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RESUMEN

Introduccion: COVID-19, se caracteriza por un espectro clinico heterogéneo. La
interleucina-6 (IL-6) es la citocina clave en la fisiopatologia, pero no todos los
pacientes presentan elevacion, lo que sugiere la existencia de otros fenotipos.
Estratificar el rol de la IL-6 permitira definir los fenotipos y orientar terapias
personalizadas. Métodos: Se realiz6 un estudio observacional, analitico, transversal
y retrospectivo en 100 pacientes con COVID-19 severo del Hospital Nacional
Edgardo Rebagliati Martins (mayo - agosto 2020). Se clasificaron tres fenotipos
basados en parametros clinicos, radioldgicos e inmunolégicos. Se cuantificaron
niveles séricos de IL-6 y se analizaron asociaciones con biomarcadores
inflamatorios y mortalidad mediante pruebas estadisticas robustas y curva de ROC.
Resultados: El fenotipo 1 presentd niveles elevados de IL-6 (275 pg/mL) en
comparacion con fenotipo 2 (13 pg/mL) y fenotipo 3 (39 pg/mL) (p < 0.001). IL-6
> 40 pg/mL se asocié a mayores niveles de neutréfilos (p = 0.019) y ferritina (p =
0.040), sin diferencias significativas para PCR y Dimero D. La mortalidad fue
mayor en fenotipo 1 (60.9%), seguida de fenotipo 3 (29.17%) y fenotipo 2 (12.05%)
(p < 0.001). El analisis ROC mostro AUC: 0.83 (IC 95%: 0.734-0.931) para IL-6
como predictor de mortalidad, con Youden: 22.31 pg/mL (sensibilidad 82.6%,
especificidad 77.0%). Conclusiones: IL-6 constituye un biomarcador prondstico y
discriminador del fenotipo 1, caracterizado por perfil hiperinflamatorio y mayor
mortalidad. Se asocia con elevacion de neutrofilos y ferritina, esto respalda la
estratificacion inmunoldgica como herramienta en la toma de decisiones y establece

una base para investigaciones futuras.
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Tormenta de citocinas.



ABSTRACT

Introduction: COVID-19 is characterized by a heterogeneous clinical spectrum.
Interleukin-6 (IL-6) is a key cytokine in its pathophysiology; however, not all
patients exhibit elevated levels, suggesting the existence of distinct phenotypes.
Stratifying IL-6 expression may help define clinical phenotypes and optimize
personalized therapies. Methods: We conducted an observational, analytical,
cross-sectional, and retrospective study including 100 adults with severe
COVID-19 admitted to the Internal Medicine Service at Hospital Nacional Edgardo
Rebagliati Martins (May—August 2020). Patients were classified into three
phenotypes according to clinical, radiological, and immunological parameters.
Serum IL-6 concentrations were quantified, and associations with inflammatory
biomarkers and mortality were analyzed using robust statistical tests and ROC
curve analysis. Results: Phenotype 1 exhibited markedly elevated IL-6 levels
(mean 275 pg/mL) compared with phenotype 2 (13 pg/mL) and phenotype 3 (39
pg/mL) (p < 0.001). IL-6 values > 40 pg/mL were associated with higher neutrophil
counts (p = 0.019) and ferritin (p = 0.040), but not with CRP or D-dimer. Mortality
was significantly higher in phenotype 1 (60.9%), followed by phenotype 3 (29.2%)
and phenotype 2 (12.1%) (p < 0.001). ROC analysis for IL-6 predicting mortality
showed an AUC of 0.83 (95% CI: 0.734-0.931), with an optimal Youden cutoff of
22.3 pg/mL (sensitivity 82.6%, specificity 77.0%). Conclusions: IL-6 is a robust
prognostic biomarker and a discriminator of phenotype 1, characterized by a
hyperinflammatory profile and higher mortality. Its association with neutrophils
and ferritin supports immunological stratification as a valuable tool for clinical

decision-making and provides a rationale for future multicenter validation studies.
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I: INTRODUCCION

Antes del brote del sindrome respiratorio agudo severo (SARS) en 2002 durante el
cual los coronavirus (CoV) demostraron su capacidad de propagacion epidémica y
su patogenicidad en humanos, estos virus eran considerados principalmente como
agentes causales de enfermedades respiratorias y gastrointestinales leves®. En las
dos ultimas décadas, tres betacoronavirus emergentes - el coronavirus del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS-CoV), el coronavirus asociado al sindrome
respiratorio del Oriente Medio (MERS-CoV) y el SARS-CoV-2 - han cruzado la
barrera de especies causando brotes de gran magnitud en humanos, caracterizados
por elevadas tasas de letalidad?2. La forma mas reciente de coronavirus patoégeno
humano (hCoV) es el SARS-CoV-2, agente etioldgico de la enfermedad COVID-
19. En el momento de la presentacion de este proyecto de tesis (junio 2020), la
pandemia por COVID-19 causada por SARS-CoV-2 habia infectado a mas de 6.26
millones de personas en todo el mundo y ocasionado mas de 375 mil defunciones®.
En el Per(, de acuerdo con los reportes oficiales del ministerio de salud (MINSA)
correspondiente a ese mismo periodo se habian confirmado mas de 170 mil casos

positivos y alrededor de 4 600 fallecidos.

COVID-19 se caracteriza por un curso muy variable. Si bien la mayoria de los
pacientes no presentan ninguna sintomatologia o experimentan solo sintomas leves,
cerca del 20% desarrolla una progresion grave de la enfermedad llegando hasta la
insuficiencia respiratoria severa. Sin embargo, llama la atencion que muchos
pacientes no muestran signos de dificultad respiratoria, a pesar de la hipoxemia
severa en el analisis de gases arteriales®. Los analisis retrospectivos recientemente

publicados proporcionan una caracterizacion detallada de COVID-19 e identifican



variables asociadas con la gravedad de la enfermedad y la alta mortalidad®’. En
muchos aspectos, COVID-19 severo puede considerarse como una condicion hiper
inflamatoria inducida por el virus y la consecuente desregulacion del sistema
inmune, activando severamente la respuesta inflamatoria produciendo afectacion
multiorganica debido a la tormenta de citocinas®. De estas diversas citocinas, la
presencia de niveles circulantes elevados de IL-6 parece ser clave y esta
estrechamente relacionada con la gravedad de la enfermedad no solo en COVID-
199, sino también en otras infecciones, como influenza H7N9 de origen aviar'® o la

influenza H1N1 estacional comdn AL,

A pesar de ello, observamos que no todos los pacientes con enfermedad severa
cursan con elevacion de IL-6, por lo que planteamos la hipotesis de que existen
diferentes fenotipos clinicos, uno de ellos determinado por elevacion predominante
de IL-6, el cual fisiopatol6gicamente seria responsable del cuadro de inflamacion
severa. Publicaciones previas han definido fenotipos clinicos en funcion a la
capacidad elastica del pulmén y su acoplamiento al ventilador mecénico, otro en
funcién al grado de hipoxemia caracterizada por la saturacion de oxigeno, pero
hasta la fecha ningun estudio relaciona el nivel de citoquina inflamatoria ni el tipo

de citoquina inflamatoria con el fenotipo clinico.

La evidencia actual, y lo observado en nuestra practica clinica, sugiere la existencia
de tres fenotipos clinicos, cada uno asociado a perfiles inmunoldgicos y de

citocinas especificas, que se asocian a enfermedad severa.



El fenotipo clinico 1 caracterizado por dificultad respiratoria severa con
compromiso pulmonar mayor al 50 % acompariado de concentraciones elevadas de
citocinas inflamatorias, ferritina y proteina C reactiva (PCR), junto con un puntaje

H-Score aproximado del 80%, sin elevacion de Dimero D.

El fenotipo clinico 2 presenta asimismo dificultad respiratoria severa, con
compromiso pulmonar menor al 50%. Con Dimero D elevado y puntaje de
coagulacién de la Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia (ISTH)
mayor a 5, elevacion de IL-1p, ferritina y PCR, lo que predispone a coagulopatia

predominando un perfil trombdtico.

El fenotipo clinico 3 corresponde a pacientes con dificultad respiratoria severa con
compromiso pulmonar mayor a 50%, concentraciones bajas de ferritina, PCR y
Dimero D. Este grupo podria mostrar elevacién de IL-7, sugeriendo una respuesta

inmunitaria distinta a otros fenotipos.

Los estudios que relacionan la gravedad de la enfermedad con el valor de IL-6 no
distinguen las caracteristicas especificas de los pacientes graves por esta causa
(elevacion de IL-6) y lo consideran como factor asociado a la gravedad, pero no
como parte de la fisiopatologia de la enfermedad. Por lo que caracterizar los niveles
de elevacion de IL-6 en pacientes con SARS-CoV-2 severo hospitalizados en el
servicio de Medicina Interna del Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins y
determinar el fenotipo clinico especifico en relacion a la IL-6 nos permitira tratar a
los pacientes de forma individualizada, disminuyendo el porcentaje de ingreso a la
unidad de cuidados intensivos (UCI) y disminuyendo también la mortalidad de los

mismos.



.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

COVID-19 se caracteriza por un curso clinico muy variable. El porcentaje de
pacientes que desarrolla enfermedad grave o requieren soporte ventilatorio varia
segun la poblacion de referencia: en series poblacionales iniciales reportaron que

un 13.8% evoluciond a enfermedad grave y el 6.1% a enfermedad critica®?

Dada la condicion inflamatoria de los estadios avanzados de la infeccion, se han
evaluado diversas citocinas. La presencia de niveles circulantes elevados de IL-6
parece ser clave y estd estrechamente relacionada con la gravedad de la
enfermedad®.  Sin embargo, el hecho de que haya pacientes que cursan con
enfermedad moderada y grave pero cuyos valores de IL-6 en suero no sean
elevados, hace suponer que su patron inflamatorio obedece a una predominancia de
otras citocinas, aun cuando hay IL-6, no alcanzan a los valores que se esperaria de
acuerdo con la gravedad del cuadro. Estos pacientes muchas veces son tratados con
anticuerpos monoclonales para bloquear el receptor de IL-6 suprimiendo
innecesariamente la respuesta inmune y exponiendo al paciente a infecciones

oportunistas intrahospitalarias que podrian comprometen su vida.
1.2 JUSTIFICACION

La fisiopatologia de la alta patogenicidad para SARS-CoV-2 no ha sido
completamente entendida. Los primeros estudios demostraron que hay un aumento
excesivo de moléculas proinflamatorias en suero (p. ej., IL-1pB, IL-6, IL-7, 1L-12,
IFNy, IP10 y MCPI), y esto se ha asociado con inflamacion y compromisos
pulmonares graves en pacientes con SARS®. La evidencia sugiere que un subgrupo

de pacientes con COVID-19 grave podria presentar un “sindrome de tormenta de



citocinas™*. En la tormenta de citocinas posterior a una infeccién, comienza con
la incapacidad del huésped para eliminar la carga viral por mecanismos de evasion
del virus, lo que activa una respuesta exagerada compensatoria, luego, las células
del sistema inmune innato reconocen una estructura del microorganismo (virus en
este caso) denominado patrén molecular asociado al patogeno (PAMP), que posee
el organismo invasor; sin embargo, hay que aclarar que compuestos propios
derivados de nuestro organismo asociados al dafio pueden activar igualmente la
inmunidad innata (DAMP). Los receptores en las células fagociticas del huésped
que reconocen estos PAMP o DAMP se conocen como receptores de patrones de
reconocimiento (PRR), de los cuales hay diferentes categorias; los que mas
conocemos son los Toll-like receptor (TLR), también estan los Nod-like receptors
(NLR) entre otros. Estos receptores se encuentran en la superficie de las
membranas, en el citosol o de forma soluble®®. Una vez que se une el PAMP al
receptor PRR, se activa y se produce una cascada de sefializacion, que da como
resultado la expresion de citocinas proinflamatorias. Esta produccion de citocinas
es muy importante porque desempefia un papel vital durante la primera fase de la
infeccion. Estas moléculas protéicas actlan como sefiales para el sistema
inmune, regulando la duracién y la gravedad de la respuesta inmune frente al dafio
o0 a la infeccion. Dependiendo de la citocina especifica que ha sido secretada, su
funcién puede ser activar (proinflamatorio) o regular (antiinflamatorio) la respuesta
inmunoldgica del huésped?®. Se ha descrito que SARS-CoV-2 induce la liberacion
de una gran cascada de citocinas dentro de las cuales esta la IL-13, asi como la IL-
6, IL-7, por esta razdn, la supresion de estas citocinas ha sido considerada un opcién

de tratamiento’. Un perfil de citocinas asociado con el sindrome respiratorio severo



se asocio con la gravedad de COVID-19, caracterizada por aumento de IL-2, IL-7,

CFS-GM, INFy, IP10y, MCP1la y TNFa'é.

Durante la pandemia se trato a todos los pacientes de la misma forma, y actualmente
se usan anticuerpos monoclonales en los pacientes criticamente enfermos en
ventilacién mecanica y con mala evolucion clinica. En muchos casos se usan
anticuerpos monoclonales contra el receptor de IL-6 lo que podria poner en riesgo
a los pacientes con un perfil de citocinas diferente. Identificar el fenotipo clinico
asociado a elevacion de I1L-6 para poder aplicar una terapia personalizada podria

mejorar el prondstico y disminuir los efectos adversos de la terapia biologica.

1. OBJETIVOS

11.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar la relacion de IL-6 con los fenotipos clinicos uno, dos y tres en pacientes
con COVID-19 severo hospitalizados en el servicio de Medicina Interna del

Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins durante mayo — agosto del 2020.
11.2 OBJETIVO ESPECIFICO

1. Caracterizar los niveles de elevacion de IL-6 en pacientes con COVID-19
severo segun fenotipo clinico.

2. ldentificar la relacion entre los biomarcadores inflamatorios (neutrdfilos,
PCR, ferritina, DHL, Dimero D) y la IL-6 en los pacientes con COVID-19
Severo.

3. Determinar la relacion de la IL-6 con la mortalidad y alta hospitalaria en los

pacientes con COVID-19 severo.



I11. MARCO TEORICO

SARS-CoV-2 es un virus que produce desde cuadros asintomaticos hasta
enfermedad severa, la hipoxemia severa refleja el compromiso critico a nivel
gasométrico y clinico del paciente; entre las formas severas tenemos al sindrome de
dificultad respiratoria aguda (SDRA), la coagulacion intravascular diseminada

(CID), el sindrome hemofagocitico o linfohistiocitosis hemofagocitica (HLH).

El SDRA se caracteriza por una presentacion inflamatoria y difusa del tejido
pulmonar que se asocia a tasas elevadas de mortalidad sin tratamiento vy
reconocimiento oportuno. El CID se caracteriza por la alteracion en la cascada de
la coagulacion produciendo fendmenos trombdticos y/o hemorrégicos; este cuadro
puede presentarse de forma aguda constituyendose una emergencia, 0 COmo un
proceso crénico subclinico. EI HLH es la activacion inmunoldgica excesiva, de
origen primario (genético) o secundario a infecciones como el SARS-CoV-2,
produce liberacion masiva de mediadores inflamatorios que desregulan la

homeostasis inmunoldgica.

Las citocinas son proteinas con capacidad reguladora que realizan la comunicacion
intercelular para modular la proliferacion, diferenciacion, quimiotaxis, crecimiento
tisular y secrecion de molecular efectoras; la produccion se realiza por linfocitos,
macrofagos activados, neutrofilos, células endoteliales y epiteliales, adipocitos,
miocitos y fibroblastos. En la infeccion por SARS-CoV-2, la desregulacion en la
produccion de citocinas produce el sindrome de liberacion de citocinas, la IL-6 es

el principal mediador implicado en la tormenta de citocinas.



Conti P, et al, reportaron que cuando el SARS-CoV-2 infecta el tracto respiratorio
superior e inferior puede causar un sindrome respiratorio leve o severo con la
consiguiente liberacion de citocinas proinflamatorias, incluidas la IL-1 y la IL-6.
SARS-CoV-2 provoca la liberacion de pro-IL-1p que se escinde por caspasa-1,
seguido de la activacion del inflamasoma y la produccién de IL-1f activo que es un
mediador de la inflamacion pulmonar, fiebre y fibrosis. La supresion de los
miembros proinflamatorios de la familia IL-1 e IL-6 tiene un efecto terapéutico en
muchas enfermedades inflamatorias, incluidas las infecciones virales. La citocina
IL-37 tiene la capacidad de suprimir la respuesta inmune innata y adquirida y
también la de inhibir la inflamacion al actuar sobre el receptor de IL-18Ra. 1L-37
realiza su actividad inmunosupresora actuando sobre mTOR y aumentando la
adenosina monofosfato (AMP) quinasa. Esta citocina inhibe las moléculas del
complejo de histocompatibilidad de clase 1l (MHC) y la inflamacién en
enfermedades inflamatorias al suprimir MyD88 y posteriormente IL-1p, IL-6, TNF
y CCL2. La supresion de IL-1B por IL-37 en estado inflamatorio inducido por
SARS-CoV-2 puede tener un nuevo efecto terapéutico previamente desconocido.
Otra citocina inhibitoria es 1L-38, la citocina més nueva de los miembros de la
familia IL-1, producido por varias células inmunes, incluidas las células B y los
macrofagos. IL-38 también es una citocina supresora que inhibe IL-1p y otros

miembros de la familia de IL proinflamatorios™®.

Tobias Herold, MD, et al, han demostrado que el nivel maximo de IL-6, asociado
con niveles altos de PCR, fue altamente predictivo de la necesidad de ventilacion

mecanica. Esto sugiere la posibilidad de utilizar el nivel de IL-6 o PCR para guiar



la intensificacion del tratamiento en pacientes con sindrome hiperinflamatorio

relacionado con COVID-19%,

Gattinoni et al. proponen que las distintas manifestaciones clinicas de la neumonia
por SARS-CoV-2 observadas al ingreso hospitalario dependen de la interaccion de
tres elementos clave: (1) la intensidad del proceso infeccioso, la respuesta
inmunoldgica del huésped y sus comorbilidades; (2) la magnitud de la respuesta
ventilatoria frente a la hipoxemia; y (3) el intervalo entre el inicio de sintomas y la
evaluacion clinica. Esta interaccién genera un espectro temporal de enfermedad
representado por dos fenotipos principales: tipo L, con baja elastancia, baja relacion
ventilacidn-perfusion y baja reclutabilidad; y tipo H, con alta elastancia pulmonar,
alta reclutabilidad, alta permeabilidad vascular pulmonar y elevada respuesta

inflamatoria?®.

Fang Liu, et al, evaluaron a 140 pacientes con COVID-19 y reportaron elevaciones
en los niveles de biomarcadores inflamatorios al ingreso hospitalario: IL-6 en 95
pacientes (67,9%), proteina C reactiva en 91 (65,0%) y procalcitonina (PCT) en 8
pacientes (5,7%). Estos hallazgos sugieren que IL-6 y PCR se elevan con mayor
frecuencia en fases tempranas de la enfermedad, mientras que la PCT permanece
normal en la mayoria, lo que puede indicar una infeccion predominantemente viral
sin coinfeccion bacteriana evidente al momento del ingreso. La proporcion de
pacientes con niveles elevados de IL-6, PCR y PCT fue significativamente mayor
en los pacientes con enfermedad severa que en el grupo de enfermedad modera. El
modelo de riesgo proporcional de Cox mostré que IL-6 y PCR podrian usarse como

factores independientes para predecir la gravedad de COVID-19. Ademas, los



pacientes con IL-6 > 32.1 pg / mL o PCR > 41.8 mg/L tenian mas probabilidades
de tener complicaciones graves. Por lo que concluyeron que los niveles séricos de
IL-6 y PCR pueden evaluar de manera efectiva la gravedad de la enfermedad y

predecir el resultado en pacientes con COVID-19%2,

Cassandra Calabrese, et al. Refieren que los casos graves de COVID-19 a
menudo son atendidos por un sindrome que se ha descrito como "tormenta de
citoquinas”, con algunas caracteristicas compartidas con el sindrome de
activacion de macrofagos. Una variedad de terapias experimentales dirigidas a este
estado hiperinflamatorio se estan aplicando en hospitales de todo el mundo. Entre
los tratamientos mas utilizados se encuentran los anticuerpos monoclonales
dirigidos contra la IL-6 o el receptor de IL-6. Los medicamentos anti-IL-6 se
utilizaron ampliamente de manera experimental y como terapia no autorizada para
pacientes con COVID-19 severo, Sin embargo, actualmente estos farmacos como
tocilizumab y sarilumab, han demostrado eficacia en ensayos clinicos y han sido
aprobados por agencias regulatorias internacionales para su uso en pacientes con

COVID-19 severo?,

Xia C., et al. Describieron que la IL-6 esta involucrada en el proceso de infeccion
por el virus de la hepatitis B (VHB). Refieren que siendo una citocina tipica
compuesta por 184 aminoéacidos, codificado en el cromosoma 7p21. Para las
personas sanas, los niveles séricos de IL-6 suelen ser demasiado bajos para ser
detectados. Sin embargo, la sintesis desregulada de IL-6 se ha descubierto en

enfermedades inflamatorias crénicas como la hepatitis B, la enfermedad de Crohn

10



y la artritis reumatoide. IL-6 también juega un papel importante en la replicacion

del VHB y en el desarrollo de la enfermedad de la hepatitis B?*.

Chen X., et al. Analizaron las caracteristicas clinicas de 48 casos de COVID-19
mostré que el ARN viral se demostro solo en el grupo critico y parecia reflejar la
gravedad de la enfermedad. Ademas, el nivel de citocina inflamatoria 1L-6 en
pacientes criticos aument6 significativamente, casi 10 veces mas que en otros
pacientes. Mas importante aun, el nivel extremadamente alto de IL-6 se
correlacion6 estrechamente con la deteccion de ARN viral (R = 0,902). Y
concluyeron que el ARN de SARS-CoV-2 (RNA viral) detectable en pacientes con
COVID-19 se asocié con una concentracion elevada de IL-6 y un prondstico
desfavorable. Debido a que la IL-6 elevada puede ser parte de una tormenta de
citoguinas mas grande que podria empeorar el resultado, la IL-6 podria ser un
objetivo terapéutico potencial para pacientes criticos con una respuesta inflamatoria

excesiva?>.

Gao et al. evaluaron el valor diagnostico de biomarcadores inflamatorios y
hematoldgicos en la identificacion temprana de COVID-19 severo. El estudio
incluy6 a 43 adultos, clasificados en grupo leve (n=28) y grave (n=15). Observaron
diferencias significativas entre ambos grupos respecto de los niveles de IL-6 ,
Dimero D, glucosa, tiempo de trombina, fibrindgeno y proteina C reactiva (p <
0.05). IL-6 mostré un umbral de 24.3 pg/L con un AUC de 0.795, mientras que el
Dimero D presenté un umbral de 0.28 pg/L y un AUC de 0.750. La combinacion
de ambos marcadores incrementd el AUC a 0.840. La especificidad diagndstica

utilizando ambos marcadores de forma secuencial fue de 93.3%, mientras que la
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sensibilidad mediante el andlisis paralelo alcanzé 96.4%. Estos hallazgos
evidencian el valor clinico de la deteccion conjunta de IL-6 y Dimero D en la

prediccion precoz de formas graves de COVID-19%.

Jordi Rello, et al. Describieron que los pacientes con COVID-19 presentan un
amplio espectro clinico. Mientras que la hipoxemia es el marcador de gravedad; las
diferentes estrategias de manejo deben personalizarse para cinco fenotipos
individuales especificos. Muchos pacientes intubados presentan fenotipo 4,
caracterizado por vasoconstriccion hipoxica pulmonar, que se asocia con hipoxemia
severa con distensibilidad pulmonar "normal” (> 40 ml - cm H20-1), representando
la probabilidad de trombosis microvascular pulmonar. El fenotipo 5 se caracteriza
por una baja distensibilidad pulmonar y niveles plasmaticos elevados de
procalcitonina, lo que sugiere la presencia de coinfeccion bacteriana o una lesion
pulmonar aguda secundaria al uso previo de ventilacion no invasiva. Esta
presentacion clinica representa un estado avanzado de deterioro respiratorio que

implica una fisiopatologia mas compleja y un enfoque terapéutico diferenciado?’.

IV. METODOLOGIA

IV.1 TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION

Se realizé un estudio observacional, analitico, transversal y retrospectivo.
IV.2 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

El trabajo de investigacion fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion

Especifico para COVID-19 del Seguro Social de Salud-Essalud (sin numero). Y por
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el Comité Institucional de Etica en Investigacion (CIEI) de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia con codigo SIDISI nimero 203341.

Se aplicd la ficha de recoleccion de datos en las historias clinicas y registros
electronicos de la institucion, se recopilo variables clinicas, laboratoriales y de
imagenologia de los pacientes hospitalizados con COVID-19 severo entre los meses

de mayo — agosto del 2020.

- Poblacién y Muestra: pacientes mayores de 18 afios, hospitalizados en el
servicio de Medicina Interna con diagnostico de COVID-19 severo
confirmado por prueba rdpida de antigeno y/o RT-PCR en hisopado
faringeo o nasal en el Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins entre
mayo - agosto del 2020.

- Criterios de seleccion

o Inclusién:
Pacientes con COVID-19 severo, segun criterios definidos en la
normativa RM 270-2020 MINSA.
o Exclusion:
= Pacientes que no cuenten con perfil de laboratorio completo.
= Paciente sin tomografia pulmonar.
= Pacientes con H.L.V
= Pacientes usuarios de corticoterapia cronica 0 terapia
biologica.
= Pacientes con insuficiencia respiratoria cronica.

= Pacientes con ERC terminal en hemodidlisis

13



Muestreo: Por conveniencia, incluyendo pacientes segun ingreso al servicio
de hospitalizacion con criterios de enfermedad severa.

Muestra: Todos los pacientes con COVID-19 severo hospitalizados en el
departamento de medicina Interna del Hospital Edgardo Rebagliati Martins
entre los meses de mayo — agosto del 2020 que cumplan los criterios de

inclusion.

Procesamiento de muestra: Previamente se dispuso de un kit de pruebas para
IL-6 Elecsys® Cobas e kit de la marca ROCHE, codigo 05109442190, caja
por 100 TESTS y su componente auxiliar IL-6# CS Elecsys® Cobas e,
marca ROCHE, cddigo 05109469190. Y los niveles séricos de IL-6 se
cuantificaron por el método de inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia utilizando el kit Elecsys® IL-6 de Roche,

compatible con el analizador Cobas e 411.

IV.3 PROCESAMIENTO DE DATOS Y PLAN DE ANALISIS

La informacién se recab6 con la ficha de recoleccion de datos, para el
procesamiento de datos estadisticos se utilizé el programa SPSS version 25. Se
realizd un analisis descriptivo de las variables, segln su naturaleza; las variables
categodricas se presentan en frecuencias, valor minimo y maximo. Se utilizo la
prueba robusta de ANOVA de Welch para evaluar si existe diferencia
estadisticamente significativa entre los fenotipos clinicos de COVID-19 severo,
respecto a la media de IL-6, luego se aplicé la prueba post hoc de Games — Howell

para identificar las diferencias entre grupos o fenotipos. La concentracién de IL-6
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se caracteriz6 en < 40 pg/mL y > 40 pg/mL; el punto de corte de 40 pg/mL
correspondid al umbral tedrico de referencia de acuerdo con estudios previos. Para
evaluar la asociacion entre la categoria de IL-6 y los biomarcadores inflamatorios
(PCR, HDL, ferritina, recuento absoluto de neutrofilos, y Dimero D), las variables
se analizaron segun su distribucion: si seguia una distribucién normal se aplico la
prueba de t de Student; en caso contrario se emple6 la prueba no paramétrica U de
Mann-Whitney. Se realiz6 un andlisis bivariado relacionando la variable
independiente y dependiente para encontrar su significancia estadistica. Para la
variable independiente mortalidad, de naturaleza cualitativa, se utilizo la prueba
estadistica de Chi Cuadrado. Para la mortalidad se utiliz6 la curva de ROC para
predecir el punto de corte optimo de Youden, AUC, IC, sensibilidad y

especificidad.

Los gréaficos fueron procesados en GraphPad Prism version 10.5.0 para Mac,

GraphPad Software.
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V RESULTADOS

Se identificaron 107 pacientes que tenian dosaje de IL-6 entre mayo y agosto del
2020, de los cuales 100 pacientes cumplieron con los criterios de seleccion; se
categorizaron los fenotipos clinicos de acuerdo con las caracteristicas especificadas.
La analitica descriptiva revela que la media de edad de los pacientes fue 57 afos,
78% de los cuales fueron varones, las comorbilidades relevantes fueron HTA 39%,

DM2 25% vy la tasa de mortalidad fue del 24 % (tabla 1).

Los tres fenotipos clinicos mostraron asimetria siendo sugestivo de mayor
dispersion y en el caso del fenotipo 3 leptocurtosis (14), no mostraron normalidad
(Shapiro Wilk p valor < 0.001) pero si heterogeneidad de varianzas (Levene p valor
<0.001) y diferencia estadisticamente significativa (prueba robusta de ANOVA de
Welch p valor < 0,001) entre los fenotipos clinicos 1,2 y 3. El fenotipo clinico 1
muestra niveles mas altos de IL-6 en comparacion con los otros dos fenotipos

clinicos (prueba de post hoc de Games — Howell p valor < 0.05) (tabla 2).
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demogréficas de los pacientes con SARS-CoV-

2 severo (n =100)

N %
Femenino 22 22
Masculino 78 78
Alta hospitalaria 76 76
Ingreso a UCI 7 7
Fallecido 24 24
DM2 25 25
HTA 39 39
EPOC - EPID 2 2
ERC 2 2
Secuela de ECV - Demencia 5 5
Consumo de tabaco y/o alcohol 0 0
Trabajador de salud 1 1
Fenotipo 1 23 23
Fenotipo 2 19 19
Fenotipo 3 58 58

*De los 7 pacientes que ingresaron a UCI (4 fueron dados de alta y 3 fallecieron)

La estadistica descriptiva de la tabla 1 muestra a 100 pacientes con SARS-CoV-2.
La mayoria de los pacientes fueron de sexo masculino (78%), mientras que el 22%
fue de sexo femenino; dentro de las comorbilidades, la HTA fue la mas frecuente
(39%), posterior a DM2 (25%). En relacién con los Fenotipo clinicos, el 23% como
Fenotipo 1, el 19 % como Fenotipo 2 y el 58 % como Fenotipo 3, siendo este el

predominante en la poblacion estudiada.
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Tabla 2. Estadistica descriptiva de variables clinicas y biomarcadores

inflamatorios en pacientes con SARS-CoV-2 severo (n = 100)

N % Minimo Maximo Media DE

Edad 100 100 26 82 57.37 14.15
Neutrofilos 100 100 1023 26000 11269.6  5144.1
IL6 100 100 1.5 1073 88.53 189.05
DHL 100 100 133 801 358.95 117.24
Ferritina 100 100 71 6720 1210.91 1000.3
PCR 100 100 0.7 953 93.03 174.09
Dimero D 100 100 0.1 912 82.16 138.03

La tabla 2 muestra que la edad promedio fue de 57,37 + 14,15 afios con rango entre
26 — 82 afos. Los biomarcadores inflamatorios , el recuentro de netrofilos fue de
11 269,6 +£5144,1 cel/mm3; los niveles séricos de IL-6 mostraron media de 88,53
+ 189,05 pg/mL, con amplia dispersion de valores, lo que refleja la heterogeneidad
en la respuesta inflamatoria. La DHL presentdé media de 358,95 £117,24 U/L; la
ferritina mostré media 210,91 + 1999,3 ng/mL, mientras que la PCR su media fue

de 82,16 +138,03 ng/mL.
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Tabla 3. Comparacion post hoc de los niveles de IL-6 entre los fenotipos clinicos

1, 2 y 3 mediante la prueba de Games-Howell

Diferencia Error p Intervalo de confianza 95%
de media  estandar valor Inferior Superior
Fenotipo 1 Fenotipo 2 261.67 61.72 <.001 106.7 416.65
Fenotipo 3 235.64 63 0.003 78.32 392.96
Fenotipo 2 Fenotipo 1 -261.67 61.72 <.001 -416.65 -106.7
Fenotipo 3 -26.03 13.49  0.139 -58.43 6.36
Fenotipo 3 Fenotipo 1 -235.64 63 0.003 -392.96 -78.32
Fenotipo 2 26.03 13.5 0.139 -6.36 58.43

El analisis de la prueba post hoc Games — Howell fue utilizado por la heterogeneidad de varianzas,
mostré que los pacientes clasificados como fenotipo clinico 1 presentaron niveles séricos
significativamente mas altos de IL-6 en comparacién con los fenotipos clinicos 2 (A = 261.7; p <

0.001) y 3 (A =235.6; p = 0.003). Esto indica que el fenotipo clinico 1 se asocia con un perfil

inflamatorio intenso dependiente de IL-6.
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Gréafico 1. Media de IL-6 (pg/mL) segln Fenotipo clinico

(Intervalo de confianza al 95%; ANOVA de Welch y prueba post hoc de Games-
Howell)
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Los valores representan media + error estandar (EE) de las concentraciones séricas de IL-6 en los
tres fenotipos clinicos. El anélisis se realiz6 mediante ANOVA de Welch y prueba post hoc de
Games-Howell. El Fenotipo clinico 1 presentd una media de 275 £ 61.7 pg/mL, significativamente
mayor que la del Fenotipo clinico 2 (x 13 + 13.5pg/mL, p < 0.001) y del Fenotipo clinico 3 (x 39 +
13.0pg/mL; p < 0.003). No se evidenciaron diferencias significativas entre el Fenotipo clinico 2y 3
(p =0.139). Las barras de error representan el intervalo de confianza al 95% (IC 95%).

Se identificd una diferencia estadisticamente significativa en las concentraciones
séricas de IL-6 entre los tres Fenotipos clinicos (ANOVA de Welch, p < 0.001). El
analisis post hoc de Games-Howell mostr6 que el Fenotipo clinico 1 present6é una
media de IL-6 significativamente superior (275 + 61.7 pg/mL; p < 0.001) en
comparacion con el Fenotipo clinico 2 (13 + 13.5pg/mL) y con el Fenotipo clinico
3 (39 = 13.0pg/mL; p < 0.003). No se mostraron diferencias significativas entre los
Fenotipo clinico 2 y 3 (p < 0.139). Estos hallazgos indican que el Fenotipo clinico

1, presenta un perfil inflamatorio mas intenso y dependiente de IL-6 a diferencia de

los otros Fenotipos clinicos.
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Gréafico 2. Comparacion de biomarcadores inflamatorios segun niveles de IL — 6

(<40 vs > 40 pg/mL) en el total de pacientes (n=100)

1000~ DHL segiin nivel de IL-6 15 Dimero D segin IL-6 8000 - Ferritina segiin nivel de IL-6
800 g 2 6000
S e00 £ 10 2
o 2 4000
i‘ 400 [ | 974 ° a9 .n _‘_IE I
a g s 2 E 2000 ’
200 g ‘2 .wwo
0 T T 0 . T T 0 ] 1
<40 pg/mL > 40 pg/mL <40 pg/mL > 40 pg/mL <40 pg/mL > 40 pg/mL
IL-6 pg/mL IL-6 pg/mL IL-6 pg/mL
Neutréfilos segin nivel de IL-6
* 50— PCR segin nivel de IL-6
30000 p=0019

2 ' L4

; 20000 210

= - 13904 81 o 20

E 10000 " . / 8 28 +15

3 10

z

0 T T 0 T T
<40 pg/mL > 40 pg/mL <40 pg/mL > 40 pg/mL
IL-6 pg/mL iL-8 pg/ml

Los valores representan la media * error estdndar (EE) de los biomarcadores inflamatorios segln
niveles séricos de IL-6 ( <40 vs = 40 pg/mL). Se emple6 la prueba t de Student para comparar
ambos grupos. Solo el recuento de neutr6filos mostré diferencia estadisticamene significativa (p =
0.019), mientras que los demas marcadores (DHL, dimero D, ferritina y PCR) no presentaron
diferencias ( p > 0.05)

El ndmero de neutréfilos fue el Gnico marcador que mostrd diferencia
estadisticamente significativa entre los pacientes con niveles elevados de IL-6 (>
40 pg/mL) en comparacién con aquellos con I1L-6 baja (< 40 pg/mL) (t de Student,
p = 0.019). Este hallazgo respalda la hipdtesis de que niveles altos de IL-6 se
asocian a una respuesta inflamatoria neutrofilica; en cambio, los demas marcadores
inflamatorios (DHL, dimero D, ferritina y PCR) no mostraron diferencias
significativas entre ambos grupos (p >0.05). El andlisis se realiz6 considerando la

cohorte total de pacientes sin discriminar por Fenotipo clinico.
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Gréafico 3. Comparacién de biomarcadores inflamatorios en el fenotipo clinico 1

segun niveles de IL-6 (< 40 vs > 40 pg/mL)
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Los valores representan la media + error estandar (EE) de los biomarcadores inflamatorios segin
los niveles sericos de 1L-6 (< 40 vs > 40 pg/mL) en los pacientes del Fenotipo clinico 1. Se aplicaron
las pruebas t de Student y U de Mann-Whitney segln la distribucion de cada variable. Los
biomarcadores como, neutréfilos (p = 0.006), DHL ( p = 0.03) y ferritina (p = 0.04) mostraron
diferencias estadisticamente significativas, mientras que PCR y Dimero D no presentaron
diferencias (p > 0.05).

En el Fenotipo clinico 1, los valores de neutrofilos y ferritina fueron
significativamente mayores en los pacientes con IL-6 elevada (> 40 pg/mL) en
comparacion con aquellos con IL-6 baja (< 40 pg/mL) ('t de Student, p =0.04; U de
Man-Whitney, p = 0.006 y p = 0.003 respectivamente); los valores de DHL fueron
significativamente mayores con IL — 6 baja ( < 40 pg/mL) ( t de Student, p =0.003).
Este hallazgo sugiere que la IL-6 elevada se asocia a una respuesta inflamatoria mas
intensa dentro del Fenotipo clinico 1, caracterizada por neutrofilia y aumento de
ferritina. En contraste, la PCR ni Dimero D mostré diferencias significativas entre

ambos grupos (p > 0.05).

22



Gréafico 4 . Curva ROC de IL-6 para predecir mortalidad

Curva ROC de IL-6 con punto de corte 6ptimo (Youden)
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La curva ROC muestra el biomarcador IL-6 para discriminar entre pacientes fallecidos y no
fallecidos. EI AUC de 0.83 (IC 95%: 0.734 —0.931) indica buena capacidad discriminativa. El punto

de corte 6ptimo determinado por el indice de Youden fue 22.31 pg/mL, con sensibilidad de 82.6%

y especificidad de 77.0%.
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Tabla 4. Asociacion entre niveles de IL-6 y mortalidad

Fallecido p valor
IL6 < 40 (73 pacientes) 8 30.43%
IL6 > 40 (27 pacientes) 16 69.57% <0.001
Total 24 100%

Los pacientes con niveles de IL-6 elevados (> 40 pg/mL) representan el 69.6% de los fallecimientos
(16 de 24 pacientes fallecidos), mostrando una asociacién estadisticamente significativa entre los

niveles de IL-6 y la mortalidad (Chi-cuadrado p < 0.001).

Se observo una asociacién estadisticamente significativa entre los niveles séricos
de IL-6 y la mortalidad (Chi-cuadrado p < 0.001). Los pacientes con IL-6 elevda
(= 40 pg/mL) representaron el 69.6% de los fallecimientos (16 de 24 casos), en
comparacién con aquellos con IL-6 baja (< 40 pg/mL), quienes constituyeron solo
el 30.4% de los decesos. Estos resultados indican que la IL-6 elevada es un fuerte
predictor de mortalidad, lo que refuerza su rol como marcador prondéstico de

severidad en pacientes con SARS-CoV-2.
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Gréfico 5. Mortalidad segun fenotipo clinico (n=100)

Mortalidad segun
fenotipo clinico
3 50-
- 67.11% WM Fenotipo dinico 1
¥
2 58.33% —— B Fenotipo clinico 2
8 o4 ™ p<0.001 BE Fenotipo clinico 3
&
ke
g2
:E 40 29.17T%
E ™ 21.05%
‘E {18)
£ 20+ 12.05% 11.84%
k] (] 9)
B
D-
=2

Fallecido

Los valores representan el porcentaje y nimero absoluto de pacientes fallecidos y sobrevivientes en
cada Fenotipo clinico (n=100). Se observé una asociacion estadisticamente significativa entre el
Fenotipo clinico y la mortalidad (***chi cuadrado p < 0.001). El analisis post — hoc de residuos
ajustados mostré que la mortalidad fue significativamente mayor en el Fenotipo clinico 1 en
comparacion con los Fenotipos 2 y 3.

Se identifico una asociacion estadisticamente significativa entre el Fenotipo clinico
y la mortalidad (***chi cuadrado p < 0.001). Los pacientes del Fenotipo clinico 1
presentaron la mayor proporcion de mortalidad (58.3%), seguidos por los del
Fenotipo clinico 3 (29.2%). En contraste, el Fenotipo clinico 2 mostré una menor
proporcion de falleidos (12.1%), lo que sugiere una evolucion clinica favorable. El

andlisis post — hoc confirmé que la diferencia significativa se concentro entre el

Fenotipo clinico 1 frente a los Fenotipos 2 y 3.
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VI DISCUSIONES

Nuestro estudio, en pacientes hospitalizados con COVID-19 severo, aporta
hallazgos importantes sobre la asociacion entre los niveles séricos de IL-6 y los
fenotipos clinicos. Los niveles de IL-6 fueron significativamente mayores en el
fenotipo clinico 1, segun el analisis post hoc (Games-Howell, p valor < 0.001); la
media de IL-6 en este grupo fue de 275 pg/mL, lo que supera ampliamente el punto
de corte tedrico de 40 pg/mL. Por el contrario los fenotipos clinicos 2 y 3
presentaron medias de IL-6 de 13 pg/mL y 39 pg/mL respectivamente, sin
asociacion estadistica con estos fenotipos. Estos hallazgos concuerdan parcialmente
con la literatura previa. Conti et al. (2020) describen que la activacion del
inflamasoma desencadena una cascada imflamatoria mediada por IL-1p e IL-6,
contribuyendo a la inflamacién y a dafio pulmonar; Fang Liu et al. (2020) reportaron
elevacion de IL-6 en 67.9 % de pacientes con COVID-19 severo, asociada a mayor
severidad clinica. Chen et al. (2020) también observo niveles incrementados de IL-
6 en pacientes con enfermedd critica (r =0.902), lo que refuerza la relacion entre

inflamacién sistémica y gravedad clinica.

En nuestro andlisis de correlacion con marcadores inflamatorios, se encontro
asociacion significativa entre 1L-6 y el recuento absoluto de neutréfilos (t de
student, p = 0.019); otros marcadores inflamatorios evaluados (DHL, PCR,
ferritina, y Dimero D) no mostraron asociacion consistente en el andlisis global, sin
embargo algunos estudios previos reportan asociaciones distintas. Al focalizar el
analisis en el fenotipo clinico 1 — grupo con elevacion marcada de I1L-6 — se observo
asociacion significativa con ferritina (U Mann-Whitney, p =0.040) y neutréfilos (t

student, p = 0.006). En contraste los valores de DHL fueron significativamente
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mayores (T student, p = 0.003), en el grupo con IL-6 baja (< 40 pg/ml), este
comportamiento de la DHL puede explicarse considerando de que se trata de un
biomarcador inespecifico de dafio celular, cuya elevacion no depende
exclusivamente de la activacion del eje inflamatorio mediado por IL-6; Gao et al.
(2020) describieron una relacion del Dimero D con la gravedad, mientras que
Herold et al. (2020) y Fang Liu sefialaron elevacion del PCR en pacientes que

requirieron ventilacion mécanica.

Diversos estudios han puesto umbrales de IL-6 asociados a peores desenlaces: Liu
et al. (2020) identificaron valores de IL-6 > a 32.1pg/mL asociado a complicaciones
graves; Herold et al. (2020) relacionaron la IL-6 elevada con la necesidad de
ventilacién mecanica; Chen X et al. (2020) describieron una correlacion entre 1L-6
y carga viral y sugirieron un papel de la IL-6 en relacion al sindrome de liberacion
de citocinas, proponiendo a la IL-6 como marcador de desenlace critico. Gao Y et
al. (2020) reportaron alta sensibilidad y especificidad de I1L-6 para la forma severa

de la enfermedad.

La presencia de IL-6 > 40 pg/mL se asocid de forma significativa con la mortalidad
(prueba de chi cuadrado p<0.001); la mortalidad en el grupo con IL-6 > 40 pg/mL
fue de 69.57%. Asimismo, se observo una asociacion significativa entre el fenotipo
clinico y la probabilidad de fallecimiento (prueba de chi cuadrado p < 0.001): la
mortalidad fue de 58.33% en el fenotipo clinico 1, 12.05% en el fenotipo clinico 2
y 29.17% en el fenotipo clinico 3. Esto convierte a la IL-6 en un biomarcador
fundamental no solo para estratificacion pronoéstica, sino tambien para orientar

decisiones terapeuticas en escenarios de alta gravedad.
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Estas comparaciones se realizaron empleando inicialmente el punto de corte teorico
de 40 pg/mL. No obstante, nuestro analisis de curvas de ROC para la prediccion de
mortalidad mostro un area bajo la curva (AUC) de 0.83 (IC 95% 0.734 — 0.931),
con sensibilidad de 82.9% y especificidad del 97% en el punto de corte Optimo
(indice de Youden) de 22.31 pg/mL. En conjunto, estos hallazgos indican que, si
bien IL-6 > 40 pg/mL identifica un grupo de pacientes con elevada mortalidad, un
umbral méas bajo (=22.31pg/mL) podria mejorar la capacidad discriminatoria para

predecir riesgo de fallecimieto.

No obstante, es importante resaltar algunas observaciones: La asociacion entre IL-
6 y peor pronostico no implica necesariamente causalidad. Las diferencias en
puntos de corte reportados reflejan variabilidad de poblaciones, el momento de la
toma de muestra, métodos analiticos y criterios clinicos. Por tanto, aunque nuestros
datos sustentan el potencial de IL-6 como marcador prondstico y de estratificacion
de riesgo en pacientes con COVID-19 severo se requiere de mayor validacion

prospectiva.
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VII CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacion identifican a la IL-6 como herramienta de
estratificacion clinica y como biomarcador prondstico en pacientes con COVID-19
severo. Se observo una diferencia clara entre fenotipos clinicos en funcion de los
niveles de IL-6: el fenotipo clinico 1 estuvo asociado de forma significativa con
niveles mas elevados de IL-6 (275 = 61.7 pg/mL) en comparacion con los fenotipos

2y 3 (p <0.001).

Se encontr6 que niveles elevados de IL-6 (> 40 pg/mL) se asocian a valores
significativamente mayores de neutrofilos en el total de los pacientes (t student p =
0.019); y en el fenotipo clinico 1 mostré relacién significativa con los niveles de
neutrofilos y ferritina (t student p = 0.006), (U Mann-Whitney p = 0.040). Los
valores de DHL fueron significativamente mayores en el grupo con IL-6 baja (t
student p = 0.003). No se encontrd asociacion significativa entre IL-6 con PCR y
Dimero D (U Mann-Whitney p > 0.05), indicando que podrian depender de otros
ejes fisiopatoldgicos. La curva de ROC mostr6 valor predictivo de IL-6 para
mortalidad (AUC 0.83) lo que sugiere que IL-6 es un buen predictor de desenlace

fatal en esta poblacion (1C 0.73-0.93) (S 82.9% E 77%) (Youden 22.3 pg/mL).

Limitaciones: El estudio fue retrospectivo y se realizé en un solo centro, lo que
limita la generalizacion de los resultados. No se evaluaron otras citocinas, por lo

que la caracterizacion de los fenotipos clinicos podria ser parcial.

Recomendaciones: Se sugiere desarrollar estudios prospectivos y multicéntricos
que incluya un panel ampliado de citocinas con el fin de validar los criterios de

estratificacion planteados para personalizar el manejo clinico.
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Anexo 1. Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk aplicada a biomarcadores

inflamatorios (IL-6, PCR, ferritina, DHL, dimero D y neutréfilos)

p valor

IL6 <40 <.001

PCR IL6 >40 <.001

Ferritina IL6 <40 <.001*
IL6>40 0.23

IL6 <40 0.292

DHL IL6>40 0.177

. IL6 <40 <.001
DimeroD 40 <001
Neutrofilos IL6 <40 0.091
IL6 >40 0.694

Se evidencia distribucién no normal en la mayoria de los marcadores (p<0.005)
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