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RESUMEN

Antecedentes: La linfohistiocitosis hemofagocitica se caracteriza por activacién no
controlada de células inflamatorias y liberacion exagerada de citocinas y puede ser
desencadenada por distintos factores, incluidos virus como el dengue. Esto llevo a
caracterizar el perfil clinico de los nifios con dengue grave y linfohistiocitosis
hemofagocitica e identificar factores de riesgo para esta complicacion.

Métodos: Estudio observacional, analitico, en nifios con dengue grave atendidos en
una Unidad de Cuidados Intensivos de Neiva, entre enero de 2019 y marzo de 2020;
se compararon caracteristicas clinicas, de laboratorio y complicaciones de los
sujetos con un grupo controles.

Resultados: Los sujetos con HLH cursaron con fiebre de mayor duracion, niveles
bajos de hemoglobina y valores altos de AST, ALT, TPT, TP, triglicéridos, LDH y
CD25 y presentaron con mayor frecuencia miocarditis, hepatitis, sobreinfeccion
bacteriana y desenlace fatal que sus controles; identificAndose como factores de
riesgo para esta complicacion la presencia de esplenomegalia, anemia, ALT>1000
U/L, TPT> 50 segundos, LDH>2000 U/L, miocarditis, hepatitis y sobreinfeccion
bacteriana.

Conclusiones: En nifios con dengue grave, la fiebre prolongada asociada a
esplenomegalia, miocarditis, hepatitis, sobreinfeccion bacteriana y la presencia de
citopenias (anemia y trombocitopenia), elevacion de transaminasas, LDH y TPT,
son factores de riesgo para linfohistiocitosis hemofagocitica.

Palabras claves. Linfohistiocitosis hemofagocitica, linfohistiocitosis, sindrome
hemofagocitico, dengue, nifio.



SUMMARY

Background: Hemophagocytic lymphohistiocytosis is characterized by uncontrolled
activation of inflammatory cells and exaggerated release of cytokines and can be
triggered by different factors, including viruses such as dengue. This led to
characterize the clinical profile of children with severe dengue and hemophagocytic
lymphohistiocytosis and to identify risk factors for this complication.

Methods: Observational, analytical study in children with severe dengue treated in
an Intensive Care Unit in Neiva, between January 2019 and March 2020; Clinical
and laboratory characteristics and complications of the subjects were compared with
a control group.

Results: Subjects with HLH had a longer duration of fever, low hemoglobin levels,
and high values of AST, ALT, TPT, PT, triglycerides, LDH, and CD25, and more
frequently presented myocarditis, hepatitis, bacterial superinfection, and fatal
outcome than their peers. controls; The presence of splenomegaly, anemia,
ALT>1000 U/L, TPT>50 seconds, LDH>2000 U/L, myocarditis, hepatitis and
bacterial superinfection were identified as risk factors for this complication.

Conclusions: In children with severe dengue, prolonged fever associated with
splenomegaly, myocarditis, hepatitis, bacterial superinfection and the presence of
cytopenias (anemia and thrombocytopenia), elevated transaminases, LDH and TPT
are risk factors for hemophagocytic lymphohistiocytosis

Key  words. Hemophagocytic  lymphohistiocytosis,  lymphohistiocytosis,
hemophagocytic syndrome, dengue, children.



INTRODUCCION

El dengue es un virus de la familia Flaviviridae que agrupa cuatro serotipos
relacionados, 2 todos son patégenos humanos y producen tipicamente una
infeccion aguda. ©® El mosquito Aedes aegypti es el principal vector de transmision
e inocula el virus al alimentarse de la sangre de un huésped susceptible; @ tras la
picadura, los sintomas inician 4 a 7 dias después y pueden ir desde el espectro
subclinico hasta la expresion grave de la enfermedad. *° La Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS), defini6 la gravedad de la enfermedad por la presencia de
extravasacion de plasma que conduce a choque o acumulacion de liquidos, el
sangrado grave y el compromiso severo de 6rgano; ® entre los 6rganos afectados
se encuentran higado, corazén, rifion y sistema nervioso central, &7 pero el

compromiso del pancreas, el pulmon y el tejido linfoide también ha sido informado.
(7.8)

La linfohistiocitosis hemofagocitica (HLH) es una entidad poco frecuente, con una
prevalencia en nifios de 1 por cada 100.000 y una incidencia que va de 1 a 225 por
cada 300.000 nacidos vivos, con incrementos notificados en relacion con los brotes
de dengue. ©® Corresponde a un sindrome caracterizado por activacion no
controlada de células inflamatorias y liberacion exagerada de citocinas @ y puede
ser desencadenado por varios factores, entre los que se encuentran las infecciones
virales y en primer lugar el dengue, como uno de los disparadores mas comunes
reportados en nifios; (19 los pacientes afectados pueden presentar fiebre,
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, citopenias, ferritina sérica y otros
marcadores de inflamacién elevados, asi como afectacién multiorganica. )

En 2019 se registré la mayor cifra de dengue reportada en las Américas, con
alrededor de 3 millones de casos y una incidencia de 322 por 100.000 habitantes,
(12) Colombia notificd 475 casos por 100.000 y el departamento del Huila 1556 casos
por 100.000, superando la incidencia mundial. @® En Neiva, con el aumento
inesperado de dengue, también se evidencid6 un aumento en los casos de
linfohistiocitosis hemofagocitica, o que motivo a realizar la descripcion clinica de
estos pacientes y a la identificacién de factores de riesgo asociados con el desarrollo
de HLH en nifios con dengue grave.
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1. JUSTIFICACION

La importancia de esta investigacion, se fundamenta en describir el comportamiento
local de una asociacion grave, entre una infeccion frecuente en el medio y una
complicacion altamente mortal en la poblacion. Otra finalidad es proporcionar
indicadores que permitan el reconocimiento oportuno y manejo adecuado de la
enfermedad, finalmente, generar hipotesis para futuras investigaciones de mayor
alcance
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Entre 1779 y 1780 en Asia, Africa y América del Norte se produjeron los primeros
informes sobre epidemias de una enfermedad clinicamente compatible con el
dengue, sin embargo, en una enciclopedia china de enfermedades publicada por
primera vez entre 265 a 420 después de cristo, los chinos ya reportaban un
padecimiento similar al que llamaron “enfermedad veneno acuatico” y se pensaba
desde entonces que estaba relacionada con insectos voladores asociados que
vivian cerca del agua ®. Sin embargo, aunque la causa del dengue se reconocié
desde hace tanto tiempo, la infeccidon sigue sin control en todo el mundo,
relacionandose con morbilidad y mortalidad significativas y clasificandose como una
enfermedad tropical desatendida, lo que constituye un verdadero problema de salud
publica a nivel mundial.

Se estima que en el mundo anualmente se producen 390 millones de infecciones,
con 96 millones de casos de enfermedad clinicamente aparente @4, unas 500 mil
personas padecen dengue grave y aproximadamente el 2,5% del total fallecen 9,
Sin embargo, la verdadera situacion del dengue puede llegar a ser peor de la
reconocida, ya que la enfermedad se comporta como un “iceberg” lo que significa
que la cantidad de casos no estimados, podria incluso ser mayor que los
reconocidos, con una cantidad estimada de 296 millones de casos al afio de
pacientes asintomaticos o no reportados 19,

En 2019 en la regidon de las Américas se notificaron 3.139.335 casos de dengue,
con una incidencia estimada de 321,58 casos por 100.000 habitantes, el 0,9% de
los casos se clasificaron como dengue grave y se reportaron 1.538 defunciones,
con una tasa de letalidad del 0,049% (3, lo que implica otro desafio ya que la cifra
notificada en 2019 fue la mayor registrada en la historia de dengue en las Américas,
superando en un 30% los casos reportados en el afio 2015.

A la semana epidemioldgica 20 del 2020, en Colombia se notificaron 52.679 casos
de dengue, de los cuales el 1,1% fueron casos graves, ademas se reportaron 6.456
(12,4%) casos en menores de 5 afios y de ellos 1,5% fueron casos graves; la
incidencia nacional para entonces fue de 196,9 casos por cada 100.000 habitantes
en riesgo, con 103 muertes reportadas por esta causa 7,

El Huila es uno de los territorios mas afectados del pais y para la semana
epidemioldgica 20 de 2020 se reportaron 5.151 casos con 13,9% graves; el
departamento produjo el 10% del total de casos de la nacion, con una incidencia de
700 casos por cada 100000 habitantes en riesgo, dato que triplicé la incidencia
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nacional. Para entonces, Neiva se encontraba en situacion de alerta con 869 casos
reportados y 1,2% de casos graves 7).

El Hospital Universitario Hernando Moncaleano, de Neiva, Huila, es un centro de
referencia regional que se encarga de la atencién de pacientes procedentes del
suroccidente colombiano y la unidad especializada en poblacion pediatrica atendio
en el afio 2019 méas de 1000 casos de dengue los cuales, aproximadamente el 10%
se clasificaron como graves y requirieron atencién en cuidado intensivo.

La linfohistiocitosis hemofagocitica es un sindrome potencialmente mortal que
puede ser desencadenado por agentes infecciosos, entre ellos el dengue (1018); |a
mayoria de datos epidemiol6gicos sobre LHH derivan de estudios retrospectivos,
qgue han publicado una prevalencia en nifios de 1 por cada 100,000 nifios, una
incidencia estima de 1 a 225 por casos por cada 300,000 nacidos vivos y una edad
promedio al diagnéstico de 1.8 afios ©. El primer informe publicado de
Linfohistiocitosis hemofagocitica fue en 1939, cuando se describieron 4 adultos con
fiebre, linfadenopatia, esplenomegalia y hepatomegalia, que posteriormente
desarrollaron ictericia, parpura, anemia y leucopenia y cuyas autopsias revelaron
numerosos histiocitos fagocitando eritrocitos, por lo que al principio se crey6 que
correspondia a una forma atipica de la enfermedad de Hodgkin; la Linfohistiocitosis
hemofagocitica secundaria fue descrita por primera vez en 1979, cuando se propuso
que los virus inducian la desregulacion del sistema inmune que conducia a la
enfermedad (1.

La LHH asociada a dengue en nifios se ha descrito desde hace muchos afios, la
mayoria de casos proceden del continente asiatico %27, pero, en América latina
también hay publicaciones en Brasil ?®, Paraguay % y Puerto Rico 8); en Colombia
(30) se describi6 por primera vez en una serie de 3 lactantes con este padecimiento.
El dengue grave asociado a LHH se asocia con alta mortalidad, por ejemplo en
Malasia 22% de 180 adultos @Y, y en India 28,6% de 7 niflos ©? con esta
complicacion fallecieron.

En Neiva, con el aumento inesperado de casos de dengue grave durante la
epidemia de 2019, también se evidencié un incremento en la cantidad de nifios con
evolucion torpida y caracteristicas similares a las ya descritas en la literatura para
LHH segun las Guias diagnosticas y terapéuticas 2004, Teniendo en cuenta la
situacion presentada, se considerd necesario plantear la siguiente pregunta de
investigacion:
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¢,Cual fue el perfil clinico de los nifios con dengue grave y linfohistiocitosis
hemofagocitica de un Hospital terciario de Neiva, Huila- Colombia, durante el brote
epidémico de dengue afios 2019 -2020?
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el perfil clinico de los nifios con dengue grave Yy linfohistiocitosis
hemofagocitica de un Hospital terciario de Neiva, Huila —Colombia, durante el brote
epidémico de dengue afios 2019 -2020.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir las manifestaciones clinicas y de laboratorio de los pacientes con dengue
grave y LHH.

Identificar los factores de riesgo asociados con el desarrollo de LHH en nifios con
dengue grave.

Evaluar los desenlaces en los nifios con dengue y LHH.
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4. MARCO TEORICO

4.1 DEFINICION

El dengue es una enfermedad virica transmitida por mosquitos @, EI término "virus
del dengue" agrupa cuatro virus relacionados genéticamente y antigénicamente que
se conocen como serotipos 1-4, cada uno de ellos agrupados en genotipos @, todos
son patégenos humanos y causan exclusivamente infeccion aguda ©),

4.2 FISIOPATOLOGIA

4.2.1 Transmisién. Los DENV tienen un ciclo endémico-epidémico que involucra
humanos y mosquitos en centros urbanos tropicales muy concurridos. El mosquito
vector principal Aedes aegypti surgid de los ciclos selvaticos que involucraron
primates no humanos en las selvas tropicales de Asia y Africa, después se introdujo
en las Américas durante el comercio de esclavos en el siglo XVIl y se extendio por
todo el mundo a medida que se expandio la industria del transporte maritimo @,

Esta especie vive en asociacion intima y se alimenta de sangre humana, descansa
en sus hogares y pone huevos en recipientes de agua hechos por el hombre. El
mosquito hembra vive en promedio aproximadamente 1 semana, pero algunas
pueden vivir durante mas de 2 semanas, el insecto se infecta cuando ingiere sangre
durante la fase aguda febril y virémica de la enfermedad, durante el periodo de
incubacion extrinseca, el virus primero infecta las células del intestino medio y luego
se disemina para replicarse en numerosos tejidos del mosquito, en dltima instancia
infecta las glandulas salivales 5-12 dias después. Una vez que las glandulas
salivales estan infectadas, el mosquito es infeccioso y puede transmitir el virus a
otra persona durante la alimentacion de sangre . El mosquito sigue siendo
infeccioso de por vida y puede infectar a todas las personas de las que
posteriormente se alimenta ©).

El periodo de incubacién intrinseca (en humanos), varia de 3 a 14 dias, con un
promedio de 4 a 7 dias, a transmision vertical puede ocurrir cuando el mosquito
hembra infectado transmite el virus a través de los huevos a su descendencia, pero
la importancia epidemioldgica de este modo de transmision es incierta.
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La transmision de DENV se produce en las regiones del Mediterraneo Oriental,
América, Sudeste Asiatico, Pacifico Occidental y Africa, con nuevos casos que se
producen y se extienden a areas no endémicas en los Estados Unidos y Europa ©.

4.2.2 Estructura del virus. Los DENV pertenecen al género Flavivirus de la familia
Flaviviridae. Los cuatro serotipos son particulas virales esféricas envueltas con un
diametro de aproximadamente 500 angstrom. El genoma de cada serotipo
comprende aproximadamente 11 kb de ARN monocatenario de sentido positivo que
codifica diez proteinas. Las tres proteinas estructurales codificadas por el genoma
son la proteina de membrana (M), la proteina de envoltura (E) y la proteina de la
capside (C); Las proteinas no estructurales (NS) son NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B y NS5 ©@3),

4.2.3 Ciclo de vida y replicacion. Las particulas virales maduras se unen a las células
huésped mediante la proteina de la envoltura (E) a receptores desconocidos. La
entrada viral se logra por la formacion de vesiculas endociticas acidificadas que
liberan el ARN (Acido ribonucleico) genémico viral en el citoplasma, este ARN se
traduce luego en una poliproteina larga, escindida por la proteasa viral no estructural
2B (NS2B) o NS3 y las proteasas del huésped en proteinas individuales (tres
estructurales y siete no estructurales), las proteinas no estructurales liberadas se
dirigen al sitio de replicacion en el reticulo endoplasmico (RE) para iniciar la
transcripcion; la proteina NS1 sale a la superficie celular y se asocia con lipidos
como el colesterol, al tiempo que la forma precursora de la proteina de membrana
(M) (prM) y la proteina E se incrustan en la membrana del ER para encerrar la nueva
nucleocépside y generar una particula inmadura, esta particula viaja al aparato de
Golgi donde el PH bajo provoca la reorganizacion sustancial de las proteinas My E
permitiendo la escision de la prM por la proteasa furina para formar la proteina M
madura, finalmente, el viriobn se libera de la célula huésped con la liberacién del
péptido pr ©).

4.2.4 Respuesta inmune. Las células inmunes centinelas como las células de
Langerhans, las células dendriticas y los mastocitos estan presentes en la epidermis
y son las primeras células inmunes en encontrar el virus del dengue (DENV),
después de la infeccion a través de una picadura de mosquito ). Los mastocitos se
degranulan a los pocos minutos de la deteccion de DENV, liberando citocinas (IFNa
y TNF), quimiocinas (CCL5, CXCL10 y CXCL12) y proteasas. Las quimiocinas
facilitan el reclutamiento de células citotoxicas, como las células T CD8 y su fenotipo
TH1 y las células asesinas naturales NK al sitio de la infeccion cutanea @. Las
células dendriticas, macréfagos y / 0 monocitos, queratinocitos y posiblemente otros
tipos de células se infectan, lo que conduce a la produccion de citocinas por estas
células infectadas ademas de las citocinas producidas por los mastocitos, las
células TCD8 y NK pueden matar las células infectadas con DENV y promueven la
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eliminacion del virus ©®. Las células dendriticas y los macréfagos dérmicos
residentes en la piel y los monocitos derivados de células dendriticas reclutados son
objetivos de infeccion y replicacion del DENV, y también actian como células
presentadoras de antigeno &4, Las cedulas dendriticas migran al ganglio linfatico
de drenaje dependiente de CCR7 y CCL21 @3, en el nodulo linfatico, las células
dendriticas activadas por DENV aumentan la expresion de moléculas estimuladoras
como CD80 y CD86, y presentan antigeno para las células T CD4 +y CD8 + para
el inicio de la respuesta inmune adaptativa. Los nédulos linfoides secundarios
también se infectan secuencialmente después de la infeccion del nédulo de drenaje
debido a la infeccion de células dendriticas y macréfagos. Los LN son centros de
amplificacion para DENV que el virus usa para progresar a infeccion sistémica ©33),

4.2.5 Fisiopatologia de las manifestaciones de la enfermedad. Las infecciones
agudas por DENV se caracterizan por un complejo de anormalidades fisiol6gicas
que afectan a multiples sistemas, incluidos el higado, la coagulacion, el sistema de
complemento, la hematopoyesis y los sistemas vasculares que condicionan la fuga
de plasma y factores de la coagulacion, el sangrado y el compromiso de érganos ©.

4.2.6 Fuga plasmatica. El modelo propuesto por el cual el virus del dengue produce
un sindrome de fuga capilar depende de los monocitos que son el objetivo celular
primario del dengue, Los anticuerpos de reaccion cruzada que estan presentes en
el momento de la segunda infeccion, se unen a los viriones sin neutralizacion y
mejoran la entrada del virus en monocitos que expresan los receptores de
inmunoglobulina (FcyR), ademas las células T de memoria de reaccion cruzada de
serotipo, también presentes en el momento de la infeccién secundaria, reconocen
los antigenos virales en las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) de clase | y Il, estas células T producen citocinas, como IFNy y los factores
de necrosis tumoral alfa y beta, y lisan los monocitos infectados, el TNF-alfa también
se produce en monocitos en respuesta a la infeccion y / o interacciones con las
células T. Estas citocinas tienen efectos directos sobre las células endoteliales para
inducir la fuga de plasma. La cascada del complemento, activada por los complejos
virus-anticuerpo y por varias citocinas, libera las anafilotoxinas del complemento
C3ay C5a que aumentan ain mas la permeabilidad capilar (439

4.2.7 Factores relacionados con la respuesta a la infeccion. Cuatro factores
principales controlan la respuesta a la enfermedad del virus del dengue (DENV): el
estado inmune, la cepa del virus, el estado genético, nutricional y edad. Las
personas en riesgo de una infeccidbn secundaria tienen un mayor riesgo de
enfermedad grave a través del fenbmeno amplificacién dependiente de anticuerpos,
con una mayor produccion de virus. La susceptibilidad genética al dengue favorece
la gravedad de la enfermedad, por ejemplo, se ha descubierto que las personas
blancas tienen una mayor probabilidad de desarrollar enfermedades graves que las
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personas negras, la edad mas temprana se asocia con la gravedad de la
enfermedad en individuos que experimentan una infeccién secundaria . Ademas
algunos estudios han informado que, a diferencia de otras enfermedades
infecciosas, el dengue grave es menos comun en nifilos desnutridos que en nifios
eutréficos 3,

4.3 MANIFESTACIONES CLINICAS

Los sintomas causados de la infeccion por el virus del dengue, abarcan un espectro
diverso, desde la infeccién asintomatica o subclinica hasta la enfermedad grave. La
mayoria de las infecciones son asintomaticas y muchas personas padecen una
enfermedad autolimitada ¢, ademas es una enfermedad aguda que en mas del
90% de los casos, tiene una duraciéon de maximo una semana ©. La enfermedad
puede evolucionar en tres fases: la fase febril aguda, la fase critica y la de
recuperacion o convalecencia.

4.3.1 Fase febril. Define el inicio de la enfermedad y se caracteriza por el inicio
abrupto de fiebre de intensidad variable, que tiene una duracion promedio de 2 a 7
dias 16}, es comln que se asocie a rubor facial, eritema de la piel, mialgias,
artralgias y cefalea. En los nifios, la fiebre es con frecuencia la Unica manifestacion
clinica o se asocia con erupcion cutaneay / o sintomas digestivos inespecificos, son
comunes la diarrea y el dolor abdominal (Qque son mas comunes en menores de 2
afos) y algunos pueden presentar vomito y a menudo se puede encontrar higado
aumentado de tamario.

Los signos y sintomas del sistema respiratorio no son frecuentes o clinicamente
significativos ®). Durante la etapa febril, los recuentos de leucocitos generalmente
disminuyen y pueden presentarse petequias, equimosis y sangrado de mucosas con
o sin trombocitopenia ®). En esta etapa es importante reconocer los pacientes que
cumplen con los criterios de definicion de caso que es aquel que tiene una
enfermedad febril aguda, ha viajado recientemente o vive en un area endémica, y
dos de los siguientes sintomas: nauseas o vomitos, erupcion cutanea, dolores y
molestias corporales, prueba de torniquete positivo, leucopenia y cualquier sefial de
alarma o infeccién por el virus del dengue confirmada por laboratorio ©%. Ademas
en esta etapa es importante reconocer los pacientes que tienen signos de alarma
porque son aquellos que ameritan mayor atencion por el riesgo de evolucionar a
formas graves de la enfermedad: Dolor o sensibilidad abdominal, VOmitos
persistentes, Acumulacién clinica de fluidos, Sangrado de mucosas, Letargo o
inquietud, Aumento del higado de> 2 cm, aumento del nivel hematocrito ©).
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4.3.2 Fase critica. El inicio de esta etapa esta determinado por el descenso de la
temperatura a 37,5°C o 38°C 0 menos y su permanencia por debajo de este valor,
usualmente ocurre en los dias 3 a 7 de la enfermedad y en relacién al aumento en
la permeabilidad capilar, con la consecuente hemoconcentracion 9, las plaquetas
alcanzan su recuento mas bajo %, hay algunas descripciones de inicio de esta
etapa 24 horas antes o después de la caida de la fiebre ©%. Este periodo de
extravasacion de plasma dura entre 24 y 48 horas y marca el momento en el que
los afectados pueden seguir 1 de 2 cursos, el primero es el grupo de pacientes que
no presentan aumento de la permeabilidad capilar y mejoran, y el segundo que son
aguellos que sufren aumento de la permeabilidad capilar y empeoran o evolucionan
a formas graves.

Las manifestaciones hemorragicas comunes incluyen hemorragias cutdneas como
petequias, lesiones purpuricas y equimosis y menos con menos frecuencia pueden
presentarse epistaxis, sangrado de las encias, hemorragia gastrointestinal y
hematuria, la prueba de torniquete, indica que el paciente tiene fragilidad capilar y
puede ser de utilidad diagnéstica 4. El shock es causado por un bajo volumen de
sangre que puede detectarse inicialmente mediante un estrechamiento de la tension
arterial diferencial (20 mmHg). En esta etapa, los pacientes generalmente tienen
extremidades frias y humedas, diaforesis, llenado venoso lento, inquietud,
irritabilidad, dolor en el abdomen superior y medio y oliguria. Ademas, los pacientes
también pueden presentar signos de hemostasia alterada (petequias dispersas,
equimosis espontaneas, hematomas, sangrado en los sitios de puncién y cianosis
periférica. Después de la etapa inicial de choque, los pacientes experimentan
taquipnea disnea, pulso débil taquicardia. Finalmente, se encuentra hepatomegalia
dolorosa por debajo del margen costal y también puede haber compromiso y
deterioro de otros 6rganos: encefalitis, miocarditis, pancreatitis, entre otras®”). Los
pacientes que progresan a manifestaciones graves que ponen en peligro la vida,
por lo general corresponden a menos del 5% ©),

4.3.3 Fase de convalecencia. Corresponde a las siguientes 48 a 72 horas siguientes
a la etapa critica, donde se produce reabsorcion gradual de los liquidos del
compartimiento extravascular, lo que produce disminucion de los sintomas
gastrointestinales, estabilizacion del estado hemodinamico y normalizacion de la
diuresis. Algunos pacientes pueden tener una erupcion parecida a “islas blancas en
mar rojo” 8 y algunos pueden presentar prurito generalizado. El hematocrito se
estabiliza o disminuye por el efecto de dilucion de los liquidos reabsorbidos y se
presenta un ascenso de leucocitos, la recuperacion del nimero de plaquetas ocurre
después.
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4.4 DENGUE GRAVE

A medida que empeora la permeabilidad vascular, la hipovolemia empeora y puede

terminar en un estado de choque. Generalmente ocurre en el dia 4 6 5 de la
enfermedad (rango, entre los 3 y 7 dias), en la etapa de defervescencia, y
usualmente esta precedido por los signos de alarma. En las primeras fases del
choque, los mecanismos de compensacion mantienen normal la presion sistélica y
a medida que avanza puede presentarse taquicardia y vasoconstriccion periférica
manifestada por extremidades frias y llenado capilar lento. Se produce
estrechamiento de la presion de pulso a medida que aumenta la resistencia vascular
periférica.

Finalmente, y de manera abrupta, la descompensacion se produce porque las dos
presiones desaparecen abruptamente, la hipotension prolongada e hipoxia pueden
conducir a falla de multiples érganos y a la muerte. Otra de las definiciones de
dengue grave son las alteraciones de coagulacion, que pueden llevar a sangrado
masivo 15,

Definiciébn dengue grave Organizacion mundial de la salud (OMS):

1. Extravasacion de plasma que conduce a Choque
Acumulacion de liquidos con insuficiencia respiratoria o sin ella 0 ambas
2. Sangrado grave

3. Deterioro de érganos grave ©

4.4.1 Choque. El choque se puede definir clinicamente por la presencia de
taquicardia, vasoconstriccion (frialdad, llenado capilar mayor a 3 segundos),
estrechamiento de la presion de pulso, hipotensién y pulso indetectable en estadios
avanzados ©).

4.4.2 Acumulacion de liquidos con o sin insuficiencia respiratoria. Distrés, frecuencia
respiratoria mayor a 60 por minuto, disnea, acidosis respiratoria, presion parcial de
oxigeno/ fraccion inspirada de oxigeno (PAO2/FIO2) menor a 200, saturacién de
oxigeno <92%, necesidad de ventilacion mecéanica © y/o sindrome de dificultad
respiratoria aguda (SDRA) (Pao2/Fio2<200, alteracion en la radiografia de térax) ).
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4.4.3 Sangrado grave. Algunos autores han descrito sangrado grave como la
presencia de sangrado gastrointestinal consistente en melenas, hematemesis,
hematoquecia, sangrado rectal, necesidad de trasfusion, sangrado vaginal o
necesidad de controlar el sangrado como por ejemplo con el uso de taponamiento
nasal ©,

4.5 DETERIORO GRAVE DE ORGANOS

4.5.1 Hepatico. Hepatitis (valor de transaminasas mayor a 1000), insuficiencia
hepética aguda (ictericia, encefalopatia hepatica), necrosis hepatica fulminante,
hepatitis fulminante (6,7); la AST esta presente en el higado y otros érganos, como
el musculo cardiaco, el musculo esquelético, el rifion y el cerebro, la ALT esta
presente principalmente en el higado y, por tanto, es un marcador mas especifico
de lesién de las células hepatocelulares, en poblacién pediatrica, los niveles medios
de ALT varian de 17 a 21 unidades / L en los nifios y de 14 a 20 unidades / L en
nifias, con el percentil 97 (comunmente utilizado como valor de corte) de 29 a 38 y
de 24 a 32 unidades / L respectivamente 9,

4.5.2 Neurolégico. Encefalitis, encefalopatia ©®), convulsiones, coma ©),
complicaciones neuromusculares (Guillain Barre), neuro-oftalmolégicas © (neuritis
Optica, maculopatia, hemorragia retiniana, glaucoma, vitritis, queratitis,
dacrioadenitis, paralisis del misculo recto externo ().

4.5.3 Cardiovascular. Miocarditis, falla cardiaca ©), bradicardia, fibrilacién auricular,
arritmia ventricular, disminucién de la fraccion de eyeccion, disfuncién sistélica y
diastolica, aumento de los biomarcadores (troponina |, péptido natriurético cerebral
o tipo B (ProBNP)), ®, bloqueos, ritmo de la unién, pericarditis ). En estandar de
oro para diagndstico de miocarditis es la biopsia endomiocardica y la Resonancia
magnética miocardica, la primera alternativa, sin embargo, en entornos donde estos
estudios no estan disponibles o donde no se puedan realizar por el estado clinico
critico del paciente, el diagnostico se basa en los hallazgos clinicos: en primer lugar
signos y sintomas de disfuncién cardiaca aguda: disnea, sincope, dolor toracico,
taquipnea, taquicardia inexplicable, hepatomegalia, ritmo de galope; en segun lugar,
troponina elevada y en tercer lugar, evidencia ecocardiografica de disfuncion
ventricular sin un defecto cardiaco estructural subyacente; ademas en algunos
pacientes los cambios electrocardiograficos sugestivos de lesion aguda del
miocardio o arritmia también se pueden considerar diagndsticos) “9.
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4.5.4 Renal. Insuficiencia renal aguda ©), lesién renal aguda, glomerulonefritis,
proteinuria “Y, sindrome hemolitico urémico .

4.5.5 Linforreticular: compromiso de timo, bazo (ruptura), ganglios linfaticos,
linfohistiocitosis hemofagocitica (7-8)

4.5.6 Pancreas. Pancreatitis (dolor, elevacion de lipasa, amilasa, glicemia,
hipocalcemia, hallazgo ecografico)

4.5.7 Vesicula. Cistitis a calculosa .

458 Musculo esquelético. Rabdomidlisis (creatina quinasa (CK),
creatinafosfoquinasa o creatina fosfoquinasa (CPK) elevada >120 U/L el valor de
referencia) (.

4.6 DIAGNOSTICO

La infeccidon por el virus del dengue se confirma si se produce alguno de los
siguientes resultados:

* RT-PCR (Transcripcion inversa - reaccion en cadena de polimerasa) en tiempo
real positivos

* Cultivo de virus positivo

* Prueba de NS1 positiva

» Seroconversion de IgM (puede reaccionar de manera cruzada con zika en sitios
endémicos)

» Seroconversion de IgG
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4.7 TRATAMIENTO

El manejo juicioso de los liquidos con cristaloides o coloides, junto con el monitoreo
frecuente de pacientes con dengue, es esencial para prevenir el shock o la
sobrecarga de liquidos, puede producirse un sangrado de leve a grave durante la
infeccion por dengue y en algunos casos puede llegar a requerirse a administracion
de transfusiones, se deben evitar los farmacos antiinflamatorios no esteroideos ®.

En esta entidad pueden ocurrir complicaciones cardiacas, renales, hepaticas o
neurolégicas durante la infeccion grave, la mayoria de las cuales pueden ser
autolimitadas, la afectacion renal se ha correlacionado con una mayor mortalidad, y
la afectacion cardiaca puede estar asociada con una mayor gravedad de la
enfermedad, por eso la importancia de la monitorizacion y la deteccion temprana de
estas causas para deliberar un tratamiento especifico de la causa.

Ademas, se recomienda la evaluacidbn temprana de casos de bacteriemia
concurrente o comorbilidades mudltiples, particularmente en la poblacion de los
extremos de la vida, que es la mas critica durante el manejo de la enfermedad.
Actualmente no existe un antiviral efectivo contra el dengue. Una vacuna ha sido
autorizada en cinco paises. Sin embargo, su eficacia es limitada. Actualmente se
estan probando varios otros candidatos a vacunas en ensayos clinicos“?,

4.7.1 Linfohistiocitosis hemofagocitica. Hace parte de la familia de histiocitosis y
neoplasias de los linajes de células dendriticas de macrofagos, esta familia incluye
el grupo L (relacionado con Langerhans), el grupo C (histiocitosis cutaneas y
mucocutaneas), el grupo M (histiocitosis malignas), el grupo R (enfermedad de
Rosai-Dorfman) y el H (linfohistiocitosis hemofagocitica y sindrome de activacion de
macrofagos). La linfohistiocitosis hemofagocitica (LHH) es un sindrome
potencialmente mortal caracterizado por una activacion no controlada y persistente
de linfocitos T citotoxicos y células asesinas naturales (NK), con una liberacion
aumentada de citocinas inflamatorias y la activacion de macréfagos y que se
traducen en signos y sintomas y inflamatorios sistémicos. Comprende dos
condiciones una primaria y una secundaria ©).

4.7.2 Linfohistiocitosis hemofagocitica familiar o primaria. Es la forma autosémica
recesiva primaria, tiene una incidencia estimada de alrededor de 1: 50,000 nifios
nacidos vivos y es una enfermedad mortal con una mediana de supervivencia de
menos de 2 meses después del diagnostico si no se trata. Es importante destacar
qgue la aparicién de esta forma primaria y episodios de la enfermedad pueden
desencadenarse por infecciones “3).
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Se han identificado y descrito cinco tipos de LHH familiar. La LHH familiar tipo 1 se
debe a una anomalia genética en el locus 9921 en el cromosoma 9, aunque el gen
causante especifico aun no se ha identificado, la LHH familiar tipo 2 es el resultado
de mutaciones en el gen PRF1, que codifica la proteina perforina, esta proteina
normalmente esta contenida dentro de los granulos citoliticos y da como resultado
la formacion de poros en la membrana de la célula objetivo, facilitando la entrada
de otras proteinas citoliticas y promoviendo la lisis osmoética de la célula, la LHH
familiar tipo 3 es el resultado de mutaciones en el gen UNC13D, que codifica la
proteina Munc-13-4, proteina que normalmente participa en la regulacion de la
maduracion de los granulos citoliticos y la exocitosis, la LHH familiar tipo 4 que
resulta de mutaciones en la proteina STX11, que codifica la sintaxina 11, una
proteina responsable del transporte normal y la exocitosis de los granulos citoliticos,
y la LHH familiar tipo 5 que se debe a mutaciones en el gen STXBP2, que codifica
la proteina de unién sintaxina 2, encargada de la fusion de la membrana y la
liberacion de granulos citoliticos. Los pacientes con mutaciones en estos genes que
resultan en la pérdida completa de la funcion de las proteinas involucradas
desarrollan LHH primaria en la infancia (44,

4.7.3 LHH secundaria. LHH en la que se puede identificar un desencadenante claro,
entre los mas comunes estan infeccién, malignidad o enfermedad autoinmune. La
infeccion generalmente se asocia con LHH y es el precipitante mas comudn para
LHH en nifios con LHH primaria; la familia Herpesviridae son los agentes virales
mas frecuentes, con el virus de Epstein Barr como el agente principal, otros virus
herpes incluyen el citomegalovirus, virus del herpes simple 1y 2, virus de la varicela
zoster, roséola y el virus del herpes asociado al sarcoma de Kaposi, ademas otros
virus de otras familias pueden desencadenar LHH como el dengue, el virus del
Ebola y el virus de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo; otros patégenos no
virales se han asociado con la enfermedad como bacterias (Rickettsia vy
Mycobacterium), el hongo mas comun asociado con LHH es Histoplasma y entre
los parasitos mas comunes implicados se incluyen Plasmodium, Leishmania y
Babesia 10

El Consorcio de Histiocitosis de América del Norte (NACHO) propone ademas un
nuevo sistema de clasificacion, proponiendo HLH asociada con malignidad (M-
HLH), HLH asociada con afecciones reumaticas (Rh-HLH, también llamado MAS
(sindrome de activacion macrofagica)), HLH que ocurre después de terapias de
activacion inmunoldgica o hipersensibilidad a medicamentos (Rx-HLH), HLH que
ocurre con compromiso inmunitario, primario o adquirido (IC-HLH), y HLH no
asociado con otras afecciones especificas (HLH-NOS) 1.

31



4.8 FISIOPATOLOGIA

La linfohistiocitosis hemofagocitica corresponde a un estado de activacion sostenida
del sistema inmune a través de vias diferentes; depende de predisposiciones
genéticas relacionadas con enfermedades autoinflamatorias, defectos genéticos en
la citdlisis, inmunodeficiencias primarias y/o defectos para la eliminacion de
particulas virales, y también de desencadenantes ambientales como enfermedades
inflamatorias cronicas e inmunosupresion. Varios disparadores han sido descritos
como infecciones virales y otros patégenos intracelulares, uso de drogas,
malignidad hematologica e inmunoterapia que resultan en la presentacion
sostenida de un antigeno y la activacion de células T CD8+, que se amplifica por la
liberacion de interferon gamma (IFN-g) y la posterior regulacion positiva del
complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC-I), lo que impulsa la activacién
de macréfagos / monocitos tisulares, dando como resultado la liberacién de
mediadores inflamatorios como interleucinas (IL) IL-1b, IL-6, IL-18 e IL-12. IL-18 e
IL-12 que mejoran la produccion de IFN-g por las células T CD8 +, pero ademas los
macréfagos / monocitos se activan aun mas por inflamacién crénica y dafio tisular
a través de Il-1b e IL-33 y estimulacion de (receptores tipo toll like) TLR por
infeccionD).

Las formas familiares de LHH se deben a defectos genéticos que conducen a una
funcion deteriorada de las células asesinas naturales y a las células citotdxicas.
Estas mutaciones se producen en el gen de la perforina o en genes importantes
para la exocitosis de granulos citotdéxicos Los granulos citotoxicos contienen
perforinas y granzimas, que inducen la apoptosis al ingresar a las células objetivo.
Ademas, la perforina es importante para la regulacion negativa de la respuesta
inmune. Las formas adquiridas de LHH se encuentran en asociacion con infecciones
virales, enfermedades autoinflamatorias / autoinmunes, enfermedades malignas y
estados de inmunodeficiencia adquirida 4445,

4.8.1 Manifestaciones clinicas. Los pacientes pueden presentar un espectro de
sintomas que puede incluir:

Fiebre

Organomegalia (linfadenopatia, hepatomegalia o esplenomegalia)
Disfuncidn neurologica (como encefalitis, convulsiones o coma)

Edema

Manifestaciones dermatologicas

Estigmas de disfuncién hepatica o coagulopatia (ictericia y/o hematomas).
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Los pacientes a menudo estan gravemente enfermos y progresan rapidamente
hacia la muerte. La presencia de compromiso del sistema nervioso central, cuadros
severos o fulminantes, historia familiar y/o historia de consanguinidad deberian
orientar hacia la sospecha de LHH familiar @9,

4.8.2 Laboratorios. Los hallazgos de laboratorio incluyen citopenia (que afecta =2
de tres linajes en la sangre periférica), hipertrigliceridemia y/o hipofibrinogenemia,
disfuncion hepatica con deshidrogenasa lactica (LDH) alta, hiperferritinemia y
hemofagocitosis en médula 6sea o el sistema reticuloendotelial (bazo y ganglios
linfaticos), el recuento de leucocitos en el momento del diagnéstico varia entre los
pacientes, pero la mayoria presentan anemia y/o trombocitopenia; ademas
marcadores biolégicos de LHH se han descrito como, niveles de factor de necrosis
tumoral (TNF), interleucina (IL) 6, interferon-y (IFG), receptor soluble de IL-2 (CD25)
y actividad de células NK baja o deficiente 4,

4.9 DIAGNOSTICO

Los criterios de diagndstico mas comunmente utilizados y ampliamente aceptados
para LHH son las Guias diagnésticas y terapéuticas para la linfohistiocitosis
hemofagocitica 2004 (LHH-2004) “3):

Fiebre

Esplenomegalia

Citopenias que afectan 22 linajes

Hemoglobina <9 g / dL

Recuento de plaguetas <100 x 109/ L

Recuento absoluto de neutrofilos <1 x 109 /L
Hipertrigliceridemia y / o hipofibrinogenemia

Triglicéridos 2265 mg / dL

Fibrinbgeno <150 mg / dL

Hemofagocitosis en la médula ésea, el bazo o los ganglios linfaticos.
Actividad de células NK baja o ausente

Ferritina 2500 ug / L

sCD25 elevado (cadena a del receptor sIL-2): 22,400 U / ml

e ¢ 6 ¢ OO ®© 0O 0O © o @

*Elevaciones por encima de los niveles normales especificos de laboratorio
ajustados por edad (definidos como> 2 DE del la media) parecen mas significativos

que la designacion original de> 2400 U/mL debido a variaciones entre laboratorios
(46)_
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Para el diagnostico 5 de 8 criterios deben estar presentes, ademas, la confirmacion
de una mutacién genética patdgena de LHH familiar también se puede utilizar para
establecer un diagnéstico de LHH familiar ¢“3).

4.10 TRATAMIENTO

Debido a que la LHH es un sindrome de activacion inmune desenfrenada, el objetivo
de la terapia es revertir la respuesta inmune no controlada nociva y consiste en
combinaciones de quimioterapia proapoptotica y farmacos inmunosupresores
dirigidos a las células T e histiocitos hiperactivados, el uso temprano de y-globulina
y/o corticosteroide a veces es Util para controlar la actividad de LHH, con efecto
transitorio, pero en algunos pacientes se justifica un enfoque terapéutico agresivo

incluida la inmunoquimioterapia y el trasplante de células madre hematopoyéticas
(47).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio observacional, analitico, retrospectivo, tipo casos y controles.

5.2 POBLACION Y MUESTRA

La poblacién pediatrica de Neiva esta conformada por aproximadamente 100 mil
individuos; sin embargo, la baja prevalencia del evento de interés en la regién, no
permitié realizar un muestreo poblacional, en ese sentido, se optd por un disefio tipo
casos y controles en el que se analizaron todos los casos identificados en un periodo
de tiempo especifico.

5.3 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Se incluyeron pacientes entre 1 mes y 18 afios de edad que ingresaron a la Unidad
de Cuidado Intensivo Pediatrico con diagndstico de dengue grave entre el 1 de
enero de 2019 y el 31 de marzo de 2020; excluyendo historias clinicas incompletas,
patologia descartada durante el estudio y/o pérdida del seguimiento antes del alta.

5.4 DENGUE GRAVE

Para la definicion de dengue grave se siguieron los criterios establecidos por la OMS
y la demostracién de infeccién aguda se realiz6 mediante los siguientes estudios
serologicos y/o virologicos:

- Proteina no estructural 1 (NS1) e Inmunoglobulina (Ig) M: a través de
inmunocromatografia (kit SD BIOLINE Dengue Duo ®) (Abbott, Chicago, lllinois,
Estados Unidos).

Inmunoglobulina (Ig) M: mediante ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA) (Panbio ® Dengue IgM Capture ELISA) (Abbott, Chicago, lllinois, Estados
Unidos).
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Serotipificacion: siguiendo el protocolo de reaccidon en cadena de la polimerasa
transcriptasa inversa hemi-anidada de 2 pasos (RT-PCR) (Método Lanciotti).

5.5 LINFOHISTIOCITOSIS HEMOFAGOCITICA

Se definié por la presencia de cinco o mas criterios de las Guias diagndsticas para
la linfohistiocitosis hemofagocitica:

Fiebre
- Esplenomegalia
Citopenias que afectan 22 linajes (Hemoglobina <9 g/dL, plaquetas <100 x 10 9
/L o neutrodfilos <1 x 10 9 /L)
- Hipertrigliceridemia 2265 mg/dL o Fibrindgeno <150 mg/dL
- Hemofagocitosis en médula ésea, liquido cefalorraquideo o ganglios
- Actividad de células asesinas naturales (NK) disminuida o ausente
- Ferritina sérica mayor o igual a 500 pg/L
- Receptor soluble de interleucina 2 sérico (sIL2R) >2.400 unidades/L.

5.6 DEFINICION DE CONTROLES

Los controles se eligieron por base poblacional, es decir, pacientes que participaron
en el mismo tiempo y espacio que los casos, se sometieron a un seguimiento
completo y tuvieron la misma probabilidad de convertirse en “caso” durante el
periodo de estudio; la medicién de las variables fue comparable en ambos grupos,
por lo que fueron elegidos independientemente de su condicion de exposicion.

Teniendo en cuenta que el evento de interés es la linfohistiocitosis hemofagocitica,
los controles fueron definidos como aquellos con ausencia del evento, es decir,
pacientes con dengue grave que no cumplieron criterios para definicion de LHH-
2004; para mejorar el poder del analisis se eligieron a razén de 1:4 (1 caso por cada
4 controles).

El método de seleccion de controles fue un muestreo aleatorio simple a través de
Excel utilizando la funcién random y la formula =+ALEATORIO.ENTRE(1;97), para
que el programa eligiera en un primer intento 60 controles de un grupo de 97
posibles, se eliminaron los datos seleccionados méas de una vez y se realiz6 una
validacion de las poblaciones definitivas para verificar que los 60 controles no
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hicieran parte del grupo de los 37 datos no elegidos y viceversa. No se realizd
igualacion de atributos entre los casos y controles para evitar la pérdida de casos e
impedir la utilizacion de variables que podrian influir en el resultado final de la
investigacién, como la edad y el sexo, por ejemplo.

Los casos se clasificaron como dengue-HLH y los controles como dengue-no LHH
y se compararon respecto a parametros clinicos, complicaciones, intervenciones y
resultados.

5.6.1 Deteccion de IL-2 sRa en plasma de nifios con dengue. Los niveles de CD25
se procesaron en el laboratorio de inmunologia de la Universidad Surcolombiana
mediante técnica ELISA (Human CD25/IL-2R alpha Duoset, Cat: DY223) (R&D
Systems) (Minneapolis, Minnesota, Estados Unidos).

5.6.2 Descripcion del experimento. En las primeras doce horas de admision, una
muestra de sangre venosa fue tomada por venopuncion en tubos que contenian
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Vacutainer con EDTA K2, Becton
Dickinson, referencia: 367856). La muestra fue centrifugada a 200 x g durante 10
minutos y congelada a -70°C hasta su uso. Posteriormente los niveles de IL-2 sRa
circulantes fueron evaluados por ELISA siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Las microplacas de ELISA (Immulon 2HB, Thermo) fueron cubiertas con
anticuerpo de captura a una concentracion de 6 ug/mL e incubadas durante la noche
a temperatura ambiente, seguidamente, el contenido fue retirado, los pozos se
lavaron tres veces con buffer (PBS-Tween 20 al 0.05%) y 100uL del estandar y
fueron aplicadas a los pozos e incubadas 2 horas a temperatura ambiente. Despues
fue retirado el contenido, la placa se lavd nuevamente con buffer y se aplicaron
100ng/mL del anticuerpo de deteccién biotinilado en 100ulL/pozo. Tras una hora de
incubacion, la placa fue lavada con buffer y 100uL de estreptavidina-peroxidasa
(1/200) y fueron incubadas por 30 minutos mas.

Finalmente, la placa fue revelada con 100 uL de Tetrametilbenzidina y la reaccion
fue detenida con H2SO4 2N para ser leida a 450nm (MultisKkan, Thermo). Todas las
muestras y puntos de la curva estandar fueron realizadas por duplicado y el limite
de deteccion del ensayo fue de 16pg/mL.
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5.6.3 Variables. Se estudiaron las siguientes medidas (Anexo A):

- Sociodemograficas: edad, sexo, peso, talla, procedencia.

- Estado de infeccion por dengue: tipo de estudio con el que se realizé el
diagndstico, tipificacion dengue.

Clinicas: dias de enfermedad antes de consultar, dias de fiebre totales,
manifestaciones clinicas, criterios de gravedad, érgano o sistema comprometido,
presencia de coinfeccién y/o sobreinfeccion.

Laboratorio: recuento de globulos blandos, hemoglobina, plaquetas, creatinina,
tiempos de coagulacion, transaminasas, troponina, creatina cinasa y fraccion MB.

- Marcadores de hemofagocitosis: LDH, fibrindgeno, ferritina, triglicéridos, CD25,
aspirado de médula 6sea.

- Manejo: farmacos recibidos durante su hospitalizacion.

- Desenlace: dias totales de hospitalizacion, estado curado o fatal al egreso

5.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los casos se rotularon como dengue-HLH y los controles como dengue-noHLH vy
se compararon respecto a parametros clinicos, paraclinicos, complicaciones,
intervenciones y desenlaces. Los datos se procesaron en el paquete SPSS statistics
22.0 y se calcularon frecuencias para las variables cualitativas y estadigrafos de
tendencia central, posicion y dispersion para las cuantitativas. La comparacion de
los grupos se realiz0 a través de tablas de contingencia donde la hemofagocitosis
se establecié como la variable fija.

Se aplicdé chi-cuadrado de homogeneidad en las variables dicotomicas y de
proporciones en las politbmicas, empleando la correccidén de yates para las que
aplicara; las variables cuantitativas se analizaron por medio de una prueba
paramétrica (t de student para variables independientes), si cumplian con los
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requisitos de normalidad y homocedasticidad, y no paramétrica (N de Mann
Whitney), si no cumplian con el requisito (Anexo B). Posteriormente se analizaron
las medidas de riesgo a través del calculo de odds ratio (OR) y el error tipo | (alfa)
aceptado fue del 5%.

5.8 CONSIDERACIONES ETICAS

Este trabajo fue avalado por el comité de ética del hospital Universitario Hernando
Moncaleano Perdomo en acta de aprobacion 004-005 actualizada el 05 de junio de
2020. (Anexo C)

5.9 ALCANCE

El grupo investigador defiende desde el planteamiento del proyecto los principios
fundamentales para la investigacion en humanos. Primero, el respeto por la persona
0 sujeto de investigacion; entendiéndolo como un ser integral, donde participa no
solo su individualidad, sino también sus condiciones sociales, culturales,
econémicas y étnicas, pero, ademds, atendiendo a los deberes éticos
fundamentales, de no-maleficencia, ejerciendo el deber moral y legal de no hacer
mal y no causar dafio y de autonomia, concibiendo que el ser humano tiene la
facultad de decidir y dar direccionalidad a su vida.

En segundo lugar, se asume el principio de beneficencia, propendiendo por los
maximos beneficios y reduciendo al minimo los riesgos a los cuales se encuentre
expuesto por objeto de la presente investigacion y realizando desde el inicio un juicio
razonable de los riesgos previstos, frente a los beneficios, prometiendo siempre el
bienestar de las personas y la dignidad humana, por encima de los intereses del
investigador. Y,

En el tercer lugar, aplicando el cumplimiento de la justicia, que en este caso se
realiza a partir de la comprension y reconocimiento de los anteriores principios,
haciendo el bien, realizando el balance de los riesgos y beneficios, y reconociendo
las posibles consecuencias que derivan del actuar del investigador, pero ademas
realizando una distribucion equitativa de las cargas para el participante, el
investigador y la institucion teniendo en cuenta la vulnerabilidad de cada parte. El
alcance de esta investigacion esta justificado en que su disefio riguroso demuestra
tanto su pertinencia cientifica, como su valor social.
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Respecto a la validez cientifica, este proyecto se sustenta en evidencia disponible,
publicada y reconocida por la comunidad médica, y su utilidad se justifica en datos
epidemioldgico precisos del mundo y de la region; cuenta con una metodologia
guiada al alcance de los objetivos planeados y se dirige a la produccién de
resultados pertinentes para abordar un problema de salud. Esta conformada por
personal capacitado y entrenado para manejar de manera competente la
informacion de los participantes y los resultados, respetando los derechos y el
bienestar de la persona y asegurando los principios para la realizacion de
investigacion médica en humanos, no pone en riesgo a los participantes y no precisa
malgastar recursos valiosos. Su funcién social se basa en que su realizacion ofrece
un medio para generar informacién que de otra manera no podria obtenerse, es
relevante para comprender y/o intervenir un problema de salud importante y para
promover el bienestar de las personas afectadas o en riesgo.

Las partes interesadas (pacientes, médicos clinicos, investigadores, hospital,
universidad) dependen de la informacion que la investigacion genere para tomar
decisiones que tendrian consecuencias importantes para la salud, la formulacién o
evaluacion de intervenciones y la generacion de politicas o practicas que
promuevan la salud; por lo que ademas, existe el compromiso de diseminacion de
informacion valida y confiable una vez se obtengan los resultados,
independientemente de su valor positivo o negativo.

Este proyecto es importante a nivel individual y también en lo colectivo; al grupo de
trabajo su ejecucion le permitira entrenarse en el ambito clinico y de la investigacion
y contribuir en la generacién de conocimiento sobre una patologia que hasta el
momento, habia sido infrecuente, pero que representd una morbimortalidad
considerable en ese periodo de tiempo; el alcance para el Hospital Universitario y la
Universidad se basa en que los resultados seran socializados ante la comunidad
médica y cientifica para entender mejor la asociacion dengue, hemofagocitosis. Los
beneficios para los participantes son indirectos, pues la informacién obtenida sera
la base para el cumplimiento de los objetivos.

5.10 RIESGO

Por ser éste un trabajo retrospectivo, basado en una fuente de informacion
secundaria, y en el cual no se practica ninguna intervencion a los participantes, se
clasifica en la categoria de riesgo A: investigacion sin riesgo (Articulo 11, Resolucion
8430 de 1993) refiriéndose a “Aquellas investigaciones que emplean técnicas y
meétodos de investigacion documental retrospectivos y aquellos en los que no se
realiza ninguna intervencion o modificacion intencionada de las variables biolégicas,
fisiologicas, psicoldgicas o sociales de los individuos que participan en el estudio”.
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Ademas, por la naturaleza de la investigacion y dados los minimos riesgos para los
participantes, los investigadores, ni las instituciones responsables, el comité de ética
de la institucion de salud, dispensa al investigador de la obtencion del
consentimiento informado (Articulo 16, Resolucion 8430 de 1993).

El Unico riesgo potencial en este caso seria la pérdida de la privacidad de los
participantes, sin embargo este riesgo se derogara respetando la confidencialidad
de la historia clinica (Resoluciéon numero 1995 DE 1999); también, dado que las
Unicas personas que conoceran la identificacion de los pacientes son los
investigadores, éstos se comprometen a codificar los datos y a salvaguardar la
informacion, utilizando los resultados solo con fines académicos y cientificos; los
datos recolectados no seran utilizados en detrimento de la integridad fisica, moral,
ni espiritual de los participantes (pacientes, investigadores e instituciones (Hospital,
Universidad)). Los investigadores se comprometen a firmar el acuerdo de
confidencialidad en el que se reitera la seguridad en el manejo de los datos de los
pacientes.

5.11 COSTO BENEFICIO

Considerando que en este estudio no se practicara ninguna intervencion, los riesgos
son minimos, y en este caso, como ya se dijo, se tiene un protocolo creado para
minimizarlos, por lo que éstos son superados por el posible beneficio colectivo que
se obtendria de practicar la investigacion. Los costos ordinarios y/o materiales seran
asumidos por el investigador y no se realizard& mal uso de insumos, equipos
meédicos, ni bienes del hospital, ni del sistema de salud.

5.12 IMPACTO

Este trabajo permitird entender el comportamiento de la linfohistiocitosis
hemofagocitica en pacientes con dengue y dar a conocer las pautas para su
reconocimiento temprano, el manejo apropiado y la prevencion.
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5.13 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

5.14 RECURSOS

5.14.1 Humanos:

5.14.2 Financieros:

Actividad

Ago-Oct
/2019

Nov/2019

ene/2020

Feb-Abr
/2020

May-Jul
/2020

Ago-Oct
12020

Nov/2020
Ene/2021

Feb-abr
/2021

May-Jul
/2021

Ago-Oct
12021

Revision de la
literatura

Elaboracion
anteproyecto

Comité de
ética

Recoleccion
de datos

Anélisis

Informe final

Investigador principal: 4 horas semanales
Asesor cientifico - pediatria, infecciosas: 2 horas semanales
Asesor cientifico - inmunologia: 1 hora mensual
Asesor metodoldgico: 2 horas semanales

Equipo de computacién, papeleria, internet, transporte.
Kit para realizacion de Cd25

Traduccion del trabajo
Conceptos de publicacion.
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5.14.3 Fuentes de financiacion:
Universidad Surcolombiana, recursos propios.

Presupuesto: 3.000.000
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6. RESULTADOS
6.1 POBLACION

Entre enero de 2019 y marzo de 2020 se atendieron en el Hospital Universitario de
Neiva 1218 pacientes con diagnéstico de dengue, de los cuales 1013 fueron
pacientes pediatricos. De los 1013 nifios, hubo 45 clasificaciones sin signos de
alarma, 854 con signos de alarma y 114 graves. Del total de pacientes, 30 se
derivaron a casa y 983 requirieron atencion en urgencias, los 114 nifios que se
clasificaron como graves (11% del total) requirieron atencion en cuidado intensivo.
De acuerdo a la definicion de la Sociedad de histiocitosis, 15 pacientes cumplieron
mas de 5 criterios para definirse como Dengue-LHH. (Figura 1)

Figura 1. Poblacién.

Total pacientes* 1218

[ |
Grupo etareo Nifios Adultos
P (1013) (205)
1 !I 1
Con signos Sin signos de
G
Clasificacién Dengue ‘ me ’ de alarma alarma
(114) (857) (45)
1 I I 1
Si Remision a
Seguimiento institucion
(112) externa (2)
1
Si No
Linfohistiocitosis hemofagocitica
e (15) ‘ ©7)
. CASOS CONTROLES .
Seleccion de controles [ 15 60 Excluidos (37)

* Pacientes con diagnostico de dengue atendidos en la institucion entre enero de
2019 y marzo de 2020
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6.2 CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS Y SOCIODEMOGRAFICAS

Los varones representaron el 52% de la poblacion estudiada (n=39) con una
distribucion por sexo similar en ambos grupos; la edad promedio de todos los nifios
fue de 58 meses, siendo menor la de los casos en comparacion con la del grupo
control (x=28,5 meses) (p=0,013). (Tabla 1)

Tabla 1. Caracteristicas clinicas.

Dengue-LHH Dengue- TOTAL p-
NoLHH value
n=15 % n=60 % n=75 %

Hombre | 8 53,3 31 51,7 | 39 52
Sexo Mujer | 7 46,7 | 29 48,3 | 36 4 0908

X(DE)  585(28,1) | 657(51,3) | 582 (49,7
Edad Min- 4. 945 ) 3- 1E§6 ) 3-19(§ ) 0,013

Max

X gDE) 12,8 (6,8 219 (14,4 20,1 (13,7
Peso |V|I,n - 7. 31( ) 6 - 75 ) 6-70( ) 0,270

Max

X (DE) ' g8 7 (20 107,5(30,1) | 103,8 (29,2
Talla vin- 7150 Goo1ra ) eotrs | 0ssL

Max
Fiebre )I\(/IEES) 101(58) 58 (2)5) 6,65 (3.77) 0012
(dias) M 2-19 2-16 2-19 ’

ax

Fiebre prolongada 10| 66,7 14 23,3 24 32| 0,004
Exantema 8| 53,3 37| 61,7 45 60 | 0,556
Hepatomegalia 15| 100,0 57| 95,0 72 96 | 0,883
Esplenomegalia 11| 733 6 10,0 17| 22,7 | 0,000
Adenomegalias 3| 20,0 5 8,3 8 10,7 0,400
Ascitis 13| 86,7 40 | 66,7 53, 70,7 | 0,228
Derrame pleural 15| 100,0 53 88,3 68 90,7 0,372
Choque 12| 80,0 41 | 68,3 53, 70,7 | 0,568
Sangrado grave 4 26,7 8 13,3 12| 16,0| 0,386
Hepatitis 8 533 11| 18.3 19| 25,3| 0,014
Miocarditis 10| 66.7 23| 38.3 33 44 | 0,048
Encefalitis 1 6,7 3 5 4 54| 1,000
Compromiso renal 6 40,0 15| 25,0 21 28 | 0,403
Compromiso 11| 733 40 66,7 51 68 0,853
respiratorio
Rabdomidlisis 3| 20,0 8 133 11, 14,7| 0,807
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Coinfeccion 1 6,7 3 5 4 53 0,563
Sobreinfeccion 4 26,7 3 5 7 9,3| 0,010
Hospitalizac | X (0% 1134(99) 65 (38) 7.8 (6.1) 0002
i6n (dias) M3 3-39 2-23 2-39 ’

ax
Muerte 4| 26,7 3/ 50 7/ 93 0,037

LLH: linfohistiocitosis hemofagocitica. DE: desviacion estandar. X: promedio. Min:
minimo. Max: maximo.

En relacion a las caracteristicas antropométricas, se encontré un peso promedio de
20,1 kilogramos (DS=13,7) y una talla de 103,8 centimetros (DS=29,2),
evidenciando que los casos fueron de menor peso (p=0,015) y talla (p=0,037) que
los controles. El 73,3% (n=55) de los pacientes eran procedentes de la zona norte
del Huilay 41,3% (n=31) de la ciudad de Neiva, también se atendieron pacientes de
otros departamentos como Tolima 8% (n=6), Caqueta 4% (n=3) y Putumayo 1,3%
(n=1), ademas destacé que en el grupo de los casos 33,3% de los pacientes
procedian de Tolima (n=5) (p=0,003). (Tabla 2)

Tabla 2. Procedencia.

Dengue- Dengue
LI—?H No-LgHH QAL V;Le
n=15 % n=60 % | n=75 %

Huila centro 2| 13,3 3 50 5 6,7

Huila norte 8| 53,3 47 | 78,3 55 73,5

Procedencia E(l:J(I:liﬁente 0 0 2 33 2 2,7
Huila sur o/ o 3 50 3 4 0,003

Tolima 51333 1| 1,7 6 8

Caqueta 0 0 3 50 3 4

Putumayo 0 0 1| 1,7 1 1,3

6.3 MANIFESTACIONES CLINICAS

La duraciéon promedio de los sintomas antes de consultar fue de 5,9 dias para
ambos grupos Yy la duracion total de la fiebre de 6,6 dias, siendo mas larga en los
pacientes con linfohistiocitosis (10,1 vs 5,8 dias) (p=0,012); al clasificarla como
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fiebre prolongada (>7 dias), esta se presentd en 66,7% de los casos y en 23,3% de
los controles (p=0,004). Todos los pacientes tuvieron fiebre al ingreso (100%) y no
hubo diferencias significativas entre la presentacion inicial de exantema (53,3% vs
61,7%), hepatomegalia (100% vs 95%), adenomegalias (20% vs 8,3%), derrame
pleural (100% vs 88,3%) o ascitis (86,7% vs 66,7%) en los casos y controles
respectivamente; pero en los nifios con Dengue-LHH fue mas frecuente la
esplenomegalia (73% vs 10%) (p=0,000). (Tabla 1)

Tabla 3. Serotipificacion dengue.

Dengue- Dengue- TOTAL p-value
LHH NoLHH
n=15 % n=60 % | n=75 %
DENV1 0 0 4 235 4| 53
S DENV2 1333 51294 6 8
IS Negativo 2 66,7 8| 47,1 10 13,3 0,633
A No

DENV1: dengue 1. DENV2: dengue 2.

6.4 HALLAZGOS PARACLINICOS

Los serotipos DENV2 (30%) y DENV1 (20%) en la poblacién estudiada, con
resultados negativos en el resto de los analisis (50%). (Tabla 3) Respecto a los
hallazgos hematologicos, en el grupo de nifios con dengue y HLH, los nifios tuvieron
valores mas bajos de hemoglobina (7,6 vs 10,8 g/dl) (p=0,000) y hematocrito (22,0%
vs 29,2 %) (p= 0,000) y valores mas altos de leucocitos (5876,1 vs 4573,2 U/mm3)
(p=0,025) que los controles, sin encontrarse diferencia en el recuento de plaquetas
(43142 vs 41558 U/mm3) (p=0,404), ademas presentaron valores de AST (4443,7
vs 1061,8 U/L) (p=0,002) y ALT (1433,1 vs 487,0 U/L) (p=0,004) mas altos y una
duraciéon de TPT (80,6 vs 51,8 sg) (p=0,024) y TP (23,5 vs 19,6 sg) (p=0,010) mas
prolongada que la de los controles; los valores promedio de creatinina (0,5 vs 0,5
mg/dl) (p=0,827), BUN (23,6 vs 13,4) (p=0,194) y la tasa de filtraciébn glomerular
(100,9 vs 110,8 mI/min/1.73 m2) (p=0,482) fueron similares en ambos grupos. Los
marcadores de dafio miocardico como troponina (200,6 vs 56,0 ng/L) (p=0,110),
CPK (1157,1 vs 399,3 U/L) (p=0,924) y CKMB (134,9 vs 71,3 U/L) (p=0,355) y la
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funcion miocardica medida por fraccion de eyeccién (66,3 vs 65,8 %) (p=0,875)
también fueron similares. (Tabla 4)
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Tabla 4. Hallazgos paraclinicos.

Dengue-LHH Dengue-NoLHH TOTAL
in - val
% (DS) '\I\"A'gx %(DS) | Min-Max X (DS) Min -Max | PVaue
Leucocitos 5876,1 2300 - 4573,2 1400 - 4833,7 1400 - 0.025
(U/mm3) (2428,7) | 11700 | (2649,4) & 15300 (2643,4) 15300 ’
Linfocitos 2904,1 420 - 2117,8 400 - 2275,0
(U/mm3) (1882,6) | 7100 | (1600,2) & 8080 (1677,0)  200-8080 | 0,092
g%?_‘;g"’b'”a 76(1,3) @ 6-10 | 108(2,2) 6-16 | 10,1(24) @ 55-155 | 0,000
Hematocrito
min (%) 22,0(6,4) 8-32 | 31,0(61) | 19-44 | 2972 (7,1) 8 - 44 0,000
Plaguetas 43142,9 | 24000- | 41558,3 = 4000 - 41875,2 4000 - 0.404
(U/mm3) (22200,0) = 98000 | (30195,8) | 126000 | (28646,3) 126000 ’
4443,7 70 - 1061,8 43 - 1738,1
AST (UIL) (77035) | 26798 @ (3417.1) @ 24971 | (47319) | 43-26798 0002
1433,1 33 - 487,0 676,2
ALT (U/L) Coara) 7210 | (3rmp) 219470 qpof | 21-9470 0,004
23,5 19,6
TP (seg) do2) 10-90 7 11-90 | 20,3(17,6) | 10-90 0,024
80,6 51,8
TPT (seg) (629 237180 o3 23-180 57.2(49.1) | 23-180 | 0,010
Creatinina
(madL) 05(04) 02-18 05(0,3) | 02-21 | 04(0,3) 02-21 | 0827
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Troponina | 200,6 56,0

(ng/L) (360.4) 0-1240 (127.9) 0-669 | 83,6(199,2) 0 - 1240 0,110
1157,1 20 - 399,3 558,1

CPK (U/L) (2754.6) 10000 (784.4) 46 - 3941 (1439.9) 20 - 10000 | 0,924
134,9 71,3

CKMB (U/L) (209.4) 21 -772 (92.3) 24 - 659 | 83,8 (124,5) 21-772 0,355

Triglicéridos 333,7 128 - 223,2 276,6

(mg/dL) (1339) | 618 | (125.9) @ 98570 | (1304 68-618 | 0,005

Fibrinbgeno 1159 154,7 138, 5

(mg/dL}) (71.9) 65 - 362 (184.7) 65 - 940 (148.0) 65 — 940 0,316

Ferritina 17800,2 1000 - 12071,3 250 - 15140,3 250 - 0.662

(ng/L) (28975,8) | 102530 | (12398,0) 43120 (22630,2) 102530 ’
4209,8 966 - 1947.3 189 - 2961

LDH (UIL) (3150,6) 10270 (2833,9) 12082 (3141,2) 189 - 12082 1 0,006

CD25 aguda 3448,8 1877 - 1026,7 127 - 1409,1 127,4 — 0.014

(pg/mL) (2647,7) 6506 (553,2) 2015 (1362,8) 6505,7 ’

LLH: linfohistiocitosis hemofagocitica. DE: desviacién estandar. X: promedio. Min: minimo. Max: maximo. AST:
aspartato aminotransferasa. ALT: alanina aminotransferasa. TP: tiempo de protrombina. TPT: tiempo de
tromboplastina parcial. CPK: creatina cinasa, CKMB: isoforma MB de creatina cinasa. LDH: deshidrogenasa lactica.
CD25: subunidad alfa del receptor para la interleucina 2.
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6.5 MARCADORES DE HEMOFAGOCITOSIS

En los nifios con Dengue-LHH se encontraron valores mas altos de triglicéridos
(333,7 vs 223,2 mg/dl) (p=0,005), LDH (4209,8 vs 1947,3 U/L) (p=0,006) y CD25
(3488,8 vs 1026,7 pg/mL) (p=0,014) que en los controles y no se encontraron
diferencias en los valores de fibrin6geno (115,9 vs 154,7 mg/dl) (p=0,316) ni de
ferritina (17800,2 vs 12071,3 ug/L) (p=0,662) entre los grupos; los valores de LDH
por encima de 2000 U/L fueron mas comunes en los casos (53,3% vs 6,7%)
(p=0,000), sin diferencias en valores de ferritina por encima de 500 ug/l (100 vs 98,3
%) (p=1,000) ni superiores a 10000 pg/l (33,3 vs 11,7%) (p=0,098). (Tabla 4)

6.6 RECEPTOR SOLUBLE DE IL-2 (CD25)

Se encontré que la infeccién aguda por dengue grave comparado con los valores
en fase convaleciente (tres a cuatro semanas después del inicio de la fiebre),
aumenta considerablemente los niveles de IL-2Ra soluble (1409,1 vs 433,1), sin
embargo, no se compararon los grupos debido a que los pacientes con LHH no
tuvieron muestra en fase convaleciente; adicionalmente, como ya se dijo, los niveles
de slL-2Ra en nifios con dengue grave con LHH fueron més altos que en aquellos
sujetos sin esta complicacion (3488,8 vs 1026,7) (p=0,014) (figura 2).

51



Figura 2. Niveles circulantes de slL-2Ra.
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CD25 soluble en fase aguda (pg/ml)
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T T
LHH Contral

Linfohistiocitocis hemofagocitica

Valores séricos en nifios con HLH versus controles. sIL-2R: soluble IL-2 receptor.

6.7 COMPLICACIONES

La miocarditis (66,7% vs 38,3%) (p=0,048), hepatitis (53,3% vs 18,3%) (p=0,014) y
la sobreinfeccién bacteriana (73,3% vs 26,7%) (p=0,001) fueron mas frecuentes en
el grupo de linfohistiocitosis dengue, sin encontrarse diferencias en la frecuencia de
otros estados clinicos severos como choque (80,0% vs 68,3%) (p=0,568), sangrado
grave (26,7% vs 13%,3) (p=0,386), compromiso neuroldgico (27% vs 8%) (p=0,131),
renal (40% vs 25%) (p=0,403), adrenal (13% vs 1,7%) (p=0,185) y rabdomidlisis
(20% vs 13%) (p=0,807) entre los grupos. Finalmente, la estancia hospitalaria fue
mas prolongada en los nifios con Dengue-HLH (13,4 dias vs 6,5 dias) (p=0,002), y
en ellos, el desenlace fatal también fue mas frecuente (26% vs 5%) (p=0,026).
(Tabla 1)
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6.8 TRATAMIENTO RECIBIDO

La necesidad de vasoactivos (86,7% vs 56,7%) (p=0,032), albumina (53,3% vs
6,7%) (p=0,000), amiodarona (20,0% vs 3,3%) (p=0,083), factores de coagulacién
(26,7% vs 6,7%) (p=0,076), acido tranexamico (40,0%vs 16,7%) (p=0,105),
vitamina K (86,7% vs 45,0%) (p=0,004), transfusiones (66,7 vs 25,0%) (p=0,002),
N-acetil cisteina (60,0 vs 16,7%) (p=0,002), antibioticos (86,7% vs 40,0%)
(p=0,001), esteroides (53,3% vs 15,0%) (p=0,005), inmunoglobulina (26,7% vs
0,0%) (p=0,001) y soporte ventilatorio (100% vs 70%) (p=0,036) fue mayor en los
nifios con dengue-LHH que en aquellos sin la asociacion; (Tabla 5)

Tabla 5. Tratamiento recibido.

Dengue- Dengue-
iy NoLHH LI p-value

n=15 % n=60 % n=75 %
Vasoactivos 13 | 86,7 34 | 56,7 47 | 62,7 0,032
Amiodarona 31 20,0 2 3,3 5 6,7 0,083
Albumina 8 | 53,3 4| 6,7 12 16 0,000
Egggﬁ?ﬂgﬁ 4| 267 4 67 8 107 0,076
Acido tranexamico 6 | 40,0 10 | 16,7 16 | 21,3 0,105
Vitamina K 13 | 86,7 27 | 45,0 40 | 53,3 0,004
Transfusiones 10 | 66,7 15 25,0 25| 33,3 0,002
N-Acetilcisteina 9 60,0 10 | 16,7 19 | 25,3 0,002
Antibiéticos 13 | 86,7 24 | 40,0 37 | 49,3 0,001
Esteroides 8 53,3 9| 15,0 17 | 22,7 0,005
Inmunoglobulina 4| 26,7 0 0 4 53 0,001
Soporte ventilatorio 15| 100 42 70 57| 76 0,036

6.9 ANALISIS DE RIESGO

Los nifios con linfohistiocitosis por dengue tuvieron una mayor probabilidad de haber
cursado con esplenomegalia (OR: 24,7), anemia (OR: 22,5), AST>1000 U/L (OR:
4,5), ALT>1000 U/L (OR: 12,6), TPT> 50 segundos (OR: 5,0) y LDH>2000 U/L (OR:
16,0) que los controles; en estos nifios la proporcion de individuos con miocarditis
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(OR: 3,2), hepatitis (OR: 5,0), sobreinfeccion bacteriana (OR: 6,90) y muerte fue
mas alto que en el grupo sin esta complicacion (OR: 3,5). (Tabla 6)

Tabla 6. Analisis de riesgos.

Dengue | Dengue - p-
Variable - LHH no LHH OR IC 95% value

(%) (%)
Esplenomegalia 73,3 10,0 24,75 5,97 — 102,55 0,000
Anemia (<10mg/dL) | 93,3 38,3 22,52 2,77 —182,89 0,000
AST (> 1000 U/L) 53,3 20,0 4,57 1,38 - 15,10 0,022
ALT (> 1000 U/L) 40,0 50 12,66 2,67 —59,91 0,001
TPT (> 50 segundos) | 50,3 18,3 5,09 1,52 -17,01 0,014
Leucopenia (< 4000 | 20,0 51,7 0,23 0,06 - 0,91 0,028
U/mm3)
LDH (>2000 U/L) 53,3 6,7 16,00 3,81 -67,16 0,000
Miocarditis 66,7 38,3 3,21 0,97 — 10,60 0,048
Hepatitis 53,3 18,3 5,09 1,52-17,01 0,014
Sobreinfeccion 26,7 50 6,90 1,35-35,2 0,010
Estancia prolongada | 66,7 31,7 3,17 1,2-8,3 0,013
Muerte 26,7 50 3,5 15-8,1 0,010

LLH: linfohistiocitosis hemofagocitica. AST: aspartato aminotransferasa. ALT:
alanina aminotransferasa. TPT: tiempo de tromboplastina parcial. LDH:
deshidrogenasa lactica.
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7. DISCUSION

La linfohistiocitosis hemofagocitica es un trastorno inflamatorio multisistémico
potencialmente fatal con una prevalencia estimada en nifios de 1 caso por cada
100,000 menores de 18 afios ®*¥); la incidencia reportada es de 0,44 casos por
100.000 nifios por afio y alcanza picos de frecuencia relacionados con los brotes de
dengue, por ejemplo, en la epidemia mundial de 2013, la incidencia aumento casi
25 veces sobre los valores esperados (1.48 casos por 100,000 nifios) @8.En las
Américas, el dengue tiene un patrén endémico - epidémico con brotes cada 3 a 5
afos; en 2010 y 2013 por ejemplo, el alto niumero de casos hizo que varios paises
de la region superaran los datos histéricos registrados; en Colombia, se presentd
un largo periodo epidémico entre febrero de 2019 y marzo de 2020, periodo durante
el cual, este estudio busco caracterizar el perfil de los nifios con dengue grave y
linfohistiocitosis hemofagocitica, asi como evaluar los desenlaces y posibles
factores de riesgo para el desarrollo de esta patologia en pacientes con diagndstico
de dengue grave durante el periodo de estudio en una Unidad de Cuidado Intensivo
en Neiva, Huila, Colombia.

Los resultados demostraron una distribucion similar de hombres y mujeres,
concordando con un estudio realizado en Colombia para dengue grave “®y en India
y Puerto Rico para LHH (10,18,20). La edad promedio de los pacientes fue de 2
afos para los casos y de 5 afos para los controles, rango que coincide con trabajos
realizados en nuestro pais 9 y en India @9, pero que es inferior al reportado por
otros autores donde los casos de LHH se presentaron por encima de los 4 afios
(10.18,32): probablemente porque en estos estudios la hemofagocitosis fue secundaria
a diferentes causas y no solamente relacionada con dengue. Los datos
antropométricos no pudieron ser comparados con la literatura, ya que ninguna de
las publicaciones reportd esta informacion; sin embargo, en este estudio se
evidencid que los casos fueron de menor estatura y peso que los controles. De igual
forma, no se encontraron estudios en Colombia que relacionaran la procedencia,
aunque en este trabajo la mayoria de nifios provenian del norte del Huila y un tercio
de los casos de Tolima.

En cuanto a las manifestaciones clinicas, semejante a otras investigaciones, todos
los pacientes tuvieron fiebre como sintoma principal, con una duracién promedio
antes de consultar de una semana, similar a otra publicaciéon en Paraguay 9, pero
menor a la de una serie en Colombia en 2002 % y en India 2014 % donde la fiebre
fue mucho mas prolongada; y mayor a la de Puerto Rico @8 donde los pacientes
acudieron al tercer dia de sintomatologia. En Neiva, se encontrdé que la duraciéon
total de la fiebre fue mas larga en los pacientes con linfohistiocitosis que en los
controles (10 vs 6 dias), hallazgos que son comparables con la literatura reportada,
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en la que la duracion total de la fiebre estuvo entre 5y 7 dias y fue mayor en LHH
(49)

Otras manifestaciones clinicas encontradas fueron hepatomegalia, esplenomegalia
y adenopatias al ingreso, descubrimientos que coinciden con los hallazgos de
Puerto Rico, India y una revision sistematica reciente (101849 pero, fueron mas
frecuentes que los reportados en la serie de casos de India 2014 9 donde solo la
mitad de los pacientes con LHH presentaron hepatomegalia y/o esplenomegalia. El
compromiso de serosas fue comun y se encontré derrame pleural en todos los
pacientes y ascitis en la mayoria de ellos, caracteristicas que no se pudieron
comparar con la literatura por falta de reporte. Asi mismo, en el grupo control la
hepatomegalia y el derrame pleural estuvieron presentes en casi todos los nifios y
dos tercios presentaron ascitis, frecuencia superior si se compara con un estudio en
Cali 9, |o que se puede explicar porque en este estudio los autores incluyeron
también dengues sin criterios de gravedad y manejados fuera de Unidad de Cuidado
Intensivo.

Con relacién a la gravedad, se encontré que la hemorragia grave y el compromiso
hepatico, neuroldgico y cardiaco, fueron mas frecuentes en los pacientes con
linfohistiocitosis. Ademas, casi un tercio de los pacientes presentaron lesion renal
aguda sin diferencia entre aquellos con LHH y los que no presentaron esa
complicacién, valores muy por encima de los reconocidos en la literatura 4152 y a
lo mejor explicados por la condicion critica de la poblacidén analizada. El compromiso
neuroldgico se hallé en el 25% de los casos, similar a un reporte de India @9, pero
inferior a otra publicacién en ese mismo pais ©2 donde la encefalopatia fue evidente
en dos tercios de la muestra. Por ultimo, Los estudios microbiol6gicos mostraron
que la sobreinfeccion bacteriana al igual que en otras publicaciones, (10.18:49) fue mas
frecuente en el grupo de linfohistiocitosis (26,7%); en cambio, la coinfeccion con
otros virus, especialmente influenza A, tuvo una aparicién similar en ambos grupos
(5,3%).

Los analisis de sangre, en concordancia con el reporte nacional, identificaron los
serotipos 1y 2 de dengue, que fueron los de mayor circulacion en Colombia durante
la epidemia de 2019. 3 Mallhi et al. en una revisién sistematica encontraron una
prevalencia mas alta de los serotipos 1 y 4 en los pacientes con HLH; ®2 sin
embargo, estos resultados no se pueden comparar por la baja tipificacion del virus
en Neiva posiblemente secundaria al retraso en la consulta.

En este trabajo se demostro que los pacientes con LHH tuvieron niveles mas bajos
de hemoglobina y valores elevados de transaminasas, asi como tiempos de
coagulacion mas prolongados, en comparacion con sus controles, ademas
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obtuvieron valores superiores de triglicéridos, LDH y CD25 como se reporta en la
literatura (10203254 Como en trabajos previos, en este estudio se demostraron
niveles de transaminasas mayores a 1000 IU/L y de LDH mayor a 2000 UI/L en los
individuos afectados por LHH, pero no se logr6 demostrar la diferencia en el
promedio de ferritina, ni en los valores superiores a 500 o a 10000 pg/L como lo
sugieren estudios diversos estudios. (18:49.5556) Por otro lado, a pesar de que en la
literatura se han descrito la leucopenia y neutropenia como factores de riesgo para
LHH en dengue (849 en este estudio se demostraron valores mas altos de
leucocitos en LHH, sin alteracion en el recuento de neutrofilos, ni linfocitos como ha
sido evidente en otras publicaciones 20:32),

En cuanto al tratamiento recibido, todos los pacientes requirieron soporte en UCI
pediatrica, encontrdndose que en los pacientes con LHH fue més frecuente la
administracion de vasoactivos, antiarritmicos, vitamina K, factores de coagulacion,
albumina, N-acetilcisteina y antibioticos, y de la misma manera, el requerimiento de
transfusiones y el uso de ventilacion mecanica fueron mas comunes en estos
pacientes que en los controles; todo lo anterior, se puede explicar por el estado
critico y mayor compromiso multisistémico de los casos, respecto a sus controles.

En lo referente a los desenlaces, se encontré que el compromiso hepético y/o
hepatitis, el compromiso miocardico y/o miocarditis, el compromiso inmune y la
coinfecciéon fueron mas frecuentes en los pacientes con LHH y su estancia
hospitalaria mas prolongada respecto a los controles, lo que destaca la necesidad
de la monitorizacion y de un equipo multidisciplinario para la atencion de estos
pacientes.

En este trabajo se identificaron factores relacionados con LHH como
esplenomegalia (OR:24,7), miocarditis (OR: 3,2), hepatitis (OR: 5,0), compromiso
inmune (OR: 5,6) y sobreinfeccion bacteriana (OR: 4,8) y paraclinicos como anemia
(OR: 22,5), AST>1000 U/L (OR: 4,5), ALT>1000 U/L (OR: 12,6), TPT> 50 segundos
(OR: 5,0) y LDH>2000 U/L (OR: 16,0) para el desarrollo de linfohistiocitosis en nifios
con dengue grave, algunos de estos factores se identificaron en Puerto Rico (19,
estudio también demostré que la menor edad, la infeccién reciente por influenza, la
duracion prolongada de la fiebre, hepatomegalia y la linfadenopatia se relacionaron
con el desarrollo de Linfohistiocitosis en dengue; Por otro lado, un estudio realizado
en adultos demostré que los factores de riesgo para LLH fueron el sexo femenino
(OR: 4,2), el pico de AST (OR: 1,5), ALT (OR: 1.5) y LDH (OR: 1.65), y el nadir de
fibrindgeno (OR: 8.35) 31,

Por ultimo, el riesgo de muerte en nifios con dengue y LHH fue mayor (OR: 6,9),
ademas, la mortalidad global relacionada con LHH (26%) fue comparable a datos
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anteriores en India (28%) 2, pero superior a otras publicaciones en el mundo
(14,6%) “9), variabilidad que se puede relacionar con la heterogeneidad de los
pacientes incluidos en los diferentes informes; los factores de riesgo de mortalidad
en pacientes con dengue grave y LHH, se comprobaron en Malasia ¢ donde se
establecio hepatomegalia (OR, 2,9), afectacion organica grave (OR: 23,6),
hemorragia grave (OR: 3,5), fuga plasmética grave (OR: 2,3), pico de AST (OR:
2,9), ALT (OR: 3,4), LDH (OR: 5,8), ferritina (OR: 2,5) y creatinina (OR: 32), y niveles
mas bajos de plaquetas (OR: 1,9) fueron asociados a mortalidad en estos pacientes.

7.1 FORTALEZAS

Este trabajo es uno de los pocos estudios analiticos en el mundo sobre dengue y
linfohistiocitosis hemofagocitica, fue realizado sobre un nimero importante de casos
con esta asociacion poco frecuente y en un hospital de referencia de una region
importante del pais; por su disefio permitio el estudio de una enfermedad rara, la
identificacion de factores asociados al desarrollo de esta patologia en la poblacién
estudiada y la generacion de evidencia acerca de una asociacion inusual.

7.2 LIMITACIONES

Por el caracter retrospectivo, para disminuir el sesgo de informacién se realizaron
bldsquedas en el sistema del hospital de los datos no consignados en la historia
clinica y se eliminaron los sujetos con datos incompletos. Para mitigar el sesgo de
seleccién los casos se definieron a través de la utilizacion de criterios previamente
validados, sin embargo, tres no se aplicaron en todo el grupo: la actividad de células
NK por no disponibilidad de la prueba a nivel institucional, la biopsia que por ser un
examen invasivo y los niveles de CD25 debido al estado clinico critico de estos
pacientes; adicionalmente, los controles se eligieron de la misma poblacién
mediante asignacion aleatoria, lo cual también contribuye a reducir el sesgo de
seleccién. Ademas, para reducir posibles sesgos de deteccion, cada paciente se
codificé con nimero de serie y su analisis se ejecutd en un programa estadistico;
no se present6 desgaste de informacién (sesgo de desgaste) y los cuatro pacientes
excluidos de definieron de manera precisa. Tampoco se identificaron factores
confusores (sesgo de confusién) y el problema de memoria (sesgo de recuerdo) no
aplico para este trabajo porque la fuente de informacion fue una base de datos.
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8. CONCLUSIONES

En Colombia, la circulacion de los cuatro serotipos del dengue y la amplia
distribucion del Aedes en el territorio, convierten esta enfermedad en un problema
prioritario en salud publica, que ocasion6 en 2019 un largo periodo epidémico en
concordancia con el aumento notable en el nimero de casos de linfohistiocitosis
hemofagocitica. La LHH debe sospecharse en nifios con dengue grave que cursen
con fiebre prolongada, esplenomegalia, miocarditis, hepatitis y sobreinfeccion
bacteriana, asi como en aquellos con anemia y trombocitopenia persistente,
elevacion de transaminasas, LDH y TPT prolongado; esta entidad se asocia con
mayor gravedad de la enfermedad y mayor riesgo de muerte, lo que aumenta la
necesidad del diagnostico y tratamiento oportunos de los pacientes para mejorar los
resultados.
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ANEXOS



Anexo A. Operacionalizacion de variables.

Datos sociodemogréficos

Numero Variable

1 Edad

2 Sexo

3 Peso

4 Talla

5 Procedencia

Definicién

Edad en meses
del paciente al
momento del
ingreso

Sexo del
paciente segun
documento de
identificacion

Peso del nifio a

su ingreso al
servicio

Talla del nifio a
su ingreso al
servicio

Lugar de
procedencia
actual del
paciente

Valores/Unidad de

medida

Meses

1. Masculino
2. Femenino

Kg

Cm

Ciudad
departamento

66

Tipo Escala Propiedades
Cuantitativa Razoén Discreta
Cualitativa Nominal Dicotomica
Cuantitativa Razoén Continua
Cuantitativa Razoén Discreta
Y Cualitativa Nominal  Politémica



Estado de infeccion por dengue

Variable

Estudio
6 diagnéstico de
dengue

Tipificacion
dengue

Datos clinicos

Variable

Definicién

Tipo de estudio
o] estudios
mediante  los
cuales se
confirmé el
diagnostico

Serotipo de
dengue aislado

Definicion

NUumero de dias de

8 Dias de fiebre desde el inicio de
la fiebre
, Dias totales de
Dias totales ;
9 . fiebre durante la
fiebre
enfermedad

Valores/Unidad de
medida

1. NSI

2. 1IGG_ prueba

rapida

3. IGM_  prueba Cualitativa Nominal
rapida

4. IGM_

confirmatoria

DENV 1
DENV 2
DENYV 3 Cualitativa Nominal
DENV 4
Negativo

AR

Valores/Unidad de

medida Tipo Escala

NUmero entero Cuantitativa  Razo6n

NUmero entero Cuantitativa  Razoén

67

Tipo Escala Propiedades

Politbmica

Politbmica

Propiedades

Discreta

Discreta



10

11

12

13

14

Manifestaciones
clinicas iniciales

Criterios de
dengue grave

Compromiso de
organo.

Presencia de
coinfeccion

Presencia de
sobreinfeccion

Presencia o no de
una o mas de las
siguientes
manifestaciones
clinicas

Presencia o no de
una o mas de las
caracteristicas de
dengue grave

Nombre de érgano
ylo sistema
comprometido

Infeccién por otros
virus durante la
enfermedad

Infeccion
bacteriana
agregada durante
la enfermedad

Exantema
Hepatomegalia
Esplenomegalia
Adenomegalias
. Derrame

leural

Ascitis

Otros

NoT akwNE

Choque
Sangrado grave
. Compromiso de
rgano

0wk

Nombre de 6rgano
0 sistema
comprometido

Nombre del virus y
enfermedad
causada

Nombre de |Ila
bacteria y
enfermedad
causada

68

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Politbmica

Politbmica

Politbmica

Politbmica

Politbmica



Datos de laboratorio

15

16

17

18

19

20

21

22

Variable

Recuentos
blancos

Recuento
linfocitos

Hemoglobina

Recuento
plaguetas

Creatinina

Tiempos de
coagulacion
(TP, TPT)

Transaminasas
(AST, ALT)

Troponina

Definicién
Menor valor
durante la
enfermedad
Menor valor
durante la
enfermedad
Menor valor
durante la
enfermedad
Menor valor
durante la
enfermedad
Mayor valor
durante la
enfermedad
Mayor valor
durante la
enfermedad
Mayor valor
durante la
enfermedad
Mayor valor
durante la
enfermedad

Valores/Unidad de

medida

Unidad x mm3

Unidad x mm3

Mg/d|

Unidad x mm3

Mg/d|

Segundos

uU/L

ng/L

69

Tipo

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Escala

Razén

Razén

Razén

Razén

Razén

Razén

Razén

Razén

Propiedades

Discreta

Discreta

Continua

Discreta

Continua

Discreta

Discreta

Discreta



11

23

CPK/CKMB

Mayor valor
durante la
enfermedad

Marcadores de hemofagocitosis

24

25

26

27

28

29

Variable

Deshidrogenasa
lactica

Fibrinbgeno

Ferritina

Triglicéridos

CD25

Aspirado de
médula 0sea

Definiciéon

Mayor valor
medido durante
la enfermedad
Menor valor
medido durante
la enfermedad
Mayor valor
medido durante
la enfermedad
Mayor valor
medido durante
la enfermedad
Mayor valor
medido durante
la enfermedad
Presencia o no
de
hemofacogitosis

1
2. No

U/L

Valores/Unidad
de medida

U/L

Mg/dI

ug/l

Mg/dI

U/ml

Si

70

Cuantitativa Razén

Tipo

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cualitativa

Escala

Razén

Razén

Razén

Razén

Razén

Nominal

Discreta

Propiedades

Discreta

Continua

Continua

Discreta

Discreta

Dicotdmica



1.6 Manejo

30

Desenlaces

31

32

Variable

Tratamientos
utilizados

Variable

Dias
hospitalizacion

Desenlace

Definicién Valores/Unidad de Tipo Escala  Propiedades
medida

Medicamentos Nombre del Cualitativa Nominal Politémica

utilizados tratamiento.

durante su

hospitalizacion

Valores/Unidad de
Definicién medida Tipo Escala Propiedades

Dias totales de
estancia

) . Numero entero. Cuantitativo Razoén Discreto
hospitalaria
Resultado final
. 1. Fatal o ) s
del paciente a Cualitativa Nominal Dicotomica
2. Curado

Su egreso
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Variable

Edad

Peso

Talla

Dias enfermedad
Dias fiebre
Derrame

Leucocitos
Linfocitos
Neutrofilos
Hemoglobina

Hematocrito bajo
Hematocrito alto

Plaquetas
AST

ALT

TP

TPT
Creatinina
BUN

TFG

Anexo B. Normalidad y homocedasticidad de variables numéricas

Normalidad Homocedasticidad

,000
,000
,009
,000
,000
,195

,006
,003
,000
,200

,200
,200

,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,200

72

,034
,032
,043
,007
,000
528

,846
,563
,399
,032

,999
324

331
,000
,030
75
,009
,066
,000
,022

Estadistico

U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney
Prueba t muestras
independientes

U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney
Prueba t muestras
independientes
Prueba t muestras
independientes
Prueba t muestras
independientes

U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney
Prueba t muestras
independientes

p-valor
,013
,015
,037
,835
,012
,106

,025
,092
,085
,000

,000
,134

404
002
004
024
010
827
194
482



Troponina
CPK

CKMB
Fraccion de
eyeccion
Triglicéridos
Fibrinbgeno
Ferritina
LDH

CD25

Estancia
hospitalaria

,000
,000
,000
,200

,004
,000
,000
,000
,001
,000

73

,000
,002
,014
374

,482
,292
,092
,244
,000
,000

U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney
Prueba t muestras
independientes

U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney
U de Mann-Whitney

,110
,924
,355
,875

,005
,316
,662
,006
,014
,002



Anexo C. Acta comité de ética

FORMATO
MOS P | TAL FEC:JA\I?ZEOE;:‘)‘??:\?\

NIVERSITARIO VERSION: 01 |

Swoocse® | ACTA DE APROBACION COMITE DE CODIGO:
A ETICA, BIOETICA E INVESTIGACION GDI-INV-F-001A \
PAGINA: 9 de 10 \

ACTA DE APROBACION N° 004-005

Fecha en que fue sometido a consideracién del Comité: 05 de Junio del 2020.

Nombre completo del Proyecto: “ |INFOHISTIOCITOSIS HEMOFAGOCITICA EN
NINOS CON DENGUE GRAVE. NEIVA, COLOMBIA, 2019 ™.

Enmienda revisada: Ninguna.
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investigacion se ajusta a los estandares de buenas practicas clinicas.

3. El Comité considera que las medidas que estan siendo tomadas para proteger a los
sujetos del estudio son las adecuadas. ‘

4. El comité puede ser convocado por solicitud de alguno de los miembros que lo
conforman o de las directivas institucionales para revisar cualquier asunto relacionado
con los derechos y el bienestar de los sujetos involucrados en este estudio.

74



o
- FORMATO
“OSPH Al FECHA DE EMISION:

. " MARZO 2018
NIVERSITARIO ' VERBIG 08
EuIRELNE | ACTA DE APROBACION COMITE DE CODIGO: ‘\

pwilbi | ETICA, BIOETICA E INVESTIGACION | GDLINV-F-001A
PAGINA: 10de 10 |

5. El investigador principal debera:

a. Informar cualquier cambio que se proponga introducir en el proyecto, estos

cambios no podran ejecutarse sin la aprobacion previa del comité de ética

bioética e investigacion de la Institucion excepto cuando sea necesario que

comprometa la vida del participante del estudio. o

. Avisar cualquier situacion imprevista que considere que implica riesgo para los

sujetos o la comunidad o el medio en el cual se lleva a cabo el estudio.

. Poner en conocimiento al Comité de toda informacién nueva, importante

respecto al estudio, que pueda afectar |a relacién riesgo / beneficio de los

sujetos participantes.

. Informar de la terminacién prematura o suspension del proyecto explicando las
causas 0 razones.

. Comprometerse a realizar una retroalimentacion en el servicio donde se

efectud la investigacion para presentar los resuitados del estudio una vez

finalizado el proyecto.

Realizar el informe final de la investigacion el cual se debe entregar al Comité

en un plazo maximo de un mes después de terminada la investigacion.

. Presentar un informe anual del proyecto si el tiempo para su desarrollo es
superior a un afo.

. Comprometerse con hacer entrega de un articulo publicado en una revista
indexada, refiriendo al Hospita Universitario Hernando Moncaleano Perdomo

como entidad participante y patrocinadora de la investigacion.

Informar de manera escrita al Comité de Etica, Bioética e Investigacion del

Hospital Universitario H.M.P si el proyecto avalado va a participar en un evento
académico.

Entiendo y acepto las condiciones anteriormente mencionadas por el Comité de Etica,
Bioética e Investigacion.

Nombre del Investigadora: Valeria Camila Restrepo Arigs.

[VEE SUIGNO,N )
Firma Pfesidente Comité de Elica,
Bigética e Investigacion
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