Invest. Medicoquir 2021;13 (suplemento)
ISSN: 1995-9427, RNPS: 2162

ARTICULO ORIGINAL

indices de inflamacion como predictores de dafio pulmonar en pacientes
recuperados de COVID-19

Inflammation indices as predictors of lung damage in recovered COVID-19
patients

Lisania Reyes Espinosa,' Agustin Lage Davila,' Consuelo Macias Abraham."

I, Centro de Inmunologia Molecular. La Habana, Cuba.

Il Instituto de Hematologia e Inmunologia. La Habana, Cuba.

RESUMEN

Introduccion. La pandemia del nuevo coronavirus 2019 (COVID-19), ha afectado
a mas de 40 millones de personas en todo el mundo. La fase aguda de la
enfermedad ha sido ampliamente descrita, sin embargo, existen pocos estudios en
la fase de recuperacion. La tercera parte de los pacientes recuperados quedan con
lesiones inflamatorias pulmonares que pueden llevar a una fibrosis irreversible. El
presente estudio evalla tres marcadores de inflamacién en pacientes recuperados
de COVID-19 cony sin dafio pulmonar, asi como el efecto del tratamiento en dichos
marcadores. Métodos. Se realizé un estudio piloto longitudinal prospectivo en 49
pacientes recuperados de COVID-19, 20 de ellos con dafio pulmonar y 29 sin dafio.
Se les realiz6 hemograma completo, obteniéndose el conteo absoluto de neutréfilos
(N), linfocitos (L) y plaquetas (P), para el analisis de la razon neutréfilos/linfocitos
(NLR), la razdén plaquetas/linfocitos (PLR) y el indice de inflamaciéon inmune
sistémica (Sll). Resultados. EI PLR y el SlI estuvieron aumentados en los pacientes

con dafio pulmonar. El PLR fue el mejor indice para predecir el dafio, niveles
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superiores o igual a 112.07, se asociaron con un incremento de 7 veces el riesgo.
El tratamiento con prednisona disminuyé el PLR en los pacientes recuperados al
mes de tratados. Conclusiones. El PLR y el Sll son marcadores predictivos del
dafo pulmonar, siendo el PLR el que mejor discrimina a los pacientes con dafio.
Estos resultados sugieren que pudiera emplearse el tratamiento con prednisona en
los pacientes recuperados con dafio pulmonar y PLR superior o igual a 112.07.
Palabras clave: NLR; PLR; SllI; plaquetas; recuperados de COVID-19; dafio

pulmonar

ABSTRACT

Introduction. The 2019 new coronavirus (COVID-19) pandemic has affected more
than 40 million people around the world. The acute phase of the disease has been
widely described, however, there are few studies in the recovery phase. A third of
recovered patients are left with inflammatory lung lesions that can lead to irreversible
fibrosis. The present study evaluates three inflammation markers in recovered
COVID-19 patients with and without lung damage, as well as the effect of treatment
on these markers. Methods. A prospective longitudinal pilot study was conducted in
49 recovered COVID-19 patients, 20 of them with lung damage and 29 without
damage. A complete blood count was performed, obtaining the absolute count of
neutrophils (N), lymphocytes (L) and platelets (P), for the analysis of the neutrophil /
lymphocyte ratio (NLR), the platelet / lymphocyte ratio (PLR) and the index systemic
immune inflammation (SII). Results. PLR and SlI were increased in patients with
lung damage. The PLR was the best index to predict the damage, levels greater than
or equal to 112.07, it was associated with a 7-fold increase in risk. Treatment with
prednisone decreased the PLR in patients recovered after one month of treatment.
Conclusions. PLR and SllI are predictive markers of lung damage, with PLR being
the one that best discriminates between damaged patients. These results suggest
that prednisone treatment could be used in recovered patients with lung damage
and a PLR greater than or equal to 112.07.
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INTRODUCCION

La pandemia del nuevo coronavirus 2019 (COVID-19), causante del sindrome
respiratorio agudo grave (SARS- CoV-2, severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2) ha afectado a mas de 40 millones de personas en todo el mundo,
desde su comienzo en Wuhan en diciembre de 2019.! Esta enfermedad se
caracteriza por una neumonia severa con fiebre, sintomas respiratorios y lesiones
pulmonares en forma de opacidad en vidrio deslustrado, detectado en las TAC de
térax.? Desde el punto de vista inmuno-hematolégico, se ha evidenciado una
hiperinflamacion pulmonar a expensas de neutrofilos y citocinas proinflamatorias
(IL-6, IL-10), con una marcada linfopenia (T CD4+ y TCD8+, y en algunos casos las
células B) y disminucion de células NK, cuya cinética correlaciona con el grado de
severidad de los pacientes;*>® ademas de un estado de hipercoagulabilidad dado
por niveles de dimero D aumentado, tiempo de protrombina prolongado y
plaquetopenia, que lleva a microtrombosis pulmonar.”? La fase aguda de la
enfermedad ha sido ampliamente descrita;sin embargo, existen pocos estudios en

la fase de recuperacion.

En Cuba, mas del 90% de los pacientes se recuperan de la enfermedad;® sin
embargo, la tercera parte de ellos quedan con lesiones inflamatorias pulmonares
que pueden llevar a una fibrosis irreversible. Por este motivo, se desarroll6 un
ensayo clinico para evaluar el tratamiento con células madre o prednisona en los
pacientes recuperados que quedaron con lesiones pulmonares, a fin de prevenir la
fibrosis pulmonar; y resultd interesante identificar marcadores de inflamacion que
permitan predecir el dafio pulmonar en lo pacientes recuperados de COVID-19 e
identificar los individuos de riesgo, en los cuales se debe intervenir para prevenir o
minimizar el dafio. Los indices de inflamacion son marcadores féciles de identificar,
estudiados en diferentes tipos de cancer,>!° infecciones,!' enfermedades
autoinmunes e inflamatorias,'2*® EPOC,* diabetes mellitus!® y mas recientemente

en la enfermedad COVID-19.%® En el presente estudio, nos propusimos evaluar el
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comportamiento de los indices de inflamacion en pacientes recuperados de COVID-
19 con y sin dafo pulmonar; determinar el mejor indice para predecir dafio pulmonar
en los pacientes recuperados; y evaluar el efecto del tratamiento en la inflamacion

de los pacientes con dafio pulmonar.

METODOS

Se realiz6 un estudio piloto longitudinal, prospectivo en 49 pacientes recuperados
de COVID-19, 20 pacientes con dafio pulmonar y 29 sin dafio. Los 20 pacientes con
dafo provienen de un ensayo clinico, controlado y no aleatorizado, con el fin de
tratar estas secuelas del coronavirus mediante la terapia regenerativa con células
madre o el tratamiento con prednisona. Las células madre se administraron a 10
pacientes mediante infusiéon endovenosa en una sola dosis de 200 x 10° células
mononucleares obtenidas de sangre periférica con al menos un 1% de células
progenitoras CD34+, movilizadas previamente con el factor estimulador de colonias
de granulocitos G-CSF (IOR® LEUKOCIM) a dosis de 40ug/Kg y la terapia con
prednisona se administro a bajas dosis a los otros 10 pacientes. Los resultados de
este ensayo clinico se publicaran proximamente. Los 29 pacientes recuperados que
no tenian dafio pulmonar no formaron parte del ensayo clinico, pero si fueron

incluidos en el presente estudio.

A los 49 pacientes se les realiz6 hemograma completo, obteniéndose el conteo
absoluto de neutrdfilos (N) y linfocitos (L) para el andlisis del NLR (N/L), el conteo
de plaquetas (P) para el analisis del PLR (P/L) y del SII (N*P/L). Se compararon los
indices de inflamacién en los pacientes recuperados con dafio pulmonar y sin dafio
pulmonar; en los pacientes con dafio pulmonar, se compararon los indices en el
grupo que recibi6 células madre y el grupo tratado con prednisona, en el momento
inicial y al mes de tratamiento; y, por ultimo, dentro de cada grupo de tratamiento,
se compararon los indices en el momento inicial y al mes de tratados. En adicion,

se analiz6 cudl indice era mejor para predecir el dafio pulmonar.

Se realizé prueba de Kolmogorox-Smirnov para determinar normalidad de las

variables, comparaciones no paramétricas U de Mann-Whitney o test t-student



segun la distribucion de las variables analizadas. Se ajustaron curvas ROC para
determinar los puntos de cortes 6ptimos para clasificacion del dafio pulmonar. Para
determinar la importancia de los 3 indices en la clasificacion del dafio pulmonar, se
aplico regresion logistica binaria paso a paso, tomando como variable dependiente
el dafio pulmonar. Todos los analisis estadisticos se desarrollaron en el software
SPSS version 25. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas

cuando p< 0.05.

RESULTADOS

Caracteristicas de los pacientes

Un total de 49 pacientes recuperados de COVID-19 fueron estudiados, con una
mediana de edad de 52 afios (21 a 75 afos), el 53,1% de ellos del sexo femenino y
el 65,3% habian sido reportados de cuidado durante la etapa activa de la
enfermedad. El 71,9% de los pacientes que cursaron con formas leves de la
enfermedad, no quedaron con lesiones pulmonares durante la recuperacion; éstos
representan el 79,3% del total de pacientes sin dafio pulmonar de nuestra serie. De
los pacientes con dafio pulmonar, el 65% habian sido reportados en estado grave o

critico durante la fase aguda.

indices de inflamacién como predictores de dafio pulmonar

Para analizar cada uno de los tres indices de inflamacion y su relacion con el dafio
pulmonar, se comparé el comportamiento del NLR, PLR y SlI en los pacientes con
dafio pulmonar respecto a los que no tenian dafio. En los tres casos, los indices
fueron mas altos en los pacientes con dafio que en los que no quedaron con
secuela, lo que pudiera sugerir que aun luego de la recuperacion, persiste un
importante componente inflamatorio que causa las lesiones en el pulmén, esta
diferencia fue estadisticamente significativa en el PLR (p= 0.031) y el Sl (p= 0.02)
(Figura 1). Ver Anexo. En el caso del NLR, no hubo diferencias significativas entre
los dos grupos; no obstante, los pacientes con dafio pulmonar tuvieron un NLR mas

alto.



A)

300 |

MWW

PLR
g
2

159000 |

10000 | .

000}

sin dafto puimonar con dafo pulmonar
250000 14
*
200000
150000 o
% ¥
= '16 0
7] %
7] e i
)
100000
5000
0
sin dafo pulmonar con dafio pulmonar

Figura 1. Gréfico de cajas que representa los niveles basales de PLR (A) y Sl (B)
en pacientes con y sin dafio pulmonar. Se realiz6 test t-student para el analisis del
PLR (p=0.031) y prueba de U-Mann Whitnet para el Sl (p=0.02).



Para identificar cuél de los tres indices constituyé un marcador predictivo de dafio
pulmonar se analizaron de dos maneras: como variables continuas y como variables
dicotémicas.

En el modelo teniendo en cuenta las variables continuas, la variable seleccionada
fue PLR con la que se logré un 67,3% de buena clasificacion: seleccion6
correctamente al 89,7% de los que no tenian dafio pulmonar, pero solo al 35% de
los que tuvieron dafio. La inclusion de los otros 2 indices no aport6 incremento en
la clasificacion de los pacientes.

Para el analisis de los indices como variables dicotémicas, tabla 1, primeramente,
se aplicaron analisis de curvas ROC para encontrar puntos de corte de NLR, PLR y

Sll que permitieran diferenciar los pacientes con o sin dafio pulmonar.

Tabla 1. Puntos de corte determinados a partir de curvas ROC

indice de Punto de Sensibilidad Especificidad Area bajo la
inflamacion corte curva

NLR 1.54 0.85 0.552 0.64

PLR 112.07 0.85 0.552 0.702

Sl 340.82 0.8 0.552 0.698

Se muestran los puntos de corte, su sensibilidad y especificidad, asi como el area
bajo la curva para NLR, PLR y SII.

Dicotomizando los 3 indices segun los puntos de corte, se obtuvo relacion
estadisticamente significativa entre los indices altos (por encima del punto de corte)
y la presencia de dafio pulmonar, lo cual sugiere que mientras mas alto sea el indice,

mayor sera la posibilidad de tener dafio pulmonar, tabla 2.



Tabla 2. Relacion de los indices con el dafio pulmonar

indice Con dafio pulmonar  Sin dafio pulmonar  Total p
NLR >=1.54 17 13 30 0.005
85,0% 44,8% 61,2%
PLR >=112.07 17 13 30 0.005
85,0% 44,8% 61,2%
Sl >=340.82 16 13 29  0.014
80,0% 44,8% 59,2%

Se muestra la cantidad de pacientes con indices de inflamacién alto en los grupos
con dafio pulmonar y sin dafio pulmonar y en el total de pacientes. Los datos estan
mostrados en No y %. La p representa la significacion estadistica de la diferencia
entre los pacientes con y sin dafio pulmonar. Se aplicé regresion logistica binaria,
tomando como variable dependiente el dafio pulmonar.

Al analizar la capacidad predictiva del dafio, en el caso del PLR se obtuvo un 67.3
% de buena clasificacion como variable dicotomica. El 85% de los pacientes que
tuvieron dafio pulmonar fueron bien clasificados, y solo el 55,2% de los que no lo

tuvieron. Niveles de PLR superiores o iguales a 112.07, se asociaron con un

incremento de casi 7 veces el riesgo, tabla 3.

Tabla 3. PLR como variable dicotémica para predecir el dafio pulmonar

Observed Predicted
sin dafio con dafo Percentage
pulmonar pulmonar Correct
sin dafio pulmonar 16 13 55,2
con dafio pulmonar 3 17 85,0
Overall Percentage 67,3

RR 6,974




Se muestra el N°. observado y el predictivo de pacientes con y sin dafio pulmonar,
el porcentaje de clasificacion correcta, el porcentaje global y el riesgo relativo (RR).
Se aplicé regresion logistica binaria, tomando como variable dependiente el dafio

pulmonar.

Si se incluyen PLR y NLR, se obtuvo un 73,5% de buena clasificacion. Se
seleccionan correctamente el 80% de los pacientes que tuvieron dafio pulmonar y
el 69% de los que no lo tuvieron. El riesgo de tener dafio de un paciente con valor
de PLR superior a 112.07 y NLR superior a 1.54 es casi 4 veces mayor que el que
tenga PLR inferior.

El Sl no arrojé una buena clasificacion por si solo, ni en combinacién con ninguno

de los otros dos indices.

Asociacion entre indices de inflamacion y el tratamiento

Para estudiar el efecto de los tres indices de inflamacion en la eficacia del
tratamiento de los pacientes con dafio pulmonar, se compararon los tratamientos
CM vs P y no hubo diferencias significativas al mes de tratado en ninguno de los 3
indices.

Para evaluar el efecto del tratamiento en la inflamacion de los pacientes con dafio
pulmonar, se analizé cada indice de inflamacion al mes de tratamiento, en
comparacion con el del momento inicial, cuando aun los pacientes no habian sido
tratados. El PLR disminuy6 en los pacientes al mes de tratados con prednisona
(p=0.047) (Figura 2), efecto que no fue estadisticamente significativo en el grupo
tratado con células madre, no obstante, en este grupo se evidencié una disminucion
del PLR de 150,92 (mediana previa al tratamiento) a 128,61 (mediana posterior al
tratamiento). El NLR y el Sl no mostraron diferencias significativas al mes de

tratamiento ni con células madre ni con prednisona.
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Figura 2. Grafico de cajas que representa los niveles PLR previo al tratamiento de

los pacientes y al mes de tratados con prednisona. Se realizo prueba de Wilcoxon
(p=0.047).

DISCUSION

En este trabajo se evaluaron tres indices de inflamacion en la etapa de recuperacion
de la enfermedad por COVID-19, que ha sido menos estudiado que la fase aguda.
Nuestro set de pacientes presento una distribucidn etarea y caracteristicas clinicas
similares a lo que se ha descrito mundialmente, que corrobora que la edad menor
de 60 afios, la presencia de comorbilidades, y la gravedad de los sintomas son
factores determinantes en la recuperacion de los pacientes.2617:1819 En este
estudio, el 71,9 % de los pacientes que cursaron con formas leves de la enfermedad,
no quedaron con lesiones pulmonares durante la recuperacién; éstos representan
el 79,3% del total de pacientes sin dafio pulmonar de nuestra serie. De los pacientes
con dafio pulmonar, el 65% habian sido reportados en estado grave o critico durante
la fase aguda. Estos datos sugieren que mientras peor sea el estado de salud del
paciente durante la etapa aguda de la enfermedad, mayor posibilidad tendra de
quedar con lesiones pulmonares en la etapa de recuperacion.

El PLR y el Sl se comportaron como predictores del dafio pulmonar, no siendo asi
en el caso del NLR, que a pesar de ser un marcador prondéstico y predictor de
mortalidad fundamental durante toda la enfermedad aguda, en estos pacientes

recuperados no fue significativo, dado que los valores de neutrdfilos y linfocitos se
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encontraban dentro de los rangos normales en la mayoria de los pacientes. Esto
pudiera explicarse porque durante la enfermedad por coronavirus la
hiperinflamacion mediada por los neutréfilos como parte de los mecanismos de
defensa del hospedero contra el virus, conlleva a una infiltracion pulmonar masiva
de neutrdfilos, causante del dafio alveolar difuso, ademas de la marcada linfopenia
dada por la migracién de linfocitos T CD4+ y TCD8+ hacia el pulmon para combatir
la infeccién, asi como el agotamiento de los mismos.?%?13 Partiendo de estos
antecedentes, se planted la hipotesis que cuando el paciente supera la enfermedad,
disminuye el infiltrado de neutrdfilos y se revierte la hiperinflamacion pulmonar,
ademas de disminuir la demanda de linfocitos hacia el pulmén, por lo que pueden
normalizarse sus cifras en sangre periférica, por esto el NLR no es un marcador
relevante en la fase de recuperaciéon. Resultados similares obtuvieron Zhao y cols
al estudiar 47 pacientes recuperados de COVID-19, donde las cifras de neutrdfilos
y linfocitos se encuentran dentro de los limites normales para su poblacion.??

Por otra parte, resulta interesante que, durante la infeccion, el conteo de plaquetas
es muy bajo (y consecuentemente el PLR), asociado con riesgo de severidad y
mortalidad. Xu y cols. atribuyen esta trombocitopenia a que el dafio en el tejido
pulmonar y en las células endoteliales pulmonares, podria activar las plaquetas en
los pulmones, resultando en una agregaciéon y formacion de microtrombos,
incrementando asi el consumo de plaquetas y disminuyendo su produccién.?®
Ademas de esta hipétesis, Liu y cols. plantean la posibilidad de que los pulmones
sean el sitio de liberacion de las plaquetas provenientes de los megacariocitos
maduros, y la inflamacioén y el tratamiento con oxigeno prolongado también resultan
en un dafo alveolar extensivo, que puede alterar morfolégicamente los capilares
pulmonares, afectando ain mas la megacariocitopoyesis.2 En los pacientes que
rebasaron la enfermedad, el conteo de plaquetas se encontrd dentro de limites
normales, lo cual pudiera sugerir que el consumo de plaguetas ha disminuido y logra
compensar la produccion; sin embargo, cuando comparamos el PLR y el Sll en los
pacientes recuperados con o sin dafio pulmonar, ambos indices se encuentran
significativamente mas aumentados en los pacientes que quedaron con lesiones

pulmonares luego de pasada la enfermedad. Diversas investigaciones han
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sustentado el rol dindmico de las plaquetas como células capaces de sensar y
responder a infecciones y sefales inmunologicas, actuando como células
inmunitarias e inflamatorias efectoras. Las plaquetas regulan la funcién y la
integridad de la barrera endotelial asi como la permeabilidad vascular en el pulmén,
que son las primeras respuestas en la inflamacion; regulan la linfangiogénesis e
intervienen en la integridad de los vasos linfaticos, lo cual influye en el balance del
fluido alveolar y la resolucién del edema pulmonar, siendo una respuesta central en
la infeccion y la inflamacién cronica de la via aérea; contienen receptores de
trombina y colageno que activan vias de sefializacion como la del NFkB que regula
la expresion de genes de inflamacion; expresan receptores tipo Toll (TLR 4,9,2),
CDA40L, receptores de Fc (FcaRl, FcyRIla) y del complemento que les permiten
reconocer sefiales inflamatorias y derivadas de patdégenos; contienen granulos de
histamina, serotonina, nucleoétidos, glicosidasas, fosfatasas, y lisosomas, que
constituyen mediadores de la inflamacion pulmonar;?* liberan especies reactivas de
oxigeno que contribuyen al dafio tisular;?® y moléculas proinflamatorias como
interleucina (IL) 1, IL-6 y factor de necrosis tumoral alfa.?° Todos estos mecanismos
pudieran contribuir a la inflamacién pulmonar, lo cual pudiera explicar el aumento

significativo del PLR y el SlI en los pacientes con dafio pulmonar.

Partiendo de la necesidad de contar con un marcador que permita discriminar los
pacientes con mayor riesgo de tener dafio pulmonar como secuela de la
enfermedad, a fin de darles un tratamiento diferenciado que prevenga estas
secuelas, se realizaron analisis de curvas ROC con los tres indices, y se determiné
qgue el PLR fue el marcador que mejor clasificé a los pacientes con dafio pulmonar,
siendo los individuos con PLR = 112.07 los de mayor riesgo. Este resultado se
sustenta por las evidencias que identifican a las plaquetas como células dinamicas
que participan en la inflamacién ante infecciones u otro dafio al hospedero.’: 24 25 26
Tras este analisis, sugerimos al PLR como el mejor indice para predecir el dafio
pulmonar en los pacientes recuperados de COVID-19, pues, aunque permitamos un
mayor error (falsos positivos), es el que mejor discrimina a este tipo de pacientes,

en los cuales deberiamos intervenir para prevenir o minimizar el dafio. El riesgo de

12



tener dafio de un paciente con valor de PLR superior o igual a 112.07 es casi 7

veces mayor que el que tenga PLR inferior.

En los pacientes con dafio pulmonar tratados con prednisona, el PLR disminuyo al
mes de tratamiento, efecto que no fue estadisticamente significativo en el grupo
tratado con células madre. El uso de glucocorticoides disminuye la produccion de
citocinas proinflamatorias como la IL-1 y la IL-6 que estimulan la produccion y el
reclutamiento de neutréfilos, ademés de estimular citosinas antinflamatorias, por lo
que disminuyen la inflamacién.?” Sin embargo, su empleo en el tratamiento de
diversas infecciones ha sido controversial, dado que algunos autores plantean que
en pacientes con H1N1 exacerba las infecciones respiratorias agudas y el riesgo de
enfermedad critica o muerte.?82° Por otro lado, en pacientes con Herpes zoster, se
ha descrito que su empleo junto al aciclovir disminuye considerablemente el dolor.*°
En el caso del coronavirus, los resultados obtenidos por Russell y cols no sustentan
su empleo en el dafio pulmonar causado por la COVID-19;3! al contrario de Shang
y cols que tuvieron experiencias positivas con su empleo;3? mientras que Galimberti
y cols. aconsejan su uso en los casos mas severos.?’” La Organizacion
Panamericana de la Salud recomienda el empleo de esteroides a bajas o
moderadas dosis en pacientes con formas graves de la enfermedad, basandose en
la evidencia aportada por diez estudios, donde disminuy6é la mortalidad y el
requerimiento de ventilacion mecénica, acelero la resolucion de los sintomas, y no
incremento significativamente el riesgo de eventos adversos.33 El hecho de que la
prednisona disminuyo el nivel de plaguetas al mes de tratados los pacientes, sugiere
que pudiera emplearse el tratamiento con este esteroide en los individuos
recuperados de la enfermedad con lesiones pulmonares y con PLR mayor que
112.07.

El PLR y el SlI estuvieron aumentados en los pacientes con dafio pulmonar, siendo
el PLR el mejor indice para predecir el dafio en los pacientes recuperados; niveles
superiores a 112.07, se asociaon con un incremento de 7 veces el riesgo. El
tratamiento con prednisona disminuyo6 el PLR en los pacientes recuperados al mes

de tratados.
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CONCLUSIONES

El PLR y el Sll son marcadores predictivos del dafio pulmonar, siendo el PLR el que

mejor discrimina a los pacientes con dafio. Estos resultados sugieren que pudiera

emplearse el tratamiento con prednisona en los pacientes recuperados con dafio

pulmonar y PLR superior o igual a 112.07.
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