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1. Resumen

SARS-CoV-2, el virus responsable por la pandemia del COVID-19, induce una respuesta
inflamatoria e inmune adaptativa que desencadena una variacién en la expresiéon de
citoquinas proinflamatorias. En consecuencia, se genera un desbalance en la
proliferacion de células inmunes como linfocitos y neutrdfilos y también plaquetas a
nivel sistémico. Hay precedentes del uso de biomarcadores como el ratio neutréfilo
linfocito (NLR), plaqueta linfocito (PLR) y volumen plaquetario medio (VPM) para
predecir y diagnosticar el desenlace de diversas patologias inflamatorias agudas y
cronicas. Por ello este estudio tiene la finalidad de identificar el poder predictivo de NLR,
PLR y VPM sobre la mortalidad en una cohorte de pacientes COVID-19 atendidos en el

Hospital Cayetano Heredia (HCH) en Lima, Peru.

El presente estudio es un analisis primario de una base de datos de un estudio de
cohorte prospectivo (SIDISI 204190), que reclutd 100 pacientes COVID-19 internados en
el HCH entre octubre del 2020 y enero del 2021. Este trabajo hace uso de los conteos
absolutos iniciales de neutrdfilos, linfocitos y plaquetas para calcular los valores de NLR,
PLR y VPM. Se realizaron pruebas t-student para comparar los valores segun desenlace
y se presentan dreas bajo la curva (AUC) con sus intervalos de confianza 95% para

determinar el poder predictivo de estos marcadores sobre la mortalidad.

Los resultados obtenidos muestran diferencias significativas (p<0.05) entre neutréfilos,
linfocitos, plaquetas, amplitud de distribucién eritrocitaria (ADE) y el NLR entre los
fallecidos y no fallecidos. Los valores de neutrofilos, ADE y NLR en el grupo de fallecidos
aumenta con respecto al grupo de sobrevivientes. De la misma manera, se presenta una
reduccion en linfocitos y plaquetas en el grupo fallecido por COVID-19. No se evidencian
diferencias significativas en los valores de los biomarcadores PLR y VPM entre el grupo
fallecido (p=0.053) y el grupo de no fallecidos (p=0.07). El biomarcador NLR obtuvo el
mejor AUC en el modelo ajustado por sexo, edad y nimero de comorbilidades, con un

valor de 0.945 [0.88-1.00]. Con una especificidad de 76.82% y una sensibilidad de 100%.



El punto de corte del ratio NLR para la clasificacion es 8.91 Esto nos lleva a concluir que

el ratio NLR tiene poder predictivo sobre la mortalidad de pacientes COVID-19.

Palabras clave: COVID-19, ratio neutréfilo — linfocito, ratio plaqueta — linfocito, volumen

plaquetario medio, mortalidad.



2. Abstract

SARS-CoV-2 is the virus that is responsible for the current COVID-19 pandemic, it induces
an inflammatory and adaptive immune response that leads to a variation in the
proinflammatory cytokine expression. Therefore, there is an imbalance in the
proliferation of immune cells, such as lymphocytes and neutrophils, as well as platelet
production at a systemic level. There are precedents of the use of biomarkers like the
neutrophil to lymphocyte ratio (NLR, platelet to lymphocyte ratio (PLR) and medium
platelet volume to predict and diagnose the outcome of different acute and chronic
inflammatory pathologies, because of their accessibility and low cost. For these reasons
this study has the objective to identify the predictive value of NLR, PLR and VPM over
the mortality of a COVID-19 patient cohort that were admitted to Cayetano Heredia

National Hospital (HCH) in Lima Peru.

The present investigation is a primary analysis of a data base from a prospective cohort
study (SIDISI: 204190). This principal study analyzed a cohort of 100 COVID-19 patients
that were confirmed by a serological or molecular COVID -19 test and were interned at
the HCH during the months of October 2020 and January 2021. We used the neutrophil,
lymphocyte, and platelet absolute count from the automated hemogram to calculate
NLR, PLR and VPM values. We present T-Student tests as well as Areas under the curve
(AUC) with a 95% confidence interval to determine the predictive value of the

biomarkers of interest.

Our results show statistically significant differences (p<0.05) in neutrophils,
lymphocytes, red blood cell distribution width (RDW), platelets and NLR between the
deceased and survivor groups. We observed an increase in the neutrophil concentration,
RDW and NLR values in the deceased group versus the control group. There was also a
reduction in the absolute lymphocyte and platelet count in the deceased COVID-19
group. There were no significant differences in the other biomarker values, PLR and
VPM, between groups, p=0.053 and p=0.07 respectively. The NLR biomarker obtained

the best AUC value in the model adjusted by sex, age, and number of comorbidities, with



a value of 0.945 [0.88-1.00], specificity of 76.82% and sensitivity of 100%. The cutoff
value for the classification of NLR was 8.91. With these results we conclude that NLR has

a predictive value over the mortality of COVID-19 patients.

Keywords: COVID-19, neutrophil to lymphocyte ratio, platelet to lymphocyte ratio,

medium platelet volume, mortality.



3. Introduccion

Los coronavirus son una subfamilia de virus que estd compuesta de patégenos
responsables por tres enfermedades graves que han surgido en los ultimos 20 afios.
Dichas enfermedades incluyen al SARS del 2002 que fue causado por el virus SARS - CoV,
al MERS que ocurrié en el 2012 y fue provocado por el patégeno MERS - CoV, y al actual
COVID-19, ocasionado por el SARS - CoV - 2, cuyo brote inicié en diciembre del 2019. El
virus se transmite facilmente entre humanos debido a su ruta de transmision: al entrar
en contacto directo o indirecto con la mucosa y/o saliva de una persona contagiada (1).
La infeccion produce una serie de complicaciones respiratorias. La principal es el
sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA). Se caracteriza por ser una condicién
pulmonar, especificamente alveolar, que afecta la frecuencia respiratoria que genera a

su vez, una inadecuada saturacién de oxigeno en la sangre (2).

Se conoce que el mecanismo de invasidon del SARS-CoV-2 consiste en infectar células
endoteliales de la via respiratoria, mediante el reconocimiento de la proteina Spike del
virus, ubicada en la membrana celular de las células mencionadas (3). Debido a que se
trata de una infeccidn respiratoria que causa dafio alveolar con la destruccidn epitelial y
endotelial, SDRA se manifiesta como resultado de la destruccidn celular causada por la

respuesta inflamatoria sistémica aguda (4).

SARS-CoV-2 es el agente infeccioso que ocasiona el evento inflamatorio que induce a la
respuesta inmune adaptativa. La respuesta inmune puede provocar un desbalance en la
homeostasis inmune. Este desbalance genera una variacion sistémica en la proliferacién
de células inmunes como linfocitos, neutrdfilos y plaquetas. Como consecuencia, se

produce un cambio en la expresion de citoquinas proinflamatorias (4).

Para esta investigacion se han elegido 3 biomarcadores para evaluar y asociar a la
muerte de pacientes COVID-19: ratio neutrdfilo/linfocito, ratio plaqueta/linfocito y
volumen plaquetario medio. Se han seleccionado porque se conoce cédmo varian en

condiciones de inflamacién severa y en COVID-19. Asimismo, por la informacién que



estd disponible sobre las funciones y los niveles de proliferacién de los neutrdfilos,

linfocitos y plaquetas en eventos de infeccion e inflamacién.

Los indices neutrofilo/linfocito (NLR) y plaqueta/linfocito (PLR) son indicadores de la
respuesta inflamatoria sistémica (5). Han sido utilizados para cuantificar y predecir el
nivel inflamatorio, ya sea agudo o crénico, en multiples patologias como cancer de
multiples tipos, diabetes mellitus e infecciones sistémicas (6—9). El marcador PLR es
novedoso y util para predecir eventos inflamatorios y mortalidad (10,11). En recientes
estudios realizados en China, se ha determinado que ambos indices son indicadores para

predecir el estado inflamatorio en casos COVID -19 (4).

Al igual que los ratios mencionados, el volumen plaquetario medio (VPM) es otro
biomarcador que refleja la produccién de plaquetas y el nivel de inflamacion sistémica
(11). VPM ha sido utilizado para diagnosticar enfermedades inflamatorias crénicas como
tumores, diabetes, enfermedades cardiacas y cerebrovasculares, entre otras (11). El
articulo de Ozder (2020) concluye que el VPM seria un marcador util para identificar
COVID-19 en diabéticos (12). El estudio compara el biomarcador con un grupo de
pacientes con otro tipo de infecciones de tracto respiratorio superior (No COVID-19) (13)
y concluye que seria util para un prondstico temprano, costo-efectivo y especifico de
COVID-19 en pacientes diabéticos en el primer nivel de atencién (13). Por otro lado,
otros articulos han asociado los niveles del marcador con la severidad y el desenlace de
la enfermedad. Si bien es cierto, esta evidencia es aun insuficiente para asegurar
categdricamente la utilidad diagndstica del marcador, si justifica mayores estudios para

corroborar estos hallazgos (13—15).

Segun el reporte epidemiolégico mas reciente de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) (21 de noviembre, 2021), se han confirmado mas de 256 millones de casos de
COVID-19 y mas de 5.14 millén de muertes mundialmente (16,17). Semanalmente hay
3.6 millones nuevos casos (16). En el Peru, hasta el 25 de noviembre del presente afio,
se han reportado aproximadamente 2.2 millones de casos de COVID-19 y alrededor de

200 mil fallecidos; la tasa de incidencia de infeccion por SARS-CoV-2, en lima, es de
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9168,20 infectados por cada 100,000 habitantes (17). Durante varios meses, el Peru
llegd a ser el pais con la peor tasa de mortalidad por COVID-19 por nimero de habitantes
en el mundo. A lo largo de la pandemia se ha mantenido entre los 20 paises con la tasa
mas alta de mortalidad por cada 100 mil habitantes en el mundo. Actualmente con una
cifra de 618.71 muertes por cada 100 mil personas y una tasa de caso — fatalidad del

9.0% (19).

El patrén de crecimiento de casos confirmados y la alta tasa de mortalidad relacionada
al SARS-CoV-2 son preocupantes y se debe proponer una forma para predecir un caso
fatal, para tratar al paciente temprana e intensivamente y prevenir su fallecimiento,
asimismo reducir la tasa de mortalidad por COVID-19 en el pais. Conociendo que nuestro
pais tiene una alta tasa de mortalidad por COVID -19, ademds que esta enfermedad
genera una respuesta inflamatoria e inmune, se plantea la siguiente pregunta de
investigacion: ¢El ratio neutroéfilo/linfocito, plaqueta/linfocito y el volumen plaquetario
medio tendran un poder predictivo sobre la mortalidad de pacientes infectados por

SARS-CoV-27?
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4. Marco teodrico

4.1. SARS-CoV-2: Estructura y generalidades

4.1.1. Estructura
El coronavirus tipo 2 responsable del sindrome respiratorio agudo grave o SARS- CoV-2
pertenece a la familia Coronaviridae y especificamente, al género [3-coronavirus, junto
con otros virus como SARS-CoV y MERS-CoV (1,2). Este género, a diferencia del a -
coronavirus, tiene la habilidad de infectar a humanos y otras especies y ya han causado

dos epidemias el 2003 y el 2012 (1,3,18).

Los coronavirus reciben este nombre por su aspecto microscépico donde se pueden
observar unas proteinas en forma de picos en su envoltura que tienen un parecido a una
corona. El SARS-CoV-2 es un virus de ARN de hebra simple en sentido positivo; su
genoma es de aproximadamente 30 Kb (2—4). Sus genes codifican para formar proteinas
estructurales y no estructurales. Estructuralmente, el virus posee 4 proteinas
principales: la glicoproteina S de spike, la glicoproteina E de envoltura, la glicoproteina

M de membrana y la proteina de la nucleocapside N (4).

La proteina Spike es la que le da la apariencia tipica a este género y es conservada entre
todos los coronavirus que infectan a humanos (3). Consiste en un dominio
transmembrana anclado a la membrana. Esta glicoproteina forma homotrimeros que
forman protuberancias en toda la superficie del virus. Spike, a su vez, estd compuesta
de dos subunidades: S1 y S2. La subunidad 1 tiene la funcién de unirse y anclarse a la
célula a infectar. La segunda subunidad se encarga de la fusién de las membranas del
virus con la de la célula hospedera. Entre las subunidades existe un sitio de clivaje que
se denomina S1/S2; esta ruptura ocurre debido a proteasas de la célula blanco y de esta
manera se activa a la proteina Spike del virus cuando se ancla al receptor ACE2 de la
célula del huésped (3-6). Este clivaje es indispensable para que se dé la fusion de

membrana del virus con la de la célula blanco (5).
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La proteina de la nucleocdpside es expresada durante las primeras etapas de infeccion.
La nucleocdpside tiene la funciéon de unirse directamente al ARN del virus para formar
un nucleo de ribonucleoproteina. Esta proteina estd involucrada en el ciclo de
replicacion del virus y la respuesta celular de las células invadidas, otra funcién es que

se asocia a la proteina de la membrana M (4).

La proteina mds abundante, de todos los coronavirus es la proteina de membrana “M”
que forma la bicapa estructural y se une a la proteina de la Envoltura viral. Tiene la
capacidad de unirse a las demds proteinas estructurales del virus (envoltura, spike y
nucleocapside), esto brinda estabilidad a las proteinas de nucleocdpside durante el

ensamblaje del virus (4,7).

Por ultimo, la glicoproteina de envoltura “E”, es la proteina estructural mas pequeiia del
SARS-CoV-2. Tiene multiples funciones, se puede oligomerizar y formar un canal iénico.
También actua durante el ensamblaje del virus, es decir, durante la produccion vy

maduracion viral; liberacién de viriones y tiene un rol critico en la patogénesis (4,7).

4.2. Mecanismo de infeccion

4.2.1. Mecanismo de interaccion: Virus - Célula

El mecanismo de invasidn del virus, en términos generales, requiere de la unién de la
proteina Spike con el receptor celular ACE2 del hospedero para permitir la fusién de
membranas, invasion y luego la replicacién del virus. Para la invasidn inicial de la célula
huésped, esta célula no solo debe expresar el receptor ACE2, sino que también la enzima
TMPRSS2. Esta es una proteasa transmembrana de serina 2 que interactda con el
receptor aportandole la facilidad de contagio y patogenicidad. Es expresada, al igual que
el receptor ACE2, en el epitelio de la via respiratoria y facilita la entrada del SARS-CoV-2

a neumocitos y macréfagos alveolares y células endoteliales vasculares (6,19).

La glicoproteina Spike es clivada en el sitio S1/S2 por una furina - enzima que activa la

proteina- y luego se une al receptor ACE2. TMPRS22 también se une al receptor
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permitiendo el ingreso del SARS-CoV-2 a la célula huésped (6). Cuando el virus traspasa
la membrana celular por endocitosis, es transportado mediante endosomas y/o
lisosomas por el citoplasma. Se libera el genoma viral para la traslacién, replicacién y
ensamblaje (6). SARS-CoV-2 utiliza los ribosomas de la célula huésped para la traslacion
de la proteina polimerasa; luego comienza la replicacion viral mediante vesiculas de
doble membrana derivadas del reticulo endoplasmatico. Durante esta etapa, el genoma
viral en sentido positivo sirve como plantilla para generar la hebra negativa. La
formacién del ARN en sentido negativo resultara en la transcripcién subgendmica, es
decir de las proteinas estructurales del SARS-CoV-2. Esto luego serd insertado en un
compartimento del Reticulo endoplasmatico - Aparato de Golgi para el ensamblaje de
nuevos viriones. El Ultimo paso de la formacidn de nuevas particulas virales es la
incorporacion del ARN. Finalmente, los nuevos viriones son expulsados del citoplasma

mediante exocitosis (6,19).

Evolucion de la enfermedad
Después de la exposicién al SARS-CoV-2, el periodo de incubacion puede variar entre 3
a 7 dias, pero existen casos donde dura hasta 14 (20,21). Durante este periodo ocurre la
invasion, replicacidon y ensamblaje del virus, asimismo, un aumento en la carga viral. La
carga viral se correlaciona con la transmisibilidad entre humanos (21). Al culminar esta
etapa de la infeccién, se pueden clasificar a los pacientes en sintomaticos o
asintomaticos. Los sintomaticos pueden presentar cuadros leves, moderados o severos
(22,23). La duracion de la etapa infecciosa puede ser entre 7 a 14 dias desde la aparicién
de los sintomas o desde la prueba PCR positiva. Con el avance de los dias, la carga viral
disminuye (24). A la par, hay un aumento de inflamacién sistémica, que dependerd del

cuadro clinico de cada individuo.

4.2.2. Mecanismo de contagio: Humano - Humano
El alto numero de casos a nivel mundial de COVID-19 se debe a la facilidad de
transmisién entre individuos. El mecanismo de transmisién principal es mediante
goticulas provenientes del tracto respiratorio que se expulsan y se quedan suspendidas
en el aire durante un periodo de tiempo corto, de manera que forman un aerosol (19).

La expulsién de estas goticulas con el virus puede provocarse al hablar, estornudar y
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toser; asimismo, el contagio se puede dar por entrar en contacto con la saliva o lagrimas

de un infectado (25,26).

4.3. Patogénesis

4.3.1. Sintomatologia
Los sintomas que se desarrollan durante la enfermedad se deben a la alta afinidad que
tiene el SARS-CoV-2 por células epiteliales del sistema respiratorio superior e inferior.
De esta manera, la manifestacion respiratoria es mediante sinusitis, rinitis, anosmia,
ageusia, faringitis; y en cuadros moderados y severos se puede desarrollar disnea, dolor
tordcico, neumonia e incluso SDRA (2,19). Sin embargo, el receptor ACE2 no se
encuentra Unicamente en el tracto respiratorio superior, es decir las células epiteliales
bronquiales, alveolares y neumocitos, sino que también en células miocardiales (21). Por
lo tanto, la infeccién puede estar acompafiada de sintomas cardiacos y neuroldgicos,
como el dolor tordcico y arritmia, mareos, cefalea y pérdida de consciencia,
respectivamente (2,19,21). Ya que el receptor de la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE2) se encuentra en los enterocitos del intestino delgado y eséfago
superior, se puede evidenciar el desarrollo de diarrea, nauseas, vomitos y dolor

abdominal.

El cuadro de infeccion por SARS-CoV-2 se puede clasificar clinicamente, segin sus
marcadores clinicos y sintomas, en 5 grupos: Asintomatico, leve, moderado, severo y
critico. El grupo asintomatico se reconoce mediante una prueba PCR de COVID-19, sin
sintomas comunes de la enfermedad y con una radiografia toracica normal. Los casos
leves son los mas frecuentes, en donde el individuo desarrolla multiples sintomas
mencionados anteriormente; sin embargo, no presenta una disnea o una radiografia
toracica anormal. Una infeccién moderada por COVID-19 puede presentar neumonia sin
hipoxemia (Sp02 > 94%), y a diferencia de los otros grupos clinicos, este si presenta una

radiografia de térax con lesiones (21,23).

Los cuadros mas graves como el severo y critico se caracterizan por requerir de

internamiento hospitalario debido a los sintomas que presentan. Un paciente con
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COVID-19 severo puede diagnosticarse mediante una frecuencia respiratoria de mas de
30 rpm, neumonia con hipoxemia (SpO2 > 94%), una tasa de presion parcial arterial de
oxigeno con respecto a la fraccién de oxigeno inspirado (PaO2/Fi02) menor a 300
mmHg. En un estado critico de COVID-19 puede desarrollar encefalopatia, lesiones
miocdrdicas, insuficiencia cardiaca, renal o de multiples érganos y SDRA (19,21,23) El
sindrome de distrés respiratorio agudo es una insuficiencia respiratoria que ocurre en
pacientes criticos. Se genera cuando los alvéolos acumulan liquido e impide la
ventilaciéon adecuada de los pulmones, por lo tanto, no ocurre correctamente el
intercambio gaseoso al nivel capilar. El diagndstico de este sindrome consiste en la
presencia de un edema pulmonar, hipoxemia, aumento en la frecuencia respiratoria y
requerimiento de ventilacién mecanica. Segun el protocolo de Berlin, el paciente debe
presentar opacidades bilaterales del torax e hipoxemia (PaO2/Fio2 menor a 300 mmHg).
Esta hipoxemia se categoriza en 3 niveles: leve (PaO2/Fio2 de 201-300), moderado

(PaO2/Fio2 de 101-200) y severo (Pa02/Fio2 menor o igual a 100 mmHg) (27).

4.4. Respuesta inmune e inflamatoria
Inmediatamente después del ingreso del SARS-CoV-2 al organismo y la invasion celular
del huésped, inicia la estimulacién del sistema inmune innato para producir una
respuesta y proteccion contra este. El mecanismo de activacién del sistema inmune esta
compuesto por varias etapas y sistemas complementarios (28). La inmunidad innata es

la primera respuesta y defensa (29).

4.4.1. Respuesta inmunoldgica innata
La respuesta inmune innata se describe como el sistema de respuesta rapida contra el
ingreso de cualquier patdgeno al organismo. Se encarga del reclutamiento de células
inmunes al sitio de infeccidén, que actuan de forma general y especifica. Este sistema
incluye células especificas como neutroéfilos, células natural killer (NK), macréfagos,
entre otros, que producen proteinas como interferones (IFN), citoquinas
proinflamatorias, quimioquinas y anticuerpos (28,29). Estos tipos celulares tienen una
funcién similar durante esta respuesta, la cual es limitar la dispersidon de la infeccidn viral

y su replicacién, esto lo logra mediante su accion citotdxica para atacar a las células
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infectadas, induciendo la apoptosis de células infectadas. A la vez estimulando la

produccién de citoquinas la activacién de la respuesta inmune adaptativa (28,30,31).

Como parte de la respuesta inmune innata, primero debe darse el reconocimiento del
patdégeno o componente extrafio. En el caso del SARS-CoV-2, la proteina Spike es
glicosilada con glicanos ricos en manosa, con la finalidad de brindarle estabilidad y
también una forma de proteccidn contra mecanismos inmunes del huésped. Junto al
sistema inmune innato, se activa el sistema complementario. Una via de reconocimiento
del sistema complementario es mediante la activacion de una lectina unida a manosa
(MBL), cuya funcién es reconocer residuos de manosa en la membrana del patégeno,
activando la respuesta inflamatoria y fagocitosis (28,32). Debido a que el SARS-CoV-2
presenta gran cantidad de glicanos ricos en manosa en el sitio S1 de la proteina Spike,

se especula que hay una interaccion entre MBL - S1y el receptor ACE2 (28,32).

Interferdn

Entre los primeros en responder estan los interferones (IFN) que tienen como funcidn
limitar la dispersién de la infeccién viral, esto es mediante sus actividades
antiproliferativas e inmunomoduladoras del sistema inmunolégico innato y adaptativo
(33,34). Los IFN tipo | son producidos por toda célula con nucleo ante cualquier
infeccion. Logran controlar y limitar la dispersién de la infeccidén entre células, brindan
resistencia viral a las células infectadas y sanas mediante una accién autocrina y
paracrina respectivamente, activan mecanismos de apoptosis para eliminar a las células
infectadas, asimismo, activan a las células natural killer (NK) para trabajar en conjuntoy

potenciar su citotoxicidad (28,34).

Los interferones tipo Ill también forman parte de la respuesta inmune innata ante la
invasién del SARS-CoV-2 (34). La expresion de los receptores de este tipo es mas
especifica y restringida; a diferencia del tipo |, controlan solamente la diseminacién local
de la infeccidn, ya que su expresion es limitada (28,34). Los receptores de los INF-Ill son
expresados principalmente en barreras de tejido mucoso como el tracto respiratorio y

gastrointestinal, entre estos sistemas se presentan Unicamente en células epiteliales,

17



neutrdfilos, células dendriticas, macréfagos y células B. Debido a su selectividad de
expresion, se podria sugerir que los IFN de tipo Il actuan de manera mas especifica en

la respuesta inmune (28,34).

Los interferones tipo Il tienen un rol especial en la respuesta inmune de los pulmones.
Su mecanismo de activacién es diferente, ya que se producen cuando la carga viral adn
es baja. Esto sirve para prevenir que la infeccion del tracto respiratorio superior se

esparza a los pulmones (28).

Citoquinas

Las citoquinas también forman parte de la primera linea de defensa contra esta infeccidn
(35). Estas proteinas son producidas por multiples células del sistema inmune innato y
adaptativo. Las células del sistema innato producen citoquinas de tipo proinflamatoria,
cuya funcidn es inhibir la replicacién del SARS-CoV-2 y estimular la respuesta inmune
adaptativa. Se conoce que cuando los niveles de estas proteinas junto a los de IFN puede
generar una tormenta de citoquinas y esto como consecuencia lleva a la migracion de

neutrdfilos, células T, macréfagos, entre otros al sitio de la infeccién (35).

Las citoquinas proinflamatorias secretadas por las células inmunes son TNF-alpha, IL-6,
IL-8, IL-1B, las citoquinas antiinflamatorias son IL-10 e IL-4 (36). Estas células también
liberan quimioquinas como CCL20, CXCL1, CXCL2 (38). Las citoquinas proinflamatorias
son aquellas que inician la respuesta inflamatoria y las antiinflamatorias inhiben y
regulan esta accion. Se puede dar la sobreproduccidn de estas y este fendmeno esta
asociado con un pobre desenlace de la enfermedad (37). Entre las citoquinas mas
importantes en la enfermedad COVID-19, estan IL-1, TNF e IL-6 (38). Se ha observado
gue durante la infeccidon por SARS-CoV-2, los niveles plasmaticos de estas moléculas
aumentan y aun mas en cuadros clinicos severos (39). Especificamente, niveles elevados
de IL-6 estan asociados con un pobre desenlace de la enfermedad, desarrollo de SDRA y
un mayor riesgo a morir (40). De igual manera, en un estudio que investigd casos
severos de COVID-19 que terminaron ingresando a UCI, reporté que estos pacientes
presentaron niveles altos de citoquinas proinflamatorias y que esto tiene como

consecuencia un cuadro mas severo (41).
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A partir de un estudio que analizé anatdmicamente a los pacientes fallecidos por COVID-
19, fue reportado que presentaban dafo tisular en el tracto respiratorio inferior, esto se
podria explicar por una respuesta inflamatoria severa y una tormenta de citoquinas (42).
Una tormenta de citoquinas se denomina a la hiperproduccion y liberacion de citoquinas
proinflamatorias a nivel local y sistémico, junto con una falla en la regulacién de elloy la
resolucién de la inflamacion (43). El sindrome estd acompafiado de la hiperactivacién de
células NK, macrdfagos vy linfocitos. Esta patologia puede ocasionar apoptosis de las
células del tejido afectado (43). En una infecciéon por SARS-CoV-2, aquel paciente que
desarrolla una tormenta de citoquinas tiene mayor probabilidad de presentar un edema

alveolar y estar en condiciones hipdxicas (36).

Durante una tormenta de citoquinas aumentan los niveles plasmaticos de IL-1, IL-2, IL-4
IL-6, 1-10, TNF-alpha. El aumento lleva a la hiperinflamacién ya que hay un
reclutamiento excesivo y pronto de células inmunes e inflamatorias, como los linfocitos
T, linfocitos B y macréfagos, sobre todo en la zona de invasidn, que en este caso serian

los neumocitos (36).

La presencia de la tormenta de citoquinas en pacientes severos COVID-19 aln sigue en
investigacion y debate. Algunos estudios reportan que estos pacientes si desarrollan
dicho sindrome inflamatorio y que la hipercitoquinemia (niveles elevados de citoquinas)
produce los sintomas del COVID-19 severo y critico: neumonia, fallo pulmonar y de otros
organos, SDRA y finalmente la muerte (36). Por otro lado, existen investigadores que
critican la presencia del sindrome en pacientes COVID-19, reportando que no hay
evidencia del desarrollo de éste (43). Mencionan que la respuesta inflamatoria de la
infeccionor SARS-CoV-2 no coincide con una tormenta de citoquinas tipica, ya que los
niveles de IL-6 en COVID-19 solo aumentaron aproximadamente 3 veces del valor
normal y en una verdadera hipercitoquinemia el aumento puede ser de hasta 1000

veces mayor que el valor tipico (44).
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Neutrdfilos

Los neutréfilos son leucocitos polimorfonucleares (PMN) que componen entre el 50-
70% de los leucocitos totales de la sangre (45). Son producidos en la médula dsea para
luego entrar a la circulacién y cumplir sus funciones esenciales en el sistema inmune
innato y también durante la inflamacion de algun tejido (46). Son las células inmunes
que son reclutadas primero (47). Se cree que los neutrdéfilos en infecciones virales
interactdan con otras células inmunes para potenciar su actividad de defensa. Entre los
otros mecanismos de proteccion estad la liberacién de citoquinas, desgranulacién, ataque
de células infectadas por SARS-CoV-2 mediante fagocitosis y liberacién de radicales

libres de oxigeno (ROS) durante este ultimo (45).

Estas células en su forma activada tienen la capacidad de cumplir su funcidn
inmunoldgica y también en la reparacién del epitelio pulmonar donde se replica el SARS-
CoV-2. Debido a que este dafio tisular ocurre en células pulmonares, se produce una
condicidn de hipoxia en el tejido y esto induce a la migracion de neutrdfilos. La presencia
de neutréfilos en la zona dafiada es positiva ya que estimulan la regeneracion de este,
pero a la vez se pueden presentar efectos adversos como generar la hiperproduccion de
citoquinas proinflamatorias, asi como la concentracion de un mayor numero de
neutrdfilos en la condicién hipdxica puede inhibir la apoptosis de estas células inmunes

(45,46).

En una condicidon homeostatica, el conteo de neutrdfilos totales en el cuerpo debe ser
entre 1.5y 6.6 x 103 neutrdfilos/puL de sangre en adultos (48,49). Un estudio llevado a
cabo en Berlin que se basd en pacientes COVID-19 de dos cohortes observacionales,
determind que hay un aumento en la cantidad de neutréfilos absolutos en las zonas mas
afectadas por el virus, como el epitelio de la via respiratoria superior y también en los
pulmones (50,51). De la misma forma, otra investigacién realizada en una poblacién
china, observd un incremento significativo en el conteo absoluto de neutrdfilos en
sangre periférica en pacientes con una infeccién severa por SAR-CoV-2 en su primer dia
de admisién hospitalaria, en comparacién con los demas grupos COVID-19 (leve y

moderado) (52). El conteo de neutrdéfilos es significativamente mds alto en casos severos
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que en casos moderados de COVID-19 (Neutréfilos > 6.9 x 103/uL, p=0.002) (56). A partir
de estudios publicados se ha podido identificar que durante el proceso de infeccion de
SARS (SARS-CoV-1) ocurre una activacion de neutrdfilos y de desgranulacién, esto
explicaria el aumento de este tipo celular. Asimismo, se observo el reclutamiento de
estas células inmunes en la infeccidn por SARS-CoV-2. Por otro lado, en un metaanalisis
se pudo determinar que los valores altos de neutréfilos en una infeccion por SARS-CoV-
2 se podrian utilizar como predictor de un pobre desenlace por esta enfermedad (45).
De la misma manera, un estudio realizado en dos grupos de pacientes COVID-19 que
fueron divididos segun su admisién a UCI, se observé que hubo un incremento en los
niveles de neutrdéfilos y una disminucion de linfocitos en los casos mds severos y aquellos

que llegaron a la muerte (42,53).

Linfocitos

Los linfocitos son células del sistema inmune que actlan en la respuesta innata como
también adaptativa. Existen tres tipos de linfocitos: células natural killer (NK), células B
y células T (54). Estdn presentes en la sangre y linfa, pero las células B son producidas en
la médula dsea igual que otras células inmunes y las células T en el érgano linfoide

llamado timo (54,55).

En una condiciéon normal, los niveles de linfocitos absolutos en sangre deben oscilar
entre 1.5y 3.5 x103/uL (49). En cambio, en la infeccién por SARS-CoV-2 se ha observado
que los pacientes presentan una reduccién en la cantidad de linfocitos, en algunos casos
llegando a linfopenia (Linfocitos <1.5x 103/uL) (56). A partir de un metaanalisis que
estudid la variacion en la media del conteo de linfocitos se determind que habia una
reduccion significativa en este parametro en los casos severos de COVID-19 (56). De la
misma manera, pacientes que no sobrevivian la infeccion tenian un conteo mas bajo que
los otros casos no severos (57). Esta reduccion podria explicarse porque la infeccidn por
SARS-CoV-2 suprime la produccién de los linfocitos en la médula ésea o induce la

destruccién de estas células, por lo tanto, generando linfopenia (56).
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Debido a que se puede observar un patrén en la cantidad de linfocitos en casos severos
de COVID-19 y en casos fatales, se determind que existe una asociacién entre la
linfopenia y casos severos de esta enfermedad. Asimismo, el conteo de linfocitos se
puede utilizar como un marcador prondstico para predecir el desenlace clinico y

severidad de la infeccién (56,58).

Plaguetas

Las plaquetas son células producidas en la médula ésea, cuyo rol principal es en la
hemostasis (59,60). Por otro lado, tienen funciones como la liberacion de factores de
crecimiento, actividad inmunomoduladora e inflamatoria mediante la liberacion de
citoquinas para atraer leucocitos, forman agregados con otras células del sistema
inmune e influyen en la actividad de los linfocitos By T (61,62). Se encuentran entre las

primeras células en responder ante un dafio tisular u organismo extrafo.

Se sabe que el virus tiene afinidad por los neumocitos, al invadir este tejido pulmonar
causa inflamacion y desencadena la activacién de plaquetas y formacion de trombos. El
virus en si no genera la activacién de plaguetas, sino es la respuesta inflamatoria ante la

destruccién del tejido y la infeccidn que induce la hiperactividad de las plaquetas (63).

A pesar de la hiperactividad de estas células, esta demostrado que los pacientes con
COVID-19 con neumonia frecuentemente desarrollan anomalias en la coagulacion,
como trombocitopenia moderada, es decir una reduccion en la cantidad de plaquetas
(63). A partir de un estudio realizado en casos severos de COVID-19 se determind que
entre el 58 y 95% de ellos presentaban trombocitopenia (63). El conteo de plaquetas en
un individuo sano se debe hallar en el rango de 150 a 450 x 103/uL y niveles por debajo

de 150 x 103/uL se pueden considerar como trombocitopenia (49,64,65).

La coexistencia de esta coagulopatia con la hiperactividad de plaquetas se puede
explicar por el aumento en la producciéon de plaquetas (Hiperactividad) para responder
a la inflamacién y esto genera un incremento en el consumo o destruccion de ellas

(Trombocitopenia) (63,66). En el caso del COVID-19, el tejido afectado es el endotelio
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pulmonar que activa el reclutamiento de plaquetas a esta zona y esto estimula la

agregacion de plaquetas y por lo tanto, formaciéon de microtrombos (67).

Se han determinado posibles mecanismos por los cuales el virus SARS-CoV-2 genera el
desarrollo de trombocitopenia, basandose en las respuestas de los huéspedes en
cualquier infeccidn viral. Se cree que la inflamacién sistémica provocada por la infeccién
interrumpe el microambiente hematopoyético, alterando la produccion plaquetaria.
Otro mecanismo es mediante la interaccioén directa del virus con las células madre de las
plaquetas, impidiendo su diferenciacion. Por ultimo, en presencia de algunos virus, las
células B generan anticuerpos anti - plaquetarios, esto resultaria en la destruccion de

plaquetas (67—69).

Estd demostrado que la trombocitopenia tiene poder predictivo sobre la severidad y
mortalidad de multiples infecciones (70-72). Con respecto al COVID-19, la presencia de
trombocitopenia ha sido asociado con un pobre desenlace de los pacientes con esta

enfermedad (73).

Ratio Neutrdfilo/Linfocito

El Ratio Neutrdfilo/Linfocito (NLR) representa la proporcidon entre el conteo de
neutrdfilos y linfocitos en la sangre periférica. Este marcador refleja la inflamacién
mediante el conteo absoluto de neutrdfilos y también la inmunidad a partir del conteo
de linfocitos (74). Debido a que es un marcador altamente accesible y econémico, ya
gue se puede calcular a partir de un conteo sanguineo completo de sangre, se utiliza su
valor predictor para multiples enfermedades agudas y crénicas como cancer, hepatitis,

diabetes, sepsis, neumonia viral, entre otras (75,76).

Niveles normales de NLR en individuos sanos estan entre 1y 3 pero en condiciones de
inflamacién generalmente el valor del indice aumenta, generalmente por encima de 3
(Tabla 1)(77). Los niveles promedio entre mujeres y hombres son similares, las mujeres
tienen un rango normal de 1.67 a 1.75 y los hombres de 1.65 a 1.73 (Tabla 1) (78) . El

aumento se explica por el incremento de la cantidad de neutréfilos (Neutréfilos>6.3
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x103/uL) en la circulacién como forma de una defensa innata y a la vez, debe haber un
impacto en la produccién de linfocitos. Estudios han determinado que la elevacién de
este puede representar un pobre desenlace de multiples enfermedades. El aumento en
el nivel de NLR depende de la severidad de la enfermedad y de la enfermedad en si. Por
ejemplo, en una infeccidon bacteriana el valor patolédgico de NLR es de 3 a 7; en una
condicién séptica el ratio puede alcanzar niveles de 10 a 11, y en un choque séptico el
paciente puede desarrollar un NLR entre 11 a 17 (77). Varias publicaciones han
reportado que NLR también es util para el prondstico y deteccién de enfermedades

inflamatorias e infecciosas (45,47,79).

El rol predictivo de este ratio fue aplicado al SARS-CoV-2 en una muestra de pacientes
hospitalizados que habian estado en el epicentro Wuhan, o que habian estado en
contacto con personas de la mencionada ciudad. A partir de los resultados, los
investigadores concluyeron que el NLR elevado, mayor a 3.13, se considera un
biomarcador predictor independiente que afecté del desenlace de neumonia en
pacientes COVID-19 (80). En otro estudio se demostrd que un nivel alto de NLR durante
la infeccién por SARS-CoV-2 tiene un poder predictivo sobre un caso severo de la
enfermedad, aun estando en etapas tempranas de la infeccién (12,45,79-81). De la
misma manera, un grupo de investigacion estudio los valores del indice NLR en pacientes
hospitalizados por COVID-19 que presentaban comorbilidades, especificamente
diabetes y reportaron que los pacientes con esta condicién son mas susceptibles a
presentar un aumento en NLR y lo asociaron con un desenlace no favorable de la

infeccion(12,45,79,81).
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Tabla 1. Valores de NLR en poblacién adulta normal y enferma.

NLR Estado normal Estado patoldgico
Promedio 1-3
(Humanos
Adultos)
Sexo Hombre Mujer
1.65-1.73 1.67-1.75
Edad &
e 20-29 1.57+0.61 1.64+0.59
e 30-39 1.55+0.56 1.72 £+ 0.68#
e 40-49 1.53+0.52 1.74+£0.61
e 50-59 1.60 £ 0.55 1.52+0.62
e 60-69 1.71+£0.68 1.51+0.64
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Disord. BioMed Central Ltd.; 2019;19:125

Moosazadeh M, Maleki |, Alizadeh-Navaei R, Kheradmand E. Normal values of neutrophil-

to-lymphocyte ratio, lymphocyte-to-monocyte ratio and platelet-to-lymphocyte ratio

among Iranian population: Results of Tabari Cohort. Casp J Intern Med. 2019;10:320-5.
Ratio Plaqueta/Linfocito
Al igual que el ratio neutroéfilo/linfocito (NLR), el ratio plaqueta/linfocito (PLR) muestra
la proporciéon de plaquetas y linfocitos en la sangre (82). Es un biomarcador que refleja
las vias inflamatorias y de agregacion plaquetaria de diversas patologias como infarto
del miocardio, insuficiencia renal aguda, carcinoma hepatocelular y cancer al pulmén;
pero también de diferentes tipos de infecciones como neumonia, celulitis y sepsis
(83,84). Es un marcador que puede pronosticar inflamacién y mortalidad en muchas
enfermedades (85,86). Es de gran relevancia aplicarlo a la inflamacién que es generada

por la infeccion por SARS-CoV-2 (80,82,87,88).

PLR en pacientes sanos debe tener un valor entre 36 y 172; en casos de infeccidon, como
por SARS-CoV-2, los valores del ratio aumentan (78). Esto se debe a que los conteos
totales de plaquetas y linfocitos sufren una variacidon a lo largo de la infeccidon. En
personas sanas, el conteo de plaquetas debe encontrarse entre 150 a 450 x 103/uL vy el

conteo de linfocitos 1.5 y 4 x 103/ulL (64). Sin embargo, en multiples estudios se ha
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reportado el desarrollo de linfopenia en estos pacientes COVID-19, es decir ocurre una
disminucion en la cantidad de linfocitos, y el aumento de plaquetas podria explicarse

por la hiperactivacion de estas (40,89).

Un estudio que investigd el valor predictor de PLR sobre la mortalidad por sepsis, dividid
a los pacientes con esta infeccidn segun los valores del biomarcador (Grupo 1 PLR <150,
Grupo 2 150<PLR<250y Grupo 3 PLR >250) y observé que aquellos que presentaban PLR
mayor a 250 tenian un riesgo alto a la muerte hospitalaria (82). Con respecto a la
infeccidn por SARS-CoV-2, durante los primeros meses de la pandemia se registraron
casos de pacientes COVID-19 con neumonia severa y mediante los conteos completos
de sangre rutinarios se observaron cambios alarmantes en los valores de plaguetas y el
ratio plaqueta/linfocito. Por ello, en una investigacion realizada en Huizhou, China se
estudio el poder predictivo del marcador y se determind que el valor maximo de
plaquetas y de PLR son considerados factores que predicen la severidad y posiblemente
fatales por una tormenta de citoquinas que potenciaria la activacién de plaquetas y, por
ende, un pobre prondstico (84). Asimismo, se ha reportado en un estudio de casos -
controles que los niveles de PRL fueron mas elevados en pacientes COVID-19 positivos

que aquellos sanos (90).

Volumen Plaquetario Medio

El volumen plaquetario medio (VPM) es un promedio de las dimensiones de las
plaguetas que es facil de obtener a partir de un hemograma automatizado. Este
pardametro esta asociado a la hemostasis de la masa y producciéon o destruccién
plaquetaria (62). Existe una relacidn inversamente proporcional entre los niveles de
plaquetas y el volumen plaquetario medio, para mantener la homeostasis. Valores altos
de VPM indican la presencia de plaquetas jévenes, que se caracterizan por ser de mayor
tamafio, por poseer mas granulos y material protrombdtico. Estas plaguetas son mas
activas metabdlica y funcionalmente, pero también se relacionan al riesgo de formar
coagulos (62). Un VPM elevado también estd relacionado a un conteo plaquetario mas
bajo (91). Esto se debe a que la produccién y destruccion de plaquetas ocurre

paralelamente, y como consecuencia entran a la circulacion plaquetas inmaduras (92).
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En condiciones normales, el valor de VPM debe encontrarse en el rango de 7 a 11 fL, en
cambio en una condicién inflamatoria, hay una disminucién en el volumen plaquetario
medio. Esto ocurre debido a que durante un evento de este tipo aumenta la produccién
de factores proinflamatorios y procoagulantes en las plaquetas, que intervienen en la
formacién de estas células y provocan una disminucién en su tamafio, por lo tanto
disminuye el valor de la variable que describe el volumen de las plaquetas (VPM)

(62,93,94).

Al ser un parametro bastante estudiado y relacionado a multiples enfermedades, se
conoce que tiene un poder predictivo sobre el desenlace de éstas. Recientemente se
han realizado investigaciones donde se ha determinado el poder del marcador
inflamatorio VPM para pronosticar una infeccién por SARS-CoV-2 en personas con
diabetes mellitus tipo Il. En este estudio se observaron niveles significativamente mas
altos de VPM (11.21 fL) durante la infeccidn en comparacién con los ultimos resultados
del volumen plaquetario medio (10.59 fL) previo a la infecciéon (12). En esta misma
publicacidn se observo que los pacientes con trombocitopenia tenian VPM mayores que
los que no desarrollaron trombocitopenia (94). Asimismo, otro estudio determind un
aumento significativo en los niveles de VPM (p=0.015) en el dia de admision de pacientes
gue luego desarrollaron una infeccidon severa de COVID-19. Junto a este, otro estudio
determind que el incremento por cada 1 unidad de este biomarcador aumentaba Ila
mortalidad en estos pacientes por 1.76 veces (95). Con ello concluyeron que el VPM
seria un indicador para casos severos y la mortalidad asociada a dicha enfermedad
(13,15,42). Por ultimo, una investigacion realizada en pacientes COVID-19 y clasificados
segln la severidad de la enfermedad, demostré que individuos que desarrollan cuadros
clinicos moderados presentan VPM mas altos y una disminucion plaquetaria en
comparacion con individuos sanos o no COVID-19 (66). Se ha demostrado que, en
diversas enfermedades crdnicas, como sinusitis, insuficiencia renal, enfermedades
reumaticas y diabetes, el marcador VPM tiene una tendencia a aumentar. En casos de
infecciones causadas por patdgenos virales, como el dengue, el patrén se mantiene

sobre todo en la etapa critica de la enfermedad (96).
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En la tabla 2 se presenta un resumen de los valores normales y patoldgicos de las
variables usadas en el estudio y en la tabla 3 se presenta una compilaciéon de los

hallazgos asociados a los biomarcadores motivo de nuestro estudio de investigacion.

Tabla 2. Valores normales y patologicos de marcadores estudiados

Biomarcador

Valores normales

Valores patolégicos

Neutrofilos

1.5-6.6 x 103/uL

>6.9 x 103/uL (56)

Linfocitos 1.5-3.5x103/uL <1.5 x 103/puL
Plaquetas 150 — 450 x 103/uL <150 x 103/uL
Ratio Neutréfilo/Linfocito 1-3 >3
Ratio Plaqueta/Linfocito 36-172 >250
Volumen Plaquetario Medio 7-11f1L >11 fL

Laboratorio Clinico Hospital Del Nifio Dr. José Renan Esquivel. Valores Normales de Referencia Hemograma. lera Edicion. Panama.
2017.

Zahorec R. Neutrophil-to-lymphocyte ratio, past, present, and future perspectives. Bratislava Med J. 2021;122:474-88.

Wu L, Zou S, Wang C, Tan X, Yu M. Neutrophil-to-lymphocyte and platelet-to-lymphocyte ratio in Chinese Han population from
Chaoshan region in South China. BMC Cardiovasc Disord. 2019 May 27;19(1):125.

Korniluk A, Koper-Lenkiewicz OM, Kamiriska J, Kemona H, Dymicka-Piekarska V. Mean platelet volume (MPV): New perspectives for
an old marker in the course and prognosis of inflammatory conditions. Mediators Inflamm. 2019;2019

Tabla 3. Hallazgos en pacientes COVID-19

Marcador Hallazgo en pacientes COVID—19 Referencias

Plaquetas

Sin cambios segun severidad (97,98)

J En casos severos y fallecidos (67,73,99-101)

Ratio Neutréfilo/Linfocito

‘M En casos severos y fallecidos (102-104)

Ratio Plaqueta/Linfocito

‘I En casos severos y fallecidos (103,105-109)

Volumen Plaquetario Medio

‘I En casos severos y fallecidos (97,110-113)

Sin cambios segun severidad (92,94,103)
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4.4. Hemograma automatizado

El valor clinico de los biomarcadores estudiados en el presente proyecto, incrementa
por la facilidad y practicidad de su obtencién. Todos se obtienen mediante un
hemograma automatizado, una prueba de laboratorio de rutina, de muy bajo costo y
practicamente omnipresente en la practica hospitalaria. El hemograma automatizado es
un instrumento cuya funcidn es analizar muestras de sangre de manera automatica. Al
ser automatizado, es un proceso rapido y preciso que es altamente accesible y
econdmico (114) . El andlisis hematoldgico se basa en realizar un conteo sanguineo
completo (CBC). A partir de este analisis se detecta y cuantifica el conteo de gldbulos
rojos (RBC) gldbulos blancos (WBC) y plaguetas; como también brinde resultados como
los niveles de hemoglobina y hematocrito del paciente. Adicionalmente al conteo
general de leucocitos, se realiza un conteo diferencial de neutréfilos, linfocitos,

monocitos, basofilos y eosindfilos (115).

Generalmente los conteos que brinda el hemograma automatizado se aplican para
determinar diferentes patologias relacionadas a la sangre y a la inflamacidn, ya que el
WBC, neutréfilos, linfocitos, ratio neutréfilo—linfocito, ratio plagueta—linfocito vy
volumen plaquetario medio son considerados marcadores inflamatorios
(114,116)(13,21). Para este proyecto, los andlisis hematoldgicos de pacientes COVID-19
serian de mayor utilidad para obtener los dos ratios propuestos y el VPM, para predecir

la severidad y mortalidad del paciente.

4.5. La pandemia de la COVID-19
En diciembre del 2019 en Wuhan, China; se reportaron multiples casos con sintomas
similares a un cuadro de neumonia. Sin conocer el origen, se descartaron posibles
enfermedades como influenza, infecciones bacterianas u otro coronavirus. De este
grupo de pacientes, algunos desarrollaron el sindrome de distrés respiratorio agudo
grave (SDRA). Los cientificos lograron aislar al patégeno que ocasiona este cuadro, y al
genotipificar reconocieron su gran similitud a los virus: SARS - CoV y MERS - CoV. Dado
gue compartian la mayoria del genoma con estos virus, lo denominaron SARS-CoV-2

(26).
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La distribucién del COVID-19 ha sobrepasado las anteriores epidemias ocasionadas por
coronavirus, SARS y MERS del 2002 y 2012, respectivamente. Por la misma razén, la
OMS, el 11 de marzo del 2020 declaré al COVID-19 como una pandemia. El SARS en el
2002 llegd a 29 paises, MERS alcanzé solo 27; en cambio, SARS-CoV-2 se ha distribuido
mundialmente, esta presente en 224 paises. Debido a la facilidad de transmisién que
tiene el virus, el nUmero de casos y distribucién de casos aumentaron exponencialmente

(117).

La transmisibilidad se puede cuantificar en base al nimero bdsico de reproduccién (RO)
gue determina el nimero esperado de casos nuevos o secundarios a partir del contacto
con un caso positivo. Inicialmente, el RO estimado del SARS-CoV-2 era 2-3 (41,118). Es
decir, 2 a 3 personas se contagian de COVID-19 por caso positivo confirmado. Con la
aparicién de nuevas variantes del virus, el nimero reproductivo original ha variado y

disminuido, pero se ha determinado que el RO de los nuevos linajes es mayor.

Hasta el 21 de noviembre de junio del 2021, habia 256 millones de casos totales y 5.1
millones de muertes a nivel global (16). Otro factor importante por reconocer del COVID
es la tasa de caso - fatalidad que tiene. Este se define como la proporcidon de muertes
ocasionadas por COVID-19 con respecto al total de casos positivos, y se mide en un
periodo especifico de tiempo. Esta tasa puede variar entre paises, grupos etarios, y
grupos de riesgo; sin embargo, al comienzo de la pandemia se determiné que la tasa de

caso - mortalidad mundial era de aproximadamente 2.2% (119).

Como se menciond anteriormente, existen grupos con ciertos factores que los
predisponen a un mayor riesgo de desarrollar un cuadro grave frente a la infeccion por
SARS-CoV-2. Durante la primera ola mundial el grupo de mayor riesgo eran aquellos
individuos de la tercera edad. Por ejemplo, en un estudio realizado en China e Italia se
compararon las tasas de caso - mortalidad y se determind que la proporcion de
fallecimientos por casos totales en el grupo de individuos mayores de 70 afios era de 11
y 37% respectivamente. En el grupo de mayores de 80 afios la tasa bajabaa 20.2 y 14.8%.

No obstante, la proporcion era mayor que el promedio a nivel mundial (119). Asimismo,
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aquellos individuos con comorbilidades como enfermedades cardiovasculares,
respiratorias crénicas o autoinmunes, diabetes mellitus, hipertension y cancer son mas

susceptibles a tener un resultado no favorable (119).

4.6. Epidemiologia de COVID-19

Epidemia en Peru

El 6 de marzo de 2020 se identificd el primer caso de COVID-19 en nuestro pais. Se
trataba de un joven de 25 afios que venia de Europa, especificamente Espafia y Francia,
paises donde la cantidad de casos crecia exponencialmente. La cantidad de casos y
muertes se incrementaron rapidamente. La primera ola de COVID-19 comenzé en mayo
del 2020; en junio se reportaron aproximadamente 10 mil nuevos casos y 270 fallecidos
diarios en promedio, segun el Centro de Control de Enfermedades. En septiembre el
numero de contagios comenzo a descender, pero durante este periodo alcanzamos los

800 mil casos y 31 mil fallecidos (120).

El crecimiento exponencial de casos ocurrié nuevamente en enero del 2021, dando lugar
a la segunda ola en el Peru. Lo diferente de este patrén fue que afectaba mas a los
individuos jévenes, mas no a los adultos mayores. Hasta el momento, 30 de noviembre
del 2021, se han detectado 2.23 millones de casos positivos y 201 mil fallecimientos por
COVID-19. Lamentablemente, Peru es el pais con la tasa de mortalidad por COVID-19
mas alta del mundo, liderando con una tasa de 9.0% (121). Asimismo, nos encontramos
en el primer puesto con el mayor nimero de muertes por 100 000 individuos de casos
confirmados y sanos, la tasa en este caso es de 618.71 muertes por 100 000 personas

(122).

4.7. Precision diagndstica
Diagnosticar una enfermedad o un desenlace depende de la capacidad predictiva que
tiene una prueba diagndstica. Se considera que una prueba diagndstica es buena cuando
cumple con 3 requisitos: validez (sensibilidad y especificidad, que a su vez reflejan el

valor predictivo positivo y negativo), reproducibilidad y seguridad (123,124)

31



4.7.1. Principales indicadores

4.7.1.1 Sensibilidad

La sensibilidad de una prueba diagndstica se define como la capacidad que tiene el
método o modelo para clasificar correctamente a un individuo como enfermo. Este
cociente se calcula a partir de la cantidad de personas que tienen un resultado positivo,
con respecto a la cantidad total de personas positivas y negativas teniendo la

enfermedad (123,124).

4.7.1.2. Especificidad

Es la capacidad del método para discriminar a los pacientes que verdaderamente estdn
sanos. El valor de especificidad se obtiene del numero de personas que tienen un
resultado negativo en ausencia de la enfermedad, con respecto a la cantidad de
individuos que presentan resultados positivos y negativos cuando no tienen la
enfermedad. Una buena especificidad se relaciona con la ausencia de falsos positivos

(123,124)

4.7.1.3. Valor predictivo positivo y negativo

El valor predictivo positivo describe al porcentaje de individuos que fueron
categorizados como positivos y que realmente tienen la enfermedad. De la misma
manera, el valor predictivo negativo se refiere a aquellos pacientes que obtuvieron un
resultado negativo y efectivamente no tienen la enfermedad. Es decir, estos dos indices

nos confirman la cantidad de verdaderos positivos y verdaderos negativos (123).

4.7.2. Puntos de corte

Un punto de corte es un valor utilizado para poder dividir los resultados en categorias.
La determinacion de estos puntos de corte se puede dar de dos formas: segun la
distribucién de la variable de interés u optimizando la relacion del desenlace (125). Se
puede optimizar el punto de corte a través de la minimizacién del valor p o maximizando
las combinaciones de los valores de sensibilidad y especificidad. Para determinar el
punto de corte, algunos métodos realizan un “trade-off” y priorizan la sensibilidad o

especificidad, dependiendo de lo que consideren mas importante (126,127). Uno de los
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métodos de determinacion se denomina el indice de Youden; este indice identifica el

conjunto de valores mds alto de sensibilidad y especificidad (127,128).

4.7.3. Curva ROC, AUCy Prueba de Delong

Las curvas ROC son una representacion grafica de la probabilidad de que un individuo,
seleccionado aleatoriamente de una poblacién normal o anormal, sea categorizado
correctamente dependiendo de la variable a estudiar. El desempefio del modelo se basa
en la sensibilidad y especificidad de cada uno de los puntos de corte del mismo. El area
bajo la curva (AUC, por sus siglas en inglés) determina qué tan bueno es el modelo o la
prueba para poder discriminar entre los pacientes sanos y enfermos. El modelo perfecto
se caracteriza por tener mejor capacidad predictiva y discriminante entre enfermos y
sanos y tiene valor de AUC igual a 1. Este valor se debe a que el modelo tiene una
sensibilidad y especificidad de 100% (127,129). Areas bajo la curva que se acercan a 0.5
son consideradas como pobres predictores. Para comparar el rendimiento de areas bajo
la curva de 2 o mds modelos, se debe realizar la prueba de Delong (127,130,131). Esta
prueba nos brinda un intervalo de confianza de la diferencia entre estos dos modelos.
Existen diferentes métodos estadisticos para realizar dicha comparacién, sin embargo,

la prueba de Delong es el método con mayor poder y precisién (131,132).

5. Pregunta de Investigacion/Problema de Investigacion
éLos biomarcadores ratio neutroéfilo/linfocito, ratio plaqueta/linfocito y el volumen
plaquetario medio tienen poder predictivo sobre la mortalidad en pacientes infectados

con el SARS -CoV-2?

6. Objetivos

6.1. General
Evaluar la capacidad predictiva del ratio neutrdfilo/linfocito, del ratio plaqueta/linfocito
y del volumen plaquetario medio sobre la mortalidad de pacientes infectados por SARS-

CoV-2 en una cohorte de pacientes del Hospital Cayetano Heredia.
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6.2. Especificos
e Comparar los niveles de NLR, PLR y VPM entre pacientes COVID-19
agrupados segun desenlace.
e Determinar la relacidn entre NLR, PLR y VPM con la mortalidad de

pacientes COVID-19.

7. Métodos

7.1. Tipo de estudio y disefio
Andlisis primario de la base de datos del proyecto principal registrado con cddigo SIDISI
202329. Es un estudio de tipo observacional y analitico, con un disefio de cohorte
prospectivo. Este trabajo se registré con cédigo SIDISI 204190 el 10 de noviembre del
2020y se aprobd por el Comité Institucional de Etica en Investigacién en Seres Humanos

de la Universidad Peruana Cayetano Heredia el dia 24 de mayo del 2021.

7.2. Poblacion y muestra de estudio

El proyecto “Biomarcadores para la identificacién temprana de pacientes con alto riesgo
de desarrollar Sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA) inducido por el nuevo
coronavirus SARS-CoV-2 (SIDISI 202329)” recluté a pacientes COVID-19 positivos,
internados en el Hospital Cayetano Heredia, mediante un muestreo por conveniencia
desde octubre del 2020 hasta enero del 2021. Estos pacientes fueron incluidos si tenian
un diagndstico de COVID-19 por prueba seroldgica o molecular, mayor o igual a 18 afios
y un consentimiento informado firmado. Pacientes COVID-19 que ingresaban al hospital
eran excluidos si eran menores de 18 afios, gestantes, tenian alguna enfermedad
autoinmune preexistente y/o si al momento de ingresar ya tenian un diagndstico de
SDRA (200 mm Hg < Pa0,/FI02<300 mm Hg y diagndstico de imagenes con opacidades

bilaterales no explicadas por efusiones, colapso pulmonar, lobar o nodular) (2).
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7.3. Andlisis y procesamiento de datos

Se incluyeron al estudio pacientes COVID - 19 que fueron hospitalizados en el Hospital
Cayetano Heredia. Se calcularon los valores del ratio neutroéfilo - linfocito (NLR) y el ratio
plaqueta - linfocito (PLR). Estos indices se determinaron en base a los valores absolutos
de neutréfilos, linfocitos y plaquetas a partir del primer conteo sanguineo completo al
ingresar al hospital, que se obtuvieron del hemograma automatizado. Se clasificé el
numero de comorbilidades que presentaban los individuos 0, 1, 2, 3, o0 4 comorbilidades
(Tabla 4). Se realizé una verificacion de la distribucion normal de todas las variables
continuas. Todas las variables continuas, con excepcion del conteo absoluto de

plaquetas fue transformado para cumplir con el requisito de normalidad.

Con los datos normalizados se crearon dos tablas de resumen, la primera con las
caracteristicas generales de los pacientes del estudio y la segunda con los valores de los
resultados del hemograma automatizado y también de los biomarcadores de interés.
En la primera tabla las variables continuas fueron expresadas como la media y desviacién
estandar y las variables categdricas se resumieron con los conteos y porcentajes, Los
pacientes fueron divididos en dos grupos: fallecidos por COVID-19 y sobrevivientes. Para
el andlisis comparativo se aplicaron pruebas de T student unilaterales a las variables
continuas y pruebas de chi2 a las categéricas, considerando un nivel de significancia del
5%. Este analisis se realizé con el objetivo de identificar si existen diferencias
significativas entre estos dos grupos para poder caracterizar a la poblacién en base a los
factores incluidos en el estudio. Como este estudio es un analisis de base de datos, se
evaluod la potencia estadistica para detectar diferencias significativas de las principales
variables de interés. Esto se realizé con el programa estadistico de cddigo abierto Open

Epi (133).

Para determinar el poder predictivo de los biomarcadores, primero se generaron
modelos lineales generalizados que permiten tener un control mas detallado sobre el
efecto (muerte), tomando en cuenta las variables confusoras edad, sexo y numero de

comorbilidades. Se incluyeron estas variables confusoras ya que son factores que
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podrian alterar la relacién entre la variable de interés y su desenlace; éstas tienen una
asociacion con la variable de interés y al desenlace sin ser una causa inmediata. Luego
de realizar una regresién logistica con las variables significativas se aplico el criterio de
informacién de Akaike y la prueba de post estimacién de Hosmer y Lemeshow para
analizar la bondad de ajuste del modelo. En base a estos modelos, se construyeron
curvas ROC. Asimismo, se analizaron las areas bajo la curva (AUC) con intervalo de
confianza de 95%. Dado que la especificidad y sensibilidad depende del punto de corte
(Ver seccidn 4.7.2), se presentan diferentes puntos de corte y su respectiva sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN). Estos
valores se hallaron con el paquete OptimalCutPoints del lenguaje de programacion R
(134). Se realiz6 una comparacién de las AUC usando la prueba de Long. El valor de p
menor a 0.05 denota significancia estadistica. Se utilizo el programa estadistico R Studio

Version 1.3.1073 y el programa STATA version 16.
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Tabla 4. Operacionalizacion de Variables

Variable Tipo de variable Escala de medicion Definicion operacional
Mortalidad Cualitativa Dependiente Nominal Muerte del paciente COVID-19 positivo
(Si/No)
Tiempo hasta el Cuantitativa continua, variable De Razén Cantidad de dias desde el ingreso al
desenlace independiente hospital hasta el alta o fallecimiento del
paciente
Tiempo hasta el alta Cuantitativa continua, variable De Razon Cantidad de dias desde el ingreso al
independiente hospital hasta el alta del paciente
Tiempo hasta la Cuantitativa continua, variable De Razon Cantidad de dias desde el ingreso al
muerte independiente hospital hasta su fallecimiento
Ingreso a UCI Cualitativa, Variable Nominal El ingreso del paciente al area de UCI
independiente (Si/No)
Sexo Cualitativa, Variable Nominal Sexo del paciente
independiente
IMC Continua, Variable De razén IMC del paciente (kg/m2)
independiente
Cantidad de Categorica, Variable Ordinal Cantidad de comorbilidades que declara al
comorbilidades independiente momento de la hospitalizacién
Eosinofilos Cuantitativa Variable De razén Cantidad absoluta de eosinéfilos en sangre
independiente (103/uL)
Basdfilos Cuantitativa Variable De razén Cantidad absoluta de basoéfilos en sangre
independiente (103/uL)
Volumen Corpuscular Cuantitativa Variable De razén Volumen individual de eritrocitos (fL)
Medio independiente
Amplitud de Cuantitativa Variable De razén Variaciéon del volumen y tamafio de
Distribucion independiente eritrocitos
Eritrocitaria (RDW)
Plaquetas Cuantitativa Variable De razén Cantidad absoluta de plaquetas en sangre
independiente (103/uL)
Volumen Plaquetario Cuantitativa Variable De razén Volumen promedio de plaquetas (fL)
Medio (VMP) independiente
Ratio Cuantitativa Variable De razén Cantidad absoluta de neutréfilos/Cantidad
Neutréfilo/Linfocito independiente absoluta de linfocitos
(NLR)
Ratio Cuantitativa Variable De razén Cantidad absoluta de plaquetas/Cantidad

Plaqueta/Linfocito
(PLR)

independiente

absoluta de linfocitos
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8. Resultados

8.1. Caracteristicas generales de la poblacidn de estudio
Los resultados de las comparaciones de las caracteristicas generales y clinicas de los
pacientes del estudio se encuentran en la Tabla 6. La edad media de los pacientes es de
54 afios con un minimo de 42 y un maximo de 66 afos. El promedio de edad de los
pacientes que sobrevivieron a la enfermedad fue de 52 afos; en cambio, los pacientes
del grupo de fallecidos eran mayores, con una edad media de 61 afios. Entre estos

grupos se observo una diferencia significativa (p=0.0018).

La poblacion muestral estd conformada en un 62% por hombres y 38% por mujeres. Se
reporta una diferencia significativa en esta variable sexo entre el grupo de fallecidos y
sobrevivientes (p=0.04) En base a esta cohorte, la tasa de mortalidad por COVID-19 ha
sido del 18% (18/100), de esta proporcién el 83% fueron hombres (15/18) y 17% mujeres
(3/18).

El promedio de IMC de los pacientes COVID-19 es de 30.22, es decir, se pueden clasificar
como obesos de clase 1. Al momento de ingreso se determind la presencia y cantidad
de comorbilidades; en promedio el 68% (65/95) de los pacientes presentaron al menos
una comorbilidad, y el 18% de estos no sobrevivieron a la enfermedad. Existe una
diferencia significativa en la cantidad de comorbilidades entre los dos grupos (p=0.009).
Entre el grupo de fallecidos las comorbilidades se encuentran listadas en la tabla 5,
presentaban hipertensién arterial, diabetes, obesidad, asma, gastritis y colelitiasis. Los
no fallecidos padecian de las mismas patologias, e incluso algunos pacientes
presentaron hipotiroidismo, fibrosis pulmonar e hipercolesterolemia Se reportd que el
40% (31/78) de los pacientes totales presentaron solo una comorbilidad, 17% (13/78)
dos comorbilidades, 11% (9/78) tres y el 1% (1/78) cuatro enfermedades.

Se reportaron los tratamientos médicos que utilizaron los pacientes previo a la
hospitalizacion. El grupo de fallecidos se medicé con antibidticos, dexametasona que es

un corticoide, antihelminticos, anticoagulantes y analgésicos. Los pacientes que
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sobrevivieron acudieron al uso de los mismos medicamentos e incluso antimalaricos

Durante su internamiento los pacientes recibieron antibiéticos, corticoides y oxigeno de

alto flujo; asi como pronacién intermitente. Del total de pacientes, solo el 7% (7/100)

fue admitido a UCI luego de su hospitalizacién, 4 de ellos no sobrevivieron la

enfermedad (p=0.005). En promedio, los pacientes tuvieron un tiempo hasta el

desenlace (fallecimiento o sobrevivencia) de 12.78 + 10.69 dias. El grupo de fallecidos

tuvo un promedio de 23.4 + 12.96 dias hospitalizados antes de fallecer. De la misma

manera se analizé la cantidad de dias hasta que los demds pacientes lograran el alta

hospitalaria; el grupo de sobrevivientes tuvo un promedio de 11.10 + 9.45 dias.

Tabla 5. Comparacion de comorbilidades y medicacion previa a la hospitalizacion de
fallecidos y no fallecidos.

Variable Fallecidos No Fallecidos
e Hipertension Arterial (n=3) e Hipertension Arterial (n=16)
o Diabetes Mellitus Il (n=5) e Hiperplasia benigna de prdéstata (n=1)
® Obesidad grado Iy Il (n=4) o Diabetes Mellitus Il (n=6)
Comorbilidades ® Asma (n=3) ® Obesidad grado | y Il (n=15)
e Colelitiasis (n=1) e Hipotiroidismo(n=2)
®  Gastritis(n=1) o  Fibrosis Pulmonar (n=1)
® Asma (n=4)
e Hipercolesterolemia (n=1)
Antibidticos: Antibidticos:
® Azitromicina ® Azitromicina
e Levofloxacino e Amoxicilina
o Cefalogen ® Megacilina
e Norfloxacino
e Ceftriaxona
Corticoides: Corticoides:

Automedicacion
previa ala
hospitalizacion

® Dexametasona

® Dexametasona
® Prednisona

Antihelminticos:
e Ivermectina

Antihelminticos:
e Ivermectina

Antiplaquetario/anticoagulante:
e Enoxaparina
® Aspirina

Antimaldrico:
e Hidroxicloroquina

Analgésico:
e Paracetamol

Broncodilatador:
e Salbutamol

Anticoagulante:
e Enoxaparina
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Tabla 6. Andlisis Bivariado de las caracteristicas generales de los pacientes COVID-19

al momento de la hospitalizacién en HCH.

Variable Total (n=100) Fallecido (n=18) No Fallecido (n=82) P
Edad (afos) 54.39+11.81 61.67 £ 9.13 52.79+11.78 0.0018*
Sexo (%) 0.04*
Masculino 62/100 (62%) 15/18 (83%) 47/82 (57%)
Femenino 38/100 (38%) 3/18 (17%) 35/82 (43%)
IMC (kg/m?) 30.22 +5.82 28.90 + 4.82 30.38 +5.96 0.3128
Comorbilidades 0.268
Si 65/95(68%) 12/15(80%) 53/80(66%)
No 30/95(32%) 3/15(20%) 27/80(34%)
Cantidad de comorbilidades 0.009**
0 24/78 (31%) 1/10 (10%) 23/68(34%)
1 31/78 (40%) 4/10 (40%) 27/68 (40%)
2 13/78 (17%) 4/10 (40%) 9/68 (13%)
3 9/78 (11%) 0/10 (0%) 9/68(13%)
4 1/78(1%) 1/10(10%) 0/68(0%)
Tiempo hasta el 12.78 +10.69 23.4112.96 11.10+£9.45 0.003*
desenlace (dias)
Tiempo hasta la muerte 23.4+12.96 23.4+£12.96
(dias)
Tiempo hasta el alta 11.10£9.45 11.10£9.45
(dias)
Ingreso a UCI 0.005**
Si 7/100 (7%) 4/18 (22%) 3/82 (4%)
No 93/100 (93%) 14/18 (78%) 79/82 (96%)

Variables continuas son presentadas con la media (+ DS), variables categodricas son expresadas con las frecuencias

(%).

Para algunas variables (comorbilidades y cantidad de comorbilidades) no contabamos con los datos completos, por

este motivo los denominadores no son igual a 18 y 82 respectivamente.

* valor p <0.05 utilizando prueba T-test unilateral (Variables continuas)
**valor p <0.05 utilizando prueba Chi2 (Variables categoricas)
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8.2. Andlisis comparativo de NLR, PLR y VPM segun desenlace
Se estudiaron todas las variables de las lineas celulares y ratios mediante la prueba de t
— student unilateral para cada variable en la que se detectd diferencia significativa,
considerando un nivel de significacion del 5%, lo cual se presenta en la tabla 7. Se
reportaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en el conteo
absoluto de linfocitos, eosindfilos, neutroéfilos, plaquetas, la amplitud de distribucién

eritrocitaria y de los tres biomarcadores, el ratio neutréfilo/linfocito (p<0.05).

El promedio de linfocitos de los fallecidos por COVID-19 es menor que la concentracién
promedio de linfocitos en el grupo de sobrevivientes (p=0.0003). Se reporta lo contrario
para la concentracién promedio de neutrdfilos. El valor medio de neutréfilos es mayor
en los pacientes que fallecieron que los sobrevivientes (p<0.00001)). Por lo tanto, el ratio
Neutrdfilo/Linfocito también difiere entre los grupos del estudio, presentando un valor
promedio mayor de 16.97 £ 6.54 en los fallecidos y solo 7.78 £ 7.37 en los sobrevivientes
(p<0.0001). El nivel promedio de eosindfilos fue significativamente menor en el grupo

de fallecidos que en los que sobrevivieron (p=0.038).

Asimismo, la variable descriptiva de la amplitud de distribucién eritrocitaria sigue el
patrén, su promedio es mayor en el grupo fallecido (14.34 + 1.98) versus los
sobrevivientes (13.58 + 0.61) (p=0.004). A diferencia de las variables anteriores, el
promedio de plaquetas sufre una reduccién significativa (p=0.003), con un valor medio
menor en el grupo con el desenlace no favorable que en los que sobrevivieron la
infeccidon. Se obtuvo una potencia estadistica con un intervalo de 95% para las
diferencias entre neutréfilos es de 99.54%, linfocitos 99.9%, plaquetas 93.48%. De las
variables compuestas, NLR 99.95%, PLR 26.4% y VPM 26.05%.
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Tabla 7. Andlisis bivariado de lineas celulares y variables hematolégicas de los
pacientes COVID-19 al momento de la hospitalizacion.

Variable Total (n=100) Fallecido (n=18) No Fallecido (n=82) P
Linfocitos (103/uL) 1.25+0.57 0.86+0.31 1.35+£0.58 0.0003*
Monocitos (103/uL) 0.45+0.21 0.44 +0.28 0.45 +0.20 0.242
Neutréfilos (103/uL) 9.02+4.20 13.64 £5.05 7.97 £3.23 <0.0001*
Eosinéfilos (103/uL) 0.14+0.28 0.11+£0.05 0.14+0.31 0.038*
Basdfilos (103/uL) 0.03+0.02 0.03+0.01 0.03+0.02 0..434
Eritrocitos (10°/uL) 4.56 £ 0.56 4.68 £ 0.55 4.53+£0.56 0.132
Plaquetas (10%/uL) 340.80 £105.16  278.04 £ 77.55 353.41 £ 106.03 0.003*
Hemoglobina (g/dL) 14.14 +1.82 14.38 + 2.09 14.09 +1.77 0.203
Hematocrito (%) 40.90 + 4.95 42.00+5.84 40.67 £ 4.77 0.091
Volumen Corpuscular 89.66 + 3.87 89.53 + 5.65 89.69 +3.43 0..485
Medio (fL)

Amplitud de Distribucion 13.72+£1.03 14.34+1.98 13.58 £ 0.61 0.004*
Eritrocitaria

Ratio 9.54 + 8.05 16.97 £ 6.54 7.78+7.37 <0.0001*
Neutroéfilo/Linfocito

Ratio Plaqueta/Linfocito = 321.30+165.11 360.35 + 156.04 307.63 £ 160.83 0.053
Volumen Plaquetario 8.55+0.89 8.83+0.95 8.51+0.85 0.07

Medio (fL)

Variables continuas son presentadas con la media (+ DS), variables categéricas son expresadas con frecuencias (%).

* valor p <0.05 utilizando prueba T-test (Variables continuas)
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8.3. Andlisis de regresion de NLR, PLR y VPM sobre la tasa de
mortalidad por COVID-19

En latabla 8 se reportan los resultados del andlisis de regresion multivariado en términos
de Odds Ratio de los biomarcadores NLR, PLR y VPM sobre la mortalidad por COVID-19.
De la regresidon logistica realizada a las tres variables, solamente el ratio
neutrofilo/linfocito resulté ser estadisticamente significativo (p=0.01) y se puede
considerar como un factor de riesgo para la muerte por esta enfermedad (OR=1.27).
Utilizando la variable estadisticamente significativa, NLR, se presenta el criterio de
informacién de Akaike (AIC) y la prueba de post estimacién Hosmer y Lemeshow para
analizar la bondad de ajuste del modelo planteado (Tabla 9). Utilizando el AIC se
determind que el modelo que mejor se ajusta a los datos obtenidos es el NLR ajustado
por las tres variables confusoras, ya que obtuvo el valor mas bajo de los tres modelos
(AlC=37.5). Se complement? el criterio AIC con la prueba de bondad de ajuste Hosmery
Lemeshow. Tanto el modelo crudo, como el modelo ajustado por sexo, edad y ajustado
por sexo, edad y nimero de comorbilidades obtuvieron resultados no significativos
(p=0.1325, p=0.8108 y 0.7504 respectivamente), es decir, los datos observados
coinciden con los valores esperados. Por lo tanto, los modelos con el biomarcador NLR

tienen una buena bondad de ajuste para los datos.

Tabla 8. Andlisis de regresion de marcadores NLR, PLR y VPM sobre mortalidad por COVID 19

Variables Odds Ratio Valor-p [IC 95%]
Inferior Superior
|
Ratio Neutréfilo/Linfocito 1.27 0.01 1.06 1.52
Ratio Plaqueta/Linfocito 1.00 0.29 0.99 1.01
Volumen Plaquetario Medio 1.71 0.24 0.70 4.20

*Modelo ajustado por sexo, edad y nimero de comorbilidades
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Tabla 9. Criterio de Informacion de Akaike (AIC) y Andlisis de Post Estimacion Hosmer y

Lemeshow
Modelo OR IC 95% Valor p
NLR Crudo 1.139 [1.06-1.23] <0.0001
AlIC 81.63
Bondad de Ajuste  12.44
Hosmer y Lemeshow
Valorp 0.1325
NLR ajustado por sexo y edad 1.12 [1.04-1.21] 0.003
AlIC 78.01
Bondad de Ajuste  4.49
Hosmer y Lemeshow
Valorp 0.8108
NLR ajustado por sexo, edad y 1.27 [1.06-1.52] 0.01
numero de comorbilidades
AlC 375
Bondad de Ajuste  5.07
Hosmer y Lemeshow
Valorp 0.7504
8.4. Poder predictivo de los biomarcadores sobre la tasa de
mortalidad

En este estudio se utilizaron tres biomarcadores: ratio neutrdfilo/linfocito, ratio
plaqueta/linfocito y el volumen plaquetario medio para predecir la mortalidad por
COVID-19. Sin embargo, solo la variable Ratio Neutrdéfilo/Linfocito mostré tener una
asociacién. Para determinar el poder predictivo de esta variable se presentaron curvas
ROC que se observan en la figura 2, 3 y 4. En la figura 1 se reportan las curvas de los
modelos crudos de todas las variables hematoldgicas simples que fueron incluidas en el
estudio. En la figura 2 se muestran las curvas ROC del modelo crudo de NLR, PLRy VPM.
A partir del anilisis se puede reportar que el AUC de NLR es de 0.897, PLR y VPM

obtienen un valor de 0.63 y 0.61, respectivamente. En la figura 3 se presenta la curva
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ROC de la variable NLR, pero ajustada por las covariables sexo y edad. La AUC de NLR
fue 0.88. En la figura 4 figura el modelo ajustado por las mismas covariables, pero
incluyendo la cantidad de comorbilidades que presentaban los pacientes. De este
modelo, el AUC de NLR resulté ser 0.94 con una sensibilidad y especificidad de 100% y
76.82% respectivamente (Tabla 10).

Se aplico la prueba de Delong para comparar el rendimiento de las curvas ROC crudas
generadas. Se realizé la comparacién con el AUC de cada biomarcador crudo. A partir
del resultado de la prueba se pudo determinar que existe una diferencia significativa
entre el rendimiento de la curva de NLR cuando se compara con PLRy VPM (NLR vs. PLR
p=0.00004; NLR vs. VPM p=0.00001). Sin embargo, el rendimiento de las curvas PLR y
VPM no difieren entre ellas (VPM vs. PLR p=0.7792)

En latabla 11 se muestra la comparacién entre la cantidad de fallecidos y sobrevivientes
gue presentaron niveles mayor o igual a 8.91 y menor a 8.91. De la prueba de chi
cuadrado resultd una diferencia significativa entre la proporcién de pacientes que
presentaban niveles mayores y menores al punto de corte (Chi2= 37.37, p<0.0001). El
100% (18/18) de los fallecidos presentaron un valor de NLR mayor o igual a este punto
de corte, el 23% (19/82) de los sobrevivientes también presentar un valor de este tipo.
En cambio, el 77% de los sobrevivientes obtuvieron un valor menor a 8.91 al momento
del ingreso al hospital. Estos resultados coinciden con los valores de la sensibilidad y

especificidad hallados (100% y 77% respectivamente).
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Tabla 10. Puntos de corte, Sensibilidad y Especificidad de marcadores estudiados

Método Biomarcador | Punto de Corte | Sensibilidad | Especificidad | VPP VPN

NLR 12.6720 0.722 0.865 0.5416 | 0.934
Minimizando PLR 492.92 0.222 0.8658 0.2666 | 0.835
Especificidad

VPM 9.3220 0.222 0.8536 0.2500 | 0.833

NLR 8.9160 1.0 0.7682 0.486 1.0
Maximizando PLR 162.1710 1.0 0.1219 0.200 1.0
Sensibilidad

VPM 7.9030 1.0 0.207 0.216 1.0

NLR 8.9160 1.0 0.7682 0.485 1.0
indice de PLR 308.1640 0.6111 0.6461 0.275 0.88
Youden

VPM 8.57 0.6666 0.6097 0.2727 | 0.892

Los valores fueron hallados con el paquete OptimalCutpoints del lenguaje de programacion R.
VPP: Valor predictivo positivo
VPN: Valor predictivo negativo

Tabla 11. Comparacion de desenlace segun nivel de NLR

NLR Fallecidos (n=18) Sobrevivientes (n=82)
NLR 2 8.91 18/18 (100%) 19/82 (23%)
(Promedio =16.97 +6.54) (Promedio=17.280 + X2:37.37
10.38) p<0.00001
NLR <8.91 0/18 (0%) 63/82 (77%)
(Promedio=4.92 +
1.93)
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Figura 1. Modelo bivariado. Curvas ROC de variables hematol6gicas sobre mortalidad
HB: Hemoglobina. HCT: Hematocrito. VCM: Volumen corpuscular medio. ADE: Amplitud de distribucion eritrocitaria.
Fallecidos (n=18); Sobrevivientes (n=82)
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Figura 2. Modelo Bivariado. Curvas ROC NLR, PLR y VPM crudo sobre mortalidad

NLR. Ratio Neutroéfilo — Linfocito; PLR. Ratio Plaqueta — Linfocito; VPM. Volumen Plaquetario Medio.
Prueba de Delong: NLR vs. PLR p=0.00004; NLR vs. VPM p=0.000001; VPM vs. PLR p=0.7792

Fallecidos (n=18); Sobrevivientes (n=82)
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Figura 3. Modelo Multivariado. Curva ROC de modelo NLR ajustado por sexo y edad
sobre mortalidad

NLR. Ratio Neutrdfilo - Linfocito.
Fallecidos (n=18); Sobrevivientes (n=82)
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Figura 4. Modelo Multivariado. Curva ROC de modelo NLR ajustado por sexo, edad y
numero de comorbilidades sobre mortalidad

NLR. Ratio Neutrofilo — Linfocito.
Fallecidos (n=18); Sobrevivientes (n=82)
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9. Discusion

Este estudio tuvo por objetivo comparar los niveles de determinados biomarcadores
inmunolégicos e inflamatorios entre los dos grupos de la cohorte (fallecidos vy
sobrevivientes). Los pacientes que fallecieron presentaron concentraciones mas altas de
neutréfilos y NLR al momento de su ingreso al hospital, en comparacién a los que si
superaron el COVID-19. Estos resultados son consistentes con publicaciones recientes,
ya que reportan el desarrollo de neutrofilia en casos severos y terminales de COVID-19
(55,118). El aumento de NLR también coincide con lo que se desarrolla en otras
enfermedades agudas y crénicas (cancer, hepatitis, diabetes, sepsis y neumonia viral)
(56,79). De acuerdo con lo publicado con respecto a las concentraciones periféricas de
linfocitos en pacientes COVID-19, en esta cohorte también se ha observado que en
promedio los individuos presentaron linfopenia pero el grupo fallecido presenté un

promedio alin mas bajo de linfocitos.

De la misma manera, se analizaron las diferencias entre los biomarcadores NLR, PLR y
VPM entre los dos grupos y se observd un cambio solo en los valores de NLR entre los
fallecidos y sobrevivientes, mas no las otras dos variables. Se presentéd un aumento en
NLR, esto se debe al aumento de neutréfilos y disminucidon de linfocitos, como se
menciond anteriormente; la neutrofilia es indicador de que el cuerpo esta produciendo
una respuesta inflamatoria e inmune innata de gran magnitud y la linfopenia, que el
sistema inmune adaptativo estd suprimido y no esta respondiendo adecuadamente
(1219). Los niveles de NLR en este estudio (16.97 + 6.54) han mostrado ser mas altos que
los reportados en otras publicaciones ya que los individuos severos presentaban valores
variando entre 3 y 9.38; sin embargo, existen investigaciones que obtuvieron resultados
similares a los nuestros (77,86). En un estudio chino los pacientes criticos tuvieron un
valor de NLR de 16.06, de la misma manera otro grupo de investigadores chinos
obtuvieron valores de 18.7 en el grupo de no sobrevivientes (77,86). El promedio
elevado de NLR en el grupo de fallecidos se puede explicar por la severidad con la que
los pacientes ingresar al hospital. Segun Zahorec, quien categorizo los niveles de NLR
segln la intensidad de la reaccién inmune-inflamatoria, niveles por encima de 11 hasta

17, reflejan un estado de inflamacién severa y estrés fisiologico. Las enfermedades que
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generalmente desarrollan niveles de NLR de esta magnitud son choque séptico,

bacteriemia y el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (77).

La finalidad de este proyecto fue determinar si los biomarcadores NLR, PLR y VPM tienen
poder predictivo sobre la mortalidad por COVID-19. Para ello se evalué la asociacién de
cada biomarcador con la variable mortalidad y de las tres variables de interés, solo el
ratio neutroéfilo — linfocito resultd tener una asociacion estadisticamente significativa
(p=0.003). A partir de este resultado se formaron las curvas ROC, tomando en cuenta los
modelos crudos de NLR, PLR, VPM y mortalidad, como también los modelos ajustados
de NLR. Se plantearon dos modelos ajustados, el primero incluyendo a los cofactores
sexo y edad, y el segundo tomando en cuenta sexo, edad, y el numero de
comorbilidades. En los tres modelos de las curvas ROC, el biomarcador NLR obtuvo el

valor mas alto de AUC (AUC1=0.8977, AUC2=0.8821 y AUC3=0.9435).

Se puede observar que los valores de sensibilidad y especificidad varian dependiendo
del valor de punto de corte que se use para la discriminacién. Como se ha resefiado en
el marco tedrico, hay muchos métodos para determinar este valor y esto depende de
nuestro objetivo principal. Dado que nuestro estudio busca identificar tempranamente
a aquel individuo con mayor riesgo de morir por COVID-19, es ideal maximizar la
sensibilidad, pues el objetivo es identificar adecuadamente a los que estan en mayor
riesgo de morir. Vemos también, que nuestro marcador NLR tiene el mismo punto de
corte cuando el método usado es el indice de Youden que cuando es el de maxima
sensibilidad. Esto porque el indice de Youden da el valor que optimiza la capacidad
discriminadora del biomarcador, dando igual peso o valor a la sensibilidad y a la
especificidad (135). El que NLR tenga el mismo punto de corte con Youden que con el
método de sensibilidad maximizada es un refuerzo para su idoneidad como marcador

discriminador de muerte en pacientes COVID.

Otro hallazgo de nuestro estudio fue la mayor proporcién de hombres en el grupo de
fallecidos en comparacion con las mujeres. Otros estudios han encontrado patrones

similares al de nuestro, con respecto al riesgo que tiene el sexo masculino para tener
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mayor prevalencia a contagiarse por COVID-19 (136). Esta mayor predisposicidon puede
deberse a causas genéticas, inmunoldgicas e incluso por el estilo de vida.
Genéticamente, el individuo masculino expresa en mayor cantidad el receptor ACE2 -
necesario para la uniéon e invasién del virus SARS-CoV-2 a nuestras células - en
comparacion a la mujer, haciéndolo mas susceptible al contagio. Esto también se
presenta entre diferentes etnicidades (136). De la misma manera, un estudio
estadounidense, con mas de 300 mil adultos, determind que el sexo masculino es un
factor predictor para la hospitalizacion y muerte por esta enfermedad. Ellos postulan el
posible rol protector de las hormonas sexuales femeninas (estréogenos) sobre la
respuesta inmune (137). El estudio anterior respalda esta teoria, ya que menciona que,
durante la edad reproductiva de la mujer, la mujer es mas resistente a contraer
infecciones. Asimismo, un estudio en ratones demostré que los estrégenos bloqueaban

el desarrollo de la infeccién por SARS-Cov-2 en ratones hembra (136).

En nuestra investigacién también se reporté una diferencia significativa entre la edad de
los individuos que no sobrevivieron al virus. Aquellos individuos mayores a 61 afios
tenian mayor tendencia a morir. Este resultado es consistente con otras publicaciones
gue asocian la severidad y muerte por esta infeccidn con la edad. Se ha demostrado que
la edad por encima de 60 afios tiene un riesgo mas alto de morir por COVID-19 que la
poblacién joven. La predisposicion de este grupo etario a no poder superar la

enfermedad se debe a un sistema inmune, respiratorio y cardiaco debilitado (138,139).

Otro factor importante es la presencia de comorbilidades, especificamente la cantidad
de comorbilidades que tenia cada paciente al momento del ingreso al hospital Cayetano
Heredia. Es de gran importancia resaltar que pacientes que ingresaron al hospital con
enfermedades autoinmunes fueron excluidos de la cohorte, ya que podrian interferir y
actuar como un factor confusor en el estudio. Las comorbilidades que mas se
presentaron entre los pacientes fueron: obesidad, diabetes mellitus Il, hipertension
arterial y asma. Los pacientes que fallecieron padecian de: hipertensién arterial,

diabetes mellitus Il, obesidad grado I, Il y lll, y asma. La mayor parte de los individuos
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(40% y 17%) presentaron 1 o 2 comorbilidades respectivamente. De ellos, solo 4

pacientes con 1 comorbilidad (40%) y 4 con 2 comorbilidades (40%) fallecieron.

La variacidon que ocurre sobre el conteo plaquetario durante la infeccién por SARS-CoV-
2 aun se encuentra en discusion, ya que algunos estudios reportan que no existe una
diferencia significativa segln la severidad de la infeccién; en cambio otros concluyen lo
contrario (63,67,95,98,100,101). Segun los resultados de nuestro estudio, el conteo
plaquetario disminuye y se desarrolla una condicién llamada trombocitopenia. Esta se
caracteriza por la hiperactividad de las plaquetas y luego el consumo y reduccion de
ellas. Esto concuerda con multiples estudios publicados recientemente, donde
demuestran que la mayor parte de los pacientes COVID-19 con cuadros clinicos severos
desarrollan esta condicién plaquetaria (140,141). En este estudio la amplitud de
distribucidn eritrocitaria (ADE) mostré un aumento significativo en el grupo de fallecidos
(p=0.008). A pesar de su significancia estadistica, no se utilizé como variable confusora
ya que no se conoce exactamente si su incremento se debe al proceso inflamatorio
ocasionado por el COVID-19 o si el paciente ya tenia una variacidn preexistente ya sea
por anemia, disfuncion tiroidea, malnutricion, deficiencia vitaminica o por la edad del

paciente (142,143).

Otro hallazgo interesante es la terapia recibida previo a la hospitalizacién. La mayoria de
pacientes usaron corticoides como dexametasona y prednisona para tratar la infeccién
e inflamacién causada por el SARS-CoV-2. Este tipo de medicamento tiene un efecto
anti-inflamatorio, de manera que suprime genes inflamatorios como citoquinas,
quimioquinas, enzimas, receptores y proteinas (144). Sin embargo, la aplicacion de
corticoides en la enfermedad COVID-19 aun sigue en estudio. Recientes investigaciones
reportan que el uso podria tener riesgos como el desarrollo de una infecciéon secundaria
o la prolongacién de la replicacidén viral y esto dependeria del tiempo en el que se dé el
medicamento (145). Otras investigaciones determinan que el uso de corticoides
muestra un desenlace positivo ante un cuadro severo de COVID-19, ya que se debe
enfrentar la condicion de hiper-inflamacion que generalmente se presenta en la

tormenta de citoquinas (146).
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Entre los tres biomarcadores aplicados en este estudio, que representan el estado
inflamatorio del organismo, el que mejor resultados dio fue el biomarcador NLR. Esto se
debe a que refleja la relacion entre la respuesta inmune innata y la adaptativa. En
nuestro estudio los niveles de NLR aumentaron y esto se genera por una incorrecta
homeostasis entre estas dos respuestas: se genera la hiperactivacién del sistema innato
y supresién del adaptativo (147). Este desbalance se puede explicar porque los
neutrdfilos tienen la funcién de secretar citoquinas; estas moléculas como consecuencia
reclutan a mas neutroéfilos al sitio de inflamacién, que en el caso del COVID-19 seria
principalmente a nivel pulmonar, es decir hay un aumento en la cantidad de neutrdfilos
(147). Sin embargo, la sobreexpresion de citoquinas en este tejido puede generar mayor
inflamacién y dafio agudo en los pulmones, por lo tanto, desencadena un cuadro clinico
severo (3,147). La supresidn de la respuesta adaptativa por los linfocitos se debe a que
algunos virus tienen mecanismos especializados para inactivar la funcién y/o replicacion
de estas células de defensa. Por ello, con una concentracidon reducida de linfocitos la
eliminacion del patégeno se ve afectada y esto lleva a una infeccién mas grave, por una
falta de respuesta (147). Asimismo, se postula que la hiperactivacién de neutréfilos y
supresidn de linfocitos podria provocar una tormenta de citoquinas, que empeoraria el

cuadro clinico(3).

El ratio neutrdfilo — linfocito es un biomarcador que ya ha sido estudiado extensamente
y se ha determinado como factor predictor para varias enfermedades e infecciones; de
este estudio se reporta que el NLR es un factor predictor para la muerte por COVID-19.
Asimismo, se debe aprovechar la utilidad de este biomarcador, por su facil accesibilidad,
rapida obtencidn mediante el hemograma automatizado y bajo costo. Otra fortaleza es
gue -hasta donde sabemos- este estudio ha sido el primero en estudiar el factor
predictor de los tres biomarcadores, NLR, PLR y VPM sobre una poblaciéon peruana y
asociarlos con la mortalidad, y no solo a la severidad de la enfermedad. Cabe mencionar
gue recientemente se han publicado dos estudios que asocia solamente el indice
linfocitario (NLR) y el riesgo de muerte en una poblacién de Huancayo (Gonzéles Alvarez,
2021)y la otra de Puno (Alvarez Jove, 2021), mas no los marcadores inflamatorios PLR y

VPM (148,149). Los hallazgos de la edad, sexo y punto de corte del valor de NLR de
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nuestro estudio coinciden con los resultados de las tesis publicadas. Gonzales Alvarez
(2021) reporta una edad promedio de los pacientes fallecidos de 59 afios y Alvarez Jove
(2021) menciona una edad de 61 afios, muy similares a nuestro promedio. Estos estudios
también presentan una mayor proporcion de hombres fallecidos por la enfermedad de
COVID-19 en su cohorte (148,149). Por tltimo, el estudio de Gonzéles Alvarez determina
un punto de corte de NLR de 8.1 y este valor se asemeja al que se calculd para nuestro
estudio que fue de 8.91, sin embargo el de Alvarez Jove muestra un punto de corte de

3.38 para este indice (148,149).

Nuestro estudio también presenta limitaciones, la principal es el pequefio tamafio
muestral. La cantidad de pacientes incluidos en el estudio no es suficiente para hacer
conclusiones definitivas sobre la totalidad de la poblacién peruana. Esto se ratifica con
la potencia estadistica, si bien nuestro estudio no encontré diferencias significativas en
PLR y VPM, la potencia estadistica del tamafio muestral usado es baja (~ 25%), cuando
la del marcador NLR es superior al 95%. Esto significa que la no diferencia vista en este
estudio puede deberse a que la muestra no fue suficiente para estos dos biomarcadores.
Por esta razén se recomienda a futuros investigadores realizar una réplica de este
estudio a una mayor escala sobre la poblacion peruana. De la misma manera, se puede
considerar que la falta de computarizacién de las historias clinicas y desorganizacion del
sistema de salud publico dificulté la busqueda y llenado de todos los datos de los

pacientes, finalmente afectando el analisis estadistico.

Por tanto, de llegar un paciente COVID para atencién hospitalaria con un NLR de 8.9160,
podria clasificarlo como paciente de alto riesgo. Este tamizaje temprano permitira una
atencién especializada para evitar desenlaces adversos. Este resultado coincide con
multiples estudios que determinan el valor prondstico de NLR sobre severidad y

mortalidad debido a la COVID-19, en los que varia entre 6 y9 (77,150,151).

La pandemia de COVID-19 que surgié en Wuhan — China en los ultimos meses del afio
2019, actualmente se ha esparcido por todo el mundo provocando millones de casos

con cuadros clinicos severos que requieren de hospitalizacidn y finalmente terminan en
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muerte. El SARS-CoV-2 es un virus que tiene alta transmisibilidad entre individuos por
su mecanismo sencillo de contagio, a través de goticulas que se esparcen al hablar,
estornudar y toser (11). A pesar de la implementaciéon de medidas de contencién
estrictas desde el primer dia que se declaré el Estado de Emergencia, el Peru se ubicé
dentro de los 20 paises con mas contagios por COVID-19 en el mundo durante multiples
meses del afio 2020 y 2021. De la misma manera, el Peru fue el pais con mayor tasa de
caso positivo — fatalidad y actualmente se encuentra en segundo lugar, con una tasa de
9.0% (122). En nuestro pais, el COVID-19 ha ocasionado aproximadamente 2.234
millones de casos, los cuales 201 144 terminaron en fallecimientos (30 de noviembre del
2021) y esto se debe a que el sistema de salud del pais no ha sido el 6ptimo para afrontar
una enfermedad de esta magnitud (122). La identificacidn y la implementacién de un
marcador de mortalidad, que sea asequible en términos econdmicos y de
implementacidn, seria una gran herramienta para el tratamiento de pacientes COVID-

19, el ratio neutrdfilo linfocito, se perfila para serlo.

10. Conclusiones

e El ratio neutréfilo/linfocito se perfila como potencial predictor de mortalidad de
pacientes COVID-19. Sin embargo, el ratio plagueta linfocito y el volumen
plaquetario medio no muestran buen desempeiio predictivo.

e Existe una diferencia significativa en las concentraciones de NLR entre el grupo
de fallecidos y sobrevivientes; presentando un aumento en los niveles de NLR en
los pacientes COVID-19 fallecidos.

e Niveles elevados del ratio neutroéfilo/linfocito en el ingreso hospitalario estan

asociados a mortalidad por SARS-CoV-2.

11. Financiamiento

El estudio principal SIDISI #202329 fue financiado por “Proyectos de Investigacion en
COVID-19: INS 2020-I” el cual fue aprobado con Resolucion Jefatural N°112-2020-J-
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