas, tasa de complicaciones y mayor mortalidad que se proponen

como nueva herramienta para la clasificacién de los pacientes criticos.



Abstract

Background

Sepsis is one of the greatest clinical challenges in modern medicine, not only because of its high
morbidity and mortality, but also because of the difficulties inherent in its early diagnosis and timely
treatment. This thesis work delves into the comprehensive study of the pathophysiological
mechanisms that characterize it, with special attention to endothelial dysfunction and the

dysregulated immune response.

Current scales and biomarkers have low specificity. There are few studies that objectively assess
the role of the endothelium and a potential patient classification approach. The classification of
patients according to the presence of endothelial dysfunction would allow a diagnosis and treatment

aimed at the observed alteration to be made.
Aim

This work has a double main objective, first, the role of sFLT-1 in patients with critical pathology
admitted to the Intensive Care Unit will be studied in the literature. The other main objective will be
the search for biomarkers that indicate the presence of endothelial dysfunction in the critically ill
patient. As secondary objectives, it is proposed to characterize endothelial dysfunction using
validated biomarkers (such as CRP and procalcitonin) and recognized clinical scales (SOFA and

APACHE Il), to correlate it with the severity and mortality of the clinical picture.
Material and methods

The first consisted of compendium-comparative research with a search in PubMed between
January 2010 and March 2022 focused on the sFLT-1 biomarker in the context of sepsis and septic
shock. The second component was a multicentre, observational, and prospective field study over
three years. A total of 187 adult patients were included, grouped according to their clinical condition
(sepsis, septic shock, nonseptic shock, SIRS, control). An artificial intelligence approach was used
to identify subgroups of patients, determining two clusters differentiated according to clinical and
biochemical profiles.

Results

The ability of sFLT-1 is identified as potentially useful in differentiating between types of shock, as
well as its correlation with mortality, severity (APACHE-II) and systemic inflammation (IL-6), even
in the context of SARS-CoV-2 infection.



Belonging to the endothelial dysfunction group was associated with higher elevations of acute
phase reactants (CRP, PCT) and specific complications such as renal failure, mechanical
ventilation, or delirium. When analysing the groups, the presence of microvascular alteration was
shown as a worse prognosis, greater need for intensive support, and greater multiorgan

dysfunction.

Conclusions

The use of biomarkers of endothelial dysfunction allows us to establish a new classification in
patients with sepsis. The changes detected at the vascular level have made it possible to relate to
greater laboratory alterations, complication rate and higher mortality that are proposed as a new

tool for the classification of critically ill patients.
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1.1  Antecedentes histéricos

A lo largo de la historia, las grandes epidemias han sido interpretadas de formas diversas desde
la atribucion a enfoques magicos hasta a castigos divinos en la mayoria de los casos (1). La sepsis
es uno de los sindromes mas antiguos de la medicina. Hipdcrates, médico de la Antigua Grecia
que ejercio durante el siglo V a. C, ya afirmé que la sepsis (0riwig) era el proceso por el cual la

carne se pudre (2).

La primera mencién documentada de la sepsis se remonta aproximadamente al afo 1600 a.C. en
Luxor, Egipto. En él se hace referencia a 48 casos de lesiones traumaticas infectadas: heridas,
fracturas y luxaciones en diversas partes del cuerpo, explicando sus signos y sintomas y asi como
los primeros tratamientos (limpieza y vendaje de las heridas), su seguimiento, pronéstico y

tratamiento posterior (3).

El médico griego Hipocrates (460-377 a.C.) desarrollo la teoria de los cuatro humores cuyo
equilibrio se denominaba eucrasia, siendo considerado el estado de plena salud. Desde tiempos
muy antiguos, los griegos sefalaban los peligros de la pérdida de continuidad de la piel y posterior
diseminacion local informando del riesgo de la diseminacion sistémica “Una lesion local, calentada
por el aflujo del humor, hace que todo el cuerpo se torne febril. Uno puede morir de esto,
especialmente en los dias impares”. En cuanto a las heridas internas justificaban la formacion de

colecciones internas en los cuadro febriles por el estancamiento de la sangre en el lugar lesionado

(4)-

Figura 1 Hipdcrates (2)

El Imperio Romano siguié con el legado griego en la linea de nuevos productos antisépticos. Entre
sus autores distinguidos se destaca Galeno. El médico-cirujano reforzé importancia de la curacion

supurativa e introdujo el concepto de “Pus bonum et laudabile”. Dicho concepto se basaba en la
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formacién del pus y curacion de las heridas por segunda intencién. Este planteamiento estimulé el
uso indiscriminado del cauterio durante toda la Edad Media, asi como de unguientos de toda clase

(5).

Los arabes fueron los continuadores de esta ciencia de la mano de Hunain, Avicena, Rhazes y
Averroes quienes recopilaron el saber médico anterior enfatizando en la importancia de la
supuracion en la curacién de las heridas. Sin embargo, la técnica quirdrgica no evolucioné a la
misma velocidad por el caracter sagrado del cuerpo convirtiendo en inaceptable cualquier técnica
sobre el mismo (6).

. !w )é)?!«” ..S
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R O M AE,
In Typographia Medicea .
M.D.XCIII.

Cum licentia Superioram.

Figura 2 Avicena: Canon de la Medicina (6)

El concepto de contagio fue descrito por primera vez en el s. XVI por Girolamo Fracastoro. En este
tratado, Fracastoro propuso que las enfermedades epidémicas eran transmitidas por “seminaria
contagionis”, que podian propagarse por contacto directo, por féomites, o incluso a distancia,

anticipando de forma asombrosa algunos principios de la microbiologia moderna (7).

Mas adelante, en el siglo XVIII, el médico escocés Sir John Pringle postulé el contagio de

infecciones en ambientes cerrados dando lugar al concepto de infeccion nosocomial por
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hacinamiento en hospitales y cuarteles. Sus planteamientos sostuvieron el papel de la ventilacién,

limpieza, y separacion de pacientes infectados (8).

No seria hasta el siglo XIX cuando Philipp Semmelweis observaria que las mujeres que daban a
luz en la sala de partos de estudiantes de medicina tenian una tasa de mortalidad mucho mayor
que las que daban a luz en la sala de partos de comadronas. La diferencia entre ambas radicaba

en la infeccion por bacterias por la falta de lavado de manos del primero de los grupos (9).

En ese mismo siglo seria la eclosion de grandes investigaciones: Luis Pasteur, a través de sus
estudios sobre fermentacion y generacion espontanea, sento las bases de la teoria germinal (8).
Robert Koch complementé este marco conceptual al vincular un microorganismo con una
enfermedad especifica (10). El aislamiento y clasificacion de bacterias como Streptococcus,
Staphylococcus y Escherichia coli permitié una identificacion etiologica clara de los cuadros

sépticos. Esto fue el inicio del desarrollo de técnicas de cultivo, tincion y diagnéstico microbiologico

(11).

Figura 3 Philipp Semmelweis (9). Figura 4 Luis Pasteur (8)

A la vez que las teorias de los microorganismos tomaban mas peso, cientificos como Rudolf
Virchow propusieron el concepto de inflamacién como fenémeno celular (11), y Theodor Billroth
describio la sepsis como un proceso resultante de la diseminacién de microorganismos (12). Hasta
finales del s. XIX s6lo se habia desarrollado la farmacopea de los tratamientos que evitaban el
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desarrollo de la sepsis (antisépticos y hemostaticos). Sin embargo, en el s. XX se desarrolla el uso

de sueros antitoxina y antibiéticos como la penicilina de la mano de Alexander Fleming (13).

Figura 5 Alexander Fleming (13)

El impacto de la sepsis en contextos bélicos, junto con los avances en el conocimiento de las
patologias infecciosas en el ambito civil, constituy6 un elemento clave en el desarrollo y la posterior
instauracion de las Unidades de Cuidados Intensivos o UCI’'s a finales de la década de 1950.
Desde entonces, se han logrado importantes avances tecnoldgicos y una mayor comprension de
la fisiopatologia y patogénesis de las enfermedades que afectan a los pacientes criticos, asi como

el desarrollo del soporte hemodinamico y técnicas de remplazo organico (14).
1.2 Evolucion del concepto de la sepsis

La definicion de sepsis ha evolucionado en las ultimas décadas, destacando tres momentos clave
en su desarrollo. El primero de ellos tuvo lugar en 1991, cuando el American College of Chest
Physicians y la Society of Critical Care Medicine (SCCM) establecio los criterios conocidos como
SEPSIS — 1 (Tabla 1). Esta definicidn surgié a través de una declaracion de consenso, motivada
por la necesidad de estandarizar un concepto que hasta entonces carecia de una formulacion clara

y uniforme en la practica clinica (15).

Bacteriemia Presencia de bacterias en sangre

Sepsis Respuesta sistémica a la infeccion con fallo en dos 6rganos diana
Sepsis grave = Sepsis asociada a disfuncidn organica

S’hoc_:k Hipotension inducida por la sepsis

septico

SIRS Estado de inflamacion generalizada puede ocurrir en pacientes

multiples trastornos

Tabla 1 Criterios diagnésticos SEPSIS — 1. SCCM 1991
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En el afno 2001 se reestablecieron los criterios SEPSIS — 2 secundados por SSCM, la European
Society of Intensive Care Medicine (ESCIM) la American College of Chest Physicians, la American
Thoracic Society y la Surgical Infection Society manteniendo las definiciones de sepsis, sepsis
severa y shock séptico (Tabla 2). Este nuevo enfoque de la sepsis aumentd los criterios
diagnodsticos para presentar una mayor sensibilidad ante la elevada gravedad de esta patologia
(16).

Infeccién documentada o sospechada y uno de los siguientes parametros
- Fiebre o hipotermia
- Taquicardia o taquipnea
- Alteracion del estado mental
- Balance de fluidos positivo
- Hiperglicemia
- Leucocitosis o leucopenia
- Gloébulos blancos con desviacién a la
izquierda
- Elevacion de PCR o PCT
- Hipotension arterial
Parametros hemodinamicos - Aumento de saturacién venosa mixta de
oxigeno
- Aumento de indice cardiaco
- Hipoxemia arterial
Parametros de disfuncién - Oliguria o aumento de creatinina
organica - Coagulopatia o trombocitopenia
- Hiperbilirrubinemia
- Hiperlactatemia
- Disminucién del llenado capilar o moteado

Parametros generales

Parametros inflamatorios

Parametros de perfusion tisular
Tabla 2 Criterios diagnésticos SEPSIS — 2. SCCM 2001

En 2014 se reformularon las categorias por parte de la ESICM y SCCM dando lugar al consenso
SEPSIS - 3. Esto se llevd a cabo por la baja especificidad de los criterios de Sepsis — 2 y es que
provocaban que gran parte de los ingresados en la UCI se definieran como sépticos. Ademas, no

tenia en cuenta la posibilidad de colonizacion en estados de respuesta inflamatoria sistémica (17).

Como novedades, el concepto de SIRS fue retirado debido al enfoque excesivo en la inflamacion.
No obstante, dicha eliminacién podria ser potencialmente peligrosa ya que se ha demostrado que
tener dos o0 mas criterios SIRS es un predictor independiente de infeccion, duracién de la estancia
hospitalaria y resultado en pacientes traumatizados, en pacientes con hemorragia subaracnoidea
o hemorragia gastrointestinal. Ademas, se ha demostrado que, a medida que los pacientes
desarrollan mas criterios de SIRS, aumenta la incidencia de sepsis (18). Por lo que dicha
eliminacion supone un riesgo al perder el perfil de la inflamacion como uno de los pilares basicos
de la sepsis. Esta modificacion en las nuevas guias de practica clinica presenta el riesgo de no
poder abordar los aspectos clinicos emergentes, como son los cada vez mas abundantes

conocimientos moleculares, comprometiendo la precisidon diagndstica y la adecuacion terapéutica
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en escenarios especificos. Por ultimo, el concepto de sepsis grave fue eliminado al ser redundante
con el concepto de sepsis per se, ya que la disfuncién de drganos potencialmente mortales es
consistente con la opinion de que los defectos celulares subyacen a anomalias fisioldgicas y

bioquimicas dentro de sistemas de 6rganos especificos (19).

Finalmente, la sepsis pas6 a definirse como una disfuncion organica potencialmente mortal
causada por una respuesta desregulada del huésped a la infecciéon. Esta nueva definicion
enfatiza la primacia de la respuesta no homeostatica del huésped a la infeccion, la letalidad
potencial que excede considerablemente la de una infeccién simple y la necesidad de un
reconocimiento urgente (19).
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Figura 6 Evolucion concepto de sepsis. Elaboracion propia

1.3 Impacto epidemioldgico

La sepsis representa un problema sanitario de primer orden a nivel mundial. En cuanto a su
epidemiologia no es sencillo definirla de forma precisa debido a definiciones diagndsticas
cambiantes, variabilidad de estudios entre paises altos frente a bajos ingresos y subpoblaciones

de alto riesgo, entre otros factores (20).

La sepsis no forma parte de la taxonomia de la clasificacion por Carga Global de Enfermedades
(salvo la sepsis neonatal) sino que las infecciones se informan por separado. Por esta razén la
clasificacién actual no es un reflejo de la realidad (21). Los infartos agudos de miocardio y los
accidentes cerebrovasculares presentan un puesto mas alto en las clasificaciones segun la

Organizacion Mundial de la Salud (22). No obstante, la tasa de hospitalizacién con sepsis grave
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entre los servicios de urgencias presenta una tasa de 3,3 por cada 100 visitas, mientras que el

infarto y el ictus presentan 2.3 y 2.2 respectivamente (23).

Los ultimos datos publicados cifran una incidencia anual global entre 276 y 678 casos por cada
100.000 personas estimandose una letalidad entre el 22,5 y el 26,7 % (24). Dichos datos
representan el 20% de las muertes mundiales. En los ultimos afios se ha visto un descenso
marcado en cuanto a la incidencia estandarizada, ya que ésta se redujo en un 37% y la mortalidad
disminuy6 en un 52,8% (25). En cuanto a la distribucién mundial, la tasa es aparentemente mayor
en los paises desarrollados lo cual es mas probable que sea por falta de registros en los paises

en vias de desarrollo, por lo que los estudios de incidencia estén también infraestimados (23).

En Estados Unidos, se estiman mas de 970.000 casos de sepsis anualmente. Dichos datos
equivalen a alrededor de 3 casos por 1.000 habitantes con una consecuencia de alrededor de 2,2
casos por cada 100 altas hospitalarias, de los cuales la mitad requirié ingreso en una unidad de
cuidados intensivos (26). En Espania, la incidencia de sepsis grave y de shock séptico es de 104

y de 31 casos por cada 100.000 habitantes y afio, respectivamente (27).

La mortalidad global de los pacientes va del 36,9% en sepsis al 55,9% en shock séptico (28). Se
ha observado que entre el 54% y el 65% de los pacientes que desarrollan sepsis presentan al
menos una condicidon médica crénica concomitante, lo que supone un factor de riesgo adicional
en la evolucion de los pacientes(29). Jiangiang Ding et al. describieron los principales factores de
riesgo asociados con mortalidad: VIH, cancer, cirrosis, insuficiencia cardiaca, diabetes mellitus y
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, incluso presentar fallecimiento de un progenitor por
causa infecciosa (30). La edad, presentando un pico en el periodo neonatal y otro en la ancianidad;
el sexo masculino y la raza afroamericana. El alcohol (31) y el tabaco se asociaron también a un

aumento en la mortalidad (32) asi como también el déficit de vitamina D (33).

En Estados Unidos se estima un coste anual asociado a los cuidados de pacientes sépticos de
24,3 mil millones de ddlares (34). En Espafia los costes generados por la sepsis grave suponen
unos 10.000 euros por episodio, resultando estos mas elevados en los fallecidos frente a los
supervivientes (11.200€ vs 9.494€), en probable relaciéon con la mayor gravedad y mayor esfuerzo
terapéutico que reciben (35). De forma global se estima un gasto en Espafna que rondaria los 345
millones de euros anuales (35). El gasto fue mayor en bebés, los que requirieron ingreso en UCI,

los pacientes quirdrgicos y los pacientes con mas fallos organicos (36).

Entre los supervivientes, las secuelas a largo plazo suelen pasar a un segundo plano, sin embargo,
presentan un elevado impacto tanto a nivel individual (calidad de vida, con un aumento de la
dependencia funcional, las rehospitalizaciones y la mortalidad tardia) como a nivel del propio

sistema sanitario por sus costes elevados y sostenidos en el tiempo (35).

27



1.4  Fisiopatologia

Entender la fisiopatologia de la sepsis resulta fundamental para disefiar estrategias terapéuticas
dirigidas. Este proceso es cada vez mas conocido implicando multiples sistemas: respuesta
inflamatoria, activacion del sistema inmune innato, disfunciones en la coagulacién y en la perfusion
de los tejidos, asi como eventos de inmunosupresion que pueden favorecer la persistencia de la

infeccion. A continuacion, se analizan en profundidad los principales mecanismos fisiopatoldgicos.

1.4.1  Alteraciones celulares y moleculares en la sepsis

1.4.1.1 Activacion del sistema inmune innato

La sepsis es fundamentalmente una enfermedad inflamatoria mediada por la activacion del
sistema inmunoldgico innato y adaptativo. El primer evento que se produce es la activacién masiva
de la inmunidad innata por reconocimiento de patégenos. Para ello se requiere el reconocimiento
de productos microbianos derivados de la infeccion (PAMP), como lipopolisacarido bacteriano
(LPS), peptidoglucano, ADN microbiano, asi como los productos de lesién tisular del huésped
(DAMP). Dicho reconocimiento se llevara a cabo por parte de los receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs) de células presentadoras de antigeno (CPA) como monocitos, macréfagos y

neutrofilos (37).

1.4.1.2 Tormenta de citocinas

El reconocimiento de DAMPS y PAMPS activara multiples vias de sefializacion, entre la que se
destaca la via del factor nuclear NF-kB. Dicha activacién conducira asi a la expresién de genes
que participan en la inflamacién, la inmunidad adaptativa, el metabolismo celular y la activacion
del complemento (Figura 7). En minutos se liberan grandes cantidades de citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1B3, IL-6, IL-8, interferon-y) y también se activan cascadas efectoras
como el complemento y la coagulacion. Esta activacion inmune inicial es esencial para contener
la infeccidn; sin embargo, cuando es exagerada o sistémica, sienta las bases de la respuesta

séptica patoldgica (38).

1.4.1.3 Disfunciéon mitocondrial y estrés oxidativo

El estado inflamatorio séptico conlleva un estrés oxidativo intenso a nivel celular destacando la
alteraciéon de la obtencién energética por parte de las mitocondrias. Durante la sepsis, factores
como las enzimas RNS/ROS, la mitofagia alterada, la dinamica mitocondrial alterada y la
permeabilizacion de la membrana, provocan la acumulacion de mitocondrias defectuosas en las
células y tejidos inmunitarios. Estas mitocondrias dafiadas promueven la respuesta inmunitaria a

través de vias clave reguladas por NLRP3, TLR9 y cGAS. Dichas alteraciones se veran reflejadas

28



en una disminucion de la produccidon de ATP por inhibicion de la respiracion celular. A esto se

asociara el potencial fallo en la perfusion tisular, lo que contribuye a la disfuncién organica (39).
1.4.1.4 Inmunoparalisis

Otra faceta clave en esta patogénesis es la inmunosupresién profunda por doble motivo: apoptosis
masiva de células dendriticas en el bazo, asi como también agotamiento de linfocitos por falta de
capacidad de regeneracion tras una activacion inicial masiva. La falta de capacidad inmune
provocara un estado de anergia inmune resultando en un estado de susceptibilidad a nuevas
infecciones secundarias oportunistas (40).

Cytokines ROS

Adhesion
LPS/LBP molecules

Figura 7 Ejemplos de vias inflamatorias dentro de las células endoteliales durante la sepsis. The effects of sepsis on
endothelium and clinical implications (41).

1.4.2 Endotelio y coagulopatia en la sepsis

1.4.2.1 Disfuncion endotelial

1.4.2.1.1 Aumento de la permeabilidad capilar

La alteracion de las uniones estrechas que unen las células endoteliales se debe a la rotura de las
cadherinas (VE) provocando la extravasacion masiva de liquido y proteinas desde el espacio
intravascular al intersticial (42). Esto genera un sindrome de fuga capilar que provoca edema

tisular generalizado y dificultad respiratoria por edema alveolar (SDRA) (43).

El endotelio séptico también sufre degradacion de su glicocalix (capa de proteoglucanos luminal),
lo que agrava la pérdida de integridad de la barrera y favorece la adhesién de células sanguineas
a la pared vascular (44).
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1.4.2.1.2 Alteracién de la produccién de 6xido nitrico

El éxido nitrico (NO) es un vasodilatador y antiagregante clave. En sepsis, la induccién de la NO
sintasa inducible (iNOS) en endotelio y musculo liso por TNF e IL-1 genera cantidades excesivas
de NO, causando vasodilatacion sistémica profunda e hiporreactividad vascular a catecolaminas

vasoconstrictoras (45).
1.4.2.1.3 Adhesion y transmigracion leucocitaria al endotelio

El endotelio expresa moléculas de adhesién a leucocitos y plaquetas a la pared vascular lo que
provoca la pérdida de fluidez sanguinea, contribuyendo a la microtrombosis. Dicha accion se lleva
a cabo en dos fases: en primer lugar, la adhesion leucocitaria a la pared del vaso por parte de las
selectinas para, posteriormente, activar a los macréfagos por la expresiéon de integrinas en su
superficie. Dicha uniéon firme se llevara a cabo por las moléculas de adhesién molécula de
adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y molécula de adhesion celular vascular 1 (VCAM-1). Esta
interaccion sdlida facilita la migracion transendotelial de los leucocitos hacia los tejidos lesionados
(46).

1.4.2.1.4 Agregacion plaquetaria

Las endotoxinas y citocinas en circulaciéon pueden generar una activacion linfocitaria que provoque
la liberacién de moléculas proinflamatorias como IL-6, IL-8, PAF y trombina. Estas, a su vez,
estimulan a las plaquetas mediante receptores como TLR4, activandolas, lo que provoca su
agregacion en la microcirculacién (mediada por P-selectina y VWF) y lleva a una disminucion de
plaquetas por consumo excesivo y menor produccion. De ser asi se observardn fenémenos

hemorragicos y trombéticos (47).
1.4.2.2 Alteracion de la cascada de coagulacion

La trombina es el elemento clave en la coagulacion ya que induce activacion leucocitaria, produce
quimiotaxis, activa macréfagos, altera la permeabilidad endotelial y disminuye los niveles
fisioldgicos de antitrombina lll, induciendo asi la formacion del trombo. La unién de trombina a
trombomodulina produce la activacién de la proteina C. La proteina C activada tiene un papel
fundamental, junto a la antitrombina lll, en disminuir la formacién de trombina. Ademas, ayuda en
la activacion de la fibrinolisis para compensar los efectos de la excesiva cantidad de trombina
circulante (48). En la sepsis disminuyen los niveles de trombomodulina por lo que la proteina C no
se puede activar y asi la trombina actia sin retroalimentacion negativa en las cascadas de

inflamacion y coagulacion, e impide la fibrinolisis (39).
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1.4.2.2.1 Coagulacion intravascular diseminada (CID)

La sepsis es un proceso que involucra de forma interactiva todos los componentes anteriores. La
suma de la disfuncién endotelial provocando adhesién leucocitaria a las paredes de los vasos
sanguineos, con la expresiéon desmesurada de trombina sumado a la agregacion plaquetaria
generara un estado procoagulante generando microtrombosis y fenémenos hemorragicos por

consumo de factores de coagulacién y plaquetas, lo que se conoce como CID (39).

1.4.3 Alteraciones hemodinamicas macrovasculares y microvasculares

Los fendmenos antes descritos se traducen clinicamente en su caracteristico shock distributivo
con patréon hemodinamico de vasodilatacion sistémica, descenso de la resistencia vascular

periférica, hipotension resistente a fluidos y mala distribucién del flujo sanguineo.

1.4.3.1 Hemodinamica macrovascular

1.4.3.1.1 Vasodilatacion sistémica

Las arteriolas de la circulacion sistémica se relajan excesivamente debido a la accion de
mediadores vasodilatadores liberados en masa (NO, prostaciclina, bradicinina, histamina, etc.),
asi como también a la disminucién de la respuesta vascular a las catecolaminas por la inflamacion.
La reaccion fisiolégicamente normal al descenso de la TAM se basa en la activacion del Sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) y un aumento del estado catecolaminérgico. En estos
estados se destaca la disfuncion de los receptores Angiotensina Il tipo 1 (AT 1) y AT 2 por la
regulacion negativa inducida por la via IL-1B8, TNF-a e IFN-y que inhibe de forma selectiva la
funcionalidad de AT 2 a pesar de altas concentraciones circulantes (49). Por la via de TNF-a se
describe la falta de respuesta a los agentes catecolaminérgicos como noradrenalina, por falta de
expresion de receptores a1-adrenérgicos, y vasopresina, por los receptores V1 del musculo liso

vascular (50).

1.4.3.1.2 Reduccion del gasto cardiaco

El aumento de la permeabilidad capilar contribuye a una reduccion de la precarga por aumento del
volumen en el espacio extravascular. En conjunto, la combinacion de baja RVS y menor precarga
conduce a una caida del gasto cardiaco efectivo si no es compensada. El conocimiento del

concepto anterior nos permitira conocer las tres fases del shock séptico:

- Fase hipovolemia: causada principalmente por pérdidas relativas de volumen, debidas al
aumento de la capacitancia venosa y la disminucion del volumen estresado que determina el
retorno venoso. También influyen en la hipovolemia las pérdidas absolutas de volumen

debidas a fiebre, disminucion de la ingesta, sangrado y pérdidas gastrointestinales (51).
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- Fase hiperdinamica: el organismo intenta compensar el bajo volumen sistélico mediante
taquicardia e incremento del gasto cardiaco (52).

- Fase hipodinamica: Agotamiento de la capacidad cardiaca de compensacion y aumento de
vasoconstriccion periférica para tratar de redistribuir la sangre a érganos vitales a expensas

de piel, musculos, rifiones y tubo digestivo dando lugar a la disfuncién multiorganica (53).

Resulta evidente la necesidad de monitorizacion hemodinamica de estos pacientes para saber en
cual de estas fases se encuentra lo cual es indispensable para definir el tipo de soporte requerido.
La ecocardiografia avanzada se presenta como uno de los métodos mas empleados en la
actualidad. Dicha técnica permite la evaluacion de los parametros anteriormente mencionados

siendo ademas capaz de definir la funcionalidad del ventriculo derecho (54).

1.4.3.2 Hemodinamica microvascular

1.4.3.2.1 Derivaciones microvasculares no funcionales

En la sepsis, los mecanismos de autorregulacion microvascular se vuelven disfuncionales, dando
lugar a una perfusion heterogénea: algunos capilares estan dilatados y con flujo excesivo, mientras
otros permanecen constrictos o colapsados sin flujo. Esta heterogeneidad produce “shunts”
microvasculares, es decir, zonas perfundidas pero sin intercambio eficiente de oxigeno con los

tejidos circundantes (55).

La sangre venosa puede retener oxigeno no extraido debido a regiones que estan congestionadas
y no logran cedérselo a los tejidos, enmascarando la hipoperfusion de otras areas. Este concepto
dara lugar al concepto de saturacion venosa central (SvO2), que describe el equilibrio entre oferta
y demanda que da lugar al concepto de perfusion tisular (Figura 8). Dicha relacién nos indica la
relacion de oxigeno entre el consumo (DO2) y el suministro (VO2) basado en la férmula DO2 -
VO2 (16), estableciendo como punto de corte el 70% (56).

- DO2=GCxCa02=GCx (1,34 x Hb x Sat. art 02) x 10.
- VO2=ICx(Ca02-Cv.02).VO2 =1IC x 1,34 x Hb x (sat. arterial O2 — sat. venosa de 02).
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Figura 8 Férmula saturacion venosa central. Conceptos actuales 2007 (56).
1.4.3.2.2 Hipoxia tisular y metabolismo anaerobio

La consecuencia metabdlica directa de la hipoperfusidon microcirculatoria es un metabolismo
anaerobio en las células afectadas lo que genera acumulacion de lactato (Figura 9). La
lactacidemia elevada en sepsis es un marcador de hipoxia tisular global o regional y se asocia con

mal pronéstico, aumentando en tres veces el riesgo de mortalidad (57).
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Figura 9 Resumen de la fisiopatologia de la sepsis (58). Severe sepsis and septic shock.

33



1.4.4 Consecuencias funcionales: Fallo organico multiple

Todos los mecanismos fisiopatoldgicos anteriormente mencionados confluyen en provocar dafio y
disfuncién en multiples 6rganos. La sepsis es fundamentalmente una enfermedad del organismo
con afectacién multiorganica dando lugar a un cuadro de Sindrome de Disfuncién Multiorganica
(SDMO), que es la principal causa de muerte en sepsis. A continuaciéon, se describen las

consecuencias tipicas en los principales 6rganos diana (59).

1.4.4.1.1 Pulmonar

El pulmdn suele ser el primer 6rgano en sufrir dafio en la sepsis, ya sea por infeccion pulmonar
directa o como consecuencia de mediadores inflamatorios sistémicos. La lesién pulmonar aguda
grave en sepsis se manifiesta como Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo (SDRA),
caracterizado por edema pulmonar no cardiogénico, imagen con opacidades bilaterales,

hipoxemia refractaria y disminucién de la compliance pulmonar (60).

A nivel patogénico, el SDRA por sepsis se debe a una lesién de la barrera alveolocapilar mediada
por inflamacién que provoca la extravasacion de plasma hacia el intersticio y espacio alveolar. Al
mismo tiempo, se produce apoptosis de células epiteliales alveolares tipo Il disminuyendo la
produccion de surfactante lo que favorece las atelectasias. La consecuencia funcional del shunt
pulmonar sera la hipoxemia resistente al aporte de O, asi como la retencién de carbdénico por

dificultad ventilatoria (61).

1.4.4.1.2 Renal

El rindn es otro de los 6rgano frecuentemente afectados en la sepsis conociendo su alteraciéon
como insuficiencia renal aguda (IRA). La nefropatia séptica se caracteriza clinicamente por
oliguria, azoemia progresiva, alteraciones electroliticas y del equilibrio &acido-base (62).
Tradicionalmente se describia la IRA como consecuencia de hipoperfusién por hipotension dando
lugar a necrosis tubular aguda. Sin embargo, cada vez son mas los estudios que hablan de factores
no asociados a isquemia. Al igual que ocurre a nivel periférico, la microcirculacién renal presenta
zonas de vasoconstriccion y vasodilatacion heterogéneas en la corteza y médula renal, con shunts
y flujos redistribuidos debido a cascadas inflamatorias, lo que se traduce en rifiones con alteracion

de la funcionalidad, aunque anatdmicamente normales (63).

1.4.4.1.3 Hepatico

Una manifestacion frecuente de la disfuncién hepatica en el contexto de la sepsis es la colestasis
séptica, definida como la retencion biliar asociada a sepsis con via biliar permeable. Clinicamente,

se caracteriza por la aparicion de ictericia con un aumento predominante de la bilirrubina y de
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enzimas canaliculares como la fosfatasa alcalina (FA) y la gamma-glutamil transferasa (GGT).
También pueden observarse coagulopatia e hipoglucemia como signos de compromiso hepatico

funcional (64).

Desde el punto de vista fisiopatoldgico, la colestasis séptica obedece tanto a factores
hemodinamicos como moleculares. Por un lado, la hipoperfusion hepatica, compromete el aporte
de oxigeno a los hepatocitos centrolobulillares, afectando a los mecanismos de transporte y
secrecion biliar. Por otro lado, la respuesta inflamatoria sistémica propia de la sepsis, mediada por
citocinas como el factor de necrosis tumoral (TNF) y la interleucina-1 (IL-1), puede provocar
alteraciones en el citoesqueleto de los colangiocitos y en sus uniones estrechas, dificultando el

flujo adecuado de la bilis (65).

En algunos casos, a la colestasis séptica puede asociarse una hepatitis aguda, que se manifiesta
por un marcado aumento de las transaminasas hepaticas. Esta condicion refleja un mayor grado
de compromiso hepatocelular y suele presentarse en el contexto de una respuesta inflamatoria

sistémica intensa o de una hipoperfusion hepatica prolongada (66).

1.4.4.1.4 Corazén: miocardiopatia séptica

La miocardiopatia séptica es una forma de disfuncién cardiaca aguda inducida por la sepsis y
caracterizada por una depresion de la funcidn cardiaca que suele ser reversible tras la resolucion
del cuadro infeccioso (67). Esta disfunciéon cardiaca favorecera la caida en estado de bajo gasto
con baja perfusion periférica condicionando en muchos casos un proceso final de fallo
multiorgénico (67). Los mecanismos de la miocardiopatia séptica son principalmente inflamatorios

y metabdlicos con efecto directo sobre los miocitos:

- La disminucion de la fraccidon de eyeccién (FEVI) se debera a la reduccion de la entrada de
Ca?* por canales L y la liberacion del reticulo sarcoplasmico, asi como la menor sensibilidad
de las miofibrillas al calcio (68).

- Sintesis de oxido nitrico: el exceso de NO producido por la iINOS cardiaca durante la sepsis
inhibe la cadena respiratoria dafiando las membranas mitocondriales, induciendo una menor
sintesis de ATP en el cardiomiocito. Este fenédmeno conduce a un estado de disfuncion
miocardica reversible (69).

- Reduccion de la densidad de receptores betaadrenérgicos en el corazén y aumenta la
expresion de proteinas inhibitorias (Gi), contribuyendo a una resistencia a catecolaminas

enddgenas (69).
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1.4.4.1.5 Sistema nervioso central: encefalopatia séptica

El sistema nervioso central (SNC) también sufre los efectos de la sepsis, incluso en ausencia de
infeccion cerebral directa. Se caracteriza por una alteracion del sensorial con presentacion clinica
inespecifica que varia desde delirium hasta coma. La fisiopatologia de la encefalopatia séptica es
compleja y multifactorial. No existe una lesion focal Unica; mas bien resulta de procesos sistémicos

que afectan el cerebro a nivel funcional. Entre los mecanismos propuestos destacan:

- Disrupcion de la barrera hematoencefalica (BHE): La inflamacién sistémica dana las células
endoteliales de la microvasculatura cerebral, aumentando la permeabilidad de la BHE
permitiendo la entrada de citocinas circulantes, toxinas y células inflamatorias al sistema
nervioso central (70).

- Neuroinflamacién y activacién glial: tras el paso de citocinas circulantes las microglias se
activaran adquiriendo un fenotipo proinflamatorio. Dichas células liberaran a su vez citocinas
(IL-1, IL-6, TNF) y 6xido nitrico dentro del cerebro generando una inflamacién cerebral difusa.
Esta inflamacion neural se traducira en lesion del SNC por edema cerebral y disfuncién
neuronal directa (71).

- Alteraciones de neurotransmisores: En la encefalopatia séptica se ha observado un
desequilibrio en los sistemas de neurotransmisién. Se teoriza acerca de la disminucion de la
actividad Gaba y de la actividad colinérgica, asi como el aumento de triptéfano y serotonina
(72).

- Lesiones isquémicas: La hipotension y baja perfusion en sepsis también pueden comprometer
la perfusion cerebral, sobre todo si la autorregulaciéon cerebral esta alterada (73).

- Alteraciones metabdlicas: la desregulacién glucémica, aumentos de niveles de amonio o
disminucioén de la oxigenacién tendran efectos neuronales directos con efecto en la apoptosis
celular (74).

1.5 Diagnéstico

El diagnéstico de la sepsis resulta de gran interés por la dificultad del mismo y la falta de
especificidad en los criterios tanto clinicos como analiticos (75). Esto obliga a los facultativos a
establecer un diagndstico, que muchas veces resulta de exclusiéon. Ante esa falta de criterios

universales resulta mandatorio la busqueda de nuevos marcadores.

Si analizamos la epidemiologia de la sepsis hasta en el 76.09% no se identificé agente causal,
15.55% fueron gram negativos, 0.67% anaerobios, y 9.85 de gram positivos (5). En cuanto al foco
resulta interesante destacar la prevalencia de origen abdominal 37-55%, urolégico 18-8%,
neumonia 14-32%, partes blandas 4-4%, catéteres 3-7%, SNC 2-2% y desconocido 2-16% (76).
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En cuanto al origen, ya sea en la comunidad frente a nosocomial, la fuente de la infecciéon no

resulta determinante en cuanto a mortalidad (77).

1.5.1  Clinico

El diagndstico de la sepsis contintia siendo un desafio clinico significativo, especialmente en sus
fases iniciales. A menudo, se trata de un diagndéstico complejo e incluso de exclusién. Por ello,
resulta fundamental integrar una valoracién clinica exhaustiva, basada en una historia clinica
detallada y una exploracion fisica dirigida, con el apoyo de parametros diagnoésticos
complementarios. Resulta importante conocer la clinica en funcidon del microorganismo implicado,
la presencia de enfermedades concomitantes o el consumo de determinados farmacos. Estos
factores pueden actuar como elementos de confusidon al enmascarar otras patologias o
presentarse con signos y sintomas atipicos, lo que dificulta ain mas la evaluacion clinica inicial
(16). En caso de evolucion hacia shock séptico, los pacientes tienden a compartir caracteristicas
como hipoperfusiéon periférica, hipotension persistente y bajo gasto cardiaco elevado,

independientemente del origen de la infeccion (15).

1.5.2 Técnicas convencionales: laboratorio, biomarcadores y microbiologia

Las caracteristicas clinicas pueden orientar tanto en el enfoque diagnéstico como en el foco, pero
los datos deben ser refrendados por parametros objetivos y reproducibles para los que

necesitamos la colaboracién de servicios centrales como analisis clinicos o microbiologia.

1.5.2.1 Laboratorio

Las caracteristicas de laboratorio son inespecificas y pueden estar asociadas con anomalias
debido al foco o a la disfuncién organica debidos a la sepsis. Entre los hallazgos mas comunes se
incluyen: leucocitosis o leucopenia, presencia de formas inmaduras en sangre periférica
superiores al 10%, neutrofilia, trombocitopenia, hipoxemia arterial, hiperglucemia, aumento de
creatinina, disminucion en el aclaramiento de creatinina, alteraciones en los parametros de
coagulacion (como el tiempo de protrombina y el tiempo parcial de tromboplastina activada),

hiperbilirrubinemia, hiperamonemia e hiperlactacidemia (78).

1.5.2.2 Biomarcadores

Como se comenté anteriormente con las escalas clinicas, se puede informar de diagnéstico,
prondstico o seguimiento. Lo mismo ocurre con los distintos biomarcadores. Actualmente se
encuentran en la practica de la clinica diaria, ya de forma validada, biomarcadores como la
proteina C reactiva (PCR) y la procalcitonina (PCT) aunque no se han demostrado biomarcadores

exclusivos para la sepsis (79).
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La PCR es sintetizada por el higado, principalmente en respuesta a la interleucina 6 como
reactante de fase aguda. La PCR aumenta en el organismo en estados proinflamatorios como la
infeccion o el dafo tisular por otras causas como traumatismos, enfermedades autoinmunes o
guemaduras. Los niveles aumentan entre las 12 y 18 horas después de la inflamacion, y su vida
media en circulacion es aproximadamente de 19 horas. A pesar de no ser un biomarcador
especifico al resultar elevada en otras patologias inflamatorias, puede monitorizar el estado
inflamatorio en la evolucién de los procesos sépticos (80). El punto de corte de esta proteina
establecido para la deteccién de infecciones se fijo en torno a los 10 mg/dL, con una sensibilidad
del 88% y una especificidad del 58%, observandose una correlacién entre la concentracién
plasmatica y la gravedad de la infeccién (81) . La modesta especificidad de la PCR la convierte en
un biomarcador con ciertas limitaciones, que en ocasiones provoca falsos positivos derivados de

procesos inflamatorios no infecciosos (82).

La PCT es un precursor de la hormona calcitonina que es sintetizada fisiolégicamente por las
células C de la glandula tiroides (83). Los niveles aumentan entre 2 y 3 horas después de la
infeccion, superando los valores normales entre 6 y 12 horas, y alcanzado su pico a las 24 horas,
lo que permite utilizarlos como biomarcador para el diagnéstico, seguimiento y prondstico de la
enfermedad (84). Un nivel elevado de PCT no es exclusivo de las infecciones bacterianas, ya que
también puede estar elevado en otros escenarios, como infecciones fungicas sistémicas,
traumatismos o patologias relacionadas con la insuficiencia renal pero, a pesar de ello, la PCT
presenta una sensibilidad 77% y una especificidad de 79% para diferenciar entre sepsis y el SIRS
(85).

Tal y como se ha descrito anteriormente muchos son los avances a nivel experimental, aunque
estos no se han podido reproducir y extrapolar a las guias de practica clinica. Dicho paso permitiria
una visién radicalmente diferente al enfoque actual. Adicionalmente a los biomarcadores ya

validados, presentaremos aquéllos que se encuentran en fase experimental.

La presepsina (sCD14-ST) es una forma soluble de la glicoproteina CD14, generada tras la
activacién de monocitos durante la fagocitosis, especialmente en infecciones bacterianas. El
CD14, tanto en su forma de membrana (mCD14) como soluble (sCD14), actua como receptor del
complejo LPS-LBP, iniciando una cascada inflamatoria mediada por TLR4 que activa el factor
nuclear kappa B y promueve la liberacién de citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IFN-y, IL-
1B, IL-6 e IL-8. La presepsina se eleva rapidamente en fases tempranas de la sepsis, alcanzando
su pico a las 24 horas, lo que la posiciona como un potencial marcador temprano, con valores
<200 pg/ml sugiriendo exclusién de sepsis y valores >300 pg/ml indicando posibilidad de sepsis

(86). Sin embargo, aunque hay estudios que muestran su utilidad en el manejo guiado de sepsis,

38



su especificidad es limitada en pacientes con ciertas comorbilidades como enfermedad cardiaca,

hepatica o hiperglicemia, lo que reduce su valor diagndstico en ciertos contextos clinicos (86).

El biomarcador suPAR (receptor soluble del activador del plasminégeno tipo uroquinasa) ha
emergido como un potente indicador prondstico en pacientes criticos. Su utilidad en el contexto de
la sepsis se sefala a partir de niveles séricos >12 ng/ml como predictivos de mayor mortalidad,
con alta sensibilidad y especificidad (87). Sin embargo, pese a su valor en la estratificacion del
riesgoy la prediccion de desenlaces adversos, también se eleva en otras condiciones inflamatorias
(88).

La pro-adrenomedulina regional media (MR-proADM) es el precursor de la bio-ADM, un péptido
de calcitonina similar a la procalcitonina que pertenece a la familia de los péptidos de calcitonina
que presenta una su vida media de varias horas (89). Se han descrito altos niveles en pacientes
sépticos, interactuando directamente con la relajacion del tono vascular, desencadenando
hipotensién en estos pacientes. También se encuentran altos niveles en otras enfermedades como
la hipertension, la insuficiencia cardiaca, la insuficiencia respiratoria, la insuficiencia renal, la
cirrosis y el cancer. La MR-proADM se ha identificado como un marcador prondstico en la
estratificacion del riesgo con una elevada sensibilidad y especificidad (90). Sin embargo nuevos
estudios deben ser realizados al elevarse también en pacientes sometidos a cirugia cardiaca con

circulacién extracorpérea (91).

La forma transmembrana y soluble de FLT-1 (SFLT-1) es un biomarcador de regulacién de la
neoangiogénesis. El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es un regulador clave de
angiogénesis normal, durante la cual promueve en las células endoteliales supervivencia,
crecimiento y migracion (92). El nivel sérico de s-Flt1 fue significativamente mayor en pacientes
sépticos que en pacientes con hemocultivos negativos, asi como una concentracion
significativamente mayor de sFlt-1 que en individuos sanos. El nivel sérico de s-FIt1 mostré una
diferencia significativa entre la sepsis por gramnegativos y la grampositiva (93). La puntuacion
mostré una tendencia positiva de correlacién en cuanto a la gravedad con el aumento del nivel de
sFIt-1 (94).

Syndecan-1 (SDC1) se trata de un biomarcador de dafio de glicocalix plasmatico (95) que se ve

aumentado tras la degradacion del mismo en patologias como sepsis (96) o trauma grave (97).

La molécula-1 especifica de las células endoteliales (ESM-1), es un proteoglicano soluble derivado
del endotelio que participa en procesos biolégicos fundamentales de las células endoteliales,
incluida la adhesion, migracion, proliferacion y neoangiogénesis celular. Tras la activacion de las

células endoteliales por estimulos virales, bacterianos e inflamatorios, la sintesis de ESM-1
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aumenta notablemente. La funciéon de ESM-1 durante la fase aguda de la inflamacién es la union

y el desplazamiento de los leucocitos al sitio de la inflamacion (98).

VCAM-1 e ICAM-1 pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas, moléculas de adhesion
celular, que son importantes para la adhesion firme y la migracion transendotelial (99). La
estimulaciéon endotelial por interleucina-1 (IL-1) o el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
estimulara las citocinas proinflamatorias activando el endotelio. La activacion de esta via de
sefializacion celular tiene como resultado una regulacién positiva de las moléculas de adhesién
celular endotelial VCAM-1 e ICAM-1 presentando sus moléculas solubles sICAM-1y sVCAM-1 en
plasma, que seran las que se consideren marcadores de lesion endotelial (100). sVCAM-1 soluble

esta asociada con sepsis, prediccion de mortalidad, SIRS y gravedad de la sepsis (101).

La angiopoyetina-1 y 2 (Ang-1 y 2) son proteinas secretadas, producidas en las células
endoteliales y almacenada previamente en los cuerpos de Weibel-Palade junto con el Factor Von
Willebrand. La liberaciéon de Ang-1 y 2 de las células endoteliales disfuncionales a la circulacion
puede preceder a una lesion endotelial profunda, incluida la alteracion de las uniones adherentes
y la liberacién de proteoglucano endotelial a la circulacién (102). Varios estudios observacionales
centraron sus esfuerzos en plantear su correlaciéon con la sepsis, su gravedad, otros parametros

de inflamacion (103), y coagulacion intravascular diseminada (104).

1.5.2.3 Microbiologia

Los cultivos se consideran Gold Estandar para el aislamiento microbiolégico del paciente critico.
Para ello se recomienda la obtencién de cultivos en funcion del foco de sospecha antes del inicio
de tratamiento antibi6ético en un periodo menor a 45 minutos (105). En caso de posibilidad de
bacteriemia se deben sacar dos conjuntos de hemocultivos (frascos aerébicos y anaerébicos) de
dos lugares distintos de puncién (106). Nunca se retrasara el inicio de tratamiento antibiético a la

obtencion de muestras teniendo en cuenta el potencial resultado negativo del mismo.

Tal y como hemos comentado anteriormente los cultivos resultan mandatorios, aunque cada vez
las técnicas moleculares van cobrando mayor importancia. Esta técnica estd permitiendo una
identificacion mas rapida (1-6 horas), asi como identificacion de multiples microorganismos,
incluso en pacientes con cultivos negativos o que ya han recibido antibiéticos (107). Cabe destacar
que los nuevos paneles tienen capacidad de identificar mecanismos de resistencia antibiética. Sin
embargo, el coste actual asi como la falta de diferenciacién entre colonizacion frente a infeccién

activa requiere continuar el desarrollo de esta técnica tan prometedora (84).

La identificacion del microorganismo causal es condicion indispensable para pasar de un SIRS a

una sepsis, aunque muchos pacientes seran considerados como sépticos a pesar de presentar
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cultivos negativos (posible decapitacion de antibiéticos previos), al valorar otros parametros como

la clinica, hallazgos radiolégicos compatibles y analitica de infeccion (108).

1.5.3 Escalas

Las escalas en medicina son herramientas que permiten a los profesionales de la salud evaluar
de forma sistematizada una serie de items que facilite un proceso. Los procesos
fundamentalmente seran diagnésticos y prondsticos, aunque es importante no olvidar de las
escalas pronéstico que surgen del estudio de las comorbilidades. Dichas escalas requieren un
proceso de validacién, cuyos aspectos a destacar fundamentalmente seran su sensibilidad,

especificidad y area bajo la curva.

Las herramientas de deteccion de sepsis estan disefiadas para promover su identificacion
temprana. Consisten en uso de escalas validadas que algunas también serviran para el tratamiento

temprano de la enfermedad en cuestion (37).

En cuanto a la sepsis propiamente dicha, destacaremos las escalas de deteccion y las de
gravedad. Las primeras son especialmente interesantes, ya que es una patologia tiempo-
dependiente, en la que el prondstico dependera en gran medida del tratamiento instaurado en la
llamada hora de oro. En cuanto a las escalas de gravedad, sefalar la importancia de estas para
dilucidar el mejor tratamiento empirico del paciente, el lugar donde debe ser tratado o las medidas

terapéuticas segun sus comorbilidades.

1.5.3.1.1 Escalas predictivas

- APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation): Predice riesgo de mortalidad
hospitalaria en pacientes UCI (109).

- SAPS (Simplified Acute Physiology Score): Evaluacion pronéstica de mortalidad en UCI (110).

- LODS (Logistic Organ Dysfunction System): Modelo logistico que predice la probabilidad de
muerte a partir de disfuncion organica (111).

- CDS (Charlson Comorbidity Score): Evalia comorbilidades crénicas para predecir mortalidad
a 10 afos (112).

1.5.3.1.2 Escalas de gravedad

- SOFA (Sequential Organ Failure Assessment Score): Diagndstico y seguimiento del shock
séptico (113).

- qSOFA (Quick SOFA): Uso en servicios de urgencias o enfermeria prediccion sepsis (114).

- MODS (Multiple Organ Dysfunction Score): Evaluacion secuencial de disfuncion multiorganica
(115).
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El desarrollo de la puntuacion SOFA (Tabla 3) pretende describir objetiva y cuantitativamente el
grado de disfuncién organica a lo largo del tiempo y evaluar la morbilidad en la unidad de cuidados
intensivos tras las nuevas definiciones de la clasificacion Sepsis - 3. Dicha escala resulta
especialmente interesante, ya que describe la disfuncién organica como un cambio agudo en la
puntuacion SOFA total = 2 puntos como consecuencia de la infeccion. Este cambio es el que
implicara el paso de infeccidon a sepsis. También se ha utilizado para predecir la mortalidad,

aunque en origen no fue desarrollado para este propésito (113).

Sistema Parametro 0 1 2 3 4
Respiratorio PaO,/FiO, (mmHg) > 400 <400 <300 <200 <100
‘. Plaquetas
Coagulacion (x10%/mm?) > 150 <150 <100 <50 <20
Hepatico Bilirrubina (mg/dL) <1.2 1.2-1.9 2.0-5.9 6.0-11.9 212.0
No Dopamina Dopamina > Dopamina > 15
. . . <70 50 L
Cardiovascular TAM (mmHg) hipotensi <50 L o norepinefrina
. mmHg ; norepinefrina
on dobutamina = _ 0.1 >0.1
Creatinina (mg/dL) 3.5-490<
Renal o Diuresis (mL/dia) <1.2 1.2-19 2.0-34 500 >5.00<200
Neurolégico Glasgow Coma 15 13-14  10-dic 06-sep <6

Scale

Tabla 3 Puntuacién SOFA. Use of the SOFA score to assess the incidence of organ dysfunction/failure in intensive care
units: results of a multicentre, prospective study. Working group on "sepsis-related problems" of the European Society of

Intensive Care Medicine (113).

Con el objetivo de simplificar la escala SOFA se ided el método qSOFA (Quick Evaluacion de
Insuficiencia Organica relacionada con la Sepsis) Tabla 4). Para ello, s6lo se median tres de las
caracteristicas basicas de los pacientes, sin embargo, en un estudio retrospectivo realizado por
Askim A et al. en pacientes ingresados en un servicio de urgencias con sepsis grave, el gSOFA
no demostré ser una herramienta eficaz para la estratificacion del riesgo ni para predecir la
mortalidad (114).

Parametro Valor
Frecuencia respiratoria 2 22/min 1 punto
Alteracion del estado mental Glasgow <15 1 punto
Presion arterial sistolica <100 mmHg 1 punto

Tabla 4 Puntuaciéon qSOFA. Evaluation of the (QSOFA) Tool in the Emergency Department Setting: Nurse Perception and
the Impact on Patient Care (114).
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M. Torsvik sefald la importancia de la enfermeria en la sepsis. Se utilizé un diagrama de flujo para
definir los tiempos en los que un médico debia evaluar a un paciente con sospecha de sepsis y
establecer escalas propias de personal médico como SOFA o APACHE Il (116). Mediante este
proceso se puso en valor la importancia de la responsabilidad de la enfermeria en la sepsis que
condujo ademas en mejorar la supervivencia, disminuir la incidencia de sepsis grave/choque

séptico y una estancia hospitalaria mas corta en la UCI (Figura 10) (116).

Criterios SIRS Nl’m:lero de Hemodina"micol Consulta‘médica Atepcién r"nédica
criterios SIRS Fallo organico en 20 minutos inmediata
Triaje se hizo: Fecha_ Fecha__ Fecha__
Hora__ Hora__
Hora___
e
Temperatura g <36°C Tension arterial A Q9 TAS
O >38°C >90mmHg <90mmHg
W Desorientaci
Pulso O >90lpm Glasgow a  14-15 6n aguda o
O Ssi>2iral Glasgow <13
siguiente
Frecuencia O >20/min O sido1 Saturacion 0  >90% con U <90% con
respiratoria [e] reevaluar oxigeno oxigeno
o] a  4,3kPa en 4 horas Tiempo relleno
pCO2 capilar O <3 segundos 0 >3 segundos
_ O <4x10°/1 Lactato a <3mmol;fl ] >3mmolé’l
Leucocitos O »>12x10°/ Plz?quet.as g >100x10%/1 O <100x10%/1
Diuresis O >0,5mg/kg/h O <0,5mg/kg/h
IEEE———

Consulta médica en los 20 minutos siguientes. El lactato sérico, los
trombocitos y la excrecion urinaria por hora pueden determinarse después de
la consulta médica. Observar y registrar en la hoja clinica del paciente cada 4
horas. Las intervenciones médicas/enfermeras deben realizarse segun el
protocolo de sepsis.

Consulta médica inmediata en casc de al menos 2 criterios SIRS y al menos una variable
hemodinamica o de funcién organica anormal. El lactato sérico, los trombocitos y la excrecion
urinaria por hora pueden determinarse después de la consulta médica. Observar y registrar en la hoja
clinica del paciente cada hora hasta que pueda ser trasladado a una unidad de cuidados intensivos.
Las intervenciones médicas/enfermeras deben realizarse conforme al protocolo de sepsis.

Figura 10 Diagrama propuesto en base qSOFA evaluado por enfermeria. Traducido de Early identification of sepsis in

hospital inpatients by ward nurses increases 30-day survival (116).

El APACHE es una de las escalas mas utilizadas en Unidad de cuidados intensivos, que permite
establecer la gravedad de la sepsis y predecir su prondstico. Fue presentada originalmente en
1981 (117) teniendo cuatro versiones, siendo la méas actualizada la del 2006 (109). Cada version
fue mas completa que la anterior aumentando asi su sensibilidad. A pesar de las mejoras
metodoldgicas introducidas en la escala APACHE IV, su implementacién clinica generalizada
resultd limitada debido a su elevada complejidad por presentar hasta 142 variables, lo cual

dificultaba su aplicacion practica.
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Diversos estudios han sefialado que, si bien APACHE IV presentaba una mayor capacidad de
ajuste y prediccidon respecto a versiones previas, no ofrecia una mejora significativa en la
extrapolacion de resultados en comparacion con la escala APACHE Il, la cual mantenia una buena
correlacion con los desenlaces clinicos. Por estas razones, y considerando que el incremento en
precision no justificaba la carga operativa adicional, la version APACHE IV fue progresivamente
desestimada en la practica clinica habitual, reservandose principalmente para estudios

epidemiolégicos o aplicaciones en investigacién comparativa (Tabla 5) (118).

Parametro 0 1 2 3 4
Temperatura (°C) <34.00>40.9 4 3 2 1 0
:’nztar:;_?;) arterial media > 160 4 3 > 0 0
Frecuencia cardiaca (lpm) =180 4 3 2 0 0
z’r:rcr:]t;encia respiratoria > 50 4 3 1 0 0
Oxigenacion é‘é”‘)DOZ FIO-> '.500 4 13 |2 |0
pH arterial 277 4 3 1 0 2
Sodio (mEq/L) > 180 4 3 2 1 0
Potasio (mEq/L) 27.0 4 3 1 0 2
Creatinina (mg/dL) >3.5 4 3 2 0 0
Hematocrito (%) =60 4 2 1 0 0
Leucocitos (x10}/mm?3) =>40.0 4 2 1 0 0
Glasgow 15 0 1 2 3 4
Edad (aios) <44 0 2 3 5 6
Enfermedad crénica No 0 2 5 6 -

Tabla 5 Puntuacion APACHE — Il. APACHE lI: a severity of disease classification system (109).

El sistema de evaluaciéon de la gravedad SAPS-Il, fue desarrollado en 1993 por Le Gall y
colaboradores, basado en el concepto de que, cuanto mayor sea la deviacién de determinadas
constantes fisiolégicas respecto a sus valores normales, mayor sera la gravedad del paciente. Esta
escala permite estimar la probabilidad de mortalidad hospitalaria al ingreso en la UCI, facilitando

la estratificacion del riesgo y de la toma de decisiones clinicas (Tabla 6) (110).
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Parametro 0 1 2 3 4
Edad 0-44 afos 0 1 2 3 4
Frecuencia respiratoria (rpm) 0-9 0 1 2 3 4
Temperatura (°C) <300>40.5 4 3 2 1 0
Presion arterial media (mmHg) 70-109 0 1 2 3 4
Frecuencia cardiaca (Ipm) <400>180 4 3 2 1 0
Sodio (mEg/L) <1300> 180 4 3 2 1 0
Potasio (mEgq/L) <3.00>6.0 4 3 2 1 0
Creatinina (mg/dL) <060>5.0 4 3 2 1 0
pH arterial <7.150>7.65 4 3 2 1 0
Leucocitos (x10°/mm?) <1.00>40.0 4 3 2 1 0
Hematocrito (%) <20 4 3 2 1 0
Glasgow Coma Scale <9 4 3 2 1 0
Sindrome de shock Si 4 3 2 1 0
Uso de catecolaminas Si 4 3 2 1 0
Enfermedad crénica Si 3 2 1 0 -

Tabla 6 Puntuacion SAPS Il. A new Simplified Acute Physiology Score (SAPS Il) based on a European/North American
multicentre study (110).

La disfuncién organica sera finalmente estudiada por las escalas MODS (Multiple Organ
Dysfunction Score) y el LODS (Logistic Organ Dysfunction System) (Tabla 7) (111). Ambas escalas
son Utiles para el diagndstico del SIRS, no tanto para el diagnéstico diferencial entre patologias
que induzcan un estado proinflamatorio agudo grave. Ambas presentaran correlaciéon con la

mortalidad en la UCI y en el hospital (115).

Parametro 0 1 2 3 4
PaO,/FiO, > 400 300-399 200-299 100-199 <100
MAP 270 60-69 50-59 40-49 <40
Bilirrubina (mg/dL) <12 1.2-1.9 2.0-5.9 6.0-11.9 2120
Creatinina (mg/dL) <1.2 1.2-1.9 2.0-34 3.5-4.9 25.0

Plaquetas (x10%/mm?) > 150 100-149  50-99 20-49 <20

Tabla 7. Puntuacién MODS. Regulatory role of noncoding RNA in sepsis and sepsis-associated organ dysfunction: an

updated systematic review (111).

El indice de comorbilidad de Charlson (CDS) tiene el objetivo de desarrollar un método que permita
clasificar las condiciones comédrbidas que podrian alterar el riesgo de mortalidad para su uso en
estudios longitudinales. Tiene en cuenta tanto el niumero como la gravedad de las enfermedades
comorbidas (Tabla 8) (112).
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Comorbilidad Puntuacion

Infarto de miocardio Si 1
Insuficiencia cardiaca congestiva @ Si 1
Enfermedad arterial periférica Si 1
Accidente cerebrovascular Si 1
Enfermedad pulmonar crénica Si 1
Diabetes sin complicaciones Si 1
Diabetes con complicaciones Si 2
Enfermedad renal crénica Si 2
Cancer Metastasico 6

No metastasico 2
Cirrosis hepatica Si 3
SIDA Si 6
Demencia Si 1

Tabla 8 Puntuacién Indice de comorbilidad de Charlson. Readmission Prevention in Sepsis: Development and validation of
a prediction model (112).

Para concluir, se presentan dos figuras y una tabla en la que se describe y compara de forma

grafica la buena correlacién entre las escalas y el paciente critico (Tabla 9 y figura 5y 6) (119).
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Figura 5 Relacién entre la tasa de infeccién adquirida en la UCI y la gravedad de la enfermedad. Clinical characteristics

and risk factors associated with ICU-acquired infections in sepsis: A retrospective cohort study (119).
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Variables AUROC IC 95% Valor P  Especificidad @ Sensibilidad

LODS 0.655 0.642,0.668 <0.001 |0.603 0.635
APS 1lI 0.657 0.644,0.670 ' <0.001 0.612 0.624
OASIS 0.641 0.628, 0.654 <0.001 0.554 0.664
SIRS 0.529 0.515,0.542 <0.001 ' 0.773 0.28

SAPS I 0.535 0.521,0.549 <0.001 0.57 0.499
SOFA 0.542 0.529, 0.556 ' <0.001 0.589 0.47

CcCl 0.519 0.505, 0.533 ' <0.001 |0.705 0.327

Tabla 9 Comparacion de modelos de puntuacion entre infeccién adquirida en la UCI y ninguna infeccién con sepsis
adquirida en la UCI. Clinical characteristics and risk factors associated with ICU-acquired infections in sepsis: A
retrospective cohort study (119).
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Figura 11 Area bajo la curva para la prediccién de la gravedad. Clinical characteristics and risk factors associated with ICU-

acquired infections in sepsis: A retrospective cohort study (119).

1.6  Tratamiento

El tratamiento de la sepsis se basara en tres pilares: resucitacion hemodinamica, tratamiento
antibiético y control de foco, a los que se anadird el tratamiento de soporte segun las

complicaciones asociadas.
1.6.1 Resucitacion hemodinamica

La reanimacion se debera realizar guiada por objetivos y de forma protocolizada en las primeras
6 horas. Los objetivos fundamentales seran: PVC 8-12 mm Hg, TAM = 65 mm Hg, diuresis = 0,5

ml/kg/h, saturacion de oxigeno venosa central (SvO 2) 70% y lactato <2 mmol/L (120).
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1.6.1.1 Fluidoterapia

Se emplearan cristaloides de forma generalizada. La dosis tradicionalmente empleada es de 25-
30ml/kg de acuerdo a distintas técnicas de monitorizacion, siempre guiado por objetivos (121). La
falta de beneficios comprobados y el mayor costo de la albumina en comparacion con los
cristaloides contribuyen a sugerir su uso en caso de dosis elevadas de cristaloides, sin embargo
no esta bien definido el umbral a partir del cual se considera altas dosis de cristaloides (122). No
solo se observa gran beneficio secundario al aumento de presion osmética, sino que juega un

papel importante en la funcién antioxidante en el compartimento vascular (123).

El uso de almidones resulta contraindicado ya que presentan mayor riesgo de muerte el dia 90 y

mas probabilidades de necesitar terapia de reemplazo renal (124).

1.6.1.2 Vasopresores

El objetivo de la terapia sera mantener PAM de 65 mmHg para mantener la presién de perfusion
tisular, aunque se debera individualizar segun otros motivos como la hipertension arterial cronica
(125).

La noradrenalina es el farmaco de primera eleccidon por sus efectos a1l en los vasos distales

periféricos induciendo vasoconstriccion con pocos cambios en la frecuencia cardiaca (126).

En caso de dosis de noradrenalina mayores o iguales a 0,5 mcg/kg/min, y ante la persistencia de
un estado hemodinamico caracterizado por una disminucién de las resistencias vasculares
periféricas, se recomienda iniciar tratamiento con vasopresina, debido a su efecto vasoconstrictor

mediado por los receptores V1a (127).

La adrenalina es la otra alternativa cuando se necesita un agente adicional, presencia de arritmias
graves o gasto cardiaco disminuido (casos de miocardiopatia séptica) por su efecto a-adrenérgico

puro y 3 2 adrenérgico cardiaco (128).

Anteriormente el uso de dopamina por su efecto a1l y efecto dopaminérgico sobre los vasos
aferentes renales era de eleccién, pasando en la actualidad a estar contraindicado de forma

generalizada por su riesgo arritmogénico (129).

1.6.1.3 Inotropicos

Como se ha mencionado anteriormente, en la miocardiopatia inducida por sepsis, incluso
pacientes con funcién cardiaca preservada pueden experimentar una reduccién significativa del

gasto cardiaco de forma reversible. A este grupo se suman aquellos con una fraccién de eyeccion
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reducida de forma cronica, independientemente de la causa subyacente. Ambos perfiles de
pacientes pueden beneficiarse del uso de farmacos inotrépicos, siendo la dobutamina el inotrépico
de eleccién, especialmente tras la realizacion de mediciones hemodinamicas avanzadas que

permitan una evaluacion precisa del compromiso cardiovascular (130).

1.6.1.4 Corticoterapia

Se recomienda el empleo de hidrocortisona en caso de uso de noradrenalina en dosis mayores o
iguales a 0,3 mcg/kg/min por su efecto mineralocorticoide ante la insuficiencia suprarrenal relativa

propia de la sepsis (131).

1.6.2 Terapia antimicrobiana

Si analizamos el perfil de las sepsis, en el 76.09% no se identificé agente causal, 15.55% fueron
gram negativos, 0.67% anaerobios, y 9.85 de gram positivos (5). La infusion rapida de agentes
antimicrobianos debe ser considerada una prioridad a marcarse durante la primera hora (132).
Dichos antimicrobianos (antibidticos, antivirales, antifungicos) deberan presentar un amplio
espectro de actividad y se basara ademas en cuestiones complejas relacionadas con las alergias,
la posible causa, su localizacion, el uso de antibidticos previos, inmunosupresién, microbiologia

local y colonizaciones previas del paciente (133).

Las decisiones sobre la eleccion definitiva de antibiéticos (tratamiento dirigido, duracion y via de
administracion) deben basarse en el tipo de patdégeno y las caracteristicas del paciente una vez
se tenga identificado el microorganismo causal valorando combinaciones de farmacos en caso de

que sea necesario (134).

1.6.3 Control de foco

En cuanto al foco resulta interesante destacar la prevalencia de origen abdominal 37-55%,
urolégico 18-8%, neumonia 14-32%, partes blandas 4-4%, catéteres 3-7%, SNC 2-2% vy
desconocido 2-16%. Al comparar el origen de la fuente de infeccion, el que la misma fuera de
adquisicién nosocomial no resulta determinante en cuanto a mortalidad (25). Tras la confirmacion
de un foco de infeccién potencialmente mortal y abordable, resulta obligatorio el control de la fuente
en las primeras 12 horas. Dicha intervencién debera ser la que menor daio fisiolégico provoque
(135). En caso de sospecha de infeccion de acceso intravascular se debera valorar su retirada
(136).
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1.6.4 Soporte

La transfusién de hematies tendra un objetivo de concentracion de hemoglobina de 7,0 a 9,0 g/dL
(137). Los criterios de trasfusion de plaquetas seran de < 10.000/mm? en ausencia de sangrado
aparente, < 20.000/mm?3 si el paciente tiene un riesgo significativo de sangrado o 50000/mm?3 en

caso de sangrado activo, cirugia o procedimientos invasivos (138).

No se recomienda el uso de plasma fresco congelado para la correccién de alteraciones de la
coagulacion (139) ya que no consigue corregir el tiempo de protrombina en pacientes sin
hemorragia, ni antitrombina al presentar un mayor riesgo de hemorragia (140). Mas bien se
empleara vitamina K y complejo protrombinico ya que el sistema de la proteina C esta disminuido
y éstas favorecen asi la conversion de protrombina a trombina por su efecto inhibidor sobre los
cofactores Va y Vllla (141).

La sepsis puede inducir un estado de hiperglucemia, por lo que se recomienda mantenerla entre
110 - 180 mg/dL incluso asociando perfusion continua de insulina en caso de necesidad ya que

ademas es un factor predictivo independiente de mortalidad (142).

Sera fundamental el manejo respiratorio y renal en caso de fallos en dichos sistemas, asi como
también tanto la valoracion del beneficio de la conexion a ventilacién mecanica (143), como el uso

de técnicas de depuracion extrarrenal y uso de bicarbonato segun cifras de pH (144).

Actualmente no se recomienda el uso de inmunoglobulinas al presentar una evidencia escasa de

efectividad, aunque lineas experimentales siguen dicho camino en sus investigaciones (145).

No se recomienda el tratamiento con eritropoyetina (EPO), ya que aunque disminuia los
requerimientos transfusionales, dicho efecto no se traducia en términos de mortalidad ni en la

frecuencia de eventos adversos (146).

1.6.5 Tratamiento dirigido

Las nuevas lineas de tratamiento van encaminadas a nuevas terapias de soporte hemodinamico,
recambio plasmatico para la eliminacién de citoquinas proinflamatorias, asi como el tratamiento

dirigido frente a mediadores proinflamatorios.

Las dosis de renina se encuentran aumentadas en la sepsis, por lo que se plantea el uso de la
potenciacion de la via renina — angiotensina — aldosterona, para aumentar la presion arterial media
en pacientes con shock vasodilatador resistente a catecolaminas. Para los pacientes con
concentraciones de renina por encima de la mediana de la poblacion de estudio, se describi6é una

disminucion de mortalidad a 28 dias del 69,9% vs 51,1 %, disminucioén de la tasa de liberaciéon de
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la terapia de reemplazo renal para el dia 7 en 43% vs. 12% asi como probabilidad de alta UCI 28
dias 44% vs 22%. Dichos datos no fueron refrendados en los pacientes criticos con cifras normales
de renina. Por el contrario, no hubo diferencias estadisticamente significativas en la mortalidad a
los 28 dias para aquellos con concentraciones séricas de renina por debajo de la mediana de la

poblacién del estudio (147).

Una de las vias es la adsorciéon de moléculas proinflamatorias en pacientes con fracaso renal
agudo que requieren terapias de reemplazo extrarrenal. Aln no esta claro cuando iniciar este tipo
de tratamiento, dosis, tipo de terapia, indicaciones, asi como definir su eficacia (148). Sin embargo
ha demostrado ser eficaz para reducir las citocinas y posiblemente para atenuar los efectos
devastadores de la tormenta de citocinas que se origina en la respuesta excesiva del sistema

inmunoldgico al impacto inicial (149).

Otra potencial estrategia seria la plasmaféresis para el recambio plasmatico completo para

amortiguar la respuesta desadaptativa del huésped eliminando mediadores dafinos (150).

En cuanto a terapias monoclonales se esta desarrollando un ensayo clinico con Adrecizumab. La
via ADM se encuentra ampliada de forma significativa empleandose el pro-ADM como
biomarcador de diagndstico de sepsis. Dicho ensayo toma esta diana terapéutica para dirigir su
terapia (151).

1.6.6 Inteligencia artificial

La inteligencia artificial (IA) aplicada a la medicina, se enfoca en crear sistemas que puedan
realizar tareas que normalmente requieren inteligencia humana, como el aprendizaje, el

razonamiento y la percepcion gracias al analisis de grandes bases de datos.

El reconocimiento y el tratamiento tempranos de la sepsis estan relacionados con mejores
resultados para los pacientes. Roy Adams et al. platearon un estudio en el que se ponian en
marcha sistemas de alerta temprana basados en aprendizaje automatico pueden reducir el tiempo
de reconocimiento. En cuanto a los resultados los pacientes del grupo intervencion presentaron
una tasa de mortalidad hospitalaria reducida absoluta (3,3% IC 95% 1,7 — 5,1), asi como
disminucién en las tasas de insuficiencia organica y duracién de la estancia en comparacién con
los controles (152). Los métodos actuales requieren de grandes optimizaciones ya que el 38% de

las alertas evaluadas fueron confirmadas por un revisor (153).

Del mismo modo la inteligencia artificial se prevé que no solo tenga un papel en el reconocimiento
temprano, sino que integre variables clinicas y analiticas, sirviendo como soporte y ayuda al

tratamiento de forma integral del paciente.

51



52



2 Hipotesis
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La investigacion orientada a la identificacion y caracterizacion de biomarcadores de los pacientes
con sepsis surge como prioritario dada la elevada prevalencia y asociacion con la morbimortalidad
de esta patologia. El analisis pormenorizado de la respuesta inflamatoria mediante técnicas de
biologia molecular permitiria la identificacion de patrones especificos vinculados disfuncién

endotelial precoz y por ende la estratificacion en base a perfiles de riesgo individualizados.

La bibliografia acerca de biomarcadores en la sepsis es muy extensa y no esta completamente
bien descrita. Por eso mismo nuestro grupo de trabajo propone, en primera instancia, extraer las
conclusiones mas significativas disponibles en las publicaciones recientes acerca de la sFLT-1

(uno de los biomarcadores de sepsis mas descritos).

Adicionalmente, a partir del caso de cohortes retrospectivo, se realizara una nueva aproximacion
a esta problematica, no descrita previamente en la bibliografia, en la que se pretende validar tres
biomarcadores como criterios de disfuncién endotelial frente a vasoplejia funcional sin dafio en el
endotelio. De este modo se facilitaria un tratamiento mas especifico y eficaz a la vez que,

simultaneamente.
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3 Objetivos
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3.1

Objetivo primario

Valorar el uso del biomarcador SFLT-1 en el estudio del paciente con sepsis.
Valorar la capacidad de clasificacion de los pacientes en funcion de la presencia de disfuncion

endotelial.

Objetivo secundario

Examinar la variabilidad de las concentraciones de sFLT-1 en pacientes con diferentes tipos
de shock.

Evaluar las diferencias en la expresion de biomarcadores entre individuos sanos y aquellos
con infeccién, asi como entre pacientes con sepsis y aquellos que han evolucionado a shock
séptico, con el propésito de determinar el valor diagndstico y prondstico de estos marcadores
en las distintas fases de la enfermedad.

Analizar el papel del biomarcador sFLT-1 en la patogénesis y evolucion clinica de pacientes
con infeccion por SARS-CoV-2 que desarrollan neumonia grave.

Caracterizar la disfuncion endotelial para predecir prondstico mediante escalas validadas
(SOFA y APACHE IlI) y biomarcadores ya validados en la practica clinica habitual (PCR y
procalcitonina).

Evaluar las diferencias en gravedad y mortalidad segun la presencia de disfuncién endotelial.
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4 Material y metodos
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Este trabajo de Tesis comprende dos ambitos diferenciados y complementarios. Indicamos a

continuacion el material y métodos empleados en cada uno de ellos.

4.1 Investigacion compendio-comparativa acerca de sFLT-1

Para la elaboracién del presente estudio, se siguieron los principios metodolégicos estandarizados
en la investigacion biomédica, garantizando el rigor cientifico en la recuperacion, seleccion,
analisis e interpretacion de la evidencia disponible. Como eje central del analisis, se empled
nuestro articulo previamente publicado, el cual sirvi6 como hilo conductor en la estructuracion y

desarrollo del trabajo (154).

4.1.1 Revisién bibliografica

Se llevo a cabo una revision sistematica de la literatura con el objetivo de evaluar el biomarcador
sFLT-1 en el contexto de la sepsis y el shock séptico. Para ello, se siguieron las directrices
establecidas por la declaracién Preferred Reporting ltems for Systematic Reviews and Meta-
Analyses (PRISMA 2020), garantizando la transparencia y reproducibilidad del proceso de

revision.

La busqueda bibliografica se realiz6 en la base de datos PubMed, abarcando el periodo
comprendido entre enero de 2010 y marzo de 2022. La estrategia de busqueda se disefi6 con el
fin de maximizar la sensibilidad y especificidad de los resultados, utilizando los siguientes términos
y operadores booleanos en la busqueda avanzada: “sFlt-1 [All Fields] AND ("sepsis" [MeSH Terms]
OR "sepsis" [All Fields])”

Como medida adicional para garantizar la calidad y validez del estudio, el protocolo de la revisiéon
sistematica fue registrado en el International Prospective Register of Systematic Reviews
(PROSPERO) con el numero de referencia CRD42023412929, cumpliendo con los estandares

internacionales de transparencia en la investigacion.

4.1.2 Criterios de elegibilidad

La formulacion de las preguntas de revision se estructuréd siguiendo el marco PICOS
(Participantes, Intervenciones, Comparaciones, Resultados y Disefio de estudio), con el fin de

establecer criterios claros y reproducibles para la inclusién de estudios:

- Participantes: Se incluyeron estudios que evaluaran pacientes adultos (=19 afios) con

diagnéstico confirmado de sepsis o shock séptico.
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Intervencion: Evaluacion del biomarcador sFLT-1 en el contexto de su utilidad diagnéstica y
prondstica en pacientes con sepsis y shock séptico.

Comparacién: No se aplicaron restricciones especificas en cuanto a los grupos de
comparacion, incluyendo estudios con controles sanos, pacientes con otras patologias
inflamatorias o infecciosas, asi como estudios sin grupo de control.

Resultados: Se analizaron diferentes desenlaces clinicos, incluyendo la comparacion de
biomarcadores en pacientes con sepsis y shock séptico frente a controles sanos, su utilidad
en el diagnéstico diferencial con otras patologias, y su relacién con la disfuncién organica, la
gravedad de la enfermedad y el prondstico clinico.

Disefio del estudio: Se incluyeron estudios primarios como ensayos clinicos, estudios

cuasiexperimentales, estudios de casos y controles, y estudios de cohortes

4.1.3 Criterios de inclusién y exclusion

Para garantizar la calidad y pertinencia de la informacion recopilada, se establecieron los

siguientes criterios de inclusién en la revisién sistematica:

Articulos originales publicados en revistas indexadas.
Publicaciones en inglés.
Estudios realizados en pacientes adultos con diagnéstico confirmado de sepsis o shock

séptico.

En cuanto a los criterios de exclusién, se descartaron los siguientes tipos de publicaciones:

Revisiones sistematicas y metaanalisis, dado que el objetivo era analizar estudios primarios.
Estudios en poblacion pediatrica, debido a las diferencias fisiopatolégicas entre la sepsis en
adultos y nifios.

Publicaciones en idiomas distintos del inglés, para evitar posibles sesgos de traduccion e

interpretacion.

Dado el impacto significativo que ha tenido la pandemia de COVID-19 en la fisiopatologia de la

sepsis y el shock séptico, se incluyeron aquellos estudios que evaluaran la expresion de sFLT-1

en pacientes con neumonia grave por SARS-CoV-2.

4.1.4 Cribado de la bibliografia

El proceso de cribado de los estudios recuperados se llevo a cabo en dos fases sucesivas:

Revision inicial por titulo y resumen: Dos revisores independientes analizaron los titulos y

resimenes.
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Revision por texto completo: Los articulos preseleccionados fueron evaluados en su totalidad

para determinar su inclusion final en la revision.

Las decisiones sobre la inclusion o exclusién de estudios fueron tomadas de manera
independiente por dos revisores. En caso de discrepancia, se discutieron los criterios de seleccion
hasta alcanzar un consenso. Si persistia el desacuerdo, un tercer revisor actué como arbitro para
resolver la disputa y tomar la decisién final (Figura 12).

Pubmed 27 referencias

3 excluidos <2010

24 Articulos originales

1 excluido no inglés

23 articulos

1 excluido revision
sistematica

22 articulos

6 excluidos pacientes <19

anos

16 articulos

4 excluidos al ser como
predictor de sepsis neonatal
12 articulos

Figura 12 Diagrama de flujo del proceso de seleccion de estudios de acuerdo con las pautas de Preferred Reporting ltems
for Systematic Reviews and Meta-analyses (PRISMA).
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4.1.5 Extracciéon de datos y evaluacion de la calidad

La extraccion de datos se realizé6 siguiendo un protocolo predefinido para garantizar la
estandarizacion y reproducibilidad del proceso. Se registraron las siguientes variables de interés

para cada estudio:

- Informacién general: Nombre del primer autor, afio de publicacion, pais de origen, disefio del
estudio, tamafo de la muestra y caracteristicas de los participantes.

- Datos especificos sobre el biomarcador: Tipo de biomarcador analizado, valores medios y
rango de sFLT-1, técnica de medicién utilizada y umbrales de referencia.

- Parametros de diagnéstico y prondstico: Se recopilaron indicadores estadisticos como el
riesgo relativo (RR), odds ratio (OR), intervalos de confianza (IC), area bajo la curva (AUC),
sensibilidad, especificidad, tasa de falsos positivos y tasa de falsos negativos.

- Desenlaces clinicos de interés: Se analizaron los valores de sFLT-1 en diferentes contextos
patolégicos, su asociacion con la disfuncién organica, su correlacion con la gravedad de la

enfermedad y su utilidad en la prediccién del pronéstico clinico.

4.2  Estudio de campo

4.2.1 Disefio del estudio

Se llevé a cabo un estudio multicéntrico observacional prospectivo de los pacientes ingresados en
la UCI y REA del Hospital Clinico Universitario de Valladolid, Hospital Universitario de Soria,
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Hospital Clinico de Salamanca, Hospital Universitario
de Toledo y Hospital Clinico Universitario de Valencia (PI-FIS-21-2189).

4.2.2 Poblacion

Se incluyeron 187 pacientes adultos (>18 afios) tras la firma del consentimiento informado, que no
cumplieran con ninguno de los siguientes criterios de exclusion: mujeres embarazadas, pacientes
en situacion terminal, o decision de limitar el esfuerzo terapéutico. No se excluyeron pacientes con
inmunosupresién potencial. Todos los pacientes fueron sometidos a procedimientos

postquirdrgicos, agrupados de la siguiente forma:

- Grupo 1: Postquirargicos sin shock ni infeccién al ingreso en UCI.
- Grupo 2: Pacientes con sepsis.

- Grupo 3: Pacientes con shock séptico.

- Grupo 4: Pacientes con shock no séptico.

- Grupo 5: SRIS (Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica).
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Se obtuvo consentimiento informado por escrito de los representantes legales de los pacientes

que no podian consentir por si mismos debido a alteraciones del estado mental.

4.2.3 Definiciones

Los grupos de sepsis y shock séptico se definieron segun las guias clinicas de Sepsis-3 (17),

mientras que el grupo SRIS se definid segun los criterios de Sepsis-2 (16).

- Sepsis: Infeccion + puntuacion SOFA 22.

- Shock séptico: Sepsis + necesidad de vasopresores para mantener una presién arterial media
(PAM) 265 mmHg y lactato 22 mmol/L a pesar de una resucitacion con volumen adecuado.

- Shock no séptico: Necesidad de vasopresores para mantener una PAM 265 mmHg y lactato
=2 mmol/L sin signos o sospechas de infeccién en el postoperatorio.

- SIRS: Ausencia de shock postoperatorio o infeccion documentada, pero presencia de 22 de
los siguientes: temperatura corporal >38 °C o0 <36 °C, frecuencia cardiaca >90/min, frecuencia
respiratoria >20/min o PaCO, <32 mmHg, leucocitosis >12.000/pl o <4.000/ul o >10% de

formas inmaduras de neutrofilos.

4.2.4 Variables clinicas

- Datos de filiacion del paciente (edad, sexo, altura, peso, indice de masa corporal (IMC),
numero de historia clinica, BOX, fecha ingreso UCI, fecha tratamiento quirargico, fecha alta
UCI, fecha alta hospitalaria, duracién intubacion, fecha exitus)

- Comorbilidades (virus inmunodeficiencia humana, dislipemia, hipertension arterial, uso crénico
de corticoides).

- Datos analiticos: pH, bicarbonato (HCO3), Presién parcial CO2 (PaCO2), Presion Parcial
Arterial de Oxigeno/Fraccién Inspirada de Oxigeno (PaO2/FiO2), leucocitos, neutrofilos,
linfocitos, proteina C reactiva, procalcitonina, lactato, ScvO2, cvaCO2 aniéon GAP, glucosa,
creatinina, sodio (Na), potasio (K), troponina, creatina fosfocinasa, lactato deshidrogenasa,
International Normalized Ratio (INR), hematocrito, plaquetas, fibrindgeno, bilirrubina vy
transaminasas.

- Exploracién: Frecuencia cardiaca, presion arterial media, temperatura y temperatura.

- Puntuacioén en escalas: GLASGOW, SOFA y APACHE Il

- Tipo de tratamiento antibiético

- Caracteristicas de la sepsis: localizacién, gravedad, temporalidad y etiologia.

4.2.5 Periodo

Se recogieron datos de pacientes del periodo junio 2021 y diciembre 2023.
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4.2.6 Metodologia experimental

En el proceso de obtencidn de resultados se siguié una metodologia estricta aplicando en todo
momento los protocolos internos del hospital e indicaciones aportadas por la casa comercial, para

la obtencidn, analisis y procesamiento de las muestras.

4.2.7 Obtencion de muestras

De cada paciente se obtuvieron 2 tubos con EDTA (3 ml cada uno), 1 tubo con heparina (3 ml) y
1 tubo con Paxgene (2,5 ml). Las muestras se trasladaron directamente al laboratorio de
investigacion del Hospital Clinico Universitario de Valladolid (HCUV) donde se separé el plasma
en una campana de flujo laminar, se alicuotaron las muestras y se almacenaron a -80°C hasta su

posterior analisis.

4.2.8 Inmunoensayo

Se utilizé la técnica Luminex Flow Luminescence Immunoassay (FLIA) xMAP basada en perlas
magnéticas. IS135-Human para el analisis de SDC1, ANGPT1, ANGPT2, ESM1, VCAM1, ICAM2
y LMB818Hu para VEGFR-1 de la casa comercial Cloud-Clone Corp. (TX, USA). De forma
sintetizada se describe como una tecnologia que utiliza perlas magnéticas marcadas con dos
fluorocromos y conjugadas con anticuerpos especificos que unen a la muestra. Estos anticuerpos

se unen a anticuerpos emitiendo sefial fluorescente que detecta el equipo (Anexos 1y 2).

4.2.9 Andlisis estadistico

Las variables clinicas se presentaron primero como mediana (rango intercuartilico) o Numero de
pacientes (porcentaje) y se compararon entre subgrupos de pacientes basados en biomarcadores
(Grupo 0 y Grupo 1) utilizando la prueba U de Mann-Whitney sin ajustar por covariables,
considerando un valor p < 0,05 como significativo. A continuacion, se llevé a cabo una regresion
logistica ajustada a edad y sexo a las variables que resultaron estadisticamente significativas. Las
variables con un valor p < 0,05 tanto en el analisis ajustado como sin ajustar se incluyeron en el
modelo de regresion logistica multivariante, después de verificar la colinealidad a través del Factor

de Inflacion de la Varianza (VIF).

4.2.10 Identificacion de subgrupos de pacientes

Se aplicé un enfoque de inteligencia artificial no supervisada basado en agrupamiento para la
identificacion de pacientes. Esta técnica permite el aprendizaje de patrones sin que se le

proporcionen etiquetas o respuestas correctas de antemano. Este enfoque resultd util al

68



desconocer el numero de grupos y buscar descubrir subtipos de pacientes que podrian tener
implicaciones clinicas distintas (155).

Para ello se empled un modelo de mezcla gaussiana (GMM) para el agrupamiento que supone
que los datos provienen de varias distribuciones normales. Este método permite que los grupos
tengan diferentes formas y tamafios teniendo en cuenta la probabilidad de pertenecer a cada grupo
(155).

GMM utiliza el algoritmo de expectativa-maximizacién (EM) para estimar los modelos de mezcla
finitos correspondientes a cada niumero posible de clisteres (155). Se trata de un proceso iterativo
que consta de dos pasos que se repite hasta que no puede mejorar mas convergiendo en un
modelo final:

- Paso de expectacion: Estima a qué grupo podria pertenecer cada paciente

- Paso de maximizacion: Ajusta los parametros del modelo para reflejar mejor esa agrupacion

Por ultimo, se aplicé el criterio de informacién bayesiano (BIC) para determinar el nimero 6ptimo

de componentes de clusteres (155). Para ello se balancea:

- Explicacion: Qué tan bien el modelo se ajusta a los datos

- Complejidad: Cuantos parametros son evaluados para ajustar el modelo.
4.2.11 Gestion y analisis de datos

Se utilizé el adecuado soporte informatico (Microsoft Office 10). Los datos se analizaron utilizando
cédigos personalizados internos y funciones base en Python 3.8.8 (Python Software Foundation,
Wilmington, DE, EE.UU.).

4.2.12 Aspectos éticos

Se procedié a la confidencialidad de los datos personales y genéticos respetando en todo
momento los principios éticos basicos de la investigacion con muestras bioldgicas, y lo establecido
por la legislacién aplicable (Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccién de Datos
Personales y garantia de los derechos digitales; Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica
reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacién
y documentacion clinica; y Ley 14/1986, de 25 de abril, General de Sanidad. Del mismo modo se
garantizé el cumplimiento de la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccién de Datos

Personales y garantia de los derechos digitales.
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Se cumplieron los principios éticos de investigacion recogidos en la declaracién de Helsinki y en
el informe Belmont, asi como los contenidos en la Declaracién Universal de la UNESCO referentes
al genoma humano. De igual manera se dio cumplimiento a la Ley Organica para la Regulacién
del Tratamiento Automatizado de Datos de Personal. Los datos de los pacientes se han
almacenado en una base de datos anonimizada creada especificamente para fines de

investigacién y con acceso restringido tal y como se detalla en el apartado de gestion de datos.

La ejecucion del proyecto no vio alterada la actitud diagnéstica ni terapéutica de los médicos
participantes en el estudio, las cuales fueron establecidas por los mismos en base a los protocolos
clinicos habituales (PI-FI1S-21-2189).

4.2.13 Aspectos legales

El presente estudio se ha llevado a cabo con el analisis de los pacientes obtenidos en los proyectos

financiados por el Instituto de Salud Carlos Il y Gerencia Regional Salud:

- Dianas terapéuticas en Sepsis: En busqueda del arca perdida (Indiana). Instituto de Salud
Carlos Il (P121/00917). CEIC: PI-FIS-21-2189. Investigador Principal: Eduardo Tamayo
Gomez. Colaborador del Hospital Universitario Santa Barbara: Miguel Javier Ugalde Azpiazu.

- La huella diferencial prondstica de sepsis: biomarcadores endoteliales. Gerencia Regional
Salud (GRS 2782/A2/2023). CEIM: REF 2992. Investigador Principal: Miguel Javier Ugalde
Azpiazu.

El protocolo del estudio ha sido aprobado por la Comisién de Investigacion y la Comision de Etica
en Investigacién Clinica (CEIC) del Area de Salud Valladolid Este y el Comité de Etica de la
Investigacion con Medicamentos (CEIm) del Area Burgos-Soria. Todos los pacientes y controles
(o sus representantes legales) seran informados acerca de los fines y protocolo del estudio y se
les solicitara su consentimiento para su inclusién en el estudio, utilizando el modelo de

consentimiento informado (Cl) aprobado por el CEIC (Anexo 3 y Anexo 4).
4.2.14 Financiacion
Se declara no existir conflicto de intereses. Como fuente de financiacion externa:

- Instituto de Salud Carlos Il afio 2021 (P121/00917).

- Proyecto de Investigacién Biosanitaria, Gestion Sanitaria y Atenciéon Sociosanitaria a
desarrollar en los centros de la Gerencia Regional de Salud en el afio 2024 de la Junta de
Castilla y Leon (GRS 2782/A2/2023).

- Caja Rural de Soria.
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5 Resultados
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Los vamos a enumerar siguiendo el mismo criterio anterior:

- Resultados como fruto del trabajo de compendio de investigacion desarrollado en esta tesis
doctoral que dio lugar, entre otras, a la publicacién del articulo “Valor del biomarcador tirosina
quinasa 1 soluble tipo fms (sFLT-1) en el diagnéstico y pronéstico de la sepsis: una revision
sistematica’.

- Resultados como producto del estudio clinico.

5.1 Resultados como fruto del trabajo de compendio de investigacion

La estrategia de busqueda bibliografica llevada a cabo en la base de datos PubMed permitio la
recuperacion inicial de un total de 27 articulos relevantes para el presente estudio. No obstante,
con el objetivo de garantizar la pertinencia y actualidad de la evidencia recopilada, se procedio a

aplicar criterios de exclusion estrictos.

En primer lugar, se eliminaron 3 articulos cuya fecha de publicacion era anterior al afio 2010, dado
gue las recomendaciones y el conocimiento sobre el tema han evolucionado significativamente en
los ultimos quince afios. Asimismo, un articulo adicional fue descartado por estar redactado en un
idioma distinto al inglés, dado que la revisién se ha circunscrito a estudios en este idioma para

asegurar la accesibilidad y calidad metodolégica de los mismos.

Posteriormente, se realizé una nueva depuraciéon de la literatura seleccionada, en la que se
excluyeron 6 articulos cuyos participantes eran pacientes menores de 19 afios, dado que la
presente investigacion se centra exclusivamente en poblacién adulta. Ademas, se eliminé una
revision sistematica, ya que el interés de este trabajo reside en estudios primarios que aporten
datos originales sobre la relacién entre el biomarcador en cuestion y la condicién clinica evaluada.
Asimismo, se excluyeron 4 estudios adicionales, debido a que su analisis del biomarcador se
realizd en el contexto de la prediccion de sepsis neonatal, una entidad que presenta

particularidades fisiopatoldgicas, clinicas y evolutivas distintas de la sepsis en adulto.

Finalmente, un articulo fue descartado por centrarse en el estudio de la pancreatitis aguda, lo que

se considera fuera del alcance del presente trabajo.

Tras la aplicacion de todos los criterios de seleccion y exclusion mencionados, se obtuvo una
muestra final de 11 articulos que cumplen con los requisitos metodoldgicos y tematicos
establecidos para esta revision. En cuanto al disefio de los estudios seleccionados, 10 de ellos
corresponden a estudios observacionales prospectivos, permitiendo un analisis detallado de la
evolucion de los biomarcadores en el tiempo. Dentro de este conjunto, se identificd un estudio de
casos y controles, disefio que permitié establecer asociaciones preliminares, mientras que los 9

restantes correspondieron a estudios de cohortes, los cuales proporcionaron una mayor robustez
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a las inferencias realizadas. Entre estos ultimos, destacan 2 estudios de cohortes prospectivos
multicéntricos, que no solo incrementan la diversidad de la poblacién estudiada, sino que también
refuerzan la validez externa de los hallazgos al considerar distintos entornos clinicos.
Adicionalmente, el ultimo articulo seleccionado corresponde a un ensayo clinico, disefio que
introduce un componente experimental clave para evaluar la relacion causal entre el biomarcador

y la patologia estudiada.

Es relevante destacar que, a pesar de la diversidad metodoldgica y geografica de los estudios
incluidos, todos ellos comparten un elemento fundamental en su disefo: la toma de muestras
sanguineas en el momento del ingreso del paciente para la determinacién del biomarcador de
interés. Este aspecto es crucial, ya que permite la comparabilidad entre estudios, minimiza
posibles sesgos derivados de variaciones en el momento de la recoleccion de la muestra y refuerza

la validez de los resultados obtenidos en la presente revision.

Veamos en detalle las principales conclusiones que obtenemos de los 11 articulos finalmente
seleccionados para analisis y discusion. Dichas conclusiones las agrupamos en tres grupos

diferenciados:

- sFLT-1 como biomarcador de clasificacién de gravedad
- sFLT-1 como biomarcador predictor de mortalidad

- sFLT-1 como biomarcador diagnostico y de gravedad en neumonia por SARS-CoV-2

Los valores de sFLT-1 se analizaron utilizando kits de inmunoanalisis ya comercializados tipo
ELISA, fijando umbrales para los controles sanos de 136,2 (96,3-211), con una AUC = 0,70 (156).

5.1.1 sFLT-1 como biomarcador de clasificacion de gravedad

Los articulos que se seleccionan que tenian como una de sus conclusiones fundamentales la

relaciéon con escalas de gravedad fueron un total de ocho:

5.1.1.1 Alves BE, et al. Time-course of sFlt-1 and VEGF-A release in neutropenic patients with

sepsis and septic shock: A prospective study. J Transl Med. 2011;9:1-8 (157).

Se incluyeron 41 pacientes con fiebre neutropénica. Dentro de este grupo, 10 pacientes
desarrollaron shock séptico frente a 31 que presentaron sepsis sin criterios de hipotensién. Se
observo que los niveles de VEGF-A y sFlt-1 fueron similares en ambos grupos al inicio del episodio
febril (NS), pero a las 48 horas los pacientes que evolucionaron a shock séptico presentaron
niveles significativamente mas altos de ambos biomarcadores en comparacion con aquellos con

sepsis no complicada.
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Figura 13 Diagramas de caja que representan las concentraciones seriadas de sFlf-1 y VEGF-A en pacientes con
neutropenia febril con sepsis no complicada (n = 31) o con choque séptico (n = 10) al inicio de la fiebre y 48 horas después

(157).

5.1.1.2 Schuetz P, et al. Influence of diabetes on endothelial cell response during sepsis.
Diabetologia. 2011;54:996—1003 (158).

Se recogieron 207 pacientes distribuidos en tres grupos (34% sepsis leve, 32% con sepsis severa,
34% con shock séptico). Inicialmente se analizaron los biomarcadores en crudo en la que no se
evidenciaron diferencias estadisticamente significativas. En cuanto al analisis por subgrupos los
pacientes con diabetes mostraron niveles significativamente mas altos de E-selectina y sFLT-1,
particularmente en aquellos con shock séptico. No se encontraron diferencias significativas en los
niveles de VCAM-1, ICAM-1 ni PAI-1.
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Figura 14 Niveles de biomarcadores en pacientes con y sin diabetes y con diferentes grados de gravedad de sepsis: (a) E-
selectina; (b) VCAM-1; (c) ICAM-1; (d) PAI-1; y (e) sFLT-1. Barras grises: sin diabetes; barras negras: con diabetes (158).

5.1.1.3 Skibsted S, et al. Biomarkers of endothelial cell activation in early sepsis. Shock.
2013;39:427-32 (159).

Se incluyeron 166 pacientes, de los cuales 63 (38%) tenian sepsis, 61 (37%) sepsis grave y 42
(25%) choque séptico. Se encontré una correlacion significativa entre los biomarcadores
endoteliales y la gravedad de la sepsis. Cabe destacar una asociacion fuerte entre sFlt-1(r = 0,58)
y PAI-1 (r=0,41, p <0,001) con la escala de prediccién de mortalidad SOFA. Ademas, se observo
una correlacioén significativa entre los diferentes biomarcadores, destacando la relacién entre sFlt-
1y PAI-1 (r=0,61, p <0,001).
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Figura 15 Correlacion de los biomarcadores de activacién de las células endoteliales con la puntuacion SOFA y la IL-6 (156).
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5.1.1.4 Fiusa MML, et al. A high angiopoietin-2/angiopoietin-1 ratio is associated with a high risk
of septic shock in patients with febrile neutropenia. Crit Care. 2013;17:1-10 (160).

Se recogieron datos de pacientes en las primeras 24 horas tras el inicio de la fiebre, 99 pacientes
con fiebre persistente (=38°C) y neutropenia severa inducida por quimioterapia. Entre los pacientes
seleccionados 20 desarrollaron shock séptico. Al contrario que los articulos anteriores encontraron
datos no significativos para VEGF-A y sFLT-1 en cuanto al riesgo de desarrollar shock séptico. Sin
embargo, Ang-2 estaba elevado en pacientes con shock séptico, mientras que Ang-1 estaba
reducido, resultando en una proporcion Ang-2/Ang-1 significativamente mayor en estos pacientes
identificando el umbral de 5 como punto 6ptimo para predecir shock séptico, con una sensibilidad

del 60% y una especificidad del 77%.

Cabe destacar que se obtuvo como resultado para tener en cuenta una mejor capacidad predictiva

gue otros factores comunmente utilizados, como la PCR o el SOFA.
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Figure 16 Estimaciones de Kaplan-Meier de desarrollo de shock séptico en pacientes con neutropenia febril segun la
relacién Ang-2/Ang-1(157).

51.1.5 Skibsted S et al. The association of near infrared spectroscopy-derived StO2
measurements and biomarkers of endothelial activation in sepsis. Intern Emerg Med.
2013;8:529-36 (161).

La espectroscopia pretende evaluar la capacidad del tejido para reoxigenarse tras un periodo de
isquemia. Bajo esa teoria los autores pretendieron asociar los resultados post déficit de
oxigenacion con biomarcadores de activacion endotelial. Se incluyeron 186 pacientes: 61 con
shock séptico, 64 con sepsis sin shock y 61 controles. La StO, presentd una asociacion
estadisticamente significativa en la fase de recuperacion postliberacion de torniquete con sFLT-1
(r=-0,08, p <0,0001) y PAI-1 (r =-0,06, p < 0,0001) en el andlisis univariante. Sin embargo, tras
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ajustar por variables como edad, diabetes y puntuacién SOFA, solo la relacién con sFLT-1 se

mantuvo significativa (r = -0,04, p = 0,01).

Biomarcador St0; inicial Descenso de St0O, Recuperacion de 5t0;
r P r p r P

PAI-1 -0,01 0,1 0 0,95 -0,06 0,0001

sFLT-1 0 0,35 0 0,77 -0,08 0,0001
sE-Selectina 0,35 0,8 -0,01 0,21 -0,02 0,09
sVCAM-1 0 0,84 0 0,54 -0,02 0,06
ICAM-1 0 0,66 0 0,21 0,01 0,73

IL-6 0 0,65 -0,01 0,48 -0,17 0,0001

Tabla 10 Relacién lineal no ajustada para mediciones NIRS prediccién de biomarcadores de activacion endotelial.
Traducido de Time-course of sFit-1 and VEGF-A release in neutropenic patients with sepsis and septic shock: A prospective
study (158).

5.1.1.6 Schuetz P, et al. Endothelial cell activation in emergency department patients with sepsis-
related and non-sepsis-related hypotension. Shock. 2011;36:104—8 (156).

Se analizaron un total de 161 pacientes con hipotension tomando muestras a la llegada a
urgencias generalmente dentro de las primeras tres horas tras su ingreso. 69 pacientes (43%)
tenian sepsis como causa de su hipotensién, 47 pacientes (29%) tenian hipotension no séptica,
de los cuales 35 sufrian de enfermedades cardiacas y 12 de hemorragias y 45 pacientes (28%)
presentaban hipotension de causa no filiada. La mortalidad hospitalaria global fue del 8.6%, siendo

la sepsis la causa predominante en la mayoria de los fallecimientos.

Los resultados fueron contundentes: los niveles plasmaticos de E-selectina, ICAM-1, VCAM-1,
VEGF y sFLT-1 fueron significativamente mas altos en pacientes con sepsis en comparaciéon con
aquellos con hipotension no séptica. El unico biomarcador que no mostré diferencias significativas
fue PAI-1. Tras realizar el ajuste por edad, sexo y severidad de la hipotension sélo E-selectina (OR
3,7,p<0,001)y FLT-1 (OR 2,0, p = 0,03) resultaron significativos.
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Figura 11 Diagrama de caja que muestran los niveles de marcadores endoteliales en pacientes con no sepsis (gris), sepsis
(gris claro) e hipotensién no clasificada (negro) (156).

5.1.1.7 Day DE, et al. The Utility of Inflammatory and Endothelial Markers to Identify Infection in
Emergency Department Patients. Shock. 2015;44:215-20 (156).

Se analizaron 115 pacientes, de los cuales 49 (43%) fueron diagnosticados con una infeccion
frente a 66 (57%) controles sanos. De la historia de los pacientes la fiebre, la disnea y la tos se
asociaron a infeccion. Asi como los biomarcadores sE-selectina, ICAM-1, PAI-1, IL-6 sFLT-1y
PCT fueron significativamente mayores. Para la prediccién de infeccidn se realizaron tres modelos
clinicos. (a) reporte de fiebre en la historia (OR = 4,45, p =0,014) y la temperatura medida (OR =
1,55, p =0,014). (b) Logaritmo de E-selectina (OR = 11, p =0,014 ) e IL-6 (OR = 5,2, p = 0.001).
(c) Uso combinado de biomarcadores y clinica que mejoré la clasificacion de los pacientes,
demostrado por el IDI de 0,11 y el IDI relativo de 0,53, que supera el umbral de 0,5 que sugiere

importancia.
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Fiebre reportada

Inicio temperatura

p
0,014

0,074

OR
4,466

1,553

IC 95%

Bajo @ Alto
1,34 14,7
1,08 | 2,2

Tabla 11 Regresion logistica multivariante para la prediccion de la sepsis segun variables clinicas. Traducido de The Utility
of Inflammatory and Endothelial Markers to Identify Infection in Emergency Department Patients (159).

Log e-selectina
Log IL-6

P
0,0014

0,001

OR

11
5,2

IC 95%

Bajo  Alto
1,6 73,6
2,3 11,6

Tabla 12 Regresioén logistica multivariante para la prediccién de la sepsis segtin biomarcadores clinicas (156).

Modelo
Combinado

Biomarcador

Clinica

AUC
0,88

0,82
0,76

IC 95%
0,81-0,94

0,75-0,80
0,67-0,85

p IDI
<0,001 | 0,21
<0,001 0,11
<0,001

p
<0,001

<0,047

IC 95% IDI relativo
0,13-0,20 0,99
0,001-0,22 0,53

Modelo referencia

Tabla 13 Regresion logistica multivariante para la prediccion de la sepsis mediante el uso combinado de variables clinicas

y biomarcadores (156).
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Figura 17 AUC comparando clinica, biomarcadores y uso combinado de ambas en relacién con la prediccién de infeccion

(156).
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Biomarcador

SFLT-1

VEGF

Ang-2

vWF

tPA

™

5.1.1.8 Hou PC et al., Process Investigators. Endothelial Permeability and Hemostasis in Septic

Shock: Results from the Process Trial. Chest. 2017;152:22—-31 (162).

Se incluyeron 605 sujetos, con muestras de sangre extraidas en multiples momentos (inicial, 6 y

24 h), y el grupo de validacion, con 305 pacientes, con solo una extraccion de sangre inicial. El

primer objetivo fue estudiar si diferentes estrategias de reanimacioén (guiada por objetivos vs.

tratamiento habitual) alteraron los perfiles de biomarcadores durante las primeras 24 h de atencion,

en el que no se demostraron diferencias en cuanto a biomarcadores de permeabilidad vascular
(sFLT-1, VEGF, Ang-2) ni de hemostasia (VWF, tPA, TM).

Tiempo

Basal
6h
24 h
Basal
6h
24 h
Basal
6h
24 h
Basal
6h
24 h
Basal
6h
24 h
Basal
6h
24 h

n

190
190
176
190
190
176
186
186
176
190
190
176
190
190
176
190
190
176

Por objetivos mediana

(1QR)

342 (163-615)

320 (172-525)

270 (127-525)

97,5 (28,2-184)

91,7 (22,2-141)

73,7 (28,2-148)
8,744 (3,111-15,914)
7,821 (4,352-11,509)
6,856 (4,030-12,569)
3,920 (2,075-5,369)
3,376 (2,253-4,594)
3,226 (2,074-4,656)
1,3 (0,9-2,9)

1,3 (0,9-2,9)
1,3 (0,9-2,9)
5,1(3,3-7,5)
5,2 (3,6-7,7)
5,6 (3,6-7,7)

211
197
200
201
217
199
217
209
197
209
217
201
201
197
197
211
205
197

Medidas no invasivas

mediana (IQR)

256 (151-578)

261 (142-520)

280 (133-510)
92,0(21,3-198)
72,0(21,3-198)

70,5 (23,1-190)
7,045 (3,541-15,165)
7,654 (3,330-11,453)
8,706 (4,980-16,073)
2,975 (1,495-4,680)
2,941 (1,929-4,464)
2,807 (1,373-4,098)
1,4 (1,1-2,8)

1,4 (1,1-2,9)
1,4 (1,1-2,8)
4,6 (3,3-7,4)
4,9 (3,7-9,6)
4,9 (3,7-9,6)

205
184
199
199
209
184
209
207
195
209
205
199
206
194
205
205
184
197

Cuidados
mediana (IQR)

275 (140-559)

260 (122-525)

243 (126-532)

94,4 (26,5-158)

82,6 (17,0-191)

85,6 (43,0-181)
9,154 (4,390-21,529)
8,514 (4,302-15,492)
9,050 (4,703-21,512)
3,950 (2,067-5,495)
3,590 (2,064-4,935)
3,640 (2,064-5,376)
1,2 (1,1-2,6)

1,2 (1,1-2,9)

1,2 (1,1-2,6)

4,8 (3,3-7,7)
5,0(3,6-7,7)

5,5 (3,6-7,6)

Tabla 14 Perfiles de biomarcadores por grupo de tratamiento. Traducido de Hou PC et al., Process Investigators.
Endothelial Permeability and Hemostasis in Septic Shock: Results from the Process Trial. Chest. 2017;152:22—-31 (162).
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habituales

0,32
0,85
0,52
0,09
0,26
0,78
0,56
0,32
0,2

0,22
0,2

0,07
0,98
0,15
0,55
0,46
0,37
0,47



Autor Ano Disefo Pacientes Hallazgos
En el momento del inicio de la fiebre no hay
41 pacientes con fiebre diferencias estadisticas significativas entre
Brunna E Estudio neurt)ro énica Shock niveles de sFlt-1 y VEGF-A. Sin embargo,
Alves (157) 2011 cohortes sé ticop(n=31') VS SEDSIS después de 48 horas, los niveles de VEGF-A
prospectivo (n=p10) en UCI P y sFlt-1 fueron mayores de forma
’ estadisticamente significativa en shock
séptico.
207 pacientes.
sspéligossevera (226732; Pacientes con diabetes presentan niveles
P Schuetz Casos shgck séptico (n=71 )’ mayores de E-selectinay sFLT-1, asi como si
(1.58) 2011 controles en P acientes’ se compara la sepsis vs shock séptico. ICAM-
prospectivo s P _ 1, VCAM y PAI-1, no fueron en ningun caso
diabéticos (n=63)
frente no diabéticos significativos.
(n=144) en UCI
. Estudio 166 pacientes con - oey 4 E.selectina, sVCAM-1, PAI-1y SICAM-
Simon cohortes sepsis (n= 63), sepsis o
\ 2013 . _ 1 se correlacioné con la escala SOFA, IL-6 y
Skibsted (159) prospectivo grave (n=61) y shock la escala APACHE Il salvo SICAM-1
multicéntrico séptico (n=42) en UCI '
09 pacientes fiebre Los niveles de VEGF-A y sFlt-1 fueron
Estudio neutr%pénica Shock similares entre pacientes en shock séptico vs.
Maiara Marx 2013 cohortes séptico (n=éO) no Sepsis no complicada.
Luz Fiusa (160) rospectivo complicados (,n=79) La concentracion de Ang-2 aumenté en
prosp en UpCI pacientes con shock séptico. Sin embargo,
niveles de VEGF-A y sFlt-1 fueron similares.
Estudio 186 pacientes con en El uso de la técnica (NIRS) no presenta
Simon cohortes urgencias con sepsis correlacion con ninguno de los
Skibsted (161) 2013 rospectivo (n=64), shock séptico biomarcadores analizados en el subgrupo de
Prospectiv (n=61) y controles no sepsis.
multicéntrico ) _
infectados (n=61).
Eetudio o s TOCOMOS SFLTA, E-selectina, ICAM-1 y VEGF fueron
Philipp 2014  cohortes urpencias Sepsis estadisticamente  significativos para el
Schuetz (156) rospectivo (n269) .no sepsis diagndstico diferencial del shock séptico vs
prosp (n:92), P otras causas de shock.
115 acientes Aumento significativo en sepsis de sFLT-1, e-
Estudio hiDOtensos P en selectina, sICAM-1, PAI-1, IL-6 vy
Danielle E. Day 2015  cohortes urgencias Sepsis procalcitonina.
(163) rospectivo (n=49) .no sepsis El uso de biomarcadores aumento el AUC
prosp (n=66), P para el diagnéstico diferencial de sepsis vs el
' uso exclusivo de la clinica.
Peter C. Hou Ensavo  clinico 605 pacientes en La resucitacién guiada por objetivos no
(164) ’ 2017 multigéntrico shock séptico en demostré diferencias en los biomarcadores
urgencias frente a la terapia estandar de resucitacion.

Tabla 15 sFLT-1 como biomarcador de prediccién de gravedad (154)
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1.1.1  sFLT-1 como biomarcador de mortalidad

5.1.1.9 Skibsted S, et al. Biomarkers of endothelial cell activation in early sepsis. Shock.

2013;39:427-32 (159).

Ademas de los resultados antes presentados en este estudio se destaca la capacidad de sFit-1y

PAI-1 en cuanto a la prediccion de mortalidad hospitalaria (AUC = 0.87).

Biomarker AUC 95% CI

sFLT-1 0.87 0.79-0.95
PAI-1 0.87 0.78-0.95
sE-selectin 0.77 0.69-0.85
ICAM 0.71 0.60-0.81
sVCAM-1 0.78 0.68-0.89
IL-6 0.80 0.69-0.91

Tabla 14 Area bajo la curva en la que se predice la mortalidad hospitalaria ajustada a comorbilidades (156).

5.1.1.10 Fiusa MML, et al. A high angiopoietin-2/angiopoietin-1 ratio is associated with a high risk

of septic shock in patients with febrile neutropenia. Crit Care. 2013;17:1-10 (160).

El riesgo relativo de mortalidad relacionada con la sepsis para los pacientes con niveles de Ang-
2/Ang-1 por encima del punto de corte de 5,0 fue de 5,8 (IC del 95%: 1,96 a 17,59; p = 0,001) y
2,74 (95% de confianza intervalo, de 1,054 a 7,160; p = 0,03) para Ang-2/Ang-1 niveles por encima

de la mediana. Las curvas de Kaplan-Meier mostraron una clara divergencia de estimaciones de

supervivencia entre pacientes con Ang-2/Ang-1 relaciones por encima o por debajo de la mediana

o de los valores de corte.
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Figure 18 Estimaciones de Kaplan-Meier de la supervivencia a los 28 dias en pacientes con neutropenia febril segtn la
relacién Ang-2/Ang-1.Traducido de Fiusa MML, et al. A high angiopoietin-2/angiopoietin-1 ratio is associated with a high
risk of septic shock in patients with febrile neutropenia (160)
5.1.1.11 Hou PC et al., Process Investigators. Endothelial Permeability and Hemostasis in Septic
Shock: Results from the Process Trial. Chest. 2017;152:22—-31 (162).
Los biomarcadores de alteracion vascular se relacionaron con la mortalidad en funcién de la
estrategia de resucitacion empleada. Y es que basalmente se relaciond el aumento de sFLT-1 663
(307-1064; p <0,001) y Ang -2 12,85 (6,8-28,135; p <0,003) asi como la disminucion de VEGF 78,5
(2,3-166,1; p <0,002) con aumento en la tasa de defunciones.
En el anadlisis a las 24 horas de ingreso dichos datos fueron refrendados con el aumento de sFLT-
1684 (299-1,198; p <0,001) y Ang -2 22,517 (9,832-45,63; p <0,0001) asi como la disminucién de
VEGF 32,1 (0-122,1; p <0,003).
Autor Ano Disefio Pacientes Hallazgos
Simon Skibsted 2013 Estudio cohortes 166 pacientes con sepsis Los biomarcadores sFLT-1, sE-
(159) prospectivo (n= 63), sepsis grave selectin, ICAM y sVCAM-1 se
multicéntrico (n=61) y shock séptico demuestran predictores de
(n=42) en UCI. mortalidad intrahospitalaria.
Maiara Marx Luz 2013 Estudio cohortes 99 pacientes fiebre El cociente Ang-2/Ang-1 se
Fiusa (160) prospectivo neutropénica. Shock presenta como biomarcador de
séptico (n=20), no aumento del riesgo de fallecer a los
complicados (n=79) en UCI 28 dias.
Peter C. Hou 2017 Ensayo clinico 605 pacientes en shock Los biomarcadores basales y a las

(164)

multicéntrico

séptico en urgencias

24 horas mostraron ser predictores
de mortalidad

Tabla 15 sFLT-1 como biomarcador de mortalidad (154).
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Figura 13 Prediccién de mortalidad hospitalaria a los 60 dias segtin Niveles medios de biomarcadores logaritmicos (162).
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5.1.2 sFLT-1 como biomarcador en SARS-CoV-2

5.1.2.1 Greco M, et al sFlt-1 and CA 15.3 are indicators of endothelial damage and pulmonary
fibrosis in SARS-CoV-2 infection. Sci Rep. 2021;11:1-9 (165).

El estudio incluy6é a 262 pacientes hospitalizados con neumonia por COVID-19. De estos, 227
sobrevivieron y 35 fallecieron durante la hospitalizacion. Como grupo de control, se incluyeron 101
individuos sanos. Se encontré una asociacion significativa entre los niveles elevados de sFlt-1y la
gravedad de la enfermedad 90,3 pg/mL (AUC 0,902, p <0,001, sensibilidad 83,9%, especificidad
86,7%). Se demostré6 ademas que los niveles de sFlt-1 eran significativamente mayores en

aquellos con desenlace fatal.

ALIVE m DEAD
250 —
3
-~ 200
%o * %
a 150
o I I I I
2 I
w100
wv
50
<2 3-6 7-14 15-28
Days

Figura 19 Prediccion de mortalidad segun niveles de sFLT-1. La linea punteada indica el nivel de sFit-1 observado en los

controles (78,9 + 2,5 pg/mL). Los asteriscos indican diferencia estadisticamente significativa: *p < 0,05; **p < 0,01 (165).

Los pacientes ingresados en la UCI presentaron un aumento del 40% en Antigeno Carbohidrato
15.3 (CA 15.3) en comparacion con los hospitalizados en otras unidades (42,6 £ 3,3 U/mL vs. 25,7
1+ 1,5 U/mL, p <0,0001). AUC de 0,958 con un umbral >24,8 U/mL para diferenciar fibrosis severa
(sensibilidad 88,4%, especificidad 91,8%).
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Figura 20 Niveles séricos de CA 15,3 en pacientes infectados por SARS-CoV-2, divididos segtin su hospitalizacion en
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) u otros en diferentes salas (NO UCI), y pacientes control (165).

5.1.2.2 Espino-y-Sosa S et al. Novel Ratio Soluble Fmslike Tyrosine Kinase-1/Angiotensin-I|
(sFIt-1/ANG-Il) in Pregnant Women Is Associated with Critical lllness in COVID-19.
Viruses. 2021;13:1906 (166).

Se recogieron muestras al ingreso de 80 mujeres embarazadas con COVID-19, De ellas, 25
(31,25%) desarrollaron COVID-19 severo y 2 (2,5%) fallecieron, La razén sFlt-1/ANG-Il estuvo
significativamente asociada con neumonia severa (OR: 1,31; p=0,003), ingreso a UCI (OR: 1,05;
p=0,007), intubacién (OR: 1,09; p=0,008), sepsis viral (OR: 1,04; p=0,008) y mortalidad materna
(OR: 1,04; p=0,018). La tasa de deteccién de verdaderos positivos al 5% fue del 52% mientras la

de falsos positivos al 10% fue del el 88% en relacién con la prediccion de neumonia grave.
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Figura 21 Area bajo la curva ROC de la razén sFlt-1/ANG-Il para la predicciéon de neumonia grave por COVID-19 (166).

Se observé una correlacion negativa entre los niveles de ANG-Il y la gravedad del COVID-19,
mientras que los niveles de sFlt-1 fueron significativamente mas altos en las pacientes con
enfermedad severa.
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Figura 22 Relacién entre sFit-1 y ANG-II (166).
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51.2.3 Torres-Torres J et al. Increased levels of soluble fms-like tyrosine kinase-1 are
associated with adverse outcome in pregnant women with COVID-19. Ultrasound Obstet

Gynecol. 2022;59:202-8 (167).

Se analizaron 113 mujeres embarazadas con COVID-19, de las cuales: 31 (27.43%), desarrollaron
neumonia grave, 18 (15.9%) requirieron ingreso en la UCI, 6 (5.3%) presentaron sepsis viral y 5
(4.42%) fallecieron. En cuanto al papel de sFLT-1 se descubrié su relacion en cuanto al desarrollo
de complicaciones como neumonia grave (OR ajustado: 1.817, p < 0.0001), ingreso a UCI (OR
ajustado: 2.195, p < 0.0001), sepsis viral (OR ajustado: 2.318, p < 0.001), muerte materna (OR no

ajustado: 5.504, p = 0.040).
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Figura 18 Areas ROC de relacién de niveles de sFLT-1 en: (a) prediccién de neumonia grave (AUC: 0.7153), (b) ingreso

en UCI (AUC: 0.8157), (c) sepsis viral (AUC: 0.9393) y (d) y muerte materna (AUC: 0.9762) (167).
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Autor Aio Disefio Pacientes Hallazgos
Marilena Greco 2021 Estudio 262 pacientes Niveles séricos de sFlt-1 resultaron
(165) cohortes hospitalizados por significativos para el diagnéstico
prospectivo neumonia COVID vs neumonia COVID-19 vs sujetos sanos,
101 controles sanos. asi como la estratificacion de la gravedad
del cuadro. En cuanto a CA 15.3 resulto
significativo para prediccion de fibrosis
pulmonar.
Salvador 2021 Estudio 80 mujeres Se describe un aumento de sFLT-1 y del
Espino-y-Sosa cohortes embarazadas COVID cociente sFLT1/ ANG -Il como predictores
(166) prospectivo positivas. COVID de gravedad, asi como de
multicéntrico severo (n=25) y no complicaciones.
severo (n=55) en
urgencias.
J. Torres- 2022  Estudio 113 embarazadas Los niveles de sFlt-1 se asociaron con
Torres(167) cohortes COVID +. Covid no gravedad de enfermedad, asi como
prospectivo severo (n=82), COVID aumento de complicaciones.
severo (n=31) en
urgencias.

Tabla 16 sFLT-1 como biomarcador diagnéstico y de gravedad en neumonia por SARS-CoV-2 (154).

5.2 Resultados del estudio clinico

5.21

Caracteristicas de los pacientes

Se llevo a cabo un estudio de cohortes retrospectivo. Inicialmente se dividieron en dos grupos: No
infeccion N=94 (50,26%) e infeccion N=93 (49,73).

El grupo que carecia de infeccion estaba compuesto a su vez por controles n=49 (52,12), SIRS

n=12 (12,76) y shock de causa no séptica n=33 (35,1). Este grupo se divide en 62 hombres frente

a 32 mujeres. En cuanto a las escalas de gravedad se describieron valores (media (sd)) de
APACHE Il [12,26 (0,512)] y SOFA [5,01 (0,30)].

Por otro lado, el grupo de infeccién se dividia en sepsis n=45 (48,38) y shock séptico n=48 (51,61).

Este grupo se divide en 53 hombres frente a 40 mujeres. En cuanto a las escalas de gravedad se
describieron valores (media (sd)) de APACHE 11 [14,59 (0,42)] y SOFA [5,22 (0,27)] (Tabla 17).
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No infeccion (n=93) Infeccion (n=94)

Proporcion | Media Des'wacmn Proporcion | Media Des'V|aC|on
estandar estandar
70,96 69,02
Edad (1,302) 12,56 (1,210) 11,73
Control Sepsis
(n=49) 26,2 (n=45) 13,37
Shock
Categorias (Sn|:R182) 6,42 séptico | 25,67
clinicas (n=48)
Paciente Shock no
séptico 0,18
(n=33)
Sexo 62-32 53-40
12,26 14,59
APACHE Il (0.51) 4,8 (0,42) 6,33
5,01 5,22
SOFA (0,30) 2,88 (0.27) 2,6

Tabla 17 Caracteristicas basales de los pacientes

5.2.2 Analisis de biomarcadores y establecimiento de Clusters

Para el analisis de los biomarcadores se empled la técnica Luminex Flow Luminescence
Immunoassay (FLIA). Para ello se tuvieron que emplear dos KIT independientes. El primero
analizaba los biomarcadores SDC1, ANGPT1, ANGPT2, ESM1, VCAM1 y ICAM2, mientras el
segundo estudiaba VEGFR-1.

- N =155 pacientes (a partir de ahora Cluster 0)

- N =32 pacientes (a partir de ahora Cluster 1)

En cuanto a la divisién tras aplicar los criterios de Cluster cabe destacar que se observaron
diferencias estadisticamente significativas en los niveles de Angpt-1 [0,73 (0,54) vs. 0,12 (0,21),
valor p < 0,0001], Angpt-2 [139,52 (33,59) vs. 58,80 (41,02), valor p < 0,0001], y VEGFR-1[158,25
(287,11) vs. 58,76 (79,04), valor p < 0,0001] entre los dos clusteres (Tabla 18 y figura 24).

Biomarcadores Cluster 0 (N=155) Claster 1 (N=32) Valor p
Angpt-1 (pg/mL) 0,12 (0,21) 0.73 (0,54) <0,001
Angpt-2 (pg/mL) 58,80 (41,02) 139.52 (33,59) <0,001
VEGFR-1 (pg/mL) 58,76 (79,04) 158.25 (287,11) <0,001

Tabla 18 Valores de Angpt-1, Angpt-2 y VEGFR-1 para los dos subgrupos de pacientes. Los valores se expresan como

mediana y rango intercuatrtilico.
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Figura 24 Representacion tridimensional de los pacientes (los puntos azules representan a los pacientes del Cluster 0,

mientras que los puntos rojos representan a los pacientes del Cluster 1).

Para completar, la Figura 25 proporciona diagramas de caja de cada biomarcador estratificado por

claster, mientras que la Figura 26 ilustra diagramas de dispersién que muestran la distribucion por

pares de biomarcadores en los grupos.
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Figura 25 Diagramas de caja de cada biomarcador estratificados por clister.
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Figura 26 Diagramas de dispersién comparando la distribucién de los biomarcadores Angpt-1, Angpt-2 y VEGFR-1 en cada

conglomerado por pares.

5.2.3 Caracteristicas de los pacientes segun los Clusters

En la Tabla 19 se muestran las caracteristicas demograficas y clinicas basales de los pacientes
en cada cluster. Cabe destacar que las caracteristicas demograficas (edad, sexo e IMC) no

difirieron entre el Cluster 0 y el Cluster 1 (valor p > 0,05).

Por otro lado, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los subgrupos segun
su perfil clinico (valor p = 0,003), siendo mayor la proporcién de pacientes control en el Cluster 0
(48/155 vs.1/32, valor p = 0,002) y mayor la proporciéon de pacientes con shock séptico en el
Cluster 1 (33/155 vs.15/32, valor p = 0,003).

En cuanto a los antecedentes personales, los pacientes del Cluster 1 presentaban mayor
prevalencia de ictus (5,8% vs. 18,8%, valor p = 0,036) y enfermedad renal crénica (7,7% vs. 21,9%,
valor p = 0,037).

Respecto de predictores de mortalidad, se mostraron cifras mas elevadas en el Cluster 1 en cuanto
al APACHE (12,0 (8,5) vs. 17,5 (10,3), valor p = 0,015) y SOFA (4,0 (3,0) vs. 7,0 (3,3), valor p <
0,001).
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Caracteristicas

Demografia

Edad (afios, mediana (IQR))
Hombres (n (%))

IMC (kg/m2, mediana (IQR))
Comorbilidades (n (%))
Tabaquismo

Enfermedad coronaria
Cardiopatia valvular
Fibrilacion auricular

Ictus

Hipertension arterial
Obesidad

EPOC

CPAP

Enfermedad renal crénica
Inmunosupresién

Perfil clinico

Categoria Clinica (Shock séptico, Sepsis,
Shock no séptico, SIRS, Control)

Escalas (mediana (IQR))
APACHE
SOFA

187
187
187

187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187

187

187
187

Claster 0
(N=155)

72 (16)
96 (61,9%)
26,4 (4,4)

21 (13,5%)
27 (17,4%)
35 (22,6%)
28 (18,1%)
9 (5,8%)
68 (43,9%)
25 (16,1%)
9 (5,8%)

5 (3,2%)
12 (7,7%)
4 (2,6%)

33/39/26/9/4
8

12 (8,5)
4 (3,0)

Claster 1
(N=32)

73 (16,5)
19 (59,4%)
25,9 (4,7)

4 (12,5%)
4 (12,5%)
3 (9,4%)
6 (18,8%)
6 (18,8%)
8 (25%)
8 (25%)
4 (12,5%)
0 (0,0%)
7 (21,9%)
1(3,1%)

15/6/7/3/1

17,5 (10,3)
7,0 (3,3)

Tabla 19 Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes del Cluster 0 y Cluster 1.

Valor

0,994
0,943
0,587

0,674
0,147

0,036
0,075
0,345
0,330
0,669
0,037

0,003

0,015

p

<0,001

En cuanto a las caracteristicas quirirgicas, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre los conglomerados (Tabla 20).

Caracteristicas

Quiréfano. Mediana (IQR)
Duracién de la cirugia
Fluidoterapia

Tipo de cirugia. No. (%)
Digestivo

Vascular

Traumatologia

Toracica
Otorrinolaringologia
Urologia

Ginecologia

Cirugia cardiaca

187
187

187
187
187
187
187
187
187
187

Claster 0
(N=155)

180 (132,5)
1500 (1000)

66 (42,6%)
9 (1,7%)

Cluaster 1 (N=32)

165(187,5)
1600 (1500)

15 (46,9%)
4 (12,5%)
0 (0,0%)
1(3,1%)
1(3,1%)
1(3,1%)

0 (0,0%)

3 (9,4%)

Tabla 20 Caracteristicas quirdrgicas de los pacientes del Cluster 0 y Cluster 1

0,898
0,082

0,802
0,330

Valor p
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5.2.4 Caracteristicas postquirirgicas de los pacientes

A nivel analitico se pudo demostrar en la Tabla 21 como los pacientes del Cluster 1 presentaban
valores mas elevados de procalcitonina (1,0 (3,4) vs. 4,8 (15,2), valor p = 0,002), lactato (1,8 (1,2)
vs. 2,5 (2,2), valor p = 0,001) y creatinina (1,0 (0,8) vs. 1,5 (1,3), valor p < 0,001). En cuanto a la

estancia hospitalaria y la mortalidad las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Caracteristicas N Cluster 0 (N=155) Cluster 1 (N=32) Valor p
Analitica (IQR)

Glucosa en sangre 187 158,0 (51,5) 158,5 (60,0) 0,320
Neutrdfilos 187 86,7 (9,3) 88,8 (6,7) 0,216
Procalcitonina 138 1,0 (3,4) 4,8 (15,2) 0,002
PCR 186 89,0 (117,1) 134,2 (183,2) 0,123
Lactato 187 1,8 (1,2) 2,5(2,2) 0,001
Hematocrito 187 30,8 (7,0) 30,9 (9,3) 0,940
Creatinina 178 1,0 (0,8) 1,5(1,3) <0,001
Bilirrubina total 185 0,7 (0,6) 0,8 (0,9) 0,327
Plaquetas 185 166500 (110500) 188000 (147500) 0,257
Mediana de tiempo (IQR)

Tiempo en el hospital 187 16.0 (19.5) 14.5 (18.5) 0.967
Tiempo en UCI 187 4.0 (8.0) 7.5 (15.3) 0.065
Tiempo intubacion 187 0.0 (2.0) 2.5(10.3) 0.009
Mortalidad (n (%)) 187 26 (16,8%) 7 (21,9%) 0,664
Mortalidad a los 28 dias 187 18 (11.6%) 6 (18.8%) 0.419
Mortalidad a los 60 dias 187 26 (16.8%) 7 (21.9%) 0.664
Mortalidad a los 90 dias 187 26 (16.8%) 8 (25.0%) 0.397

Tabla 21 Caracteristicas analiticas, estancia y predicciéon de mortalidad de los pacientes del Cluster 0 y Cluster 1.

El Cluster 1 mayor incidencia de hipotension que requirié uso de noradrenalina en el postoperatorio
inmediato (54 (34,8%) vs. 19 (59,4%) valor p = 0,017), insuficiencia renal oligurica inmediato (13
(8,5%) vs. 7 (21,9%) valor p = 0,05), de los cuales requirieron técnicas continuas de depuracion
extrarrenal (5 (3,2%) vs. 6 (18,8%) valor p = 0,003), dificultad respiratoria (6 (3,9%) vs. 5 (15,6%)
valor p = 0,031) y delirium (5 (3,2%) vs. 5 (15,6%) valor p = 0,017) (Tabla 22).

Claster 1

iy Claster 0 Valor
Caracteristicas N (N=155) (N=32) p
Reintervencion por hemorragia 187 16 (10,3%) 5 (15,6%) 0,577
Necesidad de readmision 187 | 18 (11,6%) 4 (12,5%) 1
Noradrenalina 187 54 (34,8%) 19 (59,4%) 0,017
Lngs&:(]j‘gnenma renal oligurica 185 13 (8,5%) 7 (21,9%) 0,057
Dificultad respiratoria 187 6 (3,9%) 5 (15,6%) 0,031
Insuficiencia respiratoria 187 | 23 (14,8%) 6 (18,8%) 0,773
Colecistitis alitiasica 187 1 (0,6%) 2 (6,3%) 0,127
Paro cardiaco 187 | 3 (1,9%) 0 (0,0%) 0,984
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Fibrilacion auricular 187

Infarto agudo 187
Ictus 187
Hemiplejia 187
Delirio postoperatorio 186
Despertar patolégico 187
Reintubacion 187
Traqueotomia 187
Traqueotomia percutanea 187
Balén intraadrtico

contrapulsacion 187
Procgdjmientos de ventilacién 187
mecanica

Hemodiafiltracion 186
Dialisis convencional 185

19 (12,3%)
3 (1,9%)

103 (66,5%)

5 (3,2%)
2 (1,3%)

27 (15,6%)

6 (18,8%)
0 (0,0%)

Tabla 22 Complicaciones postoperatorias de los pacientes del Clister 0 y Claster 1

5.2.5 Analisis multivariante

0,25
0,984

0,017
0,274
0,669

0,766

0,073
0,003

Se llevé a cabo el analisis univariante realizado con las variables de las Tablas 19, 20, 21, y 22

que mostraron diferencias estadisticamente significativas entre clusteres (valor p no ajustado <

0,05), controlando edad y sexo como covariables. La procalcitonina no fue incluida por estar

presente solo en el 74% (138/187) de los pacientes, y la intubacion orotraqueal tampoco fue

incluida por tratarse de una variable de seguimiento. Posteriormente, se realizé6 un analisis

multivariante con las variables que mostraron un valor p ajustado < 0,05 en la Tabla 26. Antes de

incluir estas variables en el modelo, se comprobd la colinealidad (Figura 23) y, entre las escalas,

solo se incluyé APACHE (Tabla 23).

Caracteristicas N

Categoria Clinica 187
Ictus 187
Enfermedad renal crénica 187
Lactato 187
Potasio 187
Creatinina 178
Noradrenalina 187
Dificultad respiratoria 187
Delirio postoperatorio 186
Hemodiafiltracion 186
APACHE 187
SOFA 187

OR
-0,488
1,38
1,282
0,371
0,791
0,584
1,042
1,549
1,75
2,001
0,099
0,242

IC del 95%
(-0,797 - -0,1797)
(0,243 - 2,517)
(0,222 - 2,341)
(0,150 - 0,593)
(0,204 - 1,379)
(0,182 - 0,986)
(0,252 - 1,833)
(0,287 - 2,811)
(0,422 - 3,078)
(80,718 - 3,283)
(0,027 - 0,170)
(0,104 - 0,382)

Valor p
0,0019
0,017
0,018
0,00099
0,0082
0,0044
0,0097
0,016
0,0098
0,0022
0,00069
0,0006

Tabla 23 Regresioén logistica univariante ajustada por edad y sexo con Cluster 0 vs. Cluster 1 como variable de resultad
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Clinical Category 14
Stroke - 13
Chranic kidney disease - -0,15%
Lactale - -1
k- -1.13
Creatinine - -0.01Z
Maradrenalin - 0.099
Respiratory distress - g.19
Postoperative delirium - -0.034
Hemodiatiltration - 0.054
APACHE - 0.087

SOFA
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Figura 27 Analisis de colinealidad de las variables incluidas en el analisis multivariante.
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El analisis multivariante (Tabla 24 y Figura 28) reveld que la disfuncion endotelial se asocié de
forma estadisticamente significativa con ictus (OR: 6,374; IC 95%: 1,455-27,928; p = 0,014),
lactato (OR: 0,974; IC 95%: 0,957-0,991; p = 0,003), potasio (OR: 2,522; IC 95%: 1,105-5,754; p
= 0,028), dificultad respiratoria (OR: 5,061; IC 95%: 1,022-25,056; p = 0,047), y requerimientos
de hemodiafiltracion (OR: 5,267; IC 95%: 1,018-31,116; p = 0,048).

Caracteristicas OR IC 95% Valor p
Categoria Clinica 1,097 (0,733, 1,642) 0,652
Ictus 6,374 (1,455, 27,928) 0,014
Enfermedad renal crénica 0,932 (0,210, 4,145) 0,926
Lactato 0,974 (0,957, 0,991) 0,003
Potasio 2,522 (1,105, 5,754) 0,028
Creatinina 1,186 (0,681, 2,068) 0,546
Noradrenalina 0,977 (0,335, 2,845) 0,966
Dificultad respiratoria 5,061 (1,022, 25,056) 0,047
Delirio postoperatorio 2,925 (0,501, 17,088) 0,233
Hemodiafiltracion 5,267 (1,018, 31,116) 0,048
APACHE 0,947 (0,879, 1,021) 0,157

Tabla 24 Regresion logistica multivariable ajustada por edad y sexo con Cluster 0 vs. Cluster 1 como variable de

resultado.

Clinical Category e
Stroke
Chronic kidney disease —_—————
Lactate
K
Creatinine e

Noradrenalin ! 1

Respiralory dislress

Postoperative delirium

Hemodiafiltration

APACHE L

Q 5 10 13 20 25
Odds Ratio and 95% Confidence Interval

Figura 28 Analisis de regresion logistica multivariante para evaluar la asociacién de subgrupos de pacientes con factores
clinicos.
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6 Discusion
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6.1  Discusion relativa a la investigacion compendio-comparativa

Un diagndstico precoz que permita un rapido tratamiento intensivo inicial son claves para la
mejora del prondstico de la sepsis. Ciertos biomarcadores potencialmente utilizables para dicho
fin se encuentran ampliamente descritos y gran parte de ellos ya disponibles en la practica clinica
habitual. Sin embargo, estos reactantes de fase aguda, también se elevan, en patologias de
etiologia no infecciosa, por lo que resulta mandatorio la identificacidon de nuevos biomarcadores

con sensibilidad y especificidad suficientes para dicho propésito (168).

SFLT-1 forma parte del equilibrio entre factores angiogénicos presentando bajos valores en

personas sin patologia endotelial asociada.

Tal y como se describe de forma amplia previamente, sFlt-1 se identifica como significativo en
pacientes en shock séptico frente a otros tipos de shock o en pacientes con sepsis leve (criterios
Sepsis-2). Dichos resultados se describen ampliamente destacando en el diagnéstico diferencial
de shock en urgencias entre sepsis vs no sepsis (169), otras causas de shock (163) y diferencias
entre sepsis, sepsis severa y shock séptico. En este ultimo articulo vale la pena resenar la
correlacion con la IL-6, asi como la escala APACHE-II, escala ya validada para la sepsis para
predecir la gravedad y el prondstico de los pacientes en unidades de cuidados intensivos (159).
Estos tres articulos se engloban ya que presentan gran coherencia, ya que hacen referencia a la
significacion estadistica y clinica del aumento de SFLT-1 en estudios comparativos sepsis-shock
séptico vs. shock no séptico.

Una de las fortalezas de esta revision es la descripcién detallada de cada estudio analisis
multivariante de las patologias ajustadas por comorbilidades, ya que resulta evidente el papel del
estado previo de los pacientes como condicionantes de elevacion de marcadores de disfuncion
endotelial (169) (163) (159). En esa linea otro de los articulos identific la diabetes como un factor
afiadido a la alteracién endotelial objetivando que, en estos pacientes, se produce un incremento
significativo adicional de sFLT1 (158). En este caso, no se analizé el prondstico de dichos
pacientes realizando analisis multivariante diabetes-biomarcador-prondstico, motivo por el cual,

su estudio, resultaria de gran interés clinico.

Uno de los criterios de exclusion que presentan gran parte de los articulos es la inmunodepresion
de predominio secundaria a patologia tumoral, hematolégica, diabética, iatrogénica, etc. Por este
motivo los articulos que van a ser descritos a continuacion resultan especialmente interesantes

para el devenir del uso de sFLT-1.

En primer lugar, se compard sepsis vs shock séptico en pacientes neutropénicos de causa
hematoldgica no presentando diferencias en los valores de sFLT-1, sin embargo, a las 48 horas
en los pacientes con shock séptico el aumento fue marcado. Resulta interesante la correlacion
entre SOFA y sFLT-1 (170).
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Los valores de sFlt-1 resultaron no significativos discreparon con el articulo anterior, aunque el
cociente que si fue de interés fue el Ang-1/ Ang-2 que si fue significativo (160). Resulta
mandatorio realizar mas estudios en esta poblacién ya que pacientes inmunodeprimidos. Del
mismo modo, una de las limitaciones de esta revision se centra en el papel Unico de la
neutropenia febril secundaria a quimioterapia en el cancer, ya que no se estudian otras causas

de neutropenia febril de causa no iatrogénica.

En el articulo (158), se comparan biomarcadores en pacientes diabéticos con sepsis, sepsis
severa y shock séptico. Los resultados muestran que sFLT-1 es positivo en pacientes diabéticos
y en aquellos con sepsis mas grave. Esto sugiere que la diabetes es un factor afiadido a la

alteracién endotelial en la sepsis.

En cuanto a la mortalidad vale la pena destacar la capacidad de prediccion de mortalidad
intrahospitalaria de sFLT-1 al ser analizado en urgencias (159). En la misma linea se demostré
significativo de prediccién de mortalidad el estudio basal, como a las 6 horas como a las 24 horas
de los biomarcadores segun sus valores independientemente de la estrategia de resucitacion
hemodinamica empleada (que no resulto diferencial el cambio de biomarcadores) (159). El
cociente Ang-1/ Ang-2 mostrando un ratio significativo para el riesgo relativo de fallecer a los 28
dias, no asi el sFLT-1 (170).

La pandemia de COVID-19 ha demostrado que el virus SARSCoV-2 induce disfuncién endotelial,
lo que puede conducir a una neumonia intersticial viral. Los estudios han demostrado que los
valores de sFLT-1, un biomarcador de la disfuncién endotelial, son elevados en pacientes con

COVID-19, y que los valores mas altos se asocian con una enfermedad mas grave.

En particular, los estudios han demostrado que:

- En pacientes no embarazadas con COVID-19, los valores de sFLT-1 aumentan con la
gravedad de la enfermedad y se asocian con un mayor riesgo de mortalidad (165).

- En mujeres embarazadas con COVID-19, los valores de sFLT-1 también aumentan con la
gravedad de la enfermedad y se asocian con un mayor riesgo de neumonia grave, ingreso
en UCI, intubacion, sepsis viral y muerte materna (167).

- En mujeres embarazadas con COVID-19, el ratio sFLT-1/ANG-IlI también aumenta con la

gravedad de la enfermedad, pero no se asocia con un mayor riesgo de preeclampsia (166).

Estos hallazgos sugieren que sFLT-1 podria ser un biomarcador util para la evaluacién de la
gravedad de la COVID-19 y para la identificacion de pacientes con un mayor riesgo de

complicaciones.

Skibsted S et al, emplea compara el uso de biomarcadores frente al analisis de oxigenacion a
pie de cama con sistemas NIRS. Desestimando este procedimiento ante la discrepancia con los

biomarcadores y la dificultad técnica (161).
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Respecto a las limitaciones del estudio, podriamos citar la falta de analisis estadistico debido a
la gran variabilidad de los datos ofrecidos por las diversas publicaciones trabajadas. Aunque a
priori podria parecer un limitador de cara a generalizar resulta interesante que en todos los
estudios relacionan sFLT-1 como sepsis, gravedad y pronédstico desde enfoques distintos. et.al,
(163) plantea el estudio de biomarcadores para el diagnéstico diferencial de shock en urgencias,
la falta de discriminacion de los estudios en relacion con el foco primario de la sepsis (163), asi
como la falta de descripcion entre la diferentes causas de sepsis, ni en los grupos control

diferenciar las causas de otros tipos de shock (159).

Day DE et al. (163) identificaron biomarcadores para el diagnéstico diferencial entre shock
séptico y otras causas de shock. Sin embargo, los estudios presentaron sesgos de seleccion de
pacientes, como una poblacién reducida, unicéntrica, asi como criterios de inclusion restrictivos.
Ademas, la mayoria de los estudios solo midieron los biomarcadores en un momento puntual, lo

que podria limitar su utilidad clinica.

Es importante sefalar que los biomarcadores no miden el dafio endotelial de forma directa sino
indirectamente. Por lo que se podria caer en un sesgo de confusion en la que los biomarcadores
indirectos resultaran significativos y no se produjera una disfuncion endotelial in situ, aunque esta

ultima opcién no resulta muy factible.

Por ultimo, todos los articulos resultan significativos por lo que llevarlo a cabo en una muestra
propia podria indicarnos si se presenta sesgo de publicacion. Derivado del presente trabajo
podemos afirmar que seria de muy alto interés la realizacion en un futuro préximo de los estudios
correspondientes que permitieran concretar no sélo los valores prondstico, sino también su

incorporacion en escalas de prediccion de complicaciones nosocomiales y la morbimortalidad.

Tras sintetizar de forma pormenorizada todos los articulos resulta evidente el papel de sFLT-1
en la disfuncion endotelial en primer lugar. En cuanto al papel de la patologia microvascular es
obvio que forma parte de muchas patologias entre las que se destaca la sepsis. En ese sentido
los estudios muestran direccionalidad entre patologia infecciosa vs no infecciosa y gravedad
segun los biomarcadores empleados. El hecho de presentar estudios heterogéneos podria
suponer un handicap, pero interpretamos que es un beneficio ya que muestra distintos tipos de
pacientes (pacientes en urgencias, UCI, neutropénicos, diabéticos, COVID-19 y embarazadas)
en los que se demuestra el papel de sFLT-1 en la disfuncion endotelial de la sepsis, lo que resulta
beneficioso de cara a generalizar a toda la poblacién. En esa linea resulta interesante que los
resultados no dependen del momento de la extraccién de la muestra, sino que permanece
inalterable la relacién entre biomarcadores y gravedad. Por todo lo citado anteriormente se
sefala la importancia de la incorporacion de sFLT-1 en la practica clinica ya que anade

informacion a los criterios clinicos y biomarcadores actuales.
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Las nuevas teorias van a favor del uso de farmacos cuyas dianas terapéuticas sean especificas
de la inflamacién, respuesta inmune o disfuncién endotelial. La primera de todas es la que mas
se ha desarrollado hasta ahora sobretodo en patologias autoinmunes, aumentando el numero
de dianas terapéuticas mas alla de la corticoterapia. En esa linea un potencial estudio que se
podria plantear es el papel de sFLT-1 en los pacientes en tratamiento activo con hidrocortisona
en casos de shock séptico refractario, asumiendo el sesgo de inclusién de pacientes mas graves.
De este modo se podria analizar el papel de los tratamientos antiinflamatorios como predictores

de cambio en los biomarcadores.

6.2 Discusion relativa al ensayo clinico

El comentario a continuacion se centra en la caracterizacion del estudio clinico llevado a cabo

por nuestro grupo de trabajo que se desarrollara en cinco aspectos diferenciados.

6.2.1 Capacidad predictiva de los biomarcadores en nuevos grupos

Los criterios actuales para clasificar a los pacientes no se centran en sus caracteristicas
microvasculares sino mas bien en su perfil clinico o analitico. La busqueda de caracteristicas
comunes a los mismos nos permitiria establecer grupos diferenciales para la caracterizacion de

los pacientes y asi encontrar nuevos métodos diagndsticos y terapéuticos.

En los ultimos afios se estan llevando a cabo estudios en base a proteinas circulantes y expresion
génica de identificacion de subfenotipos en la sepsis y enfermedades criticas asociadas (163).
Actualmente solo se han identificado en conjuntos de datos retrospectivos, por lo que se requiere
una validacion prospectiva en ensayos clinicos estratificados por subfenotipos, sin embargo nos
estan permitiendo alcanzar una mejor comprension biolégica de estos sindromes, en caso de
conseguir identificar dichos grupos de pacientes que se beneficiarian de una terapia especifica
(171).

Basados en datos clinicos se identificaron cuatro fenotipos clinicos nuevos de sepsis que se
correlacionan con los patrones de respuesta del huésped y los resultados clinicos, lo que puede
ayudar a informar el disefio y la interpretacion de los ensayos clinicos (172). El tratamiento
dirigido segun fenotipos ya se ha descrito como es el caso de la respuesta segun el perfil

molecular (173).

La hipotensién es una caracteristica comun a gran cantidad de pacientes criticamente enfermos,
pero todas las hipotensiones no cursan con el mismo perfil molecular. Y es que segun las vias
de activacién de las mismas distinguiremos estados con endotelio normofuncionante (vasoplejia
funcional) y otros en los que a nivel microvascular encontramos alteraciones (disfuncion
endotelial) (49) (50).
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La caracterizacion de estos pacientes es un reto complejo en la que debemos recurrir a la
bibliografia y seguir la linea de los estudios actuales que defienden el estado de alteracién de

ciertos biomarcadores para la prediccion del estado vascular.

Angpt-1, Angpt-2 y VEGFR-1 son biomarcadores clave para evaluar la disfuncién endotelial.
Angpt-1 promueve la estabilidad vascular y reduce la permeabilidad capilar lo que previene de la
extravasacion de liquidos (174). Por el lado contrario Angpt-2 actia como un antagonista de
Angpt-1, compitiendo por la unién a Tie-2 y desestabilizando el endotelio (175). Este equilibrio
dictara la respuesta inflamatoria por el reclutamiento leucocitario y la fuga capilar. VEGFR-1 es
el principal mediador de los efectos proangiogénicos desempefiando un papel indispensable en

la angiogénesis y dafo tisular (176).

Mediante enfoques de IA se analizaron estos tres biomarcadores para el establecimiento del

protocolo que nos permitia distinguir los dos grupos:

- Cluaster 0: Disfuncién endotelial

- Cluaster 1: Sin disfuncion endotelial

La coexistencia de niveles elevados de Angpt-1 y Angpt-2 en el Claster 1 sugiere un estado
avanzado de activacion endotelial en el que Angpt-1 no consigue contrarrestar los efectos
proinflamatorios de Angpt-2. VEGFR-1 exacerba este desequilibrio al promover la inflamacién y
la permeabilidad vascular. Un andlisis integrado de estos biomarcadores proporciona informacion
sélida sobre los mecanismos subyacentes y resalta su potencial para guiar intervenciones

personalizadas, especialmente en contextos postoperatorios.

6.2.2 Herramienta facilitadora de un enfoque dirigido

En este sentido, un hallazgo muy interesante de nuestro estudio es la capacidad de prediccion
de disfuncion endotelial del modelo planteado en funcién de Angpt-1, Angpt-2 y VEGFR -1 entre
los dos clusteres independientemente del grupo original al que perteneciera el paciente (Shock
séptico, Sepsis, Shock no séptico, SIRS, Control). Y es que nos permite establecer una nueva
categoria clinica que obvie los criterios actuales de clasificacion y empezar a clasificar a los

pacientes en cuanto a la presencia de disfuncién endotelial.

Resulta muy prometedor la identificacion de estos Cluster ya que se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de gravedad de los pacientes (APACHE |l y SOFA)
lo que condiciona un mayor riesgo de mortalidad (137). Esto indicaria a priori que los pacientes
con vasoplejia de origen funcional pueden considerarse como pacientes de bajo riesgo,
pudiéndose tratar con medidas mas conservadoras. Sin embargo, los pacientes con niveles
elevados presentan disfuncion endotelial y por tanto mayor mortalidad, de este modo debera

considerarse un paciente especialmente en riesgo. Esta distincién podria ser el inicio de la
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valoracion de la decision del lugar de tratamiento de los pacientes y seguimiento de estos ya sea

en el domicilio, en planta de hospitalizacion o en Unidades de Cuidados Intensivos.

Aunque las escalas APACHE-Il y SOFA, han sido validadas para la estratificacion del riesgo de
mortalidad resultan farragosas en la practica clinica habitual y limitadas al uso de gestion
hospitalaria o investigador. Sin embargo, haber podido obtener un Cluster que lo identifique como
bien correlacionado con los biomarcadores nos permite concluir su relacion con la prediccion de

mortalidad.

6.2.3 Asociacion con analitica

En nuestro estudio se demuestran resultados favorables a estar en el Cluster 1 para PCR [NS] y
PCT de forma estadisticamente significativa. Estos resultados los encuadramos en la capacidad
que tienen los biomarcadores anteriores para la prediccion de estados muy proinflamatorios en
los que la PCR aumenta en estados proinflamatorios como la infeccion o dafio tisular en el cuerpo
por otras causas como traumatismos, enfermedades autoinmunes o quemaduras (48). Esto
mismo se refrenda en cuanto a la actividad hiperinflamatoria de la neumonia por COVID-19 (177).
Si nos referimos a PCT, ha sido ampliamente descrita para la evaluacion de un marcador
infeccioso de tipo bacteriano y como criterio para la reduccion de antibiéticos (178). Se encuentra
ademas validado para la desescalada de antibidticos en pacientes criticos (84), incluso se han
desarrollado algoritmos de monitorizacion para predecir el pronéstico de pacientes con sepsis
(179).

La correlacion con estos dos biomarcadores permite abrir nuestros resultados a futuros
desarrollos como son la prediccidn de infeccion bacteriana, inicio y desescalada de antibiético y
la gravedad de los pacientes como posibles aspectos para tener en cuenta en la identificacion

de pacientes segun sus caracteristicas tisulares.

6.2.4  Asociacion con disfuncién organica

La disfuncion multiorganica (DMQO) es una condicion caracterizada por el fallo progresivo de
multiples sistemas organicos en pacientes criticamente enfermos, comunmente asociada a
respuestas inflamatorias desreguladas (180). Entre ellos se destaca el sistema cardiovascular,

respiratorio, coagulacion, renal, digestivo y neuroldgico.

En caso de alteracion del sistema cardiovascular, la manifestacion mas frecuente es la
hipotensién. En casos en los que la hipoperfusién periférica es significativa, se observa un
incremento en los niveles de lactato, siendo este ampliamente descrito como indicador de la
gravedad y el prondstico (181). En este contexto, los pacientes del Cluster 1 presentan cifras
mas elevadas de lactato lo que sugiere la existencia de una disfuncién mitocondrial de los tejidos.

No es de extrafiar que esta alteracion en el metabolismo celular conllevé en este grupo de
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pacientes a una mayor dependencia de farmacos vasoactivos, como la noradrenalina,

evidenciando la necesidad de un soporte hemodinamico mas agresivo.

Por otro lado, la disfuncién respiratoria en el contexto de la sepsis se caracteriza por la presencia
de hipoxemia e infiltrados pulmonares bilaterales de origen no cardiogénico, constituyendo en
los casos mas graves, el sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) (182). Se ha observado
que los pacientes del Cluster 1 presentan una mayor necesidad de ventilacién mecanica,
reflejando de este modo una alteracion pulmonar mas severa. Esta mayor dificultad respiratoria

podria estar relacionada con una respuesta inflamatoria exacerbada.

En lo que respecta a la alteracion de la hemostasia, destacara la anemia, plaquetopenia o
coagulopatia de causas multifactoriales que cursara en su maxima expresién en la pancitopenia
grave, reflejando un fallo medular secundario a la agresion sistémica. En nuestro caso, no se
demostraron diferencias en cuanto a la coagulopatia, alteraciones en la linea roja descritas como
hematocrito ni en la cifra de plaquetas. Estos hallazgos sugieren que las diferencias
fisiopatolégicas entre los grupos pueden no estar directamente vinculadas con la disfunciéon
endotelial, o que la variabilidad interindividual podria enmascarar diferencias estadisticamente
significativas. Dicho campo de estudio merece un seguimiento especial en futuras
investigaciones al ser objeto de muchas de los condicionantes de complicaciones en el paciente

criticamente enfermo.

La insuficiencia renal sera una de las manifestaciones clinicas mas habituales del paciente critico
cursando de dos formas, fundamentalmente, como son la insuficiencia renal aguda (IRA)
oligurica y no oligurica que dependera fundamentalmente del grado de afectacién funcional y
hemodinamica del rindn. Del mismo modo, es comun la aparicion de alteraciones en el equilibrio
acido-base y en la homeostasis hidroelectrolitica lo que contribuira al fallo multiérgano. En este
estudio se destaca que los pacientes del Cluster 1 presentaron mayor probabilidad de
insuficiencia renal requiriendo también de forma estadisticamente significativa, un mayor uso de
técnicas de remplazo renal extracorpéreo. Adicionalmente, en este subgrupo se ha observado

una mayor predisposicion a la hiperpotasemia.

El compromiso del sistema nervioso central en este contexto se manifiesta con alteraciones en
el nivel de conciencia y la presencia de delirium. En el andlisis de nuestra cohorte, se ha
identificado que los pacientes pertenecientes al Cluster 1 presentan con mayor frecuencia

alteraciones del despertar patolégico y una mayor incidencia de delirium.

Por ultimo, otras manifestaciones clinicas menos frecuentes seran: el ileo paralitico, alteracion
del perfil hepatico o alteraciones glucometabdlicas. En nuestro caso, no se demostraron

diferencias en cuanto al transito intestinal, cifras de bilirrubina y glucemia postoperatoria.

En conjunto, estos hallazgos permiten la asociacion de biomarcadores de disfuncion endotelial

con Clusters que caractericen subgrupos de pacientes con mayor disfuncién multiorganica,
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mayor dependencia de soporte hemodinamico y respiratorio, y peor pronéstico neuroldgico. La
integracion de estos parametros permite predecir complicaciones graves y guiar intervenciones

terapéuticas dirigidas para mejorar los resultados en pacientes criticamente enfermos.

6.2.5 Impacto en la mortalidad de la disfuncion endotelial severa

A pesar de que la presencia al Cluster 1 se asocié con mayores niveles de APACHE -l y SOFA
en cuanto a escalas pronéstico, mayor cantidad de complicaciones reflejo de disfuncién organica
severa como SDRA, dias de intubacion orotraqueal, delirium, necesidad de noradrenalina, etc.

no se observaron diferencias significativas en la mortalidad.

Aunque a priori podria pensarse como algo negativo, nuestro equipo de trabajo interpreta estos
resultados en positivo, ya que la presencia de tantas caracteristicas condicionantes del paciente
critico las hace dificilmente identificables como caracteristicas diferenciales que condicionen
cambios en la mortalidad. Estos hallazgos abren la puerta a nuevas investigaciones en el campo
de la alteracion microvascular y la busqueda de nuevos patrones celulares que presenten

condicionantes en cuanto a la supervivencia.

6.3 Limitaciones del estudio

El principal punto fuerte de nuestro estudio es el analisis de datos a partir de una muestra de un
estudio multicéntrico retrospectivo en Espafia. Ademas, nuestro estudio cuenta con un amplio

tamafio muestral, lo que le confiere un elevado poder estadistico.

En cuanto a las limitaciones no se puede excluir un sesgo de seleccion al considerar solo

pacientes postquirurgicos y que hayan sido admitidos en la UCI.

La principal limitacion de este estudio ha sido el caracter puntual de la identificaciéon de los
biomarcadores para establecer el valor prondstico de la identificacion en los Clusters. El
seguimiento de estos pacientes nos permitiria establecer el mejor punto de los biomarcadores
para establecer el prondstico, o incluso valorar un cambio de Cluster en funcién de la evolucion
del paciente. A pesar de esto, el uso de una unica determinacion ha sido suficiente para predecir
el riesgo de fracasos organicos y otras complicaciones postquirargicas lo que resulta clave en el

seguimiento del paciente critico.

Del mismo modo, seria interesante establecer la relacion del Cluster con otros biomarcadores
que se estan iniciando en la actualidad tanto de disfuncién endotelial como mitocondrial, incluso,

yendo un paso mas alla, la identificacion de patrones en la secuencia proteica.

Asimismo, debe confirmarse en otra poblacién si los Clusters son otro posible campo de

identificacion de los pacientes y si resulta interesante para las decisiones terapéuticas. Nuestro
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grupo de trabajo sostiene que las lineas futuras de buena parte de los investigadores iran en esta

direccion, reformulando los criterios actuales de disfuncion organica.

111



112



/ Conclusiones
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La determinacion de sFLT-1 constituye un biomarcador con alto poder discriminativo en el
diagndstico diferencial entre sepsis y otras patologias. Permiten distinguir la gravedad en los
pacientes con sepsis. Resulta complementaria a los criterios habituales de diagndstico
diferencial en pacientes con shock séptico y otras formas de shock.

Los pacientes con elevados niveles de sFLT-1 presentaran mayor puntuacion en la escala
APACHE- Il, asi como mayor mortalidad hospitalaria.

El analisis detallado de la relacion entre sFLT-1 y la neumonia por SARS-CoV-2 demuestra
como sFLT-1 es fundamental en la prediccion de complicaciones graves, incluyendo la
necesidad de ingreso en UCI y la mortalidad materna en embarazadas infectadas.
Identificamos una nueva clasificacion de pacientes basada en el endotelio,
independientemente de los criterios tradicionales: pacientes con vasoplejia funcional frente
a pacientes con disfuncién endotelial. Este hallazgo sugiere que los pacientes con disfuncién
endotelial pueden considerarse de alto riesgo y requieren un manejo clinico mas intensivo.
La presencia de disfuncion endotelial ha mostrado una fuerte correlacién con los
biomarcadores ya validados PCR y PCT. Esto refuerza la teoria del estado microvascular
como predominante en los estados sépticos e hiperinflamatorios. Ademas, se asociara a
puntuaciones mas altas en escalas prondsticas como APACHE-Il y SOFA.

La alteracién de estos biomarcadores se asocia a disfuncion multiorganica traducida en
niveles elevados de lactato y mayor necesidad de soporte vasoactivo con noradrenalina.
Mayor compromiso respiratorio mas grave requiere mas dias de ventilacion mecanica. Mayor
incidencia de insuficiencia renal requiere con mas frecuencia técnicas de reemplazo renal.
Todas estas diferencias resaltan la importancia del perfil endotelial en la evolucion clinica de

los pacientes criticos.
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INFORMACION DEL ARTiCULO RESUMEN
Historia del articulo: Introduccién: La presente revision sistematica analiza el papel de soluble fims-like tyrosine kinase-1 (SFLT-
Recibido el 21 de septiembre de 2023 1) como biomarcador indirecto de disfuncién endotelial en sepsis o shock séptico de articulos publicados
Aceptado el 27 de marzo de 2024 en PubMed entre 2010 y marzo de 2022.

On-lineely.de juitio de: 2024 Materiales y métodos: Se ha realizado una revision sistematica de estudios estudiando la monitorizacién

de sFLT-1 en unidades de cuidados intensivos en adultos con sepsis o shock séptico vs. controles para
Palabras clave: diagnéstico y prondstico de sepsis (Registro PROSPERO CRD42023412929).
Efgzir(adm Resultados: La disfuncién endotelial de la sepsis es una de las claves para el desarrollo de la enfermedad.
SELT-1 VEGF se une a sFLT-1 actuando como un inhibidor competitivo de la sefializacién del VEGF en las células
Revisién sistematica endoteliales y, por lo tanto, neutraliza sus efectos proinflamatorios. La disfuncién endotelial se ve reflejada
en el aumento de los valores de sFLT-1. Los valores elevados de sFLT-1 se emplearon para el diagndstico
diferencial de la sepsis frente a otras patologias inflamatorias, el shock séptico frente a otros tipos de
shock; en un analisis ajustado, estuvieron elevados a lo largo del tiempo, estimacién del prondstico de la
enfermedad, correlaci6n con la gravedad de la sepsis, la disfuncién organica y prediccién de mortalidad.
Conclusiones: Se evidencia como la sepsis se fundamenta en la disfuncién endotelial. SFLT-1 es uno de
los principales biomarcadores de alteracién microvascular y resulta biomarcador predictivo diagnéstico
y prondstico.
© 2024 El Autor(s). Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este es un articulo Open Access bajo la
licencia CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Value of the biomarker soluble tyrosine kinase 1 type fms (SFLT-1) in the
diagnosis and prognosis of sepsis: a systematic review

ABSTRACT

KEVVYOFdSI Introduction: The present systematic review analyses the role of soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFLT-
S?PS'S 1) as an indirect biomarker of endothelial dysfunction in sepsis or septic shock from articles published
B;t;_"Trkc" in PubMed between 2010 and March 2022.

SFLT-

Materials and methods: A systematic review of studies studying sFLT-1 monitoring in intensive care units
in adults with sepsis or septic shock vs. controls for sepsis diagnosis and prognosis has been carried out
(PROSPERO CRD42023412929 Registry).

Systematic review
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Results: The endothelial dysfunction of sepsis is one of the keys to the development of the disease. VEGF
binds to sFLT-1 acting as a competitive inhibitor of VEGF signalling in endothelial cells and thus neutralizes
its pro-inflammatory effects. Endothelial dysfunction is reflected in increased sFLT-1 levels. High values
of sFLT-1 were used for the differential diagnosis of sepsis versus other inflammatory pathologies, septic
shock versus other types of shock, were elevated over time, estimation of disease prognosis, correlation
with sepsis severity, organ dysfunction, and mortality prediction.

Conclusions: It is evident that sepsis is based on endothelial dysfunction. sFLT-1 is one of the main
biomarkers of microvascular alteration and is a predictive diagnostic and prognostic biomarker.

© 2024 The Author(s). Published by Elsevier Espaia, S.L.U. This is an open access article under the CC BY

license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introduccion

La sepsis se define como disfuncién organica grave, y potencial-
mente mortal, secundaria a una desregulacién del sistema inmune
frente a una infeccién’. Un estudio reciente del Institute for Health
Metrics and Evaluation (IHME) sobre la carga global de sepsis estima
una incidencia de 48,9 millones con una mortalidad de 11 millones
en todo el mundo en 2017, rondando los 24.000 millones de délares
de coste anual en EE.UU.2.

La sepsis se produce por una reaccién generalizada a par-
tir de una lesién local no controlada, produciendo lo que en la
clasificacién SEPSIS-2 se denominaba SIRS (sindrome respuesta
inflamatoria sistémica). Dicho fenémeno no es del todo conocido,
aunque dependera fundamentalmente del microorganismo y la
forma de respuesta del huésped.

Actualmente el tratamiento de la sepsis se basa en una triple
terapia protagonizada por la antibioterapia precoz, control del foco
y soporte hemodindmico por objetivos®.

Por la gran mortalidad y repercusién econémica de los pacientes
consepsis', asicomola elevada alza de bacterias multirresistentes®,
es de especial interés la bisqueda de nuevos marcadores mds sen-
sibles y especificos que los que se presentan en la actualidad. Tal
y como Tan et al.” describen en su metaanalisis, la PCR y PCT pre-
sentan un valor grado moderado para el diagndstico de sepsis en
pacientes adultos. Para la PCR objetivaron una AUC 0,73 (I1C95%,
0,69-0,77), con una sensibilidad y especificidad de 0,80 (IC95%,
0,63-0,90) y 0,61 (IC95%, 0,50-0,72), respectivamente. En cuanto
ala PCT present6 una AUC de 0,85 (I1C95%, 0,82-0,88), con una sen-
sibilidad y especificidad de 0,80 (IC95%, 0,69-0,87) y 0,77 (IC95%,
0,60-0,88).Dichos resultados ponen en valor la necesidad de encon-
trar biomarcadores mds discriminativos.

A nivel molecular se ha descrito la disfuncién endotelial como
una de las causas del paso de la infeccién localizada a la presen-
tacién de repercusiones sistémicas. Entre las miltiples causas de
disfuncién endotelial destaca la fisiopatologia del déficit de neoan-
giogénesis mediado por el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF)®.

EI VEGF es unregulador clave de angiogénesis normal, durante la
cual promueve las células endoteliales supervivencia, crecimiento
y migracion. Los efectos de VEGF estan mediados por dos recepto-
res: el receptor de tirosina quinasa 1 tipo FMS (FLT-1) o el receptor
de tirosina quinasa similar a FMS (FLK-1). Soluble fms-like tyrosine
kinase-1 (SFLT-1) puede actuar para secuestrar VEGF y evitar la
unién a FLK-1, que es capaz de transducir una sefial mucho mas
fuerte, inhibiendo asi la unién de VEGF y su efecto vasodilatador y
neoangiogénico’.

Tal y como hemos mencionado, la neoangiogénesis juega un
papel fundamental en la disfuncién endotelial. Dicho fenémeno
surge del equilibrio entre una variedad de factores proangiogénicos
(VEGF, PIGF) y antiangiogénicos (SFLT-1)C.

Dada la gran dificultad para evaluar de forma directa la disfun-
cién endotelial, el objetivo de la bioquimica moderna serd averiguar
distintos biomarcadores indirectos que nos permitan evaluar las
posibles interacciones que tienen lugar a nivel molecular.

Hasta la actualidad numerosos estudios de cohortes han eva-
luado este biomarcador en sepsis o shock séptico. Confirmar la
relevancia de dicho biomarcador podria suponer un antes y un
después en el diagndstico precoz de la sepsis, asi como ser un
biomarcador de seguimiento para dicha patologia, prediccion de
mortalidad y desescalada antibidtica, entre otros papeles.

Por lo tanto, el objetivo de nuestra revision sistematica es eva-
luar el valor prondstico al inicio de la sepsis de sFLT-1 en pacientes
adultos con sepsis o shock séptico.

Material y métodos
Recuperacion de bibliografia

Se realiz6 una revisién sistemdtica del biomarcador sFLT-1, de
acuerdo con la declaracién Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA 2020). Se realizaron btisque-
das en la base de datos PubMed desde el afio 2010 hasta marzo de
2022.Comoestrategia de blisqueda se emplearon los siguientes tér-
minos: Blsqueda avanzada sFlt-1 [All Fields] AND («sepsis»[MeSH
Terms] OR «sepsis»|All Fields]). El protocolo de la presente revi-
sién se registro en el International Prospective Register of Systematic
Reviews «<PROSPERO» (CRD42023412929).

Criterios de elegibilidad

Las preguntas de revisién se desarrollaron de acuerdo con el
marco PICOS (Participantes, intervenciones, comparaciones, resul-
tados y disefio de estudios):

Participantes: Pacientes de 19 afios 0 mas que presentaron sepsis
o shock séptico.

Intervencion: Prueba diagndstica y prondstica.

Comparacién: No se aplicé ninguna restriccion sobre el grupo
control.

Resultado: Comparativa de biomarcadores frente a controles
sanos, diagnéstico diferencial frente a otras patologias, relacién con
la disfuncién orgdnica, gravedad y pronéstico.

Diseiio del estudio: Ensayo clinico, cuasiexperimental, casos y
controles, cohortes.

Criterios de inclusion y exclusion

Se incluyeron solo aquellos textos publicados en inglés y que
fueran originales. Se limitaron los resultados a pacientes adultos
en sepsis y shock séptico, eliminando las revisiones sistematicas y
metaanadlisis. Por la gran importancia y relacion que tiene con la
sepsis, se incluyeron aquellos articulos que incluian pacientes con
neumonia por COVID 19.

Cribado de la bibliografia
Las publicaciones se examinaron inicialmente por titulo y resu-
men y, posteriormente, por texto completo. Las decisiones con

respecto a la inclusién y exclusion de estudios se tomaron de forma
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independiente por parte de dos revisores y cualquier discrepancia
se resolvié mediante discusién. Si no se pudo llegar a un consenso,
la adjudicacién fue proporcionada por un tercer revisor.

Extraccién de datos y evaluacion de la calidad

Informacién general como autor, aiio de publicacién, niamero y
caracteristicas de los casos y controles, tipo de biomarcador, etc.,
e informacion de parametros de diagndstico como riesgo relativo,
odds ratio, intervalos de confianza, drea bajo la curva, sensibilidad,
especificidad, falsos positivos, falsos negativos, etc. Se documen-
taron autor y afio de publicacion. Se consideraron los siguientes
desenlaces de interés: valores segiin patologias, disfuncién orga-
nica, entre otras.

Resultados

La bisqueda bibliografica en PubMed recuper6 un total de 27
articulos. Se eliminaron 3 articulos anteriores a 2010 y uno por no
ser en inglés. Se elimind una revisién sistematica y 6 articulos por
ser en pacientes menores de 19 afios. Por tltimo, 4 fueron elimina-
dos poranalizar el biomarcador como predictor de sepsis neonatal y
uno por estudiar pancreatitis aguda. Finalmente, 11 articulos fueron
incluidos en esta revisién (fig. 1).

De los 11 articulos finalmente seleccionados, 10 de ellos fue-
ron observacionales prospectivos. De estos, uno ha sido de casos
y controles y los 9 restantes, de cohortes, entre los que se desta-
can 2 estudios de cohortes prospectivos multicéntricos. El articulo
restante analizado ha sido un ensayo clinico. Como comin deno-
minador, en todos los estudios incluidos se tomaron muestras de
sangre al ingreso del paciente para la determinacion de biomarca-
dores.

Los aspectos principalmente analizados han sido: los valores
frente a los controles, el diagnéstico diferencial frente a otras pato-
logias, larelacién con ladisfuncién orgdnica, la gravedad de la sepsis
y la mortalidad. El nimero de pacientes en estos estudios vari6 de
41 a 605, presentando edad minima de 18 aiios, asi como muiiltiples
patologias. Para determinar mejor el valor prondstico de los bio-
marcadores, se analizaron las AUC, OR y las cifras de significacién
estadistica.

Los valores de sFLT-1 se analizaron utilizando kits de
inmunoandlisis ya comercializados tipo ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). Se emplearon los umbrales 136,2(96,3-211)
para los controles sanos, con una AUC=0,70.

Schuetz et.al.® plantean el estudio de biomarcadores para el
diagnéstico diferencial de shock en urgencias. Para ello obtienen
dos grupos: sepsis vs. shock de causa no séptica. sFLT-1 (227 4;
142,4-328,2)vs.(136,2; 96,3-211) p<0,001. E-selectina (53,2; 34,9-
79,2) vs. (30,5; 20,0-40,8) p<0,001. ICAM-1 (2; 152-267) vs. (149;
115-224) p=0,04. VEGF (271; 91-496) vs. (118; 43-270) p=0,01.
PAI-1 no significativo.

En cuanto a las AUC se describieron como estadisticamente sig-
nificativos: sFLT-1 0,70 (2,01; 1,07-3,79) p=0,03 y E-selectina 0,74
(3,67; 1,72-7,84) p=0,001, mientras que el resto de los biomarca-
dores analizados fueron no significativos.

Day et.al.? realizaron la identificacién de biomarcadores para el
diagnéstico diferencial entre shock séptico y otras causas de shock.
Para ellos obtuvo significacion estadistica para los siguientes bio-
marcadores: sFLT-1 (0,51 vs. 1,48; p=0,03), E-selectina (1,75 vs.
1,97; p<0,01), SICAM-1 (2,29 vs. 2,5; p<0,01), PAI-1 (1,77 vs. 2,06
p<0,01),IL-6 (1,14 vs. 2,05 p<0,01) y procalcitonina (—0,8 vs. 0,31
p<0,01). Se emplearon AUC para discriminar la capacidad diagnés-
tica empleando los parametros clinicos como referencia (AUC 0,76,
1€95%, 0,67-0,85, p<0,01), biomarcadores (AUC 0,82, IC95%, 0,75-
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Pubmed 27
referencias

3 excluidos <2010 &

24 Articulos
originales

1 excluido no

inglés

23 articulos

1 excluido revision
sistematica

22 articulos

6 excluidos

pacientes <19 afos

16 articulos

4 excluidos al ser
como predictor de
sepsis neonatal

12 articulos

Figura 1. Diagrama de flujo del proceso de seleccion de estudios de acuerdo con
las pautas de Preferred Reporting Items for ic Reviews and M ly
(PRISMA).

0,90, p<0,01) y el uso conjunto de clinica y biomarcadores (AUC
0,88, 1C95%, 0,81-0,94, p<0,01).

Skibsted et.al.'” analizaron la tendencia entre grupos (sepsis,
sepsis severa y shock séptico) presentando unos valores de sFLT-
1 (p<0,0001), sE-selectina (p<0,001), sVCAM-1 (p<0,002), PAI-1
(p<0,001) y sICAM-1 (p<0,001). En cuanto a su relacién con la
escala SOFA, se correlacion6 sFLT-1 (r=0,6) y PAI-1 (r=0,4), sE-
selectina (r=0,3) todas ellas con p <0,0001 salvo sICAM-1 (r=0,15)
que mostré p=0,03. Todos los biomarcadores se correlacionaron
con IL-6, especialmente sFLT-1 (r=0,63, p<0,0001). En cuanto a la
escala APACHE-II, se demostr6 la correlacién con sFLT-1 (r=0,64),
PAI-1(r=0,58),sE-selectina(r=0,31),sVCAM-1(r=0,38)todasellas
p<0,0001 salvo sICAM-1 (r=0,17, p<0,05).

Para evaluar atin mas la precisién de los diferentes marcadores
extraidos en urgencias se analizé la mortalidad intrahospitalaria
mediante AUC. sFLT-1(0,87; 0,79-0,95), PAI-1 (0,87; 0,78-0,95), SE-
selectina (0,77; 0,69-0,85), ICAM (0,71; 0,60-0,81), sVCAM-1 (0,78;
0,68-0,89) todos ellos p <0,05 salvo IL-6 (0,80; 0,69-0,91, p=0,54).
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primer lugar. En cuanto al papel de la patologia microvascular, es
obvio que forma parte de muchas patologias entre las que se des-
tacala sepsis. En ese sentido, los estudios muestran direccionalidad
entre patologia infecciosa vs. no infecciosa y gravedad segtin los
biomarcadores empleados. El hecho de presentar estudios hetero-
géneos podria suponer un handicap, pero interpretamos que es un
beneficio ya que muestra distintos tipos de pacientes (pacientes en
urgencias, UCI, neutropénicos, diabéticos, COVID-19 y embaraza-
das) en los que se demuestra el papel de sFLT-1 en la disfuncién
endotelial de la sepsis, lo que resulta beneficioso de cara a gene-
ralizar a toda la poblacién. En esa linea resulta interesante que los
resultados no dependen del momento de la extraccién de la mues-
tra, sino que permanece inalterable larelacién entre biomarcadores
y gravedad. Por todo lo citado anteriormente se sefiala laimportan-
ciade la incorporacién de sFLT-1 en la practica clinica, ya que afiade
informacién a los criterios clinicos y biomarcadores actuales.

Las nuevas teorias van a favor del uso de farmacos cuyas dianas
terapéuticas sean especificas de la inflamacién, respuesta inmune
o disfuncion endotelial. La primera de todas es la que mads se ha
desarrollado hasta ahora, sobre todo en patologias autoinmunes,
aumentando el nimero de dianas terapéuticas mas alla de la corti-
coterapia. En esa linea un potencial estudio que se podria plantear
es el papel de sFLT-1 en los pacientes en tratamiento activo con
hidrocortisona en casos de shock séptico refractario, asumiendo
el sesgo de inclusién de pacientes mas graves. De este modo se
podria analizar el papel de los tratamientos antiinflamatorios como
predictores de cambio en los biomarcadores.

Conclusién

El grado de presencia de sFLT-1 es relevante en el diagnéstico
diferencial entre sepsis y otras patologias, para detectar el grado de
gravedad del proceso infeccioso y para la evaluacién de la mortali-
dad en pacientes en shock séptico.

Su deteccién y analisis son factibles para un uso clinico gene-
ralizado, sirviendo como nexo para la identificacién de nuevos
biomarcadores (o nuevas combinaciones o correlaciones entre
biomarcadores ya conocidos) para el diagnéstico precoz de la alte-
racion endotelial ya que representaran un antes y después en el
prondstico de la disfunciéon organica, permitiendo asi un trata-
miento mas rapido, mas preciso y, con ello, mas eficaz.
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Tabla3
SFLT-1 como biomarcador diagnéstico y de gravedad en neumonia por SARS-CoV-2
Autor Ano Disefo Pacientes Hallazgos
Greco et al.'® 2021 Estudio cohortes 262 pacientes hospitalizados Valores séricos de sFLT-1 resultaron

prospectivo

Espino-y-Sosa et al.'” 2021 Estudio cohortes
prospectivo
multicéntrico

Torres-Torres et al.'® 2022 Estudio cohortes

prospectivo

por neumonia COVID vs. 101
controles sanos

significativos para el diagndstico de
neumonia COVID-19 vs. sujetos sanos,
asi como la estratificacién de la
gravedad del cuadro. En cuanto a CA
15.3, resulto significativo para
prediccion de fibrosis pulmonar

Se describe un aumento de sFLT-1y del
cociente sFLT1/ANG-II como
predictores de gravedad, asi como de
complicaciones

Los valores de SFLT-1 se asociaron con
gravedad de enfermedad, asi como
aumento de complicaciones

80 mujeres embarazadas
COVID positivas. COVID grave
(n=25)y nograve(n=55) en
urgencias

113 embarazadas COVID+.
COVID no grave (n=_82), COVID
grave (n=31) en urgencias

articulos identificé la diabetes como un factor afiadido a la altera-
cién endotelial objetivando que, en estos pacientes, se produce un
incremento significativo adicional de sFLT1'%, En este caso, no se
analizé el prondstico de dichos pacientes realizando analisis mul-
tivariante diabetes-biomarcador-prondstico, motivo por el cual, su
estudio, resultaria de gran interés clinico.

Uno de los criterios de exclusién que presentan gran parte de los
articulos es la inmunodepresién de predominio secundaria a pato-
logia tumoral, hematoldgica, diabética, iatrogénica, etc. Por este
motivo los articulos que van a ser descritos a continuacién resultan
especialmente interesantes para el devenir del uso de sFLT-1.

En primer lugar, se comparé sepsis vs. shock séptico en pacientes
neutropénicos de causa hematoldgica, no presentando diferencias
en los valores de sFLT-1; sin embargo, a las 48 h en los pacientes
con shock séptico el aumento fue marcado. Resulta interesante la
correlacién entre SOFA y sFLT-1'2.

Los valores de sFLT-1 resultaron no significativos y discreparon
con el articulo anterior, aunque el cociente que si fue de interés
fue el Ang-1/Ang-2 que si fue significativo!®. Resulta mandato-
rio realizar mds estudios en esta poblacion dado que en pacientes
inmunodeprimidos los resultados de los estudios resultan contra-
dictorios. Del mismo modo, una de las limitaciones de esta revisién
se centra en el papel unico de 1a neutropenia febril secundaria a
quimioterapia en el cincer, ya que no se estudian otras causas de
neutropenia febril de causa no iatrogénica.

En el articulo'#, se comparan biomarcadores en pacientes dia-
béticos con sepsis, sepsis severa y shock séptico. Los resultados
muestran que sFLT-1 es positivo en pacientes diabéticos y en aque-
llos con sepsis mas grave. Esto sugiere que la diabetes es un factor
anadido a la alteracion endotelial en la sepsis.

En cuanto a la mortalidad vale la pena destacar la capaci-
dad de prediccion de mortalidad intrahospitalaria de sFLT-1 al
ser analizado en urgencias'’, asi como su nivel basal, a las 6h,
a las 24 h, independientemente de la estrategia de resucitacion
hemodindmica empleada (que no resulté diferencial el cambio de
biomarcadores)''. El cociente Ang-1/Ang-2 mostré un ratio signi-
ficativo para el riesgo relativo de fallecer a los 28 dias, no asi el
SFLT-113,

La pandemia de COVID-19 ha demostrado que el virus SARS-
CoV-2 induce disfuncién endotelial, lo que puede conducir a una
neumonia intersticial viral. Los estudios han demostrado que los
valores de sFLT-1, un biomarcador de la disfuncién endotelial, son
elevados en pacientes con COVID-19, y que los valores mas altos se
asocian con una enfermedad mas grave.

En particular, los estudios han demostrado que:

* En pacientes no embarazadas con COVID-19, los valores de sFLT-
1 aumentan con la gravedad de la enfermedad y se asocian con
un mayor riesgo de mortalidad'®.

e En mujeres embarazadas con COVID-19, los valores de sFLT-1
también aumentan con la gravedad de la enfermedad y se aso-
cian con un mayor riesgo de neumonia grave, ingreso en UCI,
intubacién, sepsis viral y muerte materna'”’.

¢ En mujeres embarazadas con COVID-19, el ratio sFLT-1/ANG-II
también aumenta con la gravedad de la enfermedad, pero no se
asocia con un mayor riesgo de preeclampsia's.

Estos hallazgos sugieren que sFLT-1 podria ser un biomarcador
atil para la evaluacién de la gravedad de la COVID-19 y para la
identificacién de pacientes con un mayor riesgo de complicaciones.

Skibsted et al. comparan el uso de biomarcadores frente al ana-
lisis de oxigenacién a pie de cama con sistemas NIRS, desestimando
este procedimiento ante la discrepancia con los biomarcadores y la
dificultad técnica'”.

Respecto a las limitaciones del estudio, podriamos citar la falta
de andlisis estadistico debido a la gran variabilidad de los datos
ofrecidos por las diversas publicaciones trabajadas. Aunque a priori
podria parecer un limitador de cara a generalizar, resulta intere-
sante que en todos los estudios relacionan sFLT-1 como sepsis,
gravedad y pronéstico desde enfoques distintos. Schuetz et al.®
plantean el estudio de biomarcadores para el diagnéstico diferen-
cial de shock en urgencias, la falta de discriminacién de los estudios
en relacién con el foco primario de la sepsis®?, la falta de descrip-
cién entre las diferentes causas de sepsis, asi como diferenciar las
causas de otros tipos de shock en los grupos control?.

Day et al.” identificaron biomarcadores para el diagnéstico dife-
rencial entre shock séptico y otras causas de shock. Sin embargo,
los estudios presentaron sesgos de seleccion de pacientes, como
una poblacién reducida, unicéntrica, asi como criterios de inclu-
sion restrictivos. Ademas, la mayoria de los estudios solo midieron
los biomarcadores en un momento puntual, lo que podria limitar
su utilidad clinica.

Es importante sefalar que los biomarcadores no miden el dafo
endotelial de forma directa sino indirectamente. Por lo que se
podria caer en un sesgo de confusion en el que los biomarcadores
indirectos resultaran significativos y no se produjera una disfun-
cién endotelial in situ, aunque esta Gltima opcién no resulta muy
factible.

Por tltimo, todos los articulos resultan significativos por lo que
llevarlo a cabo en una muestra propia podria indicarnos si se pre-
senta sesgo de publicacién. Derivado del presente trabajo podemos
afirmar que seria de muy alto interés la realizacion, en un futuro
préximo, de los estudios correspondientes que permitieran concre-
tar no solo los valores prondstico, sino también su incorporacién en
escalas de prediccion de complicaciones nosocomiales y la morbi-
mortalidad.

Tras sintetizar de forma pormenorizada todos los articulos
resulta evidente el papel de sFLT-1 en la disfuncién endotelial en

229

143



M.J. Ugalde, A. Caballero, M. Martin Ferndndezet al.

Medicina Clinica 163 (2024) 224-231

Tabla1
sFLT-1 como biomarcador de clasificacién de gravedad
Autor Afio Disefio Pacientes Hallazgos
Alves et al."? 2011 Estudio cohortes 41 pacientes con fiebre En el momento del inicio de la fiebre no hay
prospectivo neutropénica. Shock diferencias estadisticas significativas entre
séptico (n=31) vs. valores de sFLT-1 y VEGF-A. Sin embargo,
sepsis (n=10) en UCI después de 48 h, los valores de VEGF-A y
SFLT-1 fueron mayores de forma
estadisticamente significativa en shock séptico
Schuetz et al.' 2011 Casos y controles 207 pacientes. Sépticos Pacientes con diabetes presentan valores
prospectivo (n=70), sepsis severa mayores de E-selectina y sFLT-1, asi como si se
n=66), shock séptico compara la sepsis vs. shock séptico. ICAM-1,
(n=71), en pacientes VCAMy PAI-1 no fueron en ningiin caso
diabéticos (n=63) significativos
frente no diabéticos
(n=144)en UC
Skibsted ' 2013 Estudio cohortes 166 pacientes con SFLT-1, E-selectina, sVCAM-1, PAI-1 y sSICAM-1
prospectivo sepsis (n=63), sepsis se correlaciond con la escala SOFA, IL-6 y la
multicéntrico grave (n=61)y shock escala APACHE Il salvo sICAM-1
séptico (n=42) en UCI
Fiusaetal.”” 2013 Estudio cohortes 99 pacientes fiebre Los valores de VEGF-A y sFLT-1 fueron
prospectivo neutropénica. Shock similares entre pacientes en shock séptico vs.
séptico (n=20), no sepsis no complicada
complicados (n=79) en La concentracion de Ang-2 aumenté en
ud pacientes con shock séptico. Sin embargo,
valores de VEGF-A y sFLT-1 fueron similares
Skibsted et al.'? 2013 Estudio cohortes 186 pacientes en El uso de la técnica (NIRS) no presenta
prospectivo urgencias con sepsis correlacion con ninguno de los biomarcadores
multicéntrico (n=64), shock séptico analizados en el subgrupo de sepsis
(n=61) y controles no
infectados (n=61)
Schuetz et al.® 2014 Estudio cohortes 161 pacientes SFLT-1, E-selectina, ICAM-1 y VEGF fueron
prospectivo hipotensos en estadisticamente significativos para el
urgencias. Sepsis diagnéstico diferencial del shock séptico vs.
(n=69), no sepsis otras causas de shock
(n=92)
Day et al.? 2015 Estudio cohortes 115 pacientes Aumento significativo en sepsis de sFLT-1,
prospectivo hipotensos en e-selectina, SICAM-1, PAI-1, IL-6 y
urgencias. Sepsis procalcitonina
(n=49), no sepsis El uso de biomarcadores aumenté el AUC para
(n=66) el diagnostico diferencial de sepsis vs. el uso
exclusivo de la clinica
Houetal.'! 2017 Ensayo clinico 605 pacientes en shock La resucitacion guiada por objetivos no
multicéntrico séptico en urgencias demostré diferencias en los biomarcadores
frente a la terapia estandar de resucitacion
Tabla 2
sFLT-1 como biomarcador de mortalidad
Autor Ano Disefno Pacientes Hallazgos
Skibsted et al."” 2013 Estudio cohortes 166 pacientes con sepsis Los biomarcadores sFLT-1, sE-selectin,
prospectivo (n=63), sepsis grave ICAM y sVCAM-1 se demuestran
multicéntrico (n=61) y shock séptico predictores de mortalidad
(n=42)en UCI intrahospitalaria
Fiusa etal.”® 2013 Estudio cohortes 99 pacientes fiebre El cociente Ang-2/Ang-1 se presenta
prospectivo neutropénica. Shock como biomarcador de aumento del
séptico (n=20), no riesgo de fallecer a los 28 dias
complicados (n=79) en UCI
Houetal.'' 2017 Ensayo clinico 605 pacientes en shock Los biomarcadores basales y a las 24h

multicéntrico

séptico en urgencias mostraron ser predictores de

mortalidad

SFLT-1 forma parte del equilibrio entre factores angiogénicos
presentando bajos valores en personas sin patologia endotelial aso-
ciada.

Tal y como se describe de forma amplia previamente, sFLT-1 se
identifica como significativo en pacientes en shock séptico frente a
otros tipos de shock o en pacientes con sepsis leve (criterios Sepsis-
2). Dichos resultados se describen ampliamente destacando en el
diagnéstico diferencial de shock en urgencias entre sepsis vs. no
sepsis®, otras causas de shock? y diferencias entre sepsis, sepsis
severa y shock séptico. En este tltimo articulo vale la pena resefiar
la correlacién con la IL-6, asi como la escala APACHE-I], escala ya

validada para la sepsis para predecir la gravedad y el prondstico de
los pacientes en unidades de cuidados intensivos'’. Estos 3 articu-
los se engloban ya que presentan gran coherencia, ya que hacen
referencia a la significacién estadistica y clinica del aumento de
SFLT-1 en estudios comparativos sepsis-shock séptico vs. shock no
séptico.

Una de las fortalezas de esta revision es la descripcién deta-
llada de cada estudio de andlisis multivariante de las patologias
ajustadas por comorbilidades, ya que resulta evidente el papel del
estado previo de los pacientes como condicionante de elevacién de
marcadores de disfuncién endotelial®'?. En esa linea otro de los
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Hou et.al.!! analizaron la resucitacién hemodinamica en urgen-
cias guiada por objetivos vs. tratamiento habitual. No hubo
diferencias en el resultado clinico entre las estrategias de reanima-
cién, ni en los perfiles de biomarcadores de permeabilidad vascular
(sFLT-1, VEGF, Ang-2) ni hemostasia (VWF, tPA, TM) en las 6h ni
a las 24 h de los biomarcadores analizados. Todos los biomarca-
dores previamente mencionados fueron indicadores significativos
de mortalidad, tanto basalmente como a las 6h como a las 24 h.
Resulta de especial interés la toma basal de biomarcadores como
predictores de mortalidad que demostraron tener AUC significa-
tivas todas ellas: sFLT-1 0,70 (0,61-0,78), VEGF 0,56 (0,47-0,66),
Ang-2 0,67 (0,58-0,76), vWF 0,60 (0,51-0,69), tPA 0,69 (0,61-0,77)
y trombomodulina 0,69 (0,60-0,77).

Con respecto a los pacientes con sistema inmune comprometido
(neutropénicos y diabéticos), se obtuvieron las siguientes conclu-
siones:

Alves et al.!2 llevaron a cabo un estudio retrospectivo en el que
se compararon 31 pacientes con sepsis vs. 10 pacientes con shock
séptico neutropénicos de causa hematoldgica. Al inicio de la fiebre
no presentaron diferencias en los valores de VEGF-A (20,7 pg/ml,
7,9-129,3 pg/ml) vs. (20,0 pg/ml, 9,3-158,9 pg/ml; p=0,9) ni en los
valores de sFLT-1 (47,3 pg/ml, 20,8-117,6 pg/ml) vs. (49,2 pg/ml,
29,6-91,1 pg/ml; p=0,3) ni en sepsis ni shock séptico.

Sin embargo, después de 48 h, los valores de ambos marcadores
fueron mayores en pacientes con shock séptico en comparacién con
pacientes sépticos (116,0 pg/ml, 42,7-208,4 pg/ml) vs. (42,9 pg/ml,
25,9-472,9 pg/ml; p=0,002). En cuanto a la correlacién respecto a
la escala SOFA se demostré VEGF-A al inicio (Rs=-0,21; p=0,23)
vs. 48 h (Rs=—-0,17; p=0,33) y sFLT-1 al inicio (Rs=0,3; p=0,04)
vs. 48 h (Rs=0,25; p=0,16). Dichos valores son refrendados en las
areas bajo la curva (AUC) a las 48 h VEGF (0,76, 0,55-0,97; p=0,02)
y sFLT-1 (0,87, 0,73-1,00; p<0,01).

Por el contrario, Fiusa et al.!® al analizar a pacientes con
fiebre neutropénicos encontraron no significativos VEGF-A ni
SFLT-1 en cuanto al riesgo de desarrollar shock séptico. Poste-
riormente comparan pacientes no complicados vs. complicados en
cuanto a la angiopoyetina: Ang-1 (898,8 pg/ml; 77,9-5420 pg/ml)
vs. (1220 pg/ml; 32,5-47.924 pg/ml) p=0,07. Ang-2 (4467 pg/ml;
1289-37.318 pg/ml) vs. (6494 pg/ml, 173-49.611 pg/ml), p=0,02.
Dado el papel antagénico de Ang-1 vs. Ang-2, se analiza el cociente
Ang-1/Ang-2 mostrando un ratio (5,3; 0,6-57,1) vs. (1,9; 0,1-64,6)
p=0,01. Se estimé una AUC 0,68 (1C95%, 0,55-0,81; p=0,01). Ratio
de 5 presenté sensibilidad 60% (IC95%, 36,1-80,9%) y especifici-
dad 77,2% (1C95%, 66,4-85,9%). Valor predictivo positivo y negativo
47% y 85%, respectivamente. El cociente Ang-2/Ang-1 por encima
de 5 aument6 el riesgo relativo de fallecer a los 28 dias por 5,8
(1C95%, 1,96-17,59; p=0,001) y 2,74 (IC95%, 1,054-7,160; p=0,03)
ante valores mayores de la mediana.

En cuanto a la diabetes, Schuetz et al.'* seleccionaron pacien-
tes en sepsis, en sepsis severa y en shock séptico y los dividieron
seglin su patologia de base (diabetes vs. no diabetes). En primer
lugar, compararon el papel de la diabetes y la sepsis demostrando
el aumento de E-selectina (71,4, 45,8-116) vs. (45,1, 30,1-68,6;
p<0,0001) y sFLT-1 (192, 103-378) vs. (112, 70-187; p<0,0001),
mientras ICAM-1 y PAI-1 no fueron estadisticamente significativos
en diabéticos vs. no diabéticos. Una vez establecida la relacién posi-
tiva en cuanto a la diabetes, se analizo la sepsis vs. shock séptico,
demostrando E-selectina (119, 71-168) vs. (61, 37-83; p<0,001)
y sFLT-1 (370, 243-712) vs. (190, 113-351; p=0,001), siendo no
significativo ICAM-1, VCAM ni PAI-1. Tras realizar el estudio mul-
tivariante se concluyé la mayor asociacion en la escala SOFA en
pacientes diabéticos al ajustar por sepsis, entre otras variables (3
0,09; p=0,006).

Skibsted et.al.'® plantearon el seguimiento de StO; llevandolo
a cabo en tres fases: inicial, fase oclusion y fase de recuperacién
post liberacion del torniquete. Se realizé el estudio multivariante
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en las tres fases comparandolo con los biomarcadores sE-selectina,
sVCAM-1, ICAM-1, IL-6, sFLT-1 y PAI-1. Siendo tinicamente esta-
disticamente significativos estos dos tltimos: sFLT-1 (r=-0,08,
p<0,001) y PAI-1 (r=-0,06, p<0,001). Sin embargo, al realizar el
estudio por subgrupos, en el grupo de la sepsis ninguno de los
biomarcadores resulté estadisticamente significativo (tablas 1y 2).

A continuacion, se describen los 3 articulos que se obtenian al
aplicar los criterios de inclusién previamente mencionados que
presentan relacién con la infeccién por SARS-CoV-2. Se decide la
inclusion de estos al presentar una patologia de neumonia intersti-
cial bilateral viral que acaba condicionando un sindrome de distrés
respiratorio del adulto y que lleva consigo gran cantidad de compli-
caciones infecciosas bacterianas. Dicha disfuncién endotelial surge
de la disfuncion microcirculatoria por la infiltracién de las células
endoteliales que expresan ACE2.

Greco et al.'% comparan valores de sFLT-1 en sujetos infec-
tados vs. controles sanos, ante cifras de 90,3 pg/ml (AUC 0,902,
sensibilidad 83,89%, especificidad 86,67%, p<0,001). sFLT-1 apa-
recié asociado con la extension y la gravedad de la enfermedad.
Tercer dia (122,4+6,9 vs. 155,6 + 10,6 pg/ml, p=0,01), segunda
semana de 199,4 + 32,4 pg/ml, tercera semana 199,0+ 12,0 pg/ml.
En los pacientes control observamos una concentracién de sFLT-1
de 78,9 42,5 pg/ml. Agruparon por cuartiles los valores de sFLT-1y
linfocitosis, neutrofilia, PCR, LDH, ferritina y procalcitonina, demos-
trdndose aumentado en fallecidos por COVID-19. Se analizé el uso
de CA 15.3 como marcador de progresién de fibrosis, mostrando
valores séricos de CA 15.3 de pacientes ingresados en UCI en com-
paracioén con los pacientes que fueron hospitalizados en planta de
hospitalizacién y sujetos control (42,6 +3,3 vs. 25,7+ 1,5U/ml vs.
pacientes control 14,5+0,3 U/ml p<0,0001).

Espino-y-Sosa et al.'” compararon mujeres embarazadas posi-
tivas para COVID-19 graves vs. no graves. Dicha comparativa
evidenci6 significacion estadistica en lacomparativa de las cifras de
SFLT-1 (1424; 1054-2099 vs. 6119; 2099-7900, p=0,0001), con un
cociente sFLT-1/ANG-II ratio (0,92; 0,25-2,03 vs. 14,27; 4,47-42,46
p=0,0001). En esa linea se concluyeron unas OR para sepsis grave
de sFLT-1 (1,01; 1,00-1,01 p<0,0001) y sFLT-1/ANG-II (1,31; 1,09-
1,56 p=0,003). Por tltimo, un cociente sFLT-1/ANG-II = 3,06 obtuvo
una AUC para neumonia grave 0,96 presentando sensibilidad 0,96
(IC95%, 0,88-1,0), especificidad 0,886 (1C95%, 0,80-0,972), VPP 8,48
(1C95%, 3,97-18) y VPN 0,045 (1C95%, 0,01-0,31). Del mismo modo
las AUC para el ratio = 3,06 de sFLT-1/ANG-II para riesgo ingreso
UCI, intubacién, sepsis viral y muerte materna también fueron sig-
nificativas.

En la misma linea, Torres-Torres et al.'® analizaron la relacién
entre sFLT-1y gravedad de COVID-19 (no grave vs. grave). Los valo-
res de sFLT-1 fueron mayores en pacientes con COVID grave (1789;
1171-3286 vs. 4050; 2099-11.490 p=0,002). Hubo una asociacién
significativa entre sFLT-1 neumonia OR 1,817 (1C95%, 1,365-2,418;
p<0,0001), ingreso en la UCI OR 2,195 (IC95%, 1,582-3,047), sepsis
viral OR 2,318 (IC95%, 1,407-3,820) y muerte materna OR de 5,504
(IC95%, 1,079-28,076). En cuanto a las AUC fueron todas significa-
tivas destacando la de gravedad de neumonia 0,715 (0,582-0,828),
VPP 38,7 (9,7-61,3), VPN 45,2 (29-64,5) (tabla 3).

Discusion

Un diagndstico precoz que permita un rapido tratamiento inten-
sivo inicial son claves para la mejora del pronéstico de la sepsis.
Ciertos biomarcadores potencialmente utilizables para dicho fin se
encuentran ampliamente descritos y gran parte de ellos ya dispo-
nibles en la practica clinica habitual. Sin embargo, estos reactantes
de fase aguda también se elevan en patologias de etiologia no
infecciosa, por lo que resulta mandatorio la identificacién de nue-
vos biomarcadores con sensibilidad y especificidad suficientes para
dicho propésito'?.
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|. COMUNIDAD DE CASTILLAY LEON
D. OTRAS DISPOSICIONES

CONSEJERIA DE SANIDAD
GERENCIA REGIONAL DE SALUD (SACYL)

RESOLUCION de 16 de mayo de 2024, del Presidents de la Gerencia Regional
de Salud de Castilla v Leon, por la que se aprueba la relacion definitiva de proyectos
de investigacion biosanitaria, gestion sanitaria y atencion sociosanitaria que han sido
seleccionados para desarroilar en los ceniros de la Gerencia Regional de Salud, en 2024,

Mediante Resolucion de 26 de junio de 2023, del Presidente de la Gerencia Regional
de Salud, se establece, el procedimiento de seleccion de los proyectos de investigacion
bicsanitaria, gestion sanitaria y atencion sociosanitaria a desarrollar en los centros de la
Gerencia Regional de Salud en 2024.

Se presentaron 219 proyectos de investigacion, de los cuales tres proyectos de
investigacion fueron excluidos por incumplimiento de las obligaciones impuestas por la
convocatoria y & 18 proyectos e les tuvo por desistidos al no presentar subsanacion en
plazo.

Paor tanto se remitieron 198 proyectos para que fuesen examinados y evaluados por
la Comizion de ‘aloracion, con el asesoramiento técnico de la Agencia para la Evaluacion
de la Calidad del Sistema Universitario de Castilla y Leon (ACSUCYL), segin los criterios
objetivos que figuran en el resuelvo séptimo de la convocatoria.

Los 198 proyecios presentados se distribuyeron de la siguiente forma:

— Laseleccion de 54 proyectos de investigacion modalidad «A-» comespondientes a
Atencion Hospitalaria, que mayor puntuacion han obtenido, Anexo |, estableciendo
la nota de corte de la convocatoria en este grupo en 7,75 puntos.

— La=eleccion de 13 proyectos de investigacion modalidad «A-l» comespondientes
a Atencion Hospitalaria, gue mayor puntuacion han obtenido, Anexo |,
estableciendo la nota de corte de la convocatoria en este grupo en 5 puntos.

— La seleccién de 1 proyecto de investigacion modalidad «B» comespondientes a
Emergencias Sanitarias, Anexo ll, estableciendo la nota de corte de la convocatoria
en esta modalidad en 5 puntos.

— La seleccion de 22 proyectos de investigacion modalidad «C» commespondientes a
Atencion Primaria, que mayor puntuacion han obtenido, Anexo 1l estableciendo
la nota de corte de la convecatoria en esta modalidad en 5 puntos.

En virtud de la competencia otorgada en el apartado Sexto.S de la Resolucion de 26
de junio de 2023, y vista la Propuesta de Resolucion dictada por el Director General de
Calidad e Infraestructuras Sanitarias

CV: BOCYL-D-31052024-24
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ANEXO |
PROYECTOS DE INVESTIGACION SELECCIONADOS
MODALIDAD A - ATENCION HOSPITALARIA
GRUPC -1l
Cidige | INVESTIGADOR Imports
odigo | INVESTIGAD GENTRO TIULO PROYEGTO oM 1P :
GREITIN| CRISTINA COMPLEJD e e camoa A oo | 21202

A30003 | MIETO GOMEZ | ASISTENCIAL DE AVILA GO
MORFOLOGIA ENDOTEL 1AL CORNEAL
WIGLEL JAVIER LA HUELLA DIFERENCIAL PRONGSTICA
CREZEU| " UBALDE | oo s DE SEFSIS: BIOMARCADORES mppaEe | 18.461€
ATPIAZL ENDOTELIALES
ey Fo7.1 el e wa ) Y
GRS 2626/ | DAVIDANDALUZ|  ASISTENCIAL HOSPITALIZACION POR PATOLOGLA |
Pt e UNVERSTMEIO DE | INFECCIOSAY SURELACION CON LA | *8656™ | B.044€
et PANDEMLA COVID-10: ANALISIS BIG DATA
EN CASTILLA Y LEON
CABRIEL JESUS COMFLEJD AUTOFSIA PSICOLOGICA EN FAMILIBRES
GRS 2066/ | SATREL JE51 ASISTENCIAL YIO ALLEGADOS DE PERSONAS CON | uspecne | 4 10
aaznzs | EOCRISVEZ | UNIVERSITARIO DE | SUICIDIO CONSUMADO EN LAPROVINCIA '
FALENCIA DE PALENCIA
FREVALENCIA DE ESTEATOSIS
HEPATICA NO ALCOHOLICAEN
ars 28e| “TOEC0 Ao A DE | POBLACION NO OBESAY VALORACION |weraqare | 1aa13€
A3 o iy DE LA GRASA PREPERITONEAL COMO :
ANA MARCADOR DE ESTEATOSIS HEPATICA
MEDIANTE ECOGRAFIA CLINICA.
VARIABLES CLINICAS ¥
FARMACOGENETICAS DE LAEFICACIAY
GRS 2607/ | FAHD BEDDAR COMPLEJO SEGURIDAD DE LOS ANTICOAGULANTES | |
Pt e | TN eua|  ORALES DE ACCION DIRECTAEN 1970 | 16.600€
PACIENTES DE EDAD AVANZADA CON
DISTINTO GRADO DE FRAGILIDAD EN LA
PROVINCLA DE SORIA
VALIDACION DE BIOMARCADORES
- DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES
O e | oo k. | HOSPITAL EL BIERZO. | ENTRE ESQUIZOFRENIAY TRASTORNO | “8200™ | 7.323€
BIFOLAR. AFROXIMACION AL PRIMER
EPISODIO PSICOTICO.
PREVALENCIA DE ARRITMIAS EN
GRS 2003 | SORAYA ABAD FAGIENTES CON ENFERMEDAD REMAL | saar s s
a2onzs | EsTemanez | HOSPITALDELBIERZD | nofuics AVANZADA EN PROGRAMADE | D187 | 141018
HEMDDMALISIS CRONICA
MEJORA DEL FROGRAMA DE CRIBADD
DE AUTISMO CON M-CHAT-RIF A LGS 18
\RENE RUIZ. ¥ 24 MESES EN PEDIATRIA DE ATENCION
GRS 2may| ,AETE TS COMPLEJD | PRIMARIA. PILOTAJE DE UN SISTEMADE |vuuyyoge | 14450
2200273 CARDE LA | ASISTENCIAL DE AVILA | APOYO Y FACILITACION ELECTRONICA :
DE LA DETECCION ¥ VERIFICACION DE
LA SOSPECHA EN EL AREA DE SALUD DE
AVILA.
YOLANDA SALUD FISICA EN PACIENTES CON
GRS 2006/ TRASTORNO MENTAL GRAVELUN | seepnppes
A3 ZAPICO HOSPITAL ELBIERZO. | por im0 DE COHORTES DE 12AN0S DE | ooce. | 9871€
MERAYD SEGUIMIENTO
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Premios

Premio 1. Premio trabajo de Investigacion en Formacion Especializada 2023
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Premio 2. Premio trabajo de Investigaciéon en Formacién Especializada 2024
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Técnicas

laboratorio

Anexo 1: IS135, 96 Tests Multiplex Assay Kit for SDC1, ANGPT1, ANGPT2, ESM1,
VCAM1, ICAM2, etc. by FLIA (Flow Luminescence Immunoassay) Organism Species:

Homo sapiens (Human) Instruction manual.

>y Cloud-Clone Corp.

to the expiration date. And please store the kits exactly according to the instruction.

10.

11

12.
13.

Kits from different batches may be a little different in detection range, sensitivity. Please perform the
experiment exactly according to the instruction attached in kit while electronic ones from our website is only
for reference.
Do not mix or substitute reagents from one kit lot to another. Use only the reagents supplied by manufacturer.
Protect all reagents from strong light during storage and incubation. All the bottle caps of reagents should be
covered tightly to prevent the evaporation and contamination of microorganism.
Variation in sample preparation and each step of experimental operation may cause different results. In order
to get better reproducible results, the operation of each step in the assay should be controlled.
Each kit has been strictly passed QC test. However, results from end users might be inconsistent with our
in-house data due to some unexpected transportation conditions or different lab equipments. Intra-assay
variance among kits from different batches might arise from above factors, too.
Kits from different manufacturers with the same item might produce different results, since we haven't
compared our products with other manufacturers.
The standard of the kit and immunogen used for antibody preparation are commonly recombinant proteins,
as different fragments, expression systems, purification methods might be used in recombinant protein
preparation, we cannot guarantee the kit could detect recombinant protein from other companies. So, it is not
recommended to use the kit for the detection of recombinant protein.
Please predict the concentration of target molecules in samples, or arrange a preliminary experiment, it is a
good way to solve specific problem, e.g. the concentration of samples are beyond the detection range of the
kit.
The kit might not be suitable for detection of samples from some special experiment, for instance, knock-out
experiments, due to their uncertainty of effectiveness.
The instruction manual is also for the kit of 48T, but all reagents of 48T kit are reduced by half.
The kit is designed for research use only, we will not be responsible for any issue if the kit was used in clinical
diagnostic or any other procedures.
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[ SENSITIVITY ]

The minimum detectable dose of SDC1 is typically less than 0.033ng/mL.
The minimum detectable dose of ANGPT1 is typically less than 0.003ng/mL.
The minimum detectable dose of ANGPT2 is typically less than 0.26pg/mL.
The minimum detectable dose of ESM1 is typically less than 0.003ng/mL.

The minimum detectable dose of VCAM1 is typically less than 0.017ng/mL.

The minimum detectable dose of ICAM2 is typically less than 0.003ng/mL.

The sensitivity of this assay, or Lower Limit of Detection (LLD) was defined as the lowest protein concentration
that could be differentiated from zero. It was determined by adding two standard deviations to the mean MFI
value of twenty zero standard replicates and calculating the corresponding concentration.

[ SPECIFICITY ]

This assay has high sensitivity and excellent specificity for detection of SDC1, ANGPT1, ANGPT2, ESM1,
VCAM1, ICAM2. No significant cross-reactivity or interference between the targets and analogues was observed.
Note:

Limited by current skills and knowledge, it is impossible for us to complete the cross-reactivity detection between
the targets and all the analogues, therefore, cross reaction may still exist.

[ STABILITY ]

The stability of Multiplex Assay Kit is determined by the loss rate of activity. The loss rate of this kit is less than 5%
prior to the expiration date under appropriate storage condition.

To minimize extra influence on the performance, operation procedures and lab conditions, especially room
temperature, air humidity, incubator temperature should be strictly monitored. It is also strongly suggested that
the assay is performed by the same operator from the beginning to the end.

[ ASSAY PROCEDURE SUMMARY ]

1. Preparation of standards, reagents and samples before the experiment;

2. Pre-wet the wells with 200uL analysis buffer, shake for 10mins, and remove the liquid from the well;

3. Add 100pL standard or sample to each well, add 10pL evenly suspended magnetic beads, incubate 90mins
protect from light at 37°C on shaker;

4. Remove liquid on magnetic frame, add 100pL prepared Detection Reagent A. Incubate 60mins protect from

light at 37°C on shaker;

Aspirate and wash plate on magnetic frame for three times;

Add 100pL prepared Detection Reagent B, incubate 30mins protect from light at 37°C on shaker;

Aspirate and wash plate on magnetic frame for three times;

® ™o o

Add 100uL sheath fluid, cover the wells with the plate sealer and protect from light, shake the plate at 37°C for
10mins on shaker, read on the machine.

[ IMPORTANT NOTE ]

1. Limited by the current conditions and scientific technology, we can't completely conduct the comprehensive
identification and analysis on the raw material provided by suppliers. So there might be some qualitative and
technical risks to use the Kkit.

2. The final experimental results will be closely related to validity of the products, so the kit should be used prior
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[ TYPICAL DATA ]

In order to make the calculation easier, we plot the corrected MFI value of the standard as the horizontal axis
(X-axis) against the concentration of the standard as the Y-axis, although the concentration is the independent
variable and the MFI value is the dependent variable. In order to make the experimental results intuitive, the
original data rather than logarithm values are provided in the figure. Logarithmic values are recommended for
standard graphs.

However, the MFI of the standard curve may vary according to the conditions of assay performance (e.g. operator,
pipetting technique, washing technique or temperature effects), plotting log of the data to establish standard curve
for each test is recommended. Typical standard curve below is provided for reference only.
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Typical Standard Curve for Multiplex Assay Kit.
[ DETECTION RANGE ]

SDC1: 0.1-100ng/mL. The standard curve concentrations used were 100.0ng/mL, 25.0ng/mL, 6.25ng/mL,
1.56ng/mL, 0.39ng/mL, 0.1ng/mL.

ANGPT1: 0.01-15ng/mL. The standard curve concentrations used were 15.0ng/mL, 3.75ng/mL, 0.94ng/mL,
0.23ng/mL, 0.06ng/mL, 0.01ng/mL.

ANGPT2: 0.78-800pg/mL. The standard curve concentrations used were 800.0pg/mL, 200.0pg/mL, 50.0pg/mL,
12.5pg/mL, 3.12pg/mL, 0.78pg/mL.

ESM1: 0.01-10ng/mL. The standard curve concentrations used were 10.0ng/mL, 2.5ng/mL, 0.62ng/mL,
0.16ng/mL, 0.04ng/mL, 0.01ng/mL.

VCAM1: 0.05-50ng/mL. The standard curve concentrations used were 50.0ng/mL, 12.5ng/mL, 3.12ng/mL,
0.78ng/mL, 0.2ng/mL, 0.05ng/mL.

ICAM2: 0.01-10ng/mL. The standard curve concentrations used were 10.0ng/mL, 2.5ng/mL, 0.62ng/mL,
0.16ng/mL, 0.04ng/mL, 0.01ng/mL.
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wells with the plate sealer and incubate for 30mins protect from light at 37°C on shaker with speed of 800rpm,

amplitude of 2~4mm.

7. Put the plate on magnetic frame for 2mins, remove the liquid of each well. Add 200uL of 1x Wash Solution to
each well and let it sit for 1~2mins. Totally wash 3 times as conducted in step 5.

8. Remove the magnetic frame, add 100uL of sheath fluid to each well, cover the wells with the plate sealer and
protect from light, shake the plate at 37°C for 10mins on shaker with speed of 800rpm, amplitude of 2~4mm.
Make the Magnetic beads in suspension, then run the machine and conduct the reading.

Note:

1. Samples or reagents addition: Please use the freshly prepared Standard. Please carefully add samples
to wells and mix gently to avoid foaming. Do not touch the well wall. For each step in the procedure, total
dispensing time for addition of reagents or samples to the assay plate should not exceed 10mins. This will
ensure equal elapsed time for each pipetting step, without interruption. Duplication of all standards and
samples, although not required, is recommended. To avoid cross-contamination, change pipette tips
between additions of standards, samples, and reagents. Also, use separated reservoirs for each reagent.

2. Incubation: To ensure accurate results, proper adhesion of plate sealers during incubation steps is
necessary. Do not allow wells to sit uncovered for extended periods between incubation steps. Once
reagents are added to the well strips, DO NOT let the strips DRY at any time during the assay. Incubation
time and temperature must be controlled. To avoid fluorescence quenching, the incubation process should
be performed protect from light.

3. Washing: The wash procedure is critical. Complete removal of liquid at each step is essential for good
performance. But in order to avoid the lose of Magnetic Beads, please perform the wash step on the
magnetic frame. DO NOT blot the plate on absorbent paper. Insufficient washing will result in poor precision
and false elevated reading.

4. If the humidity in the laboratory is below 60%, it is recommended to use a humidifier to increase the humidity.

5. Before reading, adjust the needle of the instrument to the appropriate height (two magnetic gaskets) from the

bottom of the plate wells.

[ TEST PRINCIPLE ]

Anti-SDC1, ANGPT1, ANGPT2, ESM1, VCAM1, ICAM2 antibodies were coated on the surface of magnetic
beads of 15#/19#/21#/26#/28#/35# respectively, to make solid phase carrier. Standard or sample were added to
the magnetic beads, respectively, in which SDC1, ANGPT1, ANGPT2, ESM1, VCAM1, ICAM2 was bound to the
antibody connected to the solid phase carrier, and then biotinylated anti-SDC1, ANGPT1, ANGPT2, ESM1,
VCAM1, ICAM2 antibodies were added. After the unbound biotinylated antibody was washed, PE-labeled avidin
was added. There is a positive correlation between the concentration of SDC1, ANGPT1, ANGPT2, ESM1,
VCAM1, ICAM2 in the sample and corresponding value of MFI (Median Fluorescence Intensity). Luminex

analyzer was used to determine and calculate the sample concentration.

[ CALCULATION OF RESULTS ]

Median MFI value of each standard, control and samples subtract the zero standard MFI value. Create standard
curves with SDC1, ANGPT1, ANGPT2, ESM1, VCAM1, ICAM2 concentration on the Y-axis and corresponding
MFI on the X-axis, respectively. Draw a best fit curve through the points and it can be determined by regression
analysis. If samples have been diluted, the concentration read from the standard curve must be multiplied by the

dilution factor.
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6.

caused by pipetting, use small volumes and ensure that pipettors are calibrated. It is recommended to suck
more than 10uL for one pipetting.

The reconstituted Standards, Detection Reagent A and Detection Reagent B can be used only once.

If crystals have formed in the Wash Solution concentrate (30x), warm to room temperature and mix gently
until the crystals are completely dissolved.

Contaminated water or container for reagent preparation will influence the detection result.

[ SAMPLE PREPARATION ]

1.

We are only responsible for the kit itself, but not for the samples consumed during the assay. The user should
calculate the possible amount of the samples used in the whole test. Please reserve sufficient samples in
advance.

Please predict the concentration before assaying. If values for these are not within the range of the standard
curve, users must determine the optimal sample dilutions for their particular experiments. Sample should be
diluted by PBS.

If the volume of samples is limited, please dilute the samples with PBS to appropriate volume.

If the samples are not indicated in the manual, a preliminary experiment to determine the validity of the kit is
necessary.

Tissue or cell extraction samples prepared by chemical lysis buffer may cause unexpected results due to the
impacts from certain chemicals.

Due to the possibility of mismatching between antigen from other origin and antibody used in our kits (e.g.
antibody targets conformational epitope rather than linear epitope), some native or recombinant proteins
from other manufacturers may not be recognized by our products.

Influenced by the factors including cell viability, cell number or sampling time, samples from cell culture
supernates may not be detected by the kit.

Fresh samples without long time storage is recommended for the test. Otherwise, protein degradation and
denaturalization may occur in those samples and finally lead to wrong results.

[ ASSAY PROCEDURE ]

1.
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Add 200uL analysis buffer solution to each well of the plate for pre-wetting. Shake the plate at room
temperature for 10mins on shaker. Then, remove the liquid from the well.

Determine wells for diluted standard, blank and sample. Prepare 6 wells for standard, 1 well for blank. Add
100uL each of dilutions of Standard (follow Reagent Preparation step 2), blank and samples into the
appropriate wells. Use vortex oscillator to suspend the magnetic beads, add 10pL evenly suspended
magnetic beads in each well. Cover with the Plate sealer. Incubate for 90mins protect from light at 37°C on
shaker with speed of 800rpm, amplitude of 2~4mm, to avoid settling of magnetic beads.

Put the plate on magnetic frame for 2mins, then remove the liquid of each well with plate on the magnetic
frame, don’t wash.

Add 100pL of Detection Reagent A working solution to each well, cover the wells with the plate sealer and
incubate for 60mins protect from light at 37°C on shaker with speed of 800rpm, amplitude of 2~4mm.

Put the plate on magnetic frame for 2mins, then remove the liquid of each well. Add 200uL of 1x Wash
Solution to each well and let it sit for 1~2mins. Remove the liquid of each well with plate on the magnetic
frame. Totally wash 3 times. This process could be performed by magnetic plate autowasher.

Remove the magnetic frame, add 100uL of Detection Reagent B working solution to each well, cover the
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e lipids, colloids or precipitates in the sample will cause the aggregation and sedimentation of magnetic
beads and influence the final detection result. It is recommended to centrifuge the sample first and test the
sample supernatant.

4. Samples should be slowly equalized to room temperature before use, and should not be heated to melt.

5. Cell cultures with animal serum may contain high levels of latent factor in the preparation of cell culture media
and will affect the results.

[ Luminex 200 analyzer ]

Analytes volume: 70pL.

Bead type: MagPlex.

Total Count: 50 count/region.

Collect Median Fluorescence Intensity (MFI).

REAGENT PREPARATION ]

1. Bring all kit components and samples to room temperature (18~25°C) before use. If the kit will not be used up

— s on =

in one time, please only take out strips and reagents for present experiment, and leave the remaining strips
and reagents in required condition.

2. Standard - Reconstitute the Standard with 0.5mL of Standard Diluent, kept for 10mins at room
temperature, shake gently (not to foam). The highest concentration of the Standard is shown as tube “1” in
the table below. Please prepare 6 tubes labeled 2~7 containing 0.3mL Standard Diluent, produce a 4-fold
dilution series according to the table shown below. Mix each tube thoroughly before the next transfer. Take
100pL to the next tube and mix, until the “6” tube with the lowest target concentration. The “7” tube only
added Standard Diluent is the blank with Opg/mL.

Item 1 2 3 4 5 6 7 Concentration
SDC1 100 25 6.25 1.56 0.39 0.10 0 ng/mL
ANGPT1 15 3.75 0.94 0.23 0.06 0.01 0 ng/mL
ANGPT2 800 200 50 12.5 3.12 0.78 0 pg/mL
ESM1 10 25 0.62 0.16 0.04 0.01 0 ng/mL
VCAM1 50 12.5 3.12 0.78 0.20 0.05 0 ng/mL
ICAM2 10 25 0.62 0.16 0.04 0.01 0 ng/mL

3. Before using the Pre-Mixed Magnetic beads, please briefly spin or centrifuge it to make the liquid attached
to the tube wall or bottle cap deposit to the bottom of the tube. During the assay, use vortex oscillator to keep
the suspension of magnetic beads, premixed magnetic beads should be protected from light.

4. Detection Reagent A and Detection Reagent B - Briefly spin or centrifuge the stock Detection A and
Detection B before use. Dilute them to the working concentration 100-fold with Assay Diluent A and B,
respectively. Detection Reagent B should be protected from light during the experiment.

5. Wash Solution - Dilute 20mL of Wash Solution concentrate (30x) with 580mL of deionized or distilled water
to prepare 600mL of Wash Solution (1x).

Note:

1. Making serial dilution in the wells directly is not permitted.

2. Prepare standards within 15mins before assay. Please do not dissolve the reagents at 37°C directly.

3. Please carefully reconstitute Standards or working Detection Reagent A and B according to the instruction,

and avoid foaming and mix gently until the crystals are completely dissolved. To minimize imprecision
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[ STORAGE OF THE KITS ]

1. For unused kit: For experiment convenience, reagents should be stored separately, Standard and Detection
Reagent A should be stored at -20°C while the others could be at 4°C. Pre-Mixed Magnetic beads and
Detection Reagent B should be protected from light.

2. For used kit: When the kit is used, the remaining reagents need to be stored according to the above storage
conditions.

Note:

It is highly recommended to use the remaining reagents within 1 month provided this is prior to the expiration date

of the kit. For the expiration date of the kit, please refer to the label on the kit box. All components are stable up to

the expiration date.

[ SAMPLE COLLECTION AND STORAGE ]

Serum - Use a serum separator tube and allow samples to clot for two hours at room temperature or overnight at
4°C before centrifugation for 20mins at approximately 1,000xg. Assay freshly prepared serum immediately or
store samples in aliquot at -20°C or -80°C for later use. Avoid repeated freeze/thaw cycles.

Plasma - Collect plasma using EDTA or heparin as an anticoagulant. Centrifuge samples for 15mins at 1,000xg
at 2~8°C within 30mins of collection. Remove plasma and assay immediately or store samples in aliquot at
-20°C or -80°C for later use. Avoid repeated freeze/thaw cycles.

Tissue homogenates - The preparation of tissue homogenates will vary depending upon tissue type.

1. Tissues were rinsed in ice-cold PBS to remove excess blood thoroughly and weighed before
homogenization.

2. Mince the tissues to small pieces and homogenized them in fresh lysis buffer (catalog: 1S007, different lysis
buffer needs to be chosen based on subcellular location of the target protein) (w:v = 1:20~1:50, e.g. 1mL
lysis buffer is added in 20~50mg tissue sample) with a glass homogenizer on ice.

3. The resulting suspension was sonicated with an ultrasonic cell disrupter till the solution is clarified.

Then, the homogenates were centrifuged for Smins at 10,000xg. Collect the supernates and assay
immediately or aliquot and store at =-20°C.

Cell Lysates - Cells need to be lysed before assaying according to the following directions.

1. Adherent cells should be washed by cold PBS gently, and then detached with trypsin, and collected by
centrifugation at 1,000xg for 5mins (suspension cells can be collected by centrifugation directly).

Wash cells three times in cold PBS.
Resuspend cells in fresh lysis buffer with concentration of 107 cells/mL. If it is necessary, the cells could be
subjected to ultrasonication till the solution is clarified.

4. Centrifuge at 1,500xg for 10mins at 2~8°C to remove cellular debris. Assay immediately or aliquot and store
at =-20°C.

Cell culture supernates and other biological fluids - Centrifuge samples for 20mins at 1,000xg. Collect the
supernates and assay immediately or store samples in aliquot at -20°C or -80°C for later use. Avoid repeated
freeze/thaw cycles.

Note:

1. Samples to be used within one week may be stored at 4°C, otherwise samples must be stored at -20°C (<1
month) or -80°C (=2 months) to avoid loss of bioactivity and contamination.

2. Sample hemolysis will influence the result, so hemolytic specimen should not be used.

23603 W, Fernhurst D, Unit 2200, Katy, TX 77494, USA | 001-832-538-0970 | www.clond-clone,us | mailia clond-cloneus

161



Cloud-Clone Corp.

1S135, 96 Tests
Multiplex Assay Kit for SDC1, ANGPT1, ANGPT2, ESM1, VCAM1, ICAM2, etc.
by FLIA (Flow Luminescence Immunoassay)
Organism Species: Homo sapiens (Human)
Instruction manual
FOR RESEARCH USE ONLY
NOT FOR USE IN CLINICAL DIAGNOSTIC PROCEDURES

Version 3.0

[ INTENDED USE ]

The kit is a magnetic bead-based multiplex assay kit applies sandwich immunoassay for in vitro quantitative
measurement of SDC1, ANGPT1, ANGPT2, ESM1, VCAM1, ICAM2 in human serum, plasma, tissue
homogenates, cell lysates, cell culture supernates and other biological fluids.

[ REAGENTS AND MATERIALS PROVIDED ]

Reagents Quantity Reagents Quantity
96-well plate 1 Plate sealer for 96 wells 4
Pre-Mixed Standard 2 Standard Diluent 1x20mL
Pre-Mixed Magnetic beads: SDC1 (15#);

ANGPT1 (19#); ANGPT2 (21#); ESM1 (26#); | 1x1mL Analysis buffer 1x20mL
VCAM1 (28#); ICAM2 (35#);

Pre-Mixed Detection Reagent A 1x120uL Assay Diluent A 1x12mL
Detection Reagent B 1x120uL Assay Diluent B 1x12mL
Sheath Fluid 1x10mL Wash Buffer (30 x concentrate) | 1x20mL
Instruction manual 1

[ MATERIALS REQUIRED BUT NOT SUPPLIED ]

1. Luminex MAGPIX®, Luminex 100™, Luminex 200™ or Bio-Rad®, Bio-Plex® analyzer (It is recommended
that the instrument be preheated, self-checked and calibrated before use).

Single or multi-channel pipettes with high precision and disposable tips.

Microcentrifuge Tubes.

Deionized or distilled water.

Magnetic frame.

Container for Wash Solution.

0.01mol/L (or 1x) Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.0~7.2.

Vortex oscillator.

Incubated Shaker.

2.
3:
4.
5.
6.
7.
8.
9.
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[ TROUBLE SHOOTING ]

Problem | Possible Source Correction Action
Poor Improper standard curve preparation Ensure accurate operation of the dilution
Standard | Incomplete washing and aspiration Adequate washing and adequate aspiration
Curve Inaccurate Pipetting Check and Calibrate pipettes
Incomplete washing of wells Ensure sufficient washing
Inadequate mixing and aspiration o o
— I Adequate aspiration and mixing reagents
Precision | Reused pipette tips, containers and | Change and use new pipette tips, containers and
sealers sealers
Inaccurate Pipetting Check and Calibrate pipettes
Inadequate reagent volumes added to . .
welle Calibrate pipettes and Add adequate reagents
Incorrect incubation times Ensure sufficient incubation times
Incorrect incubation temperature Reagents balanced to room temperature
Low MEL Ensure the washing process performed on the
Lose of Magnetic Beads during the assay | magnetic frame, do not blot the plate on absorbent
paper
Conjugate reagent failure Replace the conjugate reagent
Incorrect Conjugate reagent dilution Follow the assay protocol in the kit manual
Read beyond suggested reading time Read within the time recommended in the manual
Improper Sample Storage Store the sample properly and use the fresh sample
Sample Improper ~ sample collection and | Take proper sample collection and preparation
Values preparation method
Low quantity of analyte in samples Use new sample and repeat assay
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Anexo 2: LMB818Hu, 96 Tests Multiplex Assay Kit for Vascular Endothelial Growth
Factor Receptor 1 (VEGFR1), etc. by FLIA (Flow Luminescence Immunoassay)

Organism Species: Homo sapiens (Human) Instruction manual.

/> Cloud-Clone Corp.

protect from light at 37°C on shaker;

4. Remove liquid on magnetic frame, add 100uL prepared Detection Reagent A. Incubate 60mins protect from
light at 37°C on shaker;

Aspirate and wash plate on magnetic frame for three times;

Add 100uL prepared Detection Reagent B, incubate 30mins protect from light at 37°C on shaker;

Aspirate and wash plate on magnetic frame for three times;

® N O O

Add 100uL sheath fluid, cover the wells with the plate sealer and protect from light, shake the plate at 37°C for
10mins on shaker, read on the machine.

[ IMPORTANT NOTE ]

1. Limited by the current conditions and scientific technology, we can't completely conduct the comprehensive
identification and analysis on the raw material provided by suppliers. So there might be some qualitative and
technical risks to use the kit.

2. The final experimental results will be closely related to validity of the products, so the kit should be used prior
to the expiration date. And please store the kits exactly according to the instruction.

3. Kits from different batches may be a little different in detection range, sensitivity. Please perform the
experiment exactly according to the instruction attached in kit while electronic ones from our website is only
for reference.

4. Do not mix or substitute reagents from one kit lot to another. Use only the reagents supplied by manufacturer.

5. Protect all reagents from strong light during storage and incubation. All the bottle caps of reagents should be
covered tightly to prevent the evaporation and contamination of microorganism.

6. \Variation in sample preparation and each step of experimental operation may cause different results. In order
to get better reproducible results, the operation of each step in the assay should be controlled.

7. Each kit has been strictly passed QC test. However, results from end users might be inconsistent with our
in-house data due to some unexpected transportation conditions or different lab equipments. Intra-assay
variance among Kits from different batches might arise from above factors, too.

8. Kits from different manufacturers with the same item might produce different results, since we haven't
compared our products with other manufacturers.

9. The standard of the kit and immunogen used for antibody preparation are commonly recombinant proteins,
as different fragments, expression systems, purification methods might be used in recombinant protein
preparation, we cannot guarantee the kit could detect recombinant protein from other companies. So, it is not
recommended to use the kit for the detection of recombinant protein.

10. Please predict the concentration of target molecules in samples, or arrange a preliminary experiment, it is a
good way to solve specific problem, e.g. the concentration of samples are beyond the detection range of the
kit.

11. The kit might not be suitable for detection of samples from some special experiment, for instance, knock-out
experiments, due to their uncertainty of effectiveness.

12. The instruction manual is also for the Kit of 48T, but all reagents of 48T kit are reduced by half.

13. The kit is designed for research use only, we will not be responsible for any issue if the kit was used in clinical
diagnostic or any other procedures.
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pipetting technique, washing technique or temperature effects), plotting log of the data to establish standard curve

for each test is recommended. Typical standard curve below is provided for reference only.
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Typical Standard Curve for Multiplex Assay Kit.
[ DETECTION RANGE ]

VEGFR1: 4.88-5000pg/mL. The standard curve concentrations used were 5000pg/mL, 1250pg/mL,312.5pg/mL,
78.12pg/mL, 19.53pg/mL, 4.88pg/mL.

[ SENSITIVITY ]

The minimum detectable dose of VEGFR1 is typically less than 1.627pg/mL.

The sensitivity of this assay, or Lower Limit of Detection (LLD) was defined as the lowest protein concentration
that could be differentiated from zero. It was determined by adding two standard deviations to the mean MFI
value of twenty zero standard replicates and calculating the corresponding concentration.

[ SPECIFICITY ]

This assay has high sensitivity and excellent specificity for detection of VEGFR1. No significant cross-reactivity or
interference between the targets and analogues was observed.

Note:

Limited by current skills and knowledge, it is impossible for us to complete the cross-reactivity detection between
the targets and all the analogues, therefore, cross reaction may still exist.

[ STABILITY ]

The stability of Multiplex Assay Kit is determined by the loss rate of activity. The loss rate of this kit is less than 5%
prior to the expiration date under appropriate storage condition.

To minimize extra influence on the performance, operation procedures and lab conditions, especially room
temperature, air humidity, incubator temperature should be strictly monitored. It is also strongly suggested that
the assay is performed by the same operator from the beginning to the end.

[ ASSAY PROCEDURE SUMMARY ]

1. Preparation of standards, reagents and samples before the experiment;
2. Pre-wet the wells with 200uL analysis buffer, shake for 10mins, and remove the liquid from the well;
3. Add 100pL standard or sample to each well, add 10uL evenly suspended magnetic beads, incubate 90mins
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protect from light, shake the plate at 37°C for 10mins on shaker with speed of 800rpm, amplitude of 2~4mm.

Make the Magnetic beads in suspension, then run the machine and conduct the reading.

Note:

1. Samples or reagents addition: Please use the freshly prepared Standard. Please carefully add samples
to wells and mix gently to avoid foaming. Do not touch the well wall. For each step in the procedure, total
dispensing time for addition of reagents or samples to the assay plate should not exceed 10mins. This will
ensure equal elapsed time for each pipetting step, without interruption. Duplication of all standards and
samples, although not required, is recommended. To avoid cross-contamination, change pipette tips
between additions of standards, samples, and reagents. Also, use separated reservoirs for each reagent.

2. Incubation: To ensure accurate results, proper adhesion of plate sealers during incubation steps is
necessary. Do not allow wells to sit uncovered for extended periods between incubation steps. Once
reagents are added to the well strips, DO NOT let the strips DRY at any time during the assay. Incubation
time and temperature must be controlled. To avoid fluorescence quenching, the incubation process should
be performed protect from light.

3. Washing: The wash procedure is critical. Complete removal of liquid at each step is essential for good
performance. But in order to avoid the lose of Magnetic Beads, please perform the wash step on the
magnetic frame. DO NOT blot the plate on absorbent paper. Insufficient washing will result in poor precision
and false elevated reading.

If the humidity in the laboratory is below 60%, it is recommended to use a humidifier to increase the humidity.

Before reading, adjust the needle of the instrument to the appropriate height (two magnetic gaskets) from the

bottom of the plate wells.

[ TEST PRINCIPLE ]

Anti-VEGFR1 antibodies were coated on the surface of magnetic beads of 13# respectively, to make solid phase
carrier. Standard or sample were added to the magnetic beads, respectively, in which VEGFR1was bound to the
antibody connected to the solid phase carrier, and then biotinylated anti-VEGFR1 antibodies were added. After
the unbound biotinylated antibody was washed, PE-labeled avidin was added. There is a positive correlation
between the concentration of VEGFR1 in the sample and corresponding value of MFI (Median Fluorescence
Intensity). Luminex analyzer was used to determine and calculate the sample concentration.

[ CALCULATION OF RESULTS ]

Median MFI value of each standard, control and samples subtract the zero standard MFI value. Create standard
curves with VEGFR1 concentration on the Y-axis and corresponding MFI on the X-axis, respectively. Draw a best
fit curve through the points and it can be determined by regression analysis. If samples have been diluted, the
concentration read from the standard curve must be multiplied by the dilution factor.

[ TYPICAL DATA ]

In order to make the calculation easier, we plot the corrected MFI value of the standard as the horizontal axis
(X-axis) against the concentration of the standard as the Y-axis, although the concentration is the independent
variable and the MFI value is the dependent variable. In order to make the experimental results intuitive, the
original data rather than logarithm values are provided in the figure. Logarithmic values are recommended for
standard graphs.

However, the MFI of the standard curve may vary according to the conditions of assay performance (e.g. operator,
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6. Contaminated water or container for reagent preparation will influence the detection result.

[ SAMPLE PREPARATION ]

1.

We are only responsible for the kit itself, but not for the samples consumed during the assay. The user should
calculate the possible amount of the samples used in the whole test. Please reserve sufficient samples in
advance.

Please predict the concentration before assaying. If values for these are not within the range of the standard
curve, users must determine the optimal sample dilutions for their particular experiments. Sample should be
diluted by PBS.

If the volume of samples is limited, please dilute the samples with PBS to appropriate volume.

If the samples are not indicated in the manual, a preliminary experiment to determine the validity of the kit is
necessary.

Tissue or cell extraction samples prepared by chemical lysis buffer may cause unexpected results due to the
impacts from certain chemicals.

Due to the possibility of mismatching between antigen from other origin and antibody used in our kits (e.g.
antibody targets conformational epitope rather than linear epitope), some native or recombinant proteins
from other manufacturers may not be recognized by our products.

Influenced by the factors including cell viability, cell number or sampling time, samples from cell culture
supernates may not be detected by the kit.

Fresh samples without long time storage is recommended for the test. Otherwise, protein degradation and
denaturalization may occur in those samples and finally lead to wrong results.

[ ASSAY PROCEDURE ]

1.

Add 200puL analysis buffer solution to each well of the plate for pre-wetting. Shake the plate at room
temperature for 10mins on shaker. Then, remove the liquid from the well.

Determine wells for diluted standard, blank and sample. Prepare 6 wells for standard, 1 well for blank. Add
100pL each of dilutions of Standard (follow Reagent Preparation step 2), blank and samples into the
appropriate wells. Use vortex oscillator to suspend the magnetic beads, add 10uL evenly suspended
magnetic beads in each well. Cover with the Plate sealer. Incubate for 90mins protect from light at 37°C on
shaker with speed of 800rpm, amplitude of 2~4mm, to avoid settling of magnetic beads.

Put the plate on magnetic frame for 2mins, then remove the liquid of each well with plate on the magnetic
frame, don’t wash.

Add 100pL of Detection Reagent A working solution to each well, cover the wells with the plate sealer and
incubate for 60mins protect from light at 37°C on shaker with speed of 800rpm, amplitude of 2~4mm.

Put the plate on magnetic frame for 2mins, then remove the liquid of each well. Add 200uL of 1x Wash
Solution to each well and let it sit for 1~2mins. Remove the liquid of each well with plate on the magnetic
frame. Totally wash 3 times. This process could be performed by magnetic plate autowasher.

Remove the magnetic frame, add 100uL of Detection Reagent B working solution to each well, cover the
wells with the plate sealer and incubate for 30mins protect from light at 37°C on shaker with speed of 800rpm,
amplitude of 2~4mm.

Put the plate on magnetic frame for 2mins, remove the liquid of each well. Add 200puL of 1x Wash Solution to
each well and let it sit for 1~2mins. Totally wash 3 times as conducted in step 5.

Remove the magnetic frame, add 100uL of sheath fluid to each well, cover the wells with the plate sealer and
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e lipids, colloids or precipitates in the sample will cause the aggregation and sedimentation of magnetic
beads and influence the final detection result. It is recommended to centrifuge the sample first and test the
sample supernatant.

Samples should be slowly equalized to room temperature before use, and should not be heated to melt.

Cell cultures with animal serum may contain high levels of latent factor in the preparation of cell culture media
and will affect the results.

[ Luminex 200 analyzer ]

Analytes volume: 70pL.

Bead type: MagPlex.

Total Count: 50 count/region.

Collect Median Fluorescence Intensity (MFI).

[ REAGENT PREPARATION ]

1.

Bring all kit components and samples to room temperature (18~25°C) before use. If the kit will not be used up
in one time, please only take out strips and reagents for present experiment, and leave the remaining strips
and reagents in required condition.

Standard - Reconstitute the Standard with 1.0mL of Standard Diluent, kept for 10mins at room
temperature, shake gently (not to foam). The highest concentration of the Standard is shown as tube “1” in
the table below. Please prepare 6 tubes labeled 2~7 containing 0.3mL Standard Diluent, produce a 4-fold
dilution series according to the table shown below. Mix each tube thoroughly before the next transfer. Take
100pL to the next tube and mix, until the “6” tube with the lowest target concentration. The “7” tube only
added Standard Diluent is the blank with Opg/mL.

Item 1 2 3 4 5 6 7 Concentration
VEGFR1 5000 1250 3125 78.13 19.53 4.88 0 pg/mL

Before using the Pre-Mixed Magnetic beads, please briefly spin or centrifuge it to make the liquid attached
to the tube wall or bottle cap deposit to the bottom of the tube. During the assay, use vortex oscillator to keep
the suspension of magnetic beads, premixed magnetic beads should be protected from light.

Detection Reagent A and Detection Reagent B - Briefly spin or centrifuge the stock Detection A and
Detection B before use. Dilute them to the working concentration 100-fold with Assay Diluent A and B,
respectively. Detection Reagent B should be protected from light during the experiment.

Wash Solution - Dilute 20mL of Wash Solution concentrate (30x) with 580mL of deionized or distilled water
to prepare 600mL of Wash Solution (1x).

Note:

1.
2.
3.

Making serial dilution in the wells directly is not permitted.

Prepare standards within 15mins before assay. Please do not dissolve the reagents at 37°C directly.

Please carefully reconstitute Standards or working Detection Reagent A and B according to the instruction,
and avoid foaming and mix gently until the crystals are completely dissolved. To minimize imprecision
caused by pipetting, use small volumes and ensure that pipettors are calibrated. It is recommended to suck
more than 10pL for one pipetting.

The reconstituted Standards, Detection Reagent A and Detection Reagent B can be used only once.

If crystals have formed in the Wash Solution concentrate (30x), warm to room temperature and mix gently
until the crystals are completely dissolved.
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[ STORAGE OF THE KITS ]

1. For unused kit: For experiment convenience, reagents should be stored separately, Standard and Detection
Reagent A should be stored at -20°C while the others could be at 4°C. Pre-Mixed Magnetic beads and
Detection Reagent B should be protected from light.

2. For used kit: When the kit is used, the remaining reagents need to be stored according to the above storage
conditions.

Note:

It is highly recommended to use the remaining reagents within 1 month provided this is prior to the expiration date

of the kit. For the expiration date of the kit, please refer to the label on the kit box. All components are stable up to

the expiration date.

[ SAMPLE COLLECTION AND STORAGE]

Serum - Use a serum separator tube and allow samples to clot for two hours at room temperature or overnight at
4°C before centrifugation for 20mins at approximately 1,000xg. Assay freshly prepared serum immediately or
store samples in aliquot at -20°C or -80°C for later use. Avoid repeated freeze/thaw cycles.

Plasma - Collect plasma using EDTA or heparin as an anticoagulant. Centrifuge samples for 15mins at 1,000xg
at 2~8°C within 30mins of collection. Remove plasma and assay immediately or store samples in aliquot at
-20°C or -80°C for later use. Avoid repeated freeze/thaw cycles.

Tissue homogenates - The preparation of tissue homogenates will vary depending upon tissue type.

1. Tissues were rinsed in ice-cold PBS to remove excess blood thoroughly and weighed before
homogenization.

2. Mince the tissues to small pieces and homogenized them in fresh lysis buffer (catalog: 1S007, different lysis
buffer needs to be chosen based on subcellular location of the target protein) (w:v = 1:20~1:50, e.g. 1mL
lysis buffer is added in 20~50mg tissue sample) with a glass homogenizer on ice.

3. The resulting suspension was sonicated with an ultrasonic cell disrupter till the solution is clarified.

4. Then, the homogenates were centrifuged for Smins at 10,000xg. Collect the supernates and assay
immediately or aliquot and store at <-20°C.

Cell Lysates - Cells need to be lysed before assaying according to the following directions.

1. Adherent cells should be washed by cold PBS gently, and then detached with trypsin, and collected by
centrifugation at 1,000xg for Smins (suspension cells can be collected by centrifugation directly).

Wash cells three times in cold PBS.
Resuspend cells in fresh lysis buffer with concentration of 107 cells/mL. If it is necessary, the cells could be
subjected to ultrasonication till the solution is clarified.

4. Centrifuge at 1,500xg for 10mins at 2~8°C to remove cellular debris. Assay immediately or aliquot and store
at <-20°C.

Cell culture supernates and other biological fluids - Centrifuge samples for 20mins at 1,000xg. Collect the
supernates and assay immediately or store samples in aliquot at -20°C or -80°C for later use. Avoid repeated
freeze/thaw cycles.

Note:

1. Samples to be used within one week may be stored at 4°C, otherwise samples must be stored at -20°C (=1
month) or -80°C (=2 months) to avoid loss of bioactivity and contamination.

2. Sample hemolysis will influence the result, so hemolytic specimen should not be used.
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LMB818Hu, 96 Tests
Multiplex Assay Kit for Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 1 (VEGFR1), etc.
by FLIA (Flow Luminescence Immunoassay)
Organism Species: Homo sapiens (Human)
Instruction manual
FOR RESEARCH USE ONLY
NOT FOR USE IN CLINICAL DIAGNOSTIC PROCEDURES

Version 3.0

[ INTENDED USE ]

The kit is a magnetic bead-based multiplex assay kit applies sandwich immunoassay for in vitro quantitative
measurement of VEGFR1 in human serum, plasma, tissue homogenates, cell lysates, cell culture supernates
and other biological fluids.

[ REAGENTS AND MATERIALS PROVIDED ]

Reagents Quantity Reagents Quantity
96-well plate 1 Plate sealer for 96 wells 4
Pre-Mixed Standard 2 Standard Diluent 1x20mL
Pre-Mixed Magnetic beads: VEGFR1 (13#) 1x1mL Analysis buffer 1x20mL
Pre-Mixed Detection Reagent A 1x120pL Assay Diluent A 1x12mL
Detection Reagent B 1x120uL Assay Diluent B 1x12mL
Sheath Fluid 1x10mL Wash Buffer (30 x concentrate) | 1x20mL
Instruction manual 1

[ MATERIALS REQUIRED BUT NOT SUPPLIED ]

1. Luminex MAGPIX®, Luminex 100™, Luminex 200™ or Bio-Rad®, Bio-Plex® analyzer (It is recommended
that the instrument be preheated, self-checked and calibrated before use).

Single or multi-channel pipettes with high precision and disposable tips.

Microcentrifuge Tubes.

Deionized or distilled water.

Magnetic frame.

Container for Wash Solution.

0.01mol/L (or 1x) Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.0~7.2.

Vortex oscillator.

© ©® N AN

Incubated Shaker.
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[ TROUBLE SHOOTING ]
Problem | Possible Source Correction Action
Poor Improper standard curve preparation Ensure accurate operation of the dilution
Standard | Incomplete washing and aspiration Adequate washing and adequate aspiration
Curve Inaccurate Pipetting Check and Calibrate pipettes
Incomplete washing of wells Ensure sufficient washing
Inadequate mixing and aspiration o .
Boor reagents Adequate aspiration and mixing reagents
Precision | Reused pipette tips, containers and | Change and use new pipette tips, containers and
sealers sealers
Inaccurate Pipetting Check and Calibrate pipettes
Inadequate reagent volumes added to . .
Calibrate pipettes and Add adequate reagents
wells
Incorrect incubation times Ensure sufficient incubation times
Incorrect incubation temperature Reagents balanced to room temperature
T Ensure the washing process performed on the
Lose of Magnetic Beads during the assay | magnetic frame, do not blot the plate on absorbent
paper
Conjugate reagent failure Replace the conjugate reagent
Incorrect Conjugate reagent dilution Follow the assay protocol in the kit manual
Read beyond suggested reading time Read within the time recommended in the manual
Improper Sample Storage Store the sample properly and use the fresh sample
Sample Improper  sample  collection and | Take proper sample collection and preparation
Values preparation method
Low quantity of analyte in samples Use new sample and repeat assay

23603 'W, Fernhurst Die, Undt 2200, Katy, TX 77494, USA | 001-832-538-0970 | www.clond-cloneus | mailia clond-cloneus

172



Autorizaciones

Anexo 3: Comité de ética de la investigacién con medicamentos Area de salud
Valladolid. Proyecto Dianas terapéuticas en Sepsis: En busqueda del arca perdida.

Indiana.

d"U) I. Sacyl

Foncla. R.mﬁn ¥ - 4703 \'uladnlla
Tel.- 583 47 00 'ax SE3IETE L
gerente honlisaludadtilayieon. es

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS
AREA DE SALUD VALLADOLID

Valladolid a 18 de febrero de 2021

En la reunién del CEIm AREA DE SALUD VALLADOLID ESTE del 18 de febrero de
2021, se procedit a la evaluacion de los aspectos éhicos del siguiente proyecto de
investigacion,
LP.: HUGD GONZALD BENITO,
EDUARDO TAMAYO GOMEZ;
EQUIPO: PEDRO MART[NEZ DE PAZ,
ESTHER GDMEZ J&NE}IEZ MARIA

= L = HEREDIA RODRIGUEZ; ESTEFANIA
PI-FIS- EII;E?‘:’, EE‘P‘QEEL&IEDE‘L’ EN | GAMEZ PESQUERA; MARIO LORENZO
21-2189 ;RC;. ;ERDIDA‘-EII'I Diana) LOPEZ; JAVIER ALVAREZ GONZALEZ;

EMILIO GARCIA MORAN; EMILIO MA-

SEDA GARRIDO, SHEREZADE TOVAR
DONCEL, IRENE CARNICERO FRUTOS
Y LUCIA RICO LOPEZ. )
ANESTESIOLOGIA ¥ REANIMACION
A continuacion, les sefialo los acuerdos tomados por €l CEIm AREA DE SALUD VA-
LLADOLID ESTE en relacion a dicho Proyecto de Investigacidn:

Considerando que el Proyecto contempla los Convenios v Normas establecidos en la
legislacion esparicla en el ambito de la investigacion biomeédica, la proteccion de da-
tos de cardcter personal v la bicética, se hace constar el informe favorable v la
aceptacion del Comité de Etica de la Investigacion con Medicamentos Area de Salud
Valladolid Este.

Un cordial saludo.

Dr. F. Javier Alvarez.

CEIm Area de Salud Valladolid Este
Hospital Clinico Universitano de Valladolid
Farmacologia, Facultad de Medicina,
Universidad de Valladolid,

cf Ramdn y Cajal 7,47005 Valladolid

tel.: 983 423077

EéJur‘lm de

Castilla y Leon
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Anexo 4: Comité de ética de la investigacién con medicamentos Area de salud Burgos-

Soria: La huella diferencial prondstica de sepsis: biomarcadores endoteliales.

Complgio Asistencial

&)
Universitario
@8 i surgos 5‘ Sacyl

Auds. Jslas Baleares, 3 - 05006 BURGOS
Tedifono 947 28 18 00

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS
Burgos a 28 de noviembre 2023

Bl Comié de Etica de La Investigaciin con Medicamentos del Area de Burgos de Sona
en su reunion del dia 28 de noviembre 2023 (acta 2023/10) evalud el siguienta estudo
de nvestigacion:

TITULOQ. La huella dferencial proncsatica de sepais: biomarcadores endoteliales, Versin
de protacolo 15 de noviembre 2023 Ref. CElm 2092.

Investigadar Principal: Migual Javier Ugalde Azpiaru MIR del Senicio de Medcina
Intansiva de! Complep Asistencial Unvarsitario da Soria.

Y CONSIDERA QUE tras |a evaluacién de los cambios y de kas aclaracionas solicitadas:

Se cumplen los reguisitos necasaroe de idonaldad del protocole en ralacion con los
abjetivos del estudio y estan justificades |os resgos y molestias previsicles para el
sujeto,

Este Comité de Etica de La Investigacion con Medicamentos consioara que tanto of
proyecio de investigaciin coma la heja de Informacidn al pacienta y consentimienio
informadao sen etica y metedokigicamente aceptables,

Por lo que asta CElm emite un DICTAMEN FAVORABLE {28-11-2023, acta 2023/10)

Y HACE CONSTAR QUE!

1° En I8 raunidn celebrada @ dia 28 de noviembre de 2023, acta 2023/10 se decidio
emair informe favorsble en ralacion a dicho estudio,

2° En dicha raunidn ge cumglieron los requisitos establecides en la legisiacion vigente-
Real Dacreto 1080/2015 para que la decisidn del ctado CEIm sea valida

3 El Comité Ds Etica De La Investigacién Con Medicamentos Del Area De Salud De
Burgos Y Sona tanio @n su composicion como en sus PNTe cumpia con 13 normativa
vigente y con las Directrices de la Cenferencia Internacional de Armonizacién de las
Normas de Buena Prictica Clinica (CPMPACHM35/95).

=g
Junta de
AL Castilla y Ledn

Cenmgra de Sonlad

HE-30%
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4° La composicion actual del Comité De Etica De La Inve stigacién Con Medicamentos
Del Area De Burgos Y Soria es la siguiente:

Presidente: D. Gregerio De La Mata Franco. Doctor en Medicina y Cirugia
Vicepresidente: D. Fernando Callejo Torre. Doctor en Medicina

Vocales:

D. Francisco Abad Santos. Doctor en Medicina

Dia. M® Jesus Coma del Corral, Doctora en Medicina y Cirugia

D. Javier-Angel Crespo lzquierdo. Licenciado en Derecho

D. Pedro David Delgado Lopez. Doctora en Medicina y Cirugia

Dfia. Socorro Fernandez Garcia. Doctora en Filosofia

D. Martin De Frutos Herranz. Doctor en Medicina y Cirugia

Dria. Almudena Garcia Benito. DUE. Servicio de Farmacia

Dfa. Carmen Marquina Verde. Lda. en Farmacia

Dfia. Rosa Martinez Castro. Doctor en Medicina y Cirugia

Dia. Ana Cristina Marin Ramos. Licenciada en Derecho

D. Jesus Sanchez Hernandez. Doctor en Psicologia.

Dia. Maria del Carmen Tomé Elena. DUE. Formacion Continuada y Docencia
D. Valentin del Villar Sordo. Dector en Medicina y Cirugia

Secretario Técnico: D. Jorge Labrador Gomez. Doctor en Medicina

Se recuerda al investigador el requisito de solicitar a la AEMPs la publicacién en el
REGISTRO ESPANOL DE ESTUDIOS CLINICOS al inicio de los estudios de
seguimiento prospectivo y se recomienda para el resto de estudios observacionales con
medicamentos.

Ademas, se recuerda que se debera actualizar la informacion de seguimiento en dicha
plataforma y enviar las notificaciones e informes correspondientes al CEIm.

Para que conste donde proceda, y a peticion del promotor

Lo que firmo en Burgos a 28 de noviembre 2023

Fdo.: Jorge Labrador Gémez
SECRETARIO TECNICO DEL CEIm
del Area de Burgos y Soria
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