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Resumen: Introduccién: la proporcién entre el recuento
absoluto de neutréfilos y el recuento absoluto de linfocitos
(indice de neutréfilos/linfocitos, INL) se ha convertido en los
ultimos afos en un marcador crucial de inflamacién sistémica,
y se ha descrito que su elevacién se relaciona con numerosas
enfermedades inflamatorias crénicas.

Objetivos: determinar el indice de neutréfilos/linfocitos (INL)
en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2), comparar con
no diabéticos y establecer su correlacién con la concentracién de
proteina C reactiva ultrasensible en una poblacién de lalocalidad
de Riobamba, Ecuador.

Materiales y métodos: se realizé una investigacion de tipo
descriptiva, correlacional, de corte transversal, en el periodo
comprendido desde julio de 2019 a febrero de 2020. Se
seleccionaron 80 individuos para participar en el proyecto: 25
sujetos controles y 55 pacientes con diagndstico de DM2. A
cada sujeto se le extrajo una muestra de sangre en ayunas para
la determinacién de glucosa, colesterol total, triglicéridos, HDL
colesterol, LDL colesterol, proteina C reactiva ultrasensible
(PCR-us), hemoglobina glicosilada (HbA c), recuento total de
leucocitos, neutréfilos y linfocitos.

Resultados: se encontré un incremento significativo en la
concentracién de glucosa (p<0,0001), HbAlc (p<0,0001),
indice de masa corporal (IMC) (p<0,0001), PCR-us
(p<0,0001), recuento absoluto de neutréfilos (p=0,001),
recuento absoluto de linfocitos (p=0,04) e INL (p=0,0005), y
una reduccién significativa del HDL colesterol (p=0,02) en los
pacientes con DM2 vs los controles. Se observd una correlacion
positiva (p<0,0001; r=0,7774) entre el INL y la PCR-us en los
pacientes con DM2.

Conclusiones: los pacientes con DM2 experimentaron
elevacion en el INL que se correlacioné con el incremento en la
concentracion de la PCR-us.

Palabras clave: diabetes, inflamacién, indice neutréfilo/
linfocito..

Abstract: Introduction: the ratio between the absolute
neutrophil count and the absolute lymphocyte count
(neutrophil/lymphocyte ratio, NLR) has become a crucial
marker of systemic inflammation in recent years, and its
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Esta obra estd bajo una elevation has been described as being related to numerous
chronic inflammatory diseases.
Objectives: to determine the neutrophil/lymphocyte ratio
(NLR) in patients with type 2 diabetes mellitus (T2DM), to
compare with non-diabetics and to establish its correlation
with the concentration of ultrasensitive C-reactive protein in a
population of the town of Riobamba, Ecuador.
Materials and methods: a descriptive, correlational, cross-
sectional, research was conducted from July 2019 to February
2020. Eighty individuals were selected to participate in the
project, 25 control subjects and 55 patients with a diagnosis of
T2DM. Each subject had a fasting blood sample drawn for the
determination of glucose, total cholesterol, triglycerides, HDL
cholesterol, LDL cholesterol, ultrasensitive C-reactive protein
(hs-CRP), glycosylated hemoglobin (HbA1Ic), total leukocyte
count, neutrophils and lymphocytes.
Results: a significant increase in glucose concentration
(p<0.0001), HbAlc (p<0.0001), body mass index (BMI)
(p<0.0001), hs-CRP (p<0.0001), absolute neutrophil count
(p=0.001), absolute lymphocyte count (p=0.04), and NLR
(p=0.0005), and a significant reduction in HDL cholesterol
(p=0.02), were found in patients with T2DM vs controls. A po-
sitive correlation (p<0.0001; r=0.7774) was observed between
NLR and hs-CRP in patients with T2DM.

Keywords: diabetes, inflammation, neutrophil/lymphocyte
ratio.

INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metaboélica caracterizada por hiperglucemia, la cual ocurre
como consecuencia de defectos en la accidon de la insulina sobre su receptor, en la secrecién de insulina o en
ambas. La hiperglucemia crénica se asocia con dafio, disfuncién e insuficiencia a largo plazo de diferentes
érganos, especialmente ojos, rifiones, nervios, corazdn y vasos sanguineosl. Es una enfermedad que ha
alcanzado proporciones epidémicas. La ultima edicién del Atlas de la Federacién Internacional de Diabetes
(FID) muestra que 463 millones de adultos viven actualmente con DM y se estima que habrd 578 millones
de adultos con DM para el aino 2030 y 700 millones para 2045. La prevalencia de DM (en adultos de 20-79
afios) en América Central y América del Sur fue de 8,5% en 2019 y se prevé que para 2030 serd de 9,5 y de
9,9% para el afio 2045%

La DM2 es la forma de diabetes mas frecuente y representa entre el 90 y el 95% de las personas
diagnosticadas con esta enfermedad. Anteriormente definida como DM no insulinodependien-te, incluye
a individuos que presentan resistencia a la insulina y usualmente deficiencia relativa (més que absoluta) de
insulinal.

Los pacientes con DM suelen desarrollar diferentes complicaciones crénicas, que incluyen enfermedades
macrovasculares y microvasculares®. La inflamacién crénica tiene un papel importante en el desarrollo y
progresion de la DM, y en la patogenia de sus complicaciones. Varios estudios informaron un incremento
en los niveles de mediadores inflamatorios como la proteina C reactiva (PCR), la interleucina 1 (IL-1),

interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-) en estos pacientes®.
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La proporcidn entre el recuento absoluto de neutrdfilos y el recuento absoluto de linfocitos (indice de

neutrdfilos/linfocitos, INL) se ha convertido en los tltimos afios en un marcador crucial de inflamacién

sistémica’, y se ha descrito que su elevacién se relaciona con numerosas enfermedades inflamatorias crénicas®.

OBJETIVOS

El objetivo de esta investigacién fue determinar el INL en pacientes con DM2, comparar con individuos no
diabéticos y establecer su correlacién con la concentracién de proteina C reactiva ultrasensible (PCR-us) en
una poblacion de la localidad de Riobamba, Ecuador.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé una investigacién de tipo observa-cional, descriptiva, correlacional, de corte transversal, en el
periodo comprendido desde julio de 2019 a febrero de 2020.

Sujetos

El muestreo fue de tipo intencional no proba-bilistico. Se inscribieron sujetos que solicitaron un chequeo
de rutina en un laboratorio privado de la localidad de Riobamba, Ecuador. Se seleccionaron 80 individuos
para participar en el proyecto: 25 sujetos controles y 55 pacientes con diagnéstico de DM2. El diagnéstico
de la DM se basé en la obtencién de dos determinaciones (en dos dfas diferentes) de la concentracién de
glucosa plasmitica en ayunas (después de al menos 8 horas de ayuno) utilizando un punto de corte de 126
mg/dl (7 mmol/I).

Los criterios de exclusién fueron: evidencia de hepatitis o infeccién por virus de la inmunodeficien-cia
humana (VIH, determinada por la presencia de anticuerpos contra los virus), manifestacién de cualquier otro
proceso infeccioso, inflamacién activa, procesos neoplésicos malignos, y en el caso de las mujeres, la presencia
de embarazo o el uso de medicamentos anticonceptivos. También se excluyeron los sujetos menores de 18
afos y aquellos que estuviesen recibiendo tratamiento con esteroides.

Procedimiento

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki,
revisada en el afo 2008. El proyecto fue aprobado por la Comisién de Bioética del laboratorio involucrado
y se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los participantes. Se recolectaron datos como
la edad, altura, peso y se calculd el indice de masa corporal (IMC) dividiendo el peso en kilogramos por
el cuadrado de la altura en metros. A cada sujeto se le extrajo una muestra de sangre en ayunas para la
determinacién en el suero de los siguientes pardmetros bioquimicos: glucosa, colesterol total, triglicéridos,
HDL colesterol, LDL colesterol y PCR-us, los cuales se midieron enzimaticamente con el equipo Cobas
C501 (Laboratorios Roche Diagnostics, EE.UU.), el cual se fundamenta en un método colorimétrico que
utiliza un fotémetro multicanal. La hemoglobina glicosilada se evalué por el método de Bioscience Medical
SL, Espana, que se basa en un principio de inmunoturbidimetria. El contaje de los leucocitos y subtipos
de leucocitos se calculé con un autoanalizador (Beckman Coulter Counter, Coulters Corporation, FL,
EE.UU). El indice neutréfilos/linfocitos se definié como el recuento de neutréfilos dividido por el recuento
de linfocitos.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé con el software GraphPad Instat 3.1. Los datos se expresaron como media
+desviacion estdndar (DE). La diferencia entre los grupos estudiados se evalué mediante la prueba de Mann-
Whitney. La correlacion se analizémediante la prueba de correlacion de Pearson. Se considerd un valor de
p <0,05 como estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

La poblacién en estudio estuvo conformada por 80 sujetos: 55 pacientes con DM2 y 25 controles sanos.
Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a edad, IMC, glucosa sanguinea, HDL
colesterol y hemoglobina glicosilada al comparar los grupos estudiados (Tabla 1).

Parimetros Controles (N=25) Diabéticos (N=55) Valor de p
Edad 52,1643,60 55.36+5,97 <0,01*
Sexo (% mujeres) 48% 46% NS
Sexo (% hombres) 52% 54% NS
Glucosa en ayunas (mg/dL) 84,428+5,68 130,63+20,91 <0,0001*
HbAlc (%) 4,572+0,47 7,849+0,77 <0,0001*
IMC iKg/m?) 25,628+2,48 29,8+2,71 <0,0001*
Colesterol total (mg/dL) 141,28+23,35 143,13+14,80 NS
Triglicéridos (mg/dL} 126,84+19,53 137,25+23,59 NS
HDL colesterol img/dL) 42,56+4,36 40,345+2, 54 0,02*
LDL colesterol (mg/dL} 58,96+13,87 65,31+14,24 NS

Tabla 1: Valores de IMC y pardmetros bioquimicos en pacientes con DM y controles.
IMC: indice de masa corporal; HbAle: hemoglobina glicosilada; HDL= lipoproteinas de alta densidad; LDL= lipoproteinas
de baja densidad.*Significancia estadistica; NS= no significativo. Mediatdesviacién estandar. Prueba de Mann-Whitney.

Se observé una diferencia significativa entre el contaje absoluto de neutréfilos y el contaje absoluto de
linfocitos entre el grupo control y los pacientes diabéticos (Tabla 2).

Con respecto al INL, se encontré un incremento significativo en los pacientes diabéticos vs los controles
(control=1,53+0,56 vs DM2= 1,90+0,52; p=0,0005) (Figura 1).

Pariametros Controles (N=25) Diabéticos (N=55) Valor de p
Leucocitos totales 6,90+0,95 7,35+1,18 NS
(10° x mm)
Neutrdfilos 3,7420,69 4,42+0,90 0,001*
(10°pL)
Linfocitos 2,61+0,62 2,36+0,57 0,04
(10%pL)

Tabla 2: Pardmetros leucocitarios en pacientes con DM y controles.
IMC: indice de masa corporal; HbAlc: hemoglobina glicosilada; HDL= lipoproteinas de alta densidad; LDL= lipoproteinas
de baja densidad. *Significancia estadistica; NS= no significativo. Mediatdesviacion estindar. Prueba de Mann-Whitney.

w 3
E EXE
= )
=
£ 9|
:"_E 1 :.. - .:
o !
= |
-.E I :
-— 5 I 1
= | 4
@ | |
= 1
=} 4
|H o -!
= I e
-\.: |:|__: 1 T 1 R e i P
Control Diabéticos
***p=0,0005

Figura 1: Valores del indice neutréfilos/linfocitos.

Se encontrd un elevado indice neutrdfilos/linfocitos en los pacientes con DM2 al compararlos con los
controles. Control (N=25); diabéticos (N=55). Mediatdesviacion estandar. Prucba de Mann-Whitney.

Al evaluar la concentracién de PCR-us, se observé un incremento significativo de esta molécula en los
pacientes diabéticos vs controles (control=0,39+0,15 vs DM2=0,65+0,27; p<0,0001) (Figura 2).
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Figura 2: Valores de proteina C reactiva ultra-sensible en suero.

Se encontraron altos niveles de PCR-us en los pacientes con DM2 al compararlos con los controles.
Control (N=25); diabéticos (N=55). Mediatdesviacion estandar. Prueba de Mann-Whitney.

Por otra parte, al correlacionar el indice neu-tréfilo/linfocitos con la concentracién de PCR-us, se detectd
una correlacién positiva entre ambos (p<0,0001; r=0,7774) (Figura 3).
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Figura 3: Correlacién entre la proteina C reactiva ultrasensible y el INL.
Importar imagenImportar tablaSe encontré una alta correlacién positiva entre el
INL y el contenido de PCR-us en los pacientes con DM2. Correlacién de Pearson.

Al evaluar la correlacién entre la concentracién de glucosa sanguinea y el IMC con los pardmetros
inflamatorios estudiados se hall6 una correlacién positiva parcial entre ellos (Tabla 3).
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Parametros Pearson (r) Valor de p
Glucemia vs PCR-us 0,3673 0,0008*
Glucemia vs INL 0,2829 0,01*
IMC vs PCR-us 0,2778 0,01*
IMC vs INL 0,1405 NS

Tabla 3: Correlacién de glucemia e IMC vs pardmetros inflamatorios estudiados.
MC= indice de masa corporal; PCR-us: proteina C reactiva ultrasensible; INL: indice
de neutrdfilos/linfocitos. NS= no significativo estadisticamente; *Significancia estadistica.

DISCUSION

La DM2 es una enfermedad crénica asociada con la obesidad y la resistencia a la insulina. La aparicion

de esta patologia estd determinada principalmente por la insuficiencia progresiva de las células B de los

islotes pancredticos para secretar niveles adecuados de insulina necesarios para mantener la normoglucemia7.

Numerosos estudios han demostrado un vinculo entre la inflamacién estéril de bajo grado y las enfermedades
metabolicas, incluida la DM2310,

En este sentido, se han propuesto varios marcadores bioldgicos que podrian indicar la gravedad de estos
procesos inflamatorios. En los tltimos anos, el INL se ha sugerido como un indicador de inflamacién

subclinica y demostrd ser un buen factor prondstico para el desarrollo de complicaciones vasculares asociadas

ala DM'"13, En este estudio, se evalué el INL en una poblacién ecuatoriana con DM2 y se encontré un
incremento significativo en este marcador con respecto a los controles. Adicionalmente también se midi6
la concentracién sérica de la proteina C reactiva ultrasensible, la cual resulté igualmente elevada en estos
pacientes. Estos resultados son consistentes con los reportados por otros investigadoresM’lS.

La DM es un trastorno metabdlico asociado con un incremento de los reactantes de fase aguda. Al respecto,
se ha descrito la elevacién del 4cido sidlico, la a-1 glicoproteina, la proteina C reactiva, y otras moléculas como
el amiloide sérico y la IL-6 en la DM2Y. La proteina C reactiva es un reactante de fase aguda sintetizada
en el higado. Su produccién en los hepatocitos es inducida principalmente por la IL-6 y puede potenciarse

con la IL-1@. Es un biomarcador muy sensible, cuyos niveles séricos se elevan rdpidamente en respuesta

a infecciones, afecciones inflamatorias y traumatismos'®. Los participantes en este estudio no presentaban
alguna condicién inflamatoria o enfermedad infecciosa manifiesta al momento de la toma de la muestra. Por
lo tanto, la elevacién en los niveles de INL y/o PCR-us en los pacientes con DM no parece ser el resultado
de estas condiciones patoldgicas.

Es importante resaltar que los sujetos diabéticos presentaban un incremento en el IMC en comparacién
con los controles y pueden clasificarse como pacientes con sobrepeso (IMC: 25 a 30)'®, Este estado podria
contribuir a la alteracién de los niveles de PCR y del INL. Al respecto, estudios previos demostraron una

asociacién entre el incremento del IMC y la elevacién de estos pardmetros'”**.Reconocemos que este aspecto
es un elemento limitante de nuestros resultados ya que estableceria el interrogante de si el sobrepeso en los
pacientes diabéticos es un factor contribuyente al incremento de los pardmetros inflamatorios estudiados.
Sin embargo, como se observa en la Tabla 3, se encontré una asociacién entre los valores de la PCR, el INL
y los niveles de glucemia. Estos resultados no son inesperados ya que se ha descrito que la hiperglucemia en
pacientes con DM2 se relaciona con el incremento en la expresién de citocinas proinflamatorias como la
IL-1PB y este fendmeno es revertido al normalizarse la concentracién de glucosa sanguinea®.

La activacién de mecanismos inflamatorios durante la DM posiblemente esté determinada por la

estimulacién del receptor para compuestos de glicacién avanzada (RAGE, sus siglas en inglés)*%. Nuestros
resultados sugieren que la hiperglucemia se asocia mas con la elevacién de la PCR y el INL en los pacientes

82



ADRIANA PEDREANEZ, ET AL. ELEVACION DEL INDICE NEUTROFILO/LINFOCITO Y SU RELACION CON LA PROTEINA ...

con DM2, dado que aunque el IMC se asoci6 al incremento de la PCR-us, no se correlacioné con la elevacion
del INL.

La aplicacién de muchos marcadores inflamatorios se ha visto limitada en la practica clinica diaria debido
a sus costos y dificultades técnicas de medicion. En esta investigacion se encontré correlacion positiva entre
la concentracién sanguinea de la PCR-us y el INL. Ambos parametros han sido descritos como marcadores
sensibles de la respuesta inflamatoria. Sin embargo, es de destacar que la medicién del INL es un pardmetro
mds econdémico, rutinario y ficilmente medible, calculado mediante la cuantificacién de los leucocitos
analizados de forma rutinaria. Por lo tanto, el INL ha sido considerado un indicador conveniente para la

>3 que refleja tanto la respuesta inmunitaria adapta-tiva (mediada

)26,27

determinacién de inflamacién sistémica
por linfocitos) como la respuesta inmunitaria innata (mediada por neutréfilos

Varios estudios evaluaron la importancia de la medicién del INL en pacientes con DM Asimismo
Mertoglu y Gunay informaron que los valores del INL eran significativamente mas altos en los diabéticos
recién diagnosticados en comparaciéon con un grupo control, sugiriendo que los valores de INL pueden

ser marcadores predictivos fiables en DM?°, Recientemente, Wan et al. proporcionaron evidencias sobre la
asociacion entre el nivel del INL y las complicaciones diabéticas que incluyen la enfermedad cardiovascular
(ECV), enfermedad renal diabética (ERD) y la retinopatia diabética (RD), en un estudio transversal que
incluy6 a 4.813 adultos diabéticos en siete comunidades de China. El hallazgo principal fue que el nivel de
INL se asocié positivamente con ECV y ERD, ademas de RD. Hasta donde sabemos, es el primer estudio

poblacional a gran escala que evalué la asociacion entre el nivel de INL y tres complicaciones vasculares

crénicas en la misma poblacién simultdneamente®’.

Algunos aspectos son importantes para comprender la modificacién de este pardmetro en los pacientes
diabéticos. En este sentido, cabe recordar que la regulacién de lahomeostasis del sistema inmunitario depende

de la apoptosis diaria de células leucocitarias®’. En este contexto, en 1948, Jailer et al. encontraron que la
sobrecarga de glucosa oral tanto en diabéticos como en no diabéticos producia una disminucion significativa
de los linfocitos circulantes, la cual era mucho mayor en los pacientes diabéticos®?. Este fenémeno fue
confirmado por estudios posteriores en los cuales la tasa de apoptosis de linfocitos fue significativamente

mayor en pacientes con DM2 que en la poblacién sana®. En el presente estudio el contenido de linfocitos
circulantes fue significativamente menor en los diabéticos comparado con el grupo control aunado al
aumento de los neutréfilos en los pacientes diabéticos. Estos hallazgos sugieren que el incremento en el valor
de INL podria resultar de la disminucién en el numero de linfocitos, posiblemente causada por el estrés
oxidativo inducido por la hiperglucemia y la apoptosis celular.

CONCLUSIONES

En la muestra estudiada, los pacientes con DM2 mostraron una elevacién en el INL que se correlaciond
con un incremento en la concentracién de PCR-us. Seria conveniente explorar la significacién del INL como
marcador de inflamacién en reemplazo de la PCR-us, asi como posibles puntos de corte y su valor prondstico
de complicaciones micro y macrovasculares, en estudios bien disenados con mayor niimero de pacientes. El
INL es un método simple y facil de calcular. Esta prueba es econdmica y se realiza de forma rutinaria; puede
ser un marcador alternativo efectivo del dano inflamatorio sistémico durante la DM y podria servir como
sustituto de otros marcadores de inflamacién como la proteina C reactiva.
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