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RESUMEN

Introduccion: La pandemia ocasionada por la enfermedad del coronavirus 2019
representd un marco de crisis sanitaria, social y econdmica a nivel global, generando
grandes pérdidas humanas, por lo que surge la necesidad de determinar los factores
prondsticos, entre ellos algunos biomarcadores accesibles, rapidos y de bajo costo, que
puedan resultar utiles en predecir los casos potencialmente graves. Objetivo:
Determinar si el ratio neutréfilo linfocito predice la gravedad por COVID-19 segtn la
clasificacion de severidad del Ministerio de Salud. Materiales y métodos: Se realizo un
estudio de cohorte retrospectivo, mediante muestreo consecutivo se incluyd 200
pacientes con diagndstico confirmado de COVID-19 al ingreso por emergencias del
Hospital IIT EsSalud Chimbote, cuyo periodo de reclutamiento fue de febrero a mayo
del afio 2021 con un seguimiento de 30 dias. Se realiz6 un analisis multivariante con
regresion logistica binaria en el programa R Commander version 4.0.5 desarrollando un
modelo de entrenamiento para predecir el riesgo de gravedad del COVID-19 durante la
hospitalizacion. Resultados: Con una estrategia de construccion stepwise de atras hacia
adelante se obtuvo un modelo predictivo que incluy6 el ratio neutrofilo linfocito
(OR:1,14) ajustado a la lactato deshidrogenasa y la edad como predictores del
COVID-19 grave; mostrando una exactitud del 74% para un umbral de alto riesgo
mayor a 40% y un érea bajo la curva (AUC) de 0,83 (1C95%:0,78-0,88). Conclusion:
El ratio neutréfilo linfocito fue un predictor independiente del riesgo de desarrollar
COVID-19 grave.

Palabras clave: COVID-19; neutroéfilos; linfocitos; biomarcadores (Fuente: DeCs —
BIREME).
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ABSTRACT

Introduction: The pandemic caused by the coronavirus disease 2019 represented a
framework of health, social and economic crisis at a global level, generating great
human losses, which is why the need arises to determine the prognostic factors,
including some accessible, rapid and low-cost, which may be useful in predicting
potentially serious cases. Objective: Determine if the neutrophil-lymphocyte ratio
predicts the severity of COVID-19 according to the severity classification of the
Ministry of Health. Materials and methods: A retrospective cohort study was carried
out, using consecutive sampling, 200 patients with a confirmed diagnosis of COVID-19
were included upon admission for emergencies at Hospital III EsSalud Chimbote,
whose recruitment period was from February to May 2021 with a 30-day follow-up. An
multivariate analysis was performed with binary logistic regression in the R
Commander version 4.0.5 program, developing a training model to predict the risk of
COVID-19 severity during hospitalization. Results: With a stepwise construction
strategy from back to front, a model was obtained that included the neutrophil
lymphocyte ratio (OR: 1.14) adjusted to lactate dehydrogenase and age as predictors of
severe COVID-19; showing an accuracy of 74% for a high-risk threshold greater than
40% and an area under the curve (AUC) of 0.83 (95%CI:0.78-0.88). Conclusion: The
neutrophil-lymphocyte ratio was an independent predictor of the risk of developing
severe COVID-19.

Keywords: COVID-19; neutrophils; lymphocytes; biomarkers (Source: Mesh- NLM).
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INTRODUCCION

La enfermedad del coronavirus 2019 (COVID-19) causada por el coronavirus de tipo 2
ocasiona el sindrome respiratorio agudo severo reconocido por primera vez en Wuhan
(China) en diciembre 2019, logré extenderse por mas de 200 paises siendo declarado
como pandemia en marzo del 2020 por la Organizacion Mundial de la Salud ", hasta la
actualidad nos ha dejado grandes pérdidas humanas, situandonos frente a un marco de
crisis sanitaria, social y economica global .

América Latina representd una de las regiones mas afectadas, puesto que a mayo 2022
Brasil mostré alrededor de 670 mil fallecimientos, México 320 mil y en tercer lugar
Pera con alrededor de 210 mil muertes por COVID-19%. Segtin el Centro Nacional de
Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades del Ministerio de Salud a
diciembre 2022 en el Per existieron un total de 36 921 134 casos confirmados “” y el
Sistema Nacional de Defunciones report6 una tasa de letalidad del 9,11% que representd
una de las mas altas a nivel mundial ©.

El COVID-19, nos ha puesto en la necesidad de identificar biomarcadores prondsticos
de bajo costo, minimamente invasivos y alta disponibilidad para incluirse en los
protocolos asistenciales de nuestros centros de salud y mejorar la calidad de atencion;
realizdndose diversos estudios con parametros que son parte del hemograma
convencional como la presencia de leucocitosis, neutrofilia, linfopenia y
trombocitopenia; cuyo seguimiento nos permitiria ofrecer una mejor estadificacion y
pronostico de los pacientes afectados”; sin embargo, el grado de evidencia médica es
insuficiente. Asi por ejemplo autores como Basbus et al. ® y Escobar et al. @,
evidenciaron en estudios retrospectivos que los pacientes con ratio neutréfilo linfocito
(NLR) >3 al momento del ingreso tenian mas probabilidades de recibir un diagnostico
de neumonia grave. Gonzales "” en un estudio de casos y controles realizado en Pera
encontré resultados similares.

Liu et al. "V en uno de los escasos estudios prospectivos sobre esta problematica
determinaron que un NLR > 3,13 podia predecir el desarrollo de enfermedad grave por
COVID-19. Por otro lado, Xia et al. '® en un estudio de casos y controles mostraron
que el NLR es un factor de riesgo independiente para el COVID-19 grave

Rojo et. al. ¥ y Ramirez " en estudios retrospectivos realizados en nuestro pais
encontraron que el NLR es un predictor de desenlace fatal del COVID-19; y que los
pacientes con linfopenia, leucocitosis, proteina C reactiva positiva, dimero D positivo y
patrones radiograficos indicativos de neumonia; tuvieron tendencia a desarrollar
COVID-19 severo respectivamente.

Un metaanalisis realizado por Li et al. V¢l afio 2020 con 19 estudios con el objetivo de
evaluar el valor predictivo del NLR sobre la gravedad y mortalidad en pacientes con
COVID -19; incluy6 un subgrupo de 13 estudios en su mayoria retrospectivos y
altamente heterogéneos con 1 579 pacientes para determinar el valor predictivo sobre la
gravedad de la enfermedad; determinando que la sensibilidad, la especificidad y el AUC
resumidos fueron de 0,78(IC95%: 0,70-0,84) , 0,78 (1C95%: 0,73-0,83) y 0,83 (IC del
95 %: 0,80-0,86) respectivamente. Moutchia et al. !9, el mismo afio en una revision
sistematica con el objetivo de evaluar parametros de laboratorio que puedan ser
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predictores de COVID-19 grave; incluyeron 45 estudios en 9 508 pacientes, donde los
casos de COVID -19 grave se caracterizaron por un mayor recuento de neutréfilos y
menor de linfocitos T CD4 y CDS§; al mismo tiempo se obtuvieron resultados elevados
para proteina C reactiva, interleucina-6, troponina y dimero D; concluyendo que estos
marcadores podrian usarse para reconocer formas graves y controlar el curso clinico del
COVID-19.

El objetivo de nuestro estudio fue determinar la asociacioén entre el ratio neutrédfilo
linfocito y la gravedad del COVID-19 segtn la clasificacion de severidad del Ministerio
de Salud ' ¢ identificar las covariables asociadas para desarrollar un modelo predictivo
que permita estratificar adecuadamente el riesgo.

MATERIAL Y METODOS

Diseiio del estudio:

Nuestra investigacion fue de tipo cohorte retrospectiva.
Poblacion y muestra

La poblacion estuvo conformada por pacientes sintoméaticos ingresados al Hospital III -
EsSalud Chimbote entre febrero y mayo del 2021 con un diagndstico confirmado de
COVID-19 por prueba antigénica o molecular por reaccion en cadena de la polimerasa
para SARS-CoV-2 al momento del ingreso por emergencia, edad mayor a 18 afios y que
se les haya realizado un hemograma dentro de las primeras 24 horas. Se excluyeron
pacientes con datos incompletos, referidos desde otro establecimiento del primer nivel
de atencion en salud (baja complejidad) hacia el Hospital III - EsSalud Chimbote, o
pacientes que fueron referidos desde el Hospital III - EsSalud Chimbote hacia un
Hospital de mayor complejidad, asimismo, aquellos pacientes que solicitan su alta
voluntaria (ej. atencion de manera particular en establecimientos del sector privado).

Para el célculo de la muestra se tuvieron en cuenta los criterios de Peduzzi & Concato'®
para estudios multivariantes de regresion logistica, donde el minimo tamafio muestral se
establece en funcion el nimero de variables independientes analizadas, debiendo
disponer como minimo de 10 eventos o pacientes con COVID-19 grave por variable
predictora para evitar un sesgo de overfitting. En el presente estudio consideramos
inicialmente 10 covariables ademas de la variable independiente ratio neutrofilo
linfocito (NLR); seleccionando una muestra de 200 sujetos que incluyé 100 eventos con
desenlace de COVID-19 grave y 100 pacientes que no desarrollaron el desenlace;
quienes fueron seleccionados a través de un muestreo consecutivo. No se contempld un
ajuste para posibles pérdidas, debido a que se selecciono pacientes con datos completos;
se consider6 un subgrupo de validacion interna por método de validacién cruzada
equivalente a aproximadamente el 20% de los sujetos, seleccionados por muestreo
aleatorio.

Procedimientos

Se utilizé una ficha de recoleccion de datos para el recojo de la informacion de las
historias clinicas digitales del sistema ESSI del Hospital III EsSalud Chimbote que
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incluyé datos sociodemograficos del paciente, valores del ratio neutrofilo — linfocito,
covariables independientes, asi como resultados del desenlace gravedad del COVID 19.

Se realiz6 el seguimiento durante los primeros 30 dias de hospitalizacion o hasta cuando
el paciente habia fallecido o fue dado de alta, a través de la historia clinica.

Variables del estudio: Consideramos inicialmente las variables segiin a) variable
independiente principal: ratio neutréfilo linfocito, b) covariables intervinientes: edad,
sexo, obesidad, diabetes mellitus tipo 2, hipertension arterial, enfermedad
cardiovascular, proteina C reactiva (PCR), dimero D, lactato deshidrogenasa (LDH),
ferritina c) desenlace durante la hospitalizacion: COVID-19 grave.

La medicién de la concentracion de neutréfilos y linfocitos (células/microlitros) se
realizo en el analizador hematolégico Sysmex XN-1000 ™ por impedancia eléctrica. El
NLR se calculd6 como el cociente entre la concentracion de neutrofilos y la
concentracion de linfocitos en valor absoluto.

La proteina C reactiva y el lactato deshidrogenasa se procesaron por
inmunoturbidimetria y andlisis por radiacion ultravioleta respectivamente en el
analizador de quimica clinica Cobas Hitachi c501 (Roche Diagnostics GmbH). La
ferritina se determind por electroquimioluminiscencia en el analizador Cobas Hitachi
e601(Roche Diagnostics GmbH). El dimero D fue medido por método coagulométrico
en el analizador Stago Compact Max °* (Diagndstica Stago) siguiendo los
procedimientos operativos estandarizados del laboratorio central del Hospital III
EsSalud Chimbote.

Analisis estadistico

Se empled Microsoft Excel 2016® para tabular la informacion, el software R
commander version 4.0.5 para el andlisis estadistico y su paquete “RcmdrPlugin. ROC”
para el ajuste predictivo del modelo. Las variables categoricas se describieron mediante
frecuencias y porcentajes; las variables cuantitativas mediante medidas de tendencia
central y dispersion segun el resultado del test de normalidad de Kolmogo6rov-Smirnov.
El analisis univariante de variables cualitativas como el sexo, obesidad, antecedente de
diabetes mellitus, hipertension arterial y enfermedad cardiovascular se realizé mediante
Chi cuadrado X? de Pearson para comparar sus proporciones en los grupos con o sin
COVID-19 grave.; mientras que las medias de la edad se compararon mediante T
student para muestras independientes. Las medianas del NLR, la proteina C reactiva,
dimero D, LDH y ferritina se analizaron con la prueba de Wilcoxon para muestras
independientes al presentar una distribucion no paramétrica en el test de normalidad. Se
utilizé una significancia estadistica de p<0.25 como criterio de seleccion de variables
independientes para el analisis multivariante como lo recomiendan Hosmer et al !?
evitando eliminar variables conocidas que podrian ser importantes predictoras del
evento.

Un andlisis multivariante de regresion logistica binaria mediante el método Stepwise
por pasos de atras/adelante con criterio de informacion de Bayes (BIC) se realizd con
las variables independientes seleccionadas, para determinar los factores predictores de
gravedad por COVID-19 al ingreso. El ajuste general del modelo se realizo a través del
test de bondad de ajuste de Hosmer-Lemeshow y el ajuste predictivo a través del test de
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exactitud con un umbral de alto riesgo de 0,40 y el area bajo la curva ROC (AUC). Para
el cumplimiento de los requisitos de la regresion logistica se evaluaron la ausencia de
multicolinealidad entre las variables predictoras cuantitativas a través del andlisis de los
coeficientes de correlacion y el test de factor de inflacion de la varianza (VIF); la
linealidad de las variables predictoras con el logit se analiz6 a través del test de
linealidad. La validacién interna del modelo se realizd por validacion cruzada,
separando de manera aleatoria un subgrupo de entrenamiento de 157 casos con los que
se construy6 el modelo y un subgrupo de validacién con los 43 casos restantes; las
predicciones del modelo de entrenamiento se verificaron en el subgrupo de validacion.

Aspectos éticos

El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacién de la Universidad
Nacional del Santa. Se respetaron la integridad, intimidad y dignidad de los pacientes en
estudio segun lo estipulado en la pauta bioética numero 18 del Consejo de
Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas. No se precisé de
consentimiento informado, ya que la recoleccion de datos se realizé con datos anénimos
a partir de registros clinicos @,

RESULTADOS

Se obtuvieron 1351 historias clinicas de pacientes que ingresaron por emergencia del
Hospital III Essalud-Chimbote con confirmacién por prueba antigénica o acido nucleico
para COVID-19. Se analizaron 375 historias clinicas obtenidas por muestreo
consecutivo, de las cuales 175 no cumplian los criterios de inclusion.

Al final se revisaron 200 historias clinicas, de los cuales 100 pacientes presentaron
COVID-19 grave y 100 COVID-19 no grave (Figura 1).

1351 pacientes con diagnostico confirmado de Cowvid 19
ingresados al hospital [II EsSalud Chimbote durante el
periodo de febrero a mayo 2021

375 pacientes de muestra

175 pacientes excluidos:

77 historias clinicas incompletas
53 sin resultados de laboratorio
18 con referencia hospitalaria

10 retiros voluntarios

A J

o o o oo

17 sin pruebas antigénica y/o
molecular positiva al ingreso

200 pacientes s1 cumplieron con los criterios de inclusion

100 pacientes con covid grave 100 pacientes con covid no grave
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Figura 1: Flujograma del estudio
De los 200 pacientes incluidos, 129 eran varones (64,5%) con una edad media de 61
anos. En cuanto a las comorbilidades: 50 pacientes padecian de hipertension (25%), 35
pacientes eran diabéticos (17,5%), 32 pacientes eran obesos (16%) y 3 pacientes
padecian de enfermedad cardiovascular (1,25%).

A nivel de biomarcadores el ratio neutroéfilo linfocito , la proteina C reactiva , el dimero
D, la lactato deshidrogenasa y la ferritina obtuvieron una mediana de 7.03, 12.58 mg/dl,
0.75 ug/ml, 670,5 U/L y 1190.5 ug/L respectivamente. (Tabla 1)

Tabla 1: Caracteristicas de los pacientes al ingreso

Caracteristicas de los pacientes (n=200) N (%)
Sexo (masculino) 129 (64.5)

Edad * 61 *
Obesidad 32 (16)
Diabetes 35(17.5)

Enfermedad cardiovascular 3(L.5)
Hipertension arterial 50 (25)
NLR 7.03 (3.97 —13.91) **
PCR (mg/dl) 12.58 (8.6 —24.8) **
Dimero D (ug/ml) 0.75 (0.42 — 1.26) **
LDH (U/L) 670.5 (536 —713.5) **
Ferritina (ug/L) 1190.5 (647.4 — 1952.7) **

*: media, **: mediana (Rango intercuartilico — RIC), RNL: ratio neutréfilo linfocito, PCR:
proteina C reactiva, LDH: lactato deshidrogenasa
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En el analisis univariante se utilizd como criterio de seleccion un valor p<0,25 para
prevenir un sesgo por underfitting evitando descartar erroneamente variables que
podrian influir en el desenlace. De este modo seleccionamos las variables
independientes que ingresaran al analisis multivariante (Tabla 2).

Tabla 2: Analisis univariante entre variables independientes y gravedad por
COVID-19

COVID-19
. GRAVE
Variabl
artables Si (n=100) No (n=100)
N a
(%) p
Sexo (varon) 74 (74%) 55 (55%) 0.00499(%)
3 0 sksk
Obesidad 20 (20%) I2(129%) 0.1228(*%)
HTA 32 (32%) 18 (18%) 0.02224(%)
Diabetes 19 (19%) 16 (16%) 0.5766
1
0,
ECV 2 (2%) o 0.5607
Media nb
Edad 64.5 59.0 0.00401(%)
Mediana ¢
D
NLR 11.02 4.95 6.435¢-10(*)
PCR (mg/dI) 15.665 10.930 0.002193(*)
LDH (U/L) 738.5 591.0 0.00000005036(*)
FERRITINA (ug/L) 1435.5 951.5 0.002943(*)
DIMERO D (ug/ml) 1.045 0.595 0.00000201(*%)

a: Chi cuadrado, b: t student, c: Prueba Wilcoxon ; HTA (hipertension arterial), ECV (enfermedad
cardiovascular), RNL (indice neutrofilo linfocito), PCR (proteina C reactiva), LDH (lactato
deshidrogenasa); significancia estadistica (*): p<0.05, (**): p<0.25
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Para el analisis multivariante con regresion logistica ingresaron nueve variables: edad,
sexo, obesidad, hipertension arterial, NLR, PCR, LDH, dimero D y ferritina. Utilizando
el método Introducir se obtuvo que la edad, obesidad, NLR, dimero D y LDH fueron
predictores del COVID-19 grave. (Tabla 3).

Tabla 3: Regresion logistica por modelo a introducir

Error Wald
Variables B Estindar z @) Odds ratio p
Edad 0.0338 0.0159 2.123 4.507 1.03 0.03376(*)
Sexo 0.4442 0.4754 0.934 0.872 1.55 0.35011
Obesidad 1.3013 0.5342 2.436 5.934 3.67 0.01484(*)
HTA 0.5021 0.4550 1.103 1.216 1.65 0.26985
NLR 0.1395 0.0325 4.292 18.421 1.14 0.000017 (*)
PCR -0.0162 0.0186 -0.869 0.755 0.98 0.38495
Dimero D 0.5424 0.2594 2.091 4.372 1.72 0.03657(*)
LDH 0.0033 0.0009 3.532 12.475 1.00 0.00041(*)
Ferritina 0.0004 0.0003 1.193 1.423 1.00 0.23275
Constante
60 -7.0598 1.4429 -4.893 23.941 0.00

HTA (hipertension arterial), RNL (indice neutrdfilo linfocito), PCR (proteina C reactiva), LDH
(lactato deshidrogenasa), (*): p<0.05
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Sin embargo, como método de referencia para la construcciéon del modelo predictivo
utilizamos la estrategia por pasos (Stepwise) con direccion atras/adelante y criterio de
informacion Bayesiano (BIC), revelando solo tres variables con significancia estadistica
(p< 0.05): NLR, LDH y edad, como factores predictivos del riesgo de desarrollar de
COVID-19 grave (Tabla 4).

Tabla 4: Regresion logistica multivariante por modelo Stepwise
direccion atras/adelante

Wald

Variables P EE z @) ?:t‘ilos P
NLR  0.039 0030 4615  21.298 1.14 0.0000039322 *
LDH  0.003 0'0;’08 4678 21.883 1.00 0.0000028944*
Edad 0035 0012 2809  7.890 1.03 0.00498*
C“'E;?)'“te 6253 1167  -5.356  28.686 0.00 0.0000000849

RNL: ratio neutréfilo linfocito, LDH: lactato deshidrogenasa, EE: Error Estandar

Asimismo, para una mayor precision se determinaron los intervalos de confianza al 95%
de los coeficientes de regresion del modelo por Bootstrap (Figura 2)

Bootstrap bca confidence

[Intercept)

LDH.U. L

Enl
Edad

a.
a.
a.

2.5 %
455138678
002417457
081653148
008156900

intervals

7.5 %

. 994079059
005622454
L2221683047
0680969789

Figura 2-Intervalos de confianza Bootstrap de coeficientes de regresion p de los
predictores de COVID-19 grave.

Este modelo present6 un error estadistico AIC de 208.56; las variables predictoras NLR,
LDH y edad fueron directamente proporcionales al Logit.

Logit=— 6.25 + 0.13NLR + 0.003LDH + 0.03edad

La probabilidad obtuvo el siguiente algoritmo para la prediccion del riesgo de

COVID-19 grave.

1

P(y) = 1+e—(—6.25+0.13NLR+0.003LDH+0.03edad)
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Realizamos el test de bondad de ajuste de Hosmer Lemeshow obteniendo un valor p =
0.7935, implicando que los datos predichos y los datos observados no presentan
diferencias estadisticamente significativas. Nuestro modelo obtuvo una exactitud del
74.0%, sensibilidad 83.0% y especificidad 65.0% con un umbral de alto riesgo del
40% (Ver Tabla 5).

Tabla 5: Test de exactitud del modelo predictivo con un umbral >

40%
Prediccion Binaria
. Baja probabilidad Alta probabilidad
Covid Grave Total
(<0.4) (=0.4)
NO 65 (VN) 35 (FP) 100
SI 17 (FN) 83 (VP) 100

VN: verdadero negativo, FN: falso negativo, FP: falso positivo, VP: verdadero
positivo

El modelo de entrenamiento presentd un area bajo la curva (AUC) de 0,83 (IC 95%
:0,78 -0,88) (Figura 3)
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\
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Figura 3: Ajuste predictivo del modelo mediante area bajo la curva (AUC)

Para evaluar el cumplimiento del modelo de los requisitos de la regresion logistica
multivariante se realiz6 el test de linealidad de las variables predictoras respecto al logit.
Se consider6 que las variables y sus interacciones deberian presentar un valor de p>0.05
como indicador de linealidad, observandose que el supuesto de linealidad se cumple; no
siendo necesario realizar sus transformaciones logaritmicas (Figura 4)
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Coefficients:
Estimate Std. Error z value Pr{=|z|)

(Intercept) -10.730791  ©6.512504 -1.0648 0.0994 .
RNL 0.194139  0.258693 0.750 0.4530
Edad 0.302253  0.514627  0.587  0.5570
LDH 0.018120 0.025933 0.699 0.4847
INTERACCIONRNL -0.015641 0.076887 -0.203 0.8388
INTERACCIONLDH -0.001860 0.003404 -0.546 0.5849
INTERACCIONEdad -0.0523%93  0.100854 -0.519 0.6034

Figura 4: Test de linealidad de las variables predictoras con el logit

Para verificar el requisito de ausencia de multicolinealidad entre las variables
predictoras cuantitativas (NLR, LDH y edad) se utilizé el factor de inflacion de la
varianza (VIF)

En la Figura 5 se observa que el VIF es menor de 10, por lo que los coeficientes de
regresion estan estimados de manera correcta, no existiendo multicolinealidad o
correlacion grave entre las variables predictoras NLR, LDH y edad @Y.

> vif (GLM.1)
RNL LDH Edad
1.015627 1.096624 1.082671

Figura 5: Test de Factor de Inflacion de la Varianza (VIF)

Por otro lado, en la figura 6 se observa que los coeficientes de correlacion de Spearman
entre las variables predictoras LDH, RNL y Edad son menores a 0.7 por lo que no se
encuentran correlacionadas entre si; confirmando el cumplimiento de la ausencia de
multicolinealidad.

= round{covZcor (voov (GLM.3)), 3) # Correlations of parameter estimates

[Intercept) LDH.U.L Enl Edad
(Intercept) 1.000 -0.719 -0.322 -0.818
LDH.U.L -0.718 1.000 ©0.138 0.276
Enl -0.322 0.138 1.000 0O.0b54
Edad -0.818 0.276 0.054 1.000

Figura 6: Coeficientes de correlacion entre variables predictoras

Para la validacion interna del modelo se utilizd el método de validacion cruzada,
separando de manera aleatoria un subgrupo de datos de entrenamiento (n,=157) con los
que se obtuvo un modelo similar al que incluyo6 el total de casos iniciales (n=200). Las
probabilidades predichas en los 43 casos del subgrupo de validacion aplicando el
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modelo de entrenamiento coincidieron con los datos observados con una exactitud
similar del 71%; con lo cual se evidenci6 que la validacion interna fue 6ptima.

DISCUSION

En nuestro estudio se analizaron inicialmente como posibles predictores del riesgo de
COVID 19 grave, ademas del ratio neutrofilo linfocito algunas pruebas de laboratorio
como proteina c¢ reactiva, lactato deshidrogenasa, ferritina y dimero D, asi como
factores demograficos y clinicos como el sexo, la edad, la obesidad, la diabetes mellitus,
la enfermedad cardiovascular y la hipertension arterial. En nuestro modelo predictivo
obtuvimos una calibracion adecuada con el test de Hosmer-Lemeshow que demostro un
buen ajuste general; que el ratio neutréfilo linfocito, la lactato deshidrogenasa y la edad
condicionan de manera independiente y directamente proporcional la probabilidad de
desarrollar COVID-19 grave (p< 0.05); con un umbral del 40% el modelo presentd una
exactitud de 74%, sensibilidad 83.0%, especificidad 65,0% y un AUC de 0,83,
sugiriendo una discriminacién adecuada. Esto significa que el modelo es capaz de
predecir correctamente un 83% de los pacientes que desarrollarian COVID-19 grave al
clasificarlos inicialmente como de alto riesgo. Por otro lado, present6 un 35% de falsos
positivos que representa la proporcion de pacientes que el modelo clasificaria
erroneamente como bajo riesgo a pesar que desarrollarian COVID-19 grave los
primeros 30 dias de hospitalizacion. EI NLR present6 asociacion significativa con la
gravedad del COVID-19 (OR ajustado 1,14; p< 0.05), resultando una de las principales
variables de nuestro modelo predictivo (Wald=21,29), resultado similar a la cohorte
prospectiva de Liu et al."" con 61 pacientes en su muestra de derivacion y 54 pacientes
en su cohorte de validacion incluyeron inicialmente 26 variables, de las cuales mediante
analisis de regresion COX obtuvieron como factores pronosticos de enfermedad critica
por COVID-19; la edad y el NLR, con un AUC de 0,849 en la cohorte de derivacion y
0,867 en la cohorte de validacion. Asimismo, nuestros resultados son similares a los
encontrados por Basbus et al. ® que el afio 2020 en una cohorte retrospectiva realizada
en Argentina con 131 pacientes, encontraron que un NLR > 3 se asocia a una evolucion
desfavorable. Del mismo modo Escobar et al. ® en 2022 realizaron un estudio
retrospectivo en Paraguay que involucrd 155 casos y 155 controles, incluyendo el ratio
neutrdfilo linfocito y factores epidemioldgicos como la edad y el sexo; consideraron
como casos pacientes con neumonia grave por SARS-COV-2 y como controles aquellos
con formas leves y moderadas, concluyendo que los pacientes con un ratio neutréfilo
linfocito al ingreso >3 tenian 5,08 veces mas posibilidades de desarrollar una neumonia
grave por SARS-COV-2. Gonzales "? en un estudio retrospectivo realizado en Pert
encontrd que el NLR presentd un valor mas elevado en pacientes con desenlace fatal,
concluyendo que podria utilizarse para identificar pacientes con mal pronostico. Por
otro lado, Xia et al. '» en un estudio retrospectivo realizado en China para evaluar
predictores de enfermedad grave por COVID- 19, incluyeron 32 controles y 31 casos
con neumonia grave a quienes se les extrajo sangre dentro de las 24 horas posteriores al
ingreso; el andlisis de regresion logistica mostro que el NLR es un factor de riesgo
independiente para el COVID-19 grave (OR: 1,26 IC 95%: 1,05- 1,52, p = 0,015) de
manera concordante a nuestros resultados.

Rojo et. al. ™ el afio 2021 en una cohorte retrospectiva con 102 pacientes internados en
un hospital piblico de Lima con diagndstico de COVID-19 con el objetivo de
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determinar el rol predictivo del NLR, del ratio plaqueta linfocito (PLR) y el volumen
plaquetario medio (VPM) respecto al riesgo de muerte; observaron una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) en los niveles de neutrofilos, linfocitos,
eosinodfilos y plaquetas entre los pacientes fallecidos y los que no fallecieron. El area
bajo la curva (AUC) del modelo fue de 0,88 [IC 95%: 0,79-0,96] ajustado por sexo y
edad; con una especificidad de 82,3% y una sensibilidad de 83,3%; concluyendo que el
NLR es un predictor de desenlace fatal del COVID-19; en contraste con el PLR y el
VPM que no fueron buenos predictores. Asimismo, Ramirez ¥ en un estudio
retrospectivo con una muestra de 90 casos y 90 controles, encontré que los pacientes
con linfopenia, leucocitosis, proteina C reactiva positiva, dimero D positivo y patrones
radiograficos indicativos de neumonia; tuvieron tendencia a desarrollar COVID-19
severo.

En el 2021, Carreras et al. ® en una cohorte retrospectiva realizada en Argentina con
711 pacientes y 24 desenlaces de fallecimiento, encontraron que aquellos con NLR > 3,
mostraron mayor riesgo de desarrollar enfermedad grave y mortalidad por COVID-19;
construyeron un modelo de regresion logistica para estimar la asociacion entre un ratio
neutrofilo-linfocito (RNL) superior a 3 y la mortalidad encontrando un OR ajustado de
3,8, (IC 95%: 1,05 — 13,7; p = 0,04). EI NLR fue ajustado por variables como edad
mayor a 65 afios, mas de 7 dias de internacion, traslado a UTI, presencia de neumonia
grave, hipertension arterial, comorbilidades y niveles de PCR superiores a 20 mg/dL.

Respecto a la edad nuestros resultados son similares a los encontrados por Calvillo et al.
@) quienes realizaron un estudio retrospectivo en Espafia con 440 pacientes y
desarrollaron modelos predictivos para la gravedad y la mortalidad en pacientes con
COVID-19 que acudieron a urgencias. El modelo de prediccion de gravedad finalmente
incluy6 8 variables que fueron la saturacion de oxigeno/fraccion de oxigeno inspirado
(SatO2/Fi02), edad, proteina C reactiva, recuento de linfocitos, puntuacion de la
extension de la afectacion pulmonar en la radiografia toracica, lactato deshidrogenasa,
dimero D y plaquetas, con un AUC de 0.94.

En el 2022, Blanco et al. ®¥ realizaron una cohorte retrospectiva en Espafia que
involucr6 883 pacientes para identificar los factores predictivos de mortalidad e ingreso
en cuidados intensivos (UCI) en pacientes hospitalizados por COVID-19; incluyeron
variables demograficas, clinicas, radiologicas y analiticas al momento del ingreso. Los
predictores independientes de ingreso a UCI identificados mediante regresion logistica
por pasos hacia atrds fueron sexo masculino (OR=2,079), edad (OR=0,96 1C95%:
0.942-0.979), Saturacién de oxigeno (OR=0,925), creatinina (OR=1,551) y proteina C
reactiva (OR=1,003). En su estudio la edad avanzada represent6 un factor de riesgo de
mayor mortalidad y un factor de proteccion para el ingreso a UCI; debido a que se
priorizaron pacientes mas jovenes por su menor comorbilidad, a diferencia de los
pacientes de edad avanzada candidatos a una limitacion del esfuerzo terapéutico, no
estando indicado su traslado a UCIL.

En el 2020, en China, Zhou et al. realizd6 un estudio de cohorte retrospectivo y
multicéntrico el cual buscaba identificar factores de riesgo de mortalidad en pacientes
con COVID-19, se llevo a cabo en una poblacién de 191 pacientes, de los cuales 135
eran del Hospital Jinyintan y 56 del Hospital Pulmonar de Wuhan. En el anélisis de
regresion multivariable, se encontré que la edad avanzada, definida como mayor de 60
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afios (OR: 1.10, p=0.0043), una puntuaciéon SOFA elevada (OR: 5.65, p<0.0001) y un
nivel de dimero D superior a 1 pg/ml (OR: 18.42, p=0.0033) al momento del ingreso se
asociaron con mayores probabilidades de mortalidad, lo cual destaca la importancia de
estos factores en la evaluacion del desenlace de los pacientes infectados con el
SARS-CoV-2. @

El lactato deshidrogenasa demostrd en nuestro estudio ser un predictor independiente de
gravedad por COVID-19, indicando que a medida que sus niveles aumentan, también se
incrementa el riesgo de desarrollar una forma grave de la enfermedad.

Esto se corrobora en el estudio de casos y controles realizado el 2020 por Shi J et al. ?©
en 4 hospitales de China, con una muestra de 126 pacientes, mediante un analisis de
regresion logistica encontraron que pacientes con LDH por encima del rango normal
tenian un riesgo significativamente alto de progresion de la enfermedad (OR: 1,012; p=
0,038).Esta similitud de resultados entre estudios podria explicarse por las
caracteristicas de las poblaciones seleccionadas, asi como las comorbilidades que
presentaban los pacientes que en su mayoria fueron diabetes e hipertension arterial.

En el 2022, Fialek et al.(27) llevaron a cabo un metaandlisis para explorar la relacion
entre los niveles elevados de LDH y la gravedad del COVID-19, incluyeron un total de
264 estudios cuyos resultados resumidos revelaron niveles inferiores de LDH en los
pacientes con formas no graves de COVID-19 en comparacion con los casos graves
(DME = =2,38; IC 95 %: —2,61 a —2,14; 12 = 99 %; p < 0,001), sefalando que la
elevacion de la actividad de LDH podria indicar la falta de oxigeno en los procesos
bioquimicos de los tejidos o incluso insuficiencia multiorganica, siendo un posible
indicador de dafio celular, hipoxia o muerte; por lo que niveles elevados de LDH
plasmaticos podrian servir como biomarcador predictivo de un curso grave de
COVID-19; aunque la heterogeneidad entre los estudios fue elevada.

En el 2020, Martos et al. (28) en Espana realiz6 un estudio de cohorte retrospectivo el
cual tenia como finalidad describir las caracteristicas clinicas, la comorbilidad y los
factores pronosticos asociados con la mortalidad hospitalaria en una cohorte de
COVID-19 ingresados en el Hospital Costa del Sol de Marbella. Se incluyeron
pacientes desde el primer caso ingresado el 26 de febrero de 2020 hasta el final del
periodo de estudio el 29 de abril de 2020. Para lo cual 101 pacientes fueron analizados,
y de los cuales 96 se recuperaron y fueron dados de alta, y 17 (18%) fallecieron en el
hospital.

Las comorbilidades mas frecuentes fueron HTA (40%), DM tipo 2 (16%) y cardiopatia
(14%). Los pacientes que fallecieron eran mayores (media 77 vs 60 afios), presentaron
mayor prevalencia de hipertension (71% vs 33%) y cardiopatia (47% vs 6%), y mayores
niveles de lactato deshidrogenasa (LDH) y proteina C reactiva (media 662 vs 335 UI/L,
y 193 vs 121 mg/L respectivamente) al ingreso. En el andlisis multivariante las
variables asociadas significativamente a mortalidad fueron la presencia de cardiopatia
(OR 2,58-67,07), niveles de LDH > 345 UI/L (OR 1,52-46,00) y edad > 65 afios (OR
1,23-44,62). Por lo cual, se destaca que el LDH, edad avanzada y cardiopatia, se
asocian a mayor mortalidad durante la hospitalizacion por COVID-19.
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Entre las limitaciones de nuestro estudio encontramos su disefio retrospectivo con datos
secundarios, la proporcion de datos faltantes que determiné la exclusion de registros y
un potencial sesgo de seleccion. No se realizé imputacion de datos porque en ninguna
de las variables los datos faltantes superaron el 5% de las observaciones. Ademas, los
datos faltantes en las variables predictoras no estaban relacionadas con la mortalidad por
COVID -19. Otra limitante fue la ausencia de registros del estado nutricional como el
indice de masa corporal en la mayor parte de pacientes, para establecer un diagnostico
mas certero de obesidad; lo que podria causar problemas en la clasificacion. Por otro
lado, es posible que nuestro estudio presente un sesgo de informacion en algunos
biomarcadores como el NLR, PCR, Dimero D, LDH vy ferritina, debido a su anélisis de
manera retrospectiva, no pudiéndose verificar la calidad analitica de las mediciones.
Ademas, la variacion del NLR en relacion con el tiempo de hospitalizacion y la
evolucion clinica no pudo ser considerada, lo que podria afectar la interpretacion de los
niveles iniciales y su impacto en el desenlace clinico.

Puesto que realizamos un muestreo consecutivo en un solo hospital, nuestros resultados
no podrian ser generalizados a otras poblaciones y entornos sin una adecuada validacion
externa con estudios multicéntricos y prospectivos con similares criterios de seleccion;
sin embargo, nuestro modelo mostré unos ajustes predictivos y validacidon interna
adecuados que podrian justificar su implementacion en la practica clinica del centro
asistencial donde realizamos el estudio, mediante un protocolo de actuacién especifico
basado en los biomarcadores encontrados.

El ratio neutréfilo linfocito fue un predictor independiente directamente proporcional
del riesgo de desarrollar COVID-19 grave; que conjuntamente con la lactato
deshidrogenasa y la edad podrian conformar un algoritmo predictivo para la
estratificacion adecuada de estos pacientes.
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