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ABSTRACT

Background: Il rapporto neutrofili/linfociti (NLR) € considerato un indicatore
sintetico dello stato immuno-infiammatorio sistemico ed & spesso utilizzato come
biomarcatore infiammatorio semplice, economico e di facile ottenimento. Nella
popolazione anziana, esso e stato proposto come espressione dei processi di
immunosenescenza e di inflammazione cronica associata all'invecchiamento
(detto “inflammaging”). In particolare, durante la pandemia di COVID-19, molti
studi hanno dimostrato che un NLR elevato al momento del ricovero e associato
ad esiti clinici sfavorevoli a breve termine, inclusa una maggiore mortalita
intraospedaliera. Tuttavia, il suo valore prognostico nel lungo periodo, soprattutto

nei pazienti geriatrici, rimane ancora poco definita.

Scopo dello studio: esaminare |’associazione tra indice NLR calcolato al momento

del ricovero e la mortalita per tutte le cause in un periodo di 3,5 anni in anziani
ospedalizzati per COVID-19, ponendo particolare attenzione alle differenze sesso-

specifiche.

Metodi: € stato condotto uno studio di coorte osservazionale prospettico con
follow-up di 3,5 anni in cui sono stati coinvolti complessivamente 440 pazienti, di
eta superiore ai 65 anni, ricoverati presso il reparto di Geriatria dell’Azienda
Ospedale Universita di Padova con infezione da SARS-CoV-2 confermata. |l
rapporto NLR & stato ricavato al momento del ricovero, per il quale e stato ottenuto
un valore soglia ottimale pari a 12,63 attraverso statistiche di rango massimamente
selezionate, che ha permesso di dividere la popolazione in due sottogruppi.
L’associazione tra NLR e la mortalita & stata valutata mediante modelli di rischio
proporzionale di Cox. In particolare, sono stati stimati un modello non aggiustato
e un modello aggiustato per eta, sesso e stato vaccinale. La possibile modifica
dell’effetto in funzione del sesso e stata esplorata introducendo termini di

interazione e conducendo analisi stratificate per sesso.

Risultati: Un valore elevato di NLR al momento dell’ammissione ospedaliera &
emerso come predittore indipendente di mortalita per tutte le cause nel lungo

termine (HR aggiustato 1,71;1C95%: 1,21-2,43; p < 0,001). L’analisi stratificata per



sesso ha evidenziato come tale associazione fosse significativa esclusivamente nel
sottogruppo femminile (HR 2,50; IC 95%: 1,49-4,22; p < 0,001). Le analisi di
sensibilita hanno inoltre mostrato un’associazione significativa tra NLR elevato e
mortalita entro 90 giorni dal ricovero (HR 1,80; IC 95%: 1,15-2,81; p = 0,010),
mentre non sono emerse associazioni rilevanti per i decessi verificatisi oltre tale

intervallo temporale (HR 0,83; IC 95%: 0,43-1,61; p = 0,58).

Conclusioni: I'NLR sembra delineare un intervallo temporale circoscritto di
maggiore vulnerabilita nella popolazione anziana, con un impatto pit marcato nel
sesso femminile, verosimilmente espressione dell’interazione tra inflammazione
acuta, immunosenescenza e meccanismi associati alla fragilita. Tali evidenze
suggeriscono che I'NLR possa rappresentare un indicatore clinicamente utile di
inflammaging, con potenziale applicazione nella stratificazione del rischio sesso-
specifica e nella pianificazione di interventi nel periodo post-dimissione in ambito

geriatrico.



ABSTRACT IN INGLESE

Background: The neuthophil to lynphocyte ratio (NLR) is considered as a composite
indicator of systemic immuno-inflammatory status and is often used as a simple,
inexpensive and readily available inflammatory biomarker. In older population it
has been proposed as an expression of immunosenescence processes and chronic
inflammation associated with aging, called “inflammaging”. In particular, during
the COVID-19 pandemic, lots of studies demonstrated that an elevated admission
NLR is associated with unfavorable short-term clinical outcomes, including
increased intrahospital mortality. However, its long-term prognostic value,

especially in geriatric patients, remains poorly defined.

Aim: to examine the association between index NLR measured at the hospital
admission and all- causes mortality over a 3,5 years period in older adults

hospedalized for COVID-19, with a particular focus to the sex-specific differences.

Methods: A prospective observational cohort study with a 3.5-year follow-up was
conducted, including a total of 440 patients aged over 65 years, hospitalized at the
Geriatrics Unit of the Azienza Ospedale Universita Padova with confirmed SARS-
CoV-2 infection. NLR was calculated at admission, and an optimal cut-off value of
12.63 was identified using maximally selected rank statistics, allowing the
population to be divided into two subgroups. The association between NLR and
mortality was assessed using Cox proportional hazards models. Specifically, both
an unadjusted model and a model adjusted for age, sex, and vaccination status
were estimated. Potential effect modification by sex was explored by including

interaction terms and conducting sex-stratified analyses.

Results: A high NLR at hospital admission emerged as an independent predictor of
long-term all-cause mortality (adjusted HR 1.71; 95% Cl: 1.21-2.43; p < 0.001). Sex-
stratified analysis showed that this association was significant only in the female
subgroup (HR 2.50; 95% Cl: 1.49-4.22; p < 0.001). Sensitivity analyses also
demonstrated a significant association between elevated NLR and mortality within
90 days of admission (HR 1.80; 95% Cl: 1.15-2.81; p = 0.010), whereas no
significant associations were observed for deaths occurring beyond this time

interval (HR 0.83; 95% Cl: 0.43-1.61; p = 0.58).



Conclusions: NLR appears to delineate a circumscribed time window of increased
vulnerability in the older population, with a more pronounced impact in women,
likely reflecting the interplay between acute inflammation, immunosenescence,
and mechanisms related to frailty. These findings suggest that NLR may represent
a clinically useful indicator of inflammaging, with potential applications in sex-
specific risk stratification and in planning post-discharge interventions in geriatric

care.



1. INTRODUZIONE

1.1 Immunosenescenza

L'invecchiamento € un fenomeno complesso caratterizzato da una serie di
modificazioni dell’assetto fisiologico dell’'organismo, tra cui cambiamenti
nell’lambito immunologico, che nel loro insieme costituiscono quel processo
denominato immunosenescenza. Quest’ultima e definita come il progressivo
deterioramento dell’efficienza del sistema immunitario legato all’eta. Tale
fenomeno non si configura esclusivamente come un declino funzionale, ma
piuttosto come un processo complesso e dinamico di rimodellamento
immunitario, che coinvolge sia I'immunita innata che quella adattativa ed &
profondamente influenzato dalla storia immunologica individuale, definita
“immunobiografia”, ossia dall’insieme delle esposizioni antigeniche e degli stimoli

inflammatori accumulati nel corso della vita. (1,2)

L'immunita innata, che rappresenta la prima linea di difesa di ogni individuo,
mantiene un ruolo centrale anche durante I'eta avanzata, ma subisce importanti
modificazioni funzionali. Le principali cellule coinvolte, ovvero i neutrofili, i
monociti/macrofagi, le cellule dendritiche e le cellule NK conservano la capacita di
riconoscere patogeni e segnali di danno attraverso recettori specifici, ma

presentano un’alterazione delle vie di segnalazione intracellulare. (3)

Cio si traduce in una ridotta efficienza di funzioni fondamentali come fagocitosi,
chemiotassi, produzione di specie reattive e attivita microbicida. In particolare, i
neutrofili, pur mantenendo una capacita fagocitaria relativamente conservata,
mostrano una riduzione della chemiotassi e dell’attivita microbicida, associata ad
un’alterazione delle vie di segnalazione intracellulari. Analogamente,
monociti/macrofagi e cellule dendritiche presentano una ridotta capacita di
presentazione dell’antigene e di produzione citochinica regolata, mentre le cellule
NK evidenziano una diminuzione dell’attivita citotossica a livello cellulare,
parzialmente compensata da un aumento numerico. Inoltre, la continua
stimolazione da parte di PAMP (Profili Molecolari Associati ai Patogeni) e DAMP
(Pattern Molecolari Associati al Danno) porta ad uno stato di inflammazione

cronica delle cellule innate. Questo stato comporta una secrezione persistente,



seppur a basso grado, di citochine inflammatorie, che contribuiscono allo sviluppo
dell’inflammaging. Parallelamente si pu0 instaurare una condizione in cui la

risposta agli stimoli nuovi risulta attenuata o meno efficiente. (4)

Per quanto riguarda invece I'immunita adattativa, le modificazioni piu rilevanti
riguardano il comportamento delle cellule T. Con I'avanzare dell’eta si osservano
alterazioni nei meccanismi di presentazione dell’antigene e nella trasduzione del
segnale del recettore T (TCR), con conseguente riduzione dell’attivazione,
dell’espansione clonale e della produzione di citochine. Inoltre, I'involuzione
timica contribuisce alla diminuzione delle cellule T naive periferiche, soprattutto
CD8+, e alla riduzione della diversita del repertorio immunitario, mentre si verifica
un accumulo di cellule T della memoria, legato all’esposizione ripetuta agli antigeni
nel corso della vita. Questo fenomeno € accompagnato anche da cambiamenti
delle cellule regolatorie (Treg), il cui aumento potrebbe rappresentare un
meccanismo compensatorio per controllare I'eccessiva attivazione immunitaria,

ma al tempo stesso potrebbe limitare I’efficacia della risposta immunologica. (5,6)

Tutti questi aspetti contribuiscono all’laumentata vulnerabilita dell’anziano ad
infezioni, patologie croniche e peggiori esiti clinici. Essa & quindi responsabile di
una maggior predisposizione all'insorgenza di malattie correlate all’eta come le
infezioni, inflammazioni, cancro, malattie autoimmuni, la sindrome di fragilita e ad

una maggiore mortalita. (1,2)

L'invecchiamento del sistema immunitario comporta una progressiva riduzione
dell’efficacia del sistema immunitario, con conseguente aumento della
suscettibilita alle infezioni, soprattutto per quanto riguarda batteri e batteri
multiresistenti (MDR). In ogni caso questo aspetto va attribuito ad un insieme di
cofattori, tra cui 'aumentata ospedalizzazione, I'utilizzo piu frequente di antibiotici
e comorbilita. (7) Dal punto di vista clinico ed epidemiologico, tale relazione si
manifesta con un aumento d’incidenza nella popolazione anziana di infezioni,
accompagnato spesso da una maggiore severita del quadro clinico e da un rischio
piu elevato di complicanze. A questo si associa una tendenza ad un decorso piu
prolungato e una risposta terapeutica meno favorevole rispetto ai soggetti di

giovane etd. E anche importante evidenziare che questa condizione rende il



soggetto anziano piu vulnerabile all'infezione di patogeni opportunisti, che in

condizione di normale efficienza del sistema immunitario verrebbero controllati.

(8)

Un altro aspetto importante da considerare € che I'invecchiamento del sistema
immunitario riduce I'efficacia delle vaccinazioni, poiché sia la risposta delle cellule
T che quella delle cellule B risultano compromesse. Negli anziani diminuisce la
produzione di cellule immunitarie naive, si altera la funzione della memoria
immunitaria e si riduce la qualita e la durata della risposta anticorpale, con
conseguenti livelli di protezione pil bassi e meno persistenti dopo la vaccinazione.
Per questo motivo, sono stati sviluppati vaccini specificamente potenziati per
guesta fascia di popolazione, come quelli ad alto dosaggio o adiuvati, con
I'obiettivo di migliorare la risposta immunitaria e compensare il calo della

competenza immunologica legato all’eta.(8)

Relativamente alla correlazione tra questi cambiamenti immunologici e lo sviluppo
di neoplasie, sia il sistema immunitario innato che adattativo partecipano alla
sorveglianza e alla difesa contro le cellule tumorali. L'aumentata incidenza di alcuni
tumori nei pazienti con immunodeficienze evidenzia infatti il ruolo protettivo del
sistema immunitario nei confronti di queste patologie. Tuttavia, il contributo
specifico dellimmunosenescenza alla cancerogenesi resta difficile da definire,
poiché lo sviluppo tumorale & un processo multifattoriale e intervengono anche

fattori quali 'accumulo di mutazioni e I'esposizione a cancerogeni. (9)

La prevalenza del cancro aumenta con lI'invecchiamento, sebbene tenda a ridursi
nei soggetti molto longevi (10,11). Il tumore origina da mutazioni che possono
rimanere silenti per anni, e la sua progressione dipende dall’equilibrio tra la
crescita delle cellule neoplastiche e la capacita del sistema immunitario di
eliminarle. In questo contesto, la sorveglianza immunitaria rappresenta uno dei
principali meccanismi di difesa, ma puo risultare compromessa con |'avanzare

dell’eta.

L'immunosenescenza contribuisce a questa ridotta efficacia attraverso diversi
meccanismi. In primo luogo, la diminuzione delle cellule T naive limita la capacita

del sistema immunitario di riconoscere nuovi neoantigeni tumorali. Anche quando



il riconoscimento avviene, la capacita proliferativa delle cellule T risulta ridotta, con
conseguente difficolta nel generare un numero adeguato di cellule effettrici in

grado di eradicare il tumore. (12)

Un ulteriore aspetto rilevante e rappresentato dall’accumulo di cellule T
definitivamente differenziate ed esauste, caratterizzate da una ridotta funzionalita
e da un’aumentata espressione di recettori inibitori di superficie, come PD-1 e
CTLA-4. Questi recettori contribuiscono a limitare |'attivazione e la risposta
citotossica delle cellule T, favorendo I'evasione immunitaria da parte delle cellule
tumorali. La maggiore frequenza di cellule T esauste osservata con l'eta
rappresenta quindi un importante meccanismo attraverso Cui

I'immunosenescenza pud compromettere la risposta antitumorale.

Inoltre, I'invecchiamento & associato a una riduzione complessiva dell’efficienza
delle vie di segnalazione intracellulare e della capacita funzionale delle cellule
immunitarie, che contribuisce a un’alterata attivazione e a una minore efficacia
della risposta immune. Anche la competizione metabolica tra cellule tumorali e
cellule immunitarie puo aggravare questo deficit, limitando ulteriormente la

proliferazione e la funzione delle cellule T.

E importante sottolineare che, nonostante questi cambiamenti, il ruolo causale
diretto dell'immunosenescenza nello sviluppo del cancro non €& ancora
completamente chiarito. Rimane infatti difficile stabilire se essa rappresenti un
fattore primario nell’insorgenza tumorale, una condizione concomitante o una

conseguenza della presenza del tumore stesso.

Infine, le recenti acquisizioni nel campo dell'immunoterapia hanno dimostrato che
le alterazioni funzionali delle cellule T associate all'immunosenescenza possono
essere, almeno in parte, reversibili. In particolare, gli inibitori dei checkpoint
immunitari, diretti contro molecole come PD-1 e CTLA-4, sono in grado di riattivare
le cellule T esauste e ripristinare la risposta antitumorale. E stato osservato che
I'espressione di questi recettori aumenta con |'eta, contribuendo alla ridotta
proliferazione cellulare; tuttavia, |'efficacia clinica di queste terapie non sembra
dipendere in modo marcato dall’eta del paziente, suggerendo che il sistema

immunitario anziano mantenga una significativa plasticita funzionale. (1,13)



L'immunosenescenza risulta partecipe anche nell'insorgenza delle patologie
autoimmuni, di cui pero eziopatogenesi non & ancora stata ben chiarita. Esse infatti
risultano piu frequenti nell’eta avanzata, eccezione fatta per quelle tipiche ad
esordio giovanile, e nel sesso femminile. Lo sviluppo delle malattie autoimmuni
segue generalmente due fasi principali: in una prima fase si verifica la perdita della
tolleranza immunologica, che consente I'attivazione di linfociti autoreattivi e la
produzione di autoanticorpi specifici; successivamente, si manifesta la fase clinica,
in cui il danno immuno-mediato diventa evidente. Durante questo processo,
immunosenescenza e autoimmunita non agiscono in modo indipendente, ma
risultano strettamente interconnesse, influenzandosi reciprocamente in una
relazione bidirezionale. L'invecchiamento del sistema immunitario puo favorire la
comparsa di risposte autoimmuni, mentre i processi autoimmuni stessi possono
contribuire a ulteriori alterazioni della regolazione immunitaria. Una migliore
comprensione dell’interazione tra invecchiamento immunitario e autoimmunita
potrebbe quindi aprire nuove prospettive terapeutiche per il trattamento di queste

malattie. (14,15)

1.1.1 Differenze di genere nell'immunosenescenza

Tra i principali fattori biologici in grado di influenzare la funzionalita del sistema
immunitario e il processo di immunosenescenza, un ruolo rilevante e svolto dal
sesso biologico, poiché uomini e donne presentano differenze sia in condizioni

fisiologiche sia durante I'invecchiamento (16).

Le donne sviluppano generalmente risposte immunitarie innate e adattative piu
efficaci, con maggiore capacita di eliminare infezioni e produrre anticorpi dopo la
vaccinazione. Gli uomini, invece, mostrano una maggiore suscettibilita alle
infezioni e tassi di mortalita piu elevati. Tali differenze dipendono dall’interazione
tra ormoni sessuali, fattori genetici ed epigenetici, in particolare dal ruolo del

cromosoma X e degli estrogeni (17).

Anche la composizione cellulare del sistema immunitario varia tra sessi: nelle
donne prevalgono cellule dell'immunita adattativa, mentre negli uomini sono piu

presenti componenti dell'immunita innata come monociti e cellule NK (18).
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L'immunosenescenza & influenzata anche dall'immunobiografia, cioé dall’insieme
delle esperienze immunologiche e ambientali accumulate nel corso della vita.
Fattori legati al genere, come alimentazione, condizioni socioeconomiche,
istruzione, stress, stili di vita e accesso alle cure, possono modulare nel tempo il
sistema immunitario attraverso meccanismi epigenetici e infiammatori. Tali
differenze legate al sesso e al genere nell’invecchiamento immunitario emergono
anche a livello cellulare, dove uomini e donne mostrano alterazioni differenti nella
composizione, nella funzione e nell’attivita delle principali popolazioni

immunitarie durante I'eta avanzata (19).

In particolare, le donne tendono a conservare piu a lungo una funzionalita
immunitaria efficiente rispetto agli uomini. Con I'eta, nelle donne il declino di
cellule immunitarie fondamentali, come linfociti T CD4+, T naive, cellule B e cellule
T proliferative, risulta meno marcato. Le donne mantengono inoltre un rapporto
CD4+/CD8+ piu favorevole e una risposta immunitaria adattativa piu efficiente

(20).

Al contrario, negli uomini il processo di immunosenescenza appare piu rapido e
associato a una maggiore perdita di cellule T naive, a un incremento
dell’attivazione dell'immunita innata e a uno stato inflammatorio piu accentuato.
Questo fenomeno & coerente con il fatto che l'invecchiamento epigenetico

maschile sembra comparire alcuni anni prima rispetto a quello femminile (19).
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1.2 Inflammaging

Un aspetto importante dell'immunosenescenza, come € gia stato spiegato in
precedenza, e sicuramente la presenza di un aumento dei fattori proinfiammatori,
che si sviluppano a causa di una continua stimolazione da parte degli antigeni
durante gli anni e da alterazioni di funzionalita del nostro sistema immunitario, che
porta all'instaurarsi di un’inflammazione cronica di basso grado, definita
inflammaging. Il livello di citochine, seppur alti rispetto ai livelli rilevati in soggetti
giovani, rimangono spesso all’interno dei limiti di norma, motivo per quale tale
condizione viene considerata subclinica. In questo processo molecole come IL-6,
TNF-a e proteina C reattiva svolgono un ruolo centrale. Risulta quindi un rialzo
delle proteine di fase acuta, la cui principale fonte ¢ il fegato, e citochine pro-
inflammatorie, rilasciate da cellule mieloidi, principalmente monociti e macrofagi.
Parallelamente si registra anche un aumento di citochine anti-inflammatorie,
suggerendo l'esistenza di meccanismi compensatori volti a contenere lo stato

inflammatorio. (1)

Un elemento chiave nella regolazione e diffusione dell’inflammazione e
rappresentato dalle vescicole extracellulari (EV), che mediano la comunicazione
intercellulare trasportando proteine, acidi nucleici e altri segnali molecolari. Le EV
svolgono funzioni sia fisiologiche, come la riparazione tissutale mediata da segnali
redox, sia patologiche, contribuendo alla propagazione della neuroinfiammazione
in malattie neurodegenerative. Inoltre, studi sperimentali suggeriscono che EV
derivate da organismi giovani possano attenuare i fenomeni infiammatori e
I'immunosenescenza negli individui anziani, sebbene le implicazioni cliniche

restino da chiarire. (21,22)

Le basi fisiopatologiche dell’insorgenza dell'infiammazione cronica nell’anziano
riconoscono una multifattorialita, anche se l'innesco di tale processo non &
tutt’oggi ancora verificato in via definitiva. Tra i fattori riconosciuti che
contribuiscono alla progressione di tale condizione cronica si possono citare lo
squilibrio tra sistema immunitario innato ed adattativo, tipico
dell'immunosenescenza; la degenerazione delle cellule senescenti e delle sostanze

che esse producono; lo stress ossidativo; I'accumulo di cellule e molecole
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danneggiate e alterazioni del microbiota intestinale. In tale contesto,
I'inflammaging e sostenuto non solo da agenti infettivi, ma anche da stimoli
endogeni riconducibili al concetto di “spazzatura molecolare” (GARBage),
costituita da detriti cellulari e molecole alterate o mal localizzate in grado di

attivare i recettori dell'immunita innata (23,24).

Con l'avanzare dell’eta, la progressiva riduzione dell’efficienza dei sistemi di
degradazione e riciclo cellulare, come autofagia e mitofagia, ne favorisce
I’accumulo, contribuendo al mantenimento di uno stato infiammatorio cronico di
basso grado. In questo quadro, un ruolo rilevante & svolto dai DAMP (damage-
associated molecular patterns) e dal fenotipo secretorio associato alla senescenza
cellulare (SASP), attraverso cui le cellule senescenti rilasciano citochine,
chemochine e altri mediatori pro-infammatori, amplificando la risposta

inflammatoria a livello sistemico. (23)

La regolazione di tali processi e ulteriormente modulata da meccanismi
epigenetici, tra cui la metilazione del DNA, le modifiche post-traduzionali degli
istoni e 'azione dei microRNA, che influenzano sia I'acquisizione del SASP sia i
fenomeni di immunosenescenza. Tali meccanismi risultano sensibili a fattori
ambientali e comportamentali, come alimentazione, attivita fisica e stress, capaci
di determinare modificazioni durature dell’'omeostasi immuno-metabolica. Nel
complesso, l'interazione tra accumulo di stimoli endogeni, senescenza cellulare,
disregolazione immunitaria ed effetti epigenetici contribuisce a definire e

perpetuare il quadro infammatorio tipico dell’invecchiamento. (2,25-28)

E stato dimostrato che il perpetuarsi di tale stato infiammatorio & alla base, o
comungue contribuisce in modo attivo, dello sviluppo della maggior parte delle
patologie croniche che si presentano con l'invecchiamento, come malattie
cardiovascolari, neurodegenerative, oncologiche e sindromi di fragilita. Si puo
pertanto considerare tale condizione come uno dei principali determinati biologici

della morbilita associata all’eta. (28)

A partire da queste evidenze, € tuttavia necessario adottare una visione piu critica
e integrata del fenomeno: sebbene l'inflammazione cronica a bassa intensita

rappresenti un importante determinante della morbilita associata all’eta, essa non
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puod essere considerata come unica causa delle patologie croniche. Piuttosto,
I'inflammaging si inserisce in un quadro multifattoriale, in cui interagisce con
predisposizione genetica, fattori ambientali e storia immunologica individuale. In
guesta prospettiva, I'inflammazione legata all’eta sembra agire principalmente
come fattore facilitante e amplificatore, contribuendo alla progressione e alla
manifestazione clinica di processi patologici spesso gia presenti in forma silente da
anni o decenni. Pertanto, piu che origine primaria delle malattie, I'inflammaging
rappresenta un elemento chiave nella loro evoluzione e nella transizione verso la

fase clinicamente evidente. (1,2)

Per quanto riguarda lo sviluppo di malattie oncologiche, accanto al declino della
funzione immunitaria gia discusso nel contesto dell'immunesenescenza, un ruolo
cruciale & svolto dall'infiammazione cronica a bassa intensita tipica dell’eta
avanzata attraverso diversi meccanismi. Da un lato favorisce I'accumulo di danni
genetici ed epigenetici, dall’altro promuove la crescita, la sopravvivenza e la

disseminazione delle cellule tumorali. (29)

Inoltre, I'ambiente infiammatorio altera profondamente il microambiente
tumorale, modulando negativamente la risposta immunitaria antitumorale(29,30).
In particolare, I'inflammaging & associato a un aumento di popolazioni cellulari
immunosoppressive, come le cellule mieloidi soppressorie e le cellule T regolatorie
(Treg), che contribuiscono all’inibizione dell’attivita delle cellule T citotossiche.
Parallelamente, I'esposizione cronica ad antigeni e segnali inflammatori favorisce
I'instaurarsi del fenomeno di “esaurimento” delle cellule T, caratterizzato dall’up-

regolazione di recettori inibitori e dalla ridotta capacita effettoria (31).

Questi processi, in sinergia con le alterazioni gia indotte dall'immunosenescenza,
compromettono ulteriormente la sorveglianza immunitaria, facilitando I'evasione
tumorale. Un ulteriore elemento di connessione tra invecchiamento,
inflammazione e cancro é rappresentato dalla senescenza cellulare (32). Sebbene
essa costituisca un importante meccanismo di difesa antitumorale, impedendo la
proliferazione di cellule danneggiate, le cellule senescenti acquisiscono un

fenotipo secretorio pro-inflammatorio (SASP) che puo, nel lungo termine, favorire
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la tumorigenesi e sostenere un microambiente permissivo alla crescita neoplastica

(33).

Quindi, piu che rappresentare una causa diretta, I'inflammaging sembra agire
come un fattore modulante che amplifica processi patologici gia in atto da decenni,

contribuendo alla manifestazione clinica del tumore in eta avanzata. (1,34)

L'inflammaging svolge un ruolo anche nello sviluppo della sindrome della fragilita,
una condizione tipica dell’eta avanzata caratterizzata da una riduzione delle riserve
fisiologiche e da una maggiore vulnerabilita nei confronti degli stress. In ruolo
dell'infiammazione cronica in questo contesto perd non & ancora del tutto chiarito,
in quanto essendo la fragilita una condizione multifattoriale e difficile definire un

rapporto causale diretto tra questi due aspetti (1).

E stato, perd, osservato che con I'avanzare dell’etd il numero di neutrofili nel
sangue aumenta e questo aspetto risulta correlato ad una ridotta attivita fisica e
predisposizione alla fragilita. Oltre al loro aumento si nota anche una progressiva
disfunzione dei neutrofili, che con l'eta mostrano una ridotta capacita
chemiotattica e una migrazione inefficiente verso i siti di danno tissutale. Questo
comportamento alterato non solo compromette ['efficacia della risposta
immunitaria, ma puo anche determinare un incremento del danno collaterale ai

tessuti sani e amplificare lo stato infiammatorio sistemico. (2)

In particolare, durante i processi di riparazione muscolare, la presenza eccessiva o
disfunzionale di neutrofili puo contribuire a danno secondario delle fibre
muscolari, favorendo perdita di massa e riduzione della funzionalita (35). Quindi il
danno muscolare legato all’eta, combinato con un sistema immunitario alterato ed
un costato stato di infiammazione, contribuisce alla progressiva perdita di massa e
gualita muscolare, portando ad un declino funzionale muscolo-scheletrico. Tale
processo si traduce nelle manifestazioni cliniche tipiche della fragilita,
caratterizzate da debolezza, ridotta performance fisica e aumentata vulnerabilita

agli stress. (36-38)

Tale danno a livello muscolare predispone il soggetto non solo ad uno stato di
fragilita, ma anche alla comparsa e alla progressione della sarcopenia. L’'aumentata

inflammazione sistemica e la migrazione inefficiente dei neutrofili possono infatti
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amplificare il danno muscolare, alterare i processi di riparazione tissutale e
mantenere uno stato catabolico cronico sfavorevole al mantenimento della massa
muscolare (39). In gquesto senso, tali meccanismi si integrano con i processi
degenerativi eta-correlati, favorendo la perdita progressiva di funzione e massa
muscolare tipica della sarcopenia e contribuendo al fenotipo di fragilita

nell’anziano.(40)

L'inflammaging & considerato un importante fattore modulante anche di patologie
neurodegenerative quali la malattia di Alzheimer e la malattia di Parkinson (41,42).
Infatti I'invecchiamento del sistema nervoso e del sistema immunitario risultano
ampiamente interconnessi: 'immunosenescenza favorisce linstaurarsi di uno
stato pro-infiammatorio sistemico e neuroinfiammatorio, mentre i cambiamenti
cerebrali influenzano a loro volta la regolazione dell'immunita periferica (43—45).
La neurodegenerazione si configura come un processo di lunga durata, che si
sviluppa nel corso di decenni a partire da stimoli eterogenei, tra cui fattori infettivi,
metabolici, vascolari o traumatici. In condizioni iniziali, la risposta inflammatoria
puo avere un ruolo protettivo; tuttavia, quando diventa persistente e non risolta,
contribuisce al danno neuronale progressivo e alla comparsa delle manifestazioni

cliniche (44).

Le patologie metaboliche, in particolare il Diabete mellito di tipo 2, sono
strettamente associate all'inflammazione cronica di basso grado. Questo perché lo
stato infiammatorio che caratterizza tale situazione & in parte sostenuto
dall’attivita pro-infiammatoria del tessuto adiposo, che contribuisce allo sviluppo
diinsulino-resistenza a alla riduzione della funzione delle cellule beta pancreatiche
(46). Nel diabete mellito di tipo 2 si nota anche un aumento di diversi marcatori
inflammatori, tra cui IL-6, TNF e proteina C-reattiva, associati anche ad un
incremento dello stress ossidativo. Le complicanze vascolari, oculari e renali sono
aggravate dall’'infiammazione e dall’accumulo di prodotti di glicazione avanzata,
rendendo il diabete una patologia infiammatoria che, insieme

alllimmunosenescenza, altera ulteriormente la risposta immunitaria nell’anziano

(2).
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Anche l'obesita & collegata all'inflammaging: I’alterazione del profilo delle
adipochine determina una prevalenza di mediatori pro-inflammatori che
mantengono lo stato infiammatorio cronico. Essa quindi contribuisce

all'inflammazione e ne viene alimentata a sua volta. (1,47)

Analogamente a quanto osservato in altre patologie croniche associate
all'invecchiamento, anche le malattie ossee come osteoartrosi e osteoporosi si
inseriscono nel contesto pitu ampio dell’inflammaging (48). Sebbene siano
tradizionalmente considerate malattie degenerative, mostrano un’importante
componente inflammatoria che contribuisce alla progressione clinica, soprattutto
nell’osteoartrosi. L'inflammazione non rappresenta necessariamente |'evento
iniziale, ma piuttosto un fattore che ne amplifica la progressione e la
manifestazione clinica. Un ulteriore elemento di continuita con i meccanismi gia
discussi € rappresentato dal ruolo di molecole immuno-metaboliche coinvolte nel
rimodellamento osseo, come osteopontina e osteoprotegerina(49). Queste, oltre
a regolare l'equilibrio tra formazione e riassorbimento osseo, partecipano
attivamente alla modulazione della risposta immunitaria, confermando

I'interconnessione tra sistema immunitario e metabolismo tissutale.(1)

Per quanto riguarda eventuali interventi, data la complessita dei rapporti tra
invecchiamento, inflammaging e malattie croniche, non & realistico pensare a una
singola strategia risolutiva, ma piuttosto a un insieme di interventi mirati e
combinati. Parallelamente, si stanno sviluppando strategie che agiscono
direttamente sui processi dell’invecchiamento cellulare, come i farmaci senolitici e
senomorfici, che mirano a ridurre I'impatto delle cellule senescenti e del loro
fenotipo pro-infiammatorio, con effetti promettenti su piu sistemi biologici. Infine,
anche approcci non farmacologici come dieta ed esercizio fisico contribuiscono alla
modulazione dell’'infiammazione, sebbene le evidenze siano ancora in parte
limitate. Nel complesso, le prospettive attuali convergono verso un modello
integrato che combina controllo dell'infiammazione e intervento sui meccanismi

di malattia per migliorare la salute in eta avanzata.(1)

Nel complesso, I'inflammaging si configura quindi come un elemento centrale e

trasversale nei processi dell'invecchiamento, la cui comprensione € essenziale per
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interpretare I'insorgenza e la progressione delle principali patologie eta-correlate

e per orientare future strategie preventive e terapeutiche.

1.2.1 La differenza di genere nell’inflammaging
L'inflammaging non si sviluppa in modo sovrapponibile nei due sessi, ma segue
traiettorie parzialmente divergenti che riflettono differenze genetiche,

epigenetiche e immunologiche (50).

Negli uomini, I'invecchiamento & generalmente associato a un incremento piu
marcato di pathway pro-infiammatori sistemici, con una maggiore attivazione di
meccanismi legati allo stress ossidativo, alla disfunzione mitocondriale e alla
risposta dell'immunita innata, in particolare a carico di monociti e macrofagi.
Questo assetto si traduce in un’inflammazione cronica piu persistente e meno

efficacemente risolta (51).

Al contrario, nelle donne I'inflammaging appare complessivamente pit modulato,
caratterizzato da una regolazione piu fine dei geni infiammatori attraverso
meccanismi epigenetici, come la metilazione del DNA, e da un maggiore
coinvolgimento dell'immunita adattativa nei processi inflammatori legati all’eta.
Inoltre, nei diversi tessuti, le cellule immunitarie femminili mostrano profili
trascrizionali piu eterogenei e maggiormente influenzati dal contesto

ormonale(52).

Nel complesso, tali differenze suggeriscono che negli uomini prevalga un fenotipo
infammatorio piu sistemico e pro-degenerativo, mentre nelle donne
I'inflammaging risulti piu dinamico e finemente regolato, sebbene suscettibile a

variazioni significative in relazione alle transizioni ormonali della vita. (50)
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1.3 COVID-19 nell’anziano

Il COVID-19 é una malattia caratterizzata dall’infezione da parte del virus SARS-CoV-
2, appartenente alla famiglia dei coronavirus, e rappresenta una delle piu rilevanti
emergenze sanitarie globali del ventunesimo secolo. Identificata per la prima volta
in Cina alla fine del 2019, la malattia si &€ rapidamente diffusa a livello globale grazie
alla sua elevata trasmissibilita tramite droplets, soprattutto nei contatti ravvicinati
anche con soggetti asintomatici. Nel marzo 2020 e stato quindi dichiarato lo stato

di pandemia. (53)

La sintomatologia & caratterizzata da un coinvolgimento multiorgano, anche se i
sintomi sono principalmente respiratori e le manifestazioni coprono un ampio
spettro che va dal paziente asintomatico, al paziente con lievi sintomi delle vie
respiratorie superiori, a condizioni severe come polmonite interstiziale, sindrome
da distress respiratorio acuto e complicanze multiorgano. | piu comuni comunque

sono febbre, tosse secca e difficolta respiratorie. (53,54)

Fin dalla prime fasi della pandemia, € stato osservato che |'eta avanzata risultasse
uno dei principali fattori di rischio per manifestazioni severe ed esiti fatali. Questo
aspetto, pero, non e correlato solamente alla maggiore quantita di comorbidita o
ad eventuali polifarmacoterapia, entrambe associate ad un aumentato rischio di
sviluppare forme piu severe di COVID-19, ma anche all'immunosenescenza. Il
paziente anziano, pertanto, risulta molto piu suscettibile allo sviluppo di una forma
di patologia piu aggressiva, perché il suo organismo risulta piu debilitato e il suo

sistema immunitario meno efficiente nel contrastare tale infezione(55).

Infatti, nel paziente anziano l'infezione da SARS-CoV-2 pud causare una risposta
immunitaria alterata e disfunzionale, caratterizzata da una ridotta capacita di
controllare efficacemente la replicazione virale nelle fasi iniziali della malattia. La
diminuzione delle risposte dell’interferone di tipo | (IFN-I), associata alle alterazioni
dei meccanismi di segnalazione immunitaria tipiche dell'immunosenescenza,
favorisce una maggiore diffusione del virus e contribuisce all’aggravamento del

guadro clinico. (55)

Parallelamente, il sistema immunitario senescente tende a sviluppare una risposta

inflammatoria eccessiva e deregolata. L'attivazione persistente di processi pro-
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inflammatori, come quello mediato da NF-kB, induce il rilascio massivo di citochine
e mediatori dell’'inflammazione, favorendo danno tissutale, aumento della
permeabilita vascolare, fenomeni trombotici e, nei casi piu gravi, la tempesta

citochinica (56).

A questo si aggiunge una ridotta efficienza della risposta immunitaria adattativa,
legata alla diminuzione della diversita delle cellule T naive, alla compromessa
attivazione linfocitaria, alla minore maturazione della risposta anticorpale e al
deterioramento della memoria immunologica. Di conseguenza, il soggetto anziano
non solo risponde meno efficacemente all’infezione, ma puo anche sviluppare una
risposta infiammatoria incontrollata che contribuisce significativamente alla

severita della malattia e delle sue complicanze (57).

In particolare, estremamente rilevante dal punto di vista prognostico & la conta
linfocitaria periferica: la linfopenia ¢ infatti direttamente associata ad un decorso
peggiore della malattia, configurandosi come uno dei principali indicatori di
disfunzione immunitaria correlata alla COVID-19. Per questo motivo, i parametri
ematologici correlati con alla conta linfocitaria hanno assunto un ruolo sempre piu
rilevante nella valutazione prognostica dei pazienti con infezione da SARS-CoV-2,
consentendo di identificare precocemente i soggetti maggiormente a rischio di

evoluzione sfavorevole della malattia. (58)

Inoltre, I'infezione da SARS-CoV-2 non rappresenta solo un evento acuto aggravato
da una condizione preesistente di immunosenescenza e di inflammaging, ma puod
a sua volta contribuire ad un ulteriore peggioramento della disregolazione
immunitaria. In particolare, la risposta immunitaria marcata osservata nei casi piu
severi, caratterizzata da persistente rilascio di citochine pro-inflammatorie e da
un’attivazione incontrollata dell'immunita innata, puo favorire il mantenimento di
uno stato infiammatorio cronico ed amplificare i meccanismi tipici
dell'inflammaging nei soggetti fragili. Tale condizione puo instaurare un circolo
vizioso tra infezione acuta e disfunzione immunitaria di fondo, contribuendo al

deterioramento progressivo dell’omeostasi immunologica. (59)



20

1.3.1 Differenza di genere nell’anziano con COVID-19

Sesso femminile e sesso maschile presentano una diversa suscettibilita nei
confronti nelle malattie infettive, tra cui anche il COVID-19 (60). Durante la
pandemia, infatti, gli uomini risultavano piu vulnerabili e tendevano a sviluppare
forme piu gravi rispetto alle donne (61). Questo fenomeno sembra in parte
collegato al diverso invecchiamento del sistema immunitario: negli uomini
I'immunosenescenza e associata a una maggiore perdita di cellule T naive, a un
incremento dell’attivita pro-infiammatoria delllimmunita innata e a livelli piu
elevati di inflammaging, condizioni che compromettono la capacita di sviluppare
una risposta efficace contro un nuovo patogeno come SARS-CoV-2. Inoltre,
estrogeni e assetto genetico del cromosoma X sembrano contribuire a una migliore

regolazione della risposta antivirale femminile(62).

1.4 Rapporto neutrofili/linfociti (NLR)

In questo complesso insieme di cambiamenti che avvengono con l'avanzare
dell’eta, si inserisce la volonta di ricercare un indicatore della condizione
immunologica del paziente, in modo veloce ed accessibile. Ecco quindi che negli
ultimi anni & stato introdotto lo studio del rapporto neutrofili/linfociti (NLR), che si
ottiene facilmente dividendo il numero assoluto dei neutrofili per quello dei
linfociti ottenuti dall’emocromo. L’ NLR presenta pertanto il vantaggio di essere
rapido, economico, riproducile, non invasivo e ampiamente accessibile nella
pratica clinica. Esso e utile per analizzare contemporaneamente sia la condizione
dellimmunita innata sia quella adattativa, essendo i neutrofili e i linfociti

guantitativamente le cellule pili importanti che circolano nel sangue (63).

In particolare, l'aumento dei neutrofili riflette I'attivazione dei processi
inflammatori dell'immunita innata alla base dell'inflammaging (64), mentre la
riduzione dei linfociti evidenzia il declino della risposta immunitaria adattativa (65).
Un aumento dell’NLR riflette, quindi, uno squilibrio tra attivita pro-inflammatoria
e capacita di regolazione immunitaria, caratteristico di numerose condizioni

croniche e dell’invecchiamento (66).
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Essendo esso un biomarcatore della condizione infiammatoria sistemica del nostro
organismo, un suo valore elevato e solitamente associato ad una serie di condizioni
patologiche, infettive e non infettive. In particolare risulta associato a malattie
oncologiche, malattie neurodegenerative, malattie renali, sepsi, polmoniti e
COVID-19 (63,67-71). Inoltre, diversi studi hanno dimostrato che valori aumentati
di NLR si associano a un maggiore rischio di fragilita, ospedalizzazione e mortalita,

soprattutto nella popolazione anziana (38,72,73).

Tutto questo porta a considerare il rapporto neutrofili/linfociti un valido
biomarcatore per la gravita e il rischio di mortalita del paziente, sottolineando il

suo potenziale prognostico (66).

Diversi studi hanno evidenziato che valori elevati di NLR al momento del ricovero
in terapia intensiva sono correlati a maggiore gravita clinica e ad un aumento della
mortalita a breve termine(74). L'aumento dell’NLR nella sepsi sembra riflettere
I'importante squilibrio immunitario che caratterizza questa condizione. Da un lato,
infatti, la neutrofilia rappresenta I'attivazione della risposta inflammatoria innata e
la persistenza del processo infettivo, dall’altro la linfocitopenia & espressione della
soppressione della risposta immunitaria adattativa indotta dalla sepsi. Questo
stato di inflammazione persistente e disfunzione immunitaria contribuisce alla
progressione della malattia e alla riduzione della sopravvivenza dei pazienti settici.

(67)

Durante la pandemia di SARS-CoV-2, Ila disregolazione immunitaria,
precedentemente descritta, che caratterizza il paziente anziano con COVID-19,
assume un ruolo centrale nel favorire i diversi esiti di progressione di malattia,
fornendo un test di stress naturale per lo studio di tale biomarcatore. Tale
condizione presenta frequente linfocitopenia e riduzione della funzionalita delle
principali cellule coinvolte nella risposta antivirale, come i linfociti T CD8+ e le
cellule natural killer.

E stato inoltre osservato che una riduzione pil marcata di linfociti & associata ad
una maggiore gravita della malattia. In questo contesto, valori elevati del rapporto

neutrofili/linfociti (NLR) sono risultati associati ad una maggiore severita clinica, a
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una peggiore risposta terapeutica e a un aumento di mortalita a breve termine nei
pazienti ospedalizzati con SARS-CoV-2 (75).

Pertanto, inserire il calcolo del rapporto tra neutrofili e linfociti all’interno delle
valutazioni svolte di routine all’inizio del ricovero, potrebbe favorire un approccio
prognostico mirato e personalizzato lungo tutto il percorso di cura, dando priorita
a supporti nutrizionali e riabilitativi e all’'ottimizzazione della modulazione dei

reggimi farmacologici (76).

Ancora oggi, pero, rimangono scoperte alcune tematiche riguardanti I'NLR.

In primo luogo non é ancora stato chiarito se il rapporto neutrofili/linfociti possa
identificare una finestra temporale limitata di fase acuta o di recupero precoce che
possa essere sfruttabile per la prevenzione e la pianificazione dell’assistenza
corretta per gli anziani affetti da SARS-CoV-2.

In secondo luogo, vista la nota ed ampia differenza di caratteristiche della
funzionalita e dell’assetto immunologico tra i due sessi e la loro diversa evoluzione
durante il processo di immunosenescenza, rimane da stabilire se risulti possibile
identificare modelli specifici per sesso.

il ruolo prognostico dell’NLR a lungo termine, specialmente negli anziani e nelle
coorti post-COVID, rimane ancora scarsamente indagato poiché la maggior parte

degli studi si & concentrata sugli esiti a breve termine. (77)



23

2. SCOPO DELLO STUDIO

Alla luce delle ancora limitate evidenze disponibili, il presente studio si propone di
indagare I'associazione tra indice NLR, calcolato al momento del ricovero, e la
mortalita per tutte le cause a 3,5 anni nei pazienti anziani ospedalizzati per COVID-

19.

Gli obiettivi dello studio sono: 1) valutare il potenziale prognostico dell’NLR come
indicatore precoce di rischio a lungo termine; Il) esplorare I'eventuale presenza di
differenze legate al sesso biologico nell’associazione tra NLR ed esiti clinici,

mediante I'utilizzo di modelli stratificati per sesso.

L'intento finale e quello di contribuire a una piu accurata stratificazione
prognostica dei pazienti anziani dopo infezione da SARS-CoV-2 e di supportare lo
sviluppo di strategie di follow-up maggiormente personalizzate nel periodo post-

acuto.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Popolazione di studio

Il presente studio osservazionale ha preso in considerazione una coorte
consecutiva di pazienti di razza caucasica di eta maggiore di 65 anni ricoverati
presso 'UOC di Geriatria dell’Azienda Ospedale Universita Padova e che

risultavano affetti da SARS-CoV-2.

| criteri di esclusione erano: demenza in fase avanzata; condizioni terminali, con
un’aspettativa di vita inferiore a trenta giorni; neoplasia in fase attiva sottoposti a
trattamento; stato di immunosoppressione, incluse terapie corticosteroidee ad
alte dosi e trattamenti chemioterapici in corso; incompletezza di dati clinici o

laboratoristici al momento del ricovero.

Lo studio e stato condotto in conformita con le norme di Good Clinical Practice e
con i principi della Dichiarazione di Helsinki. Il protocollo & stato approvato dal
comitato etico locale (Comitato Etico per la Sperimentazione Clinica della Provincia
di Padova; numero di protocollo 16412/A0/23) ed e stato ottenuto il consenso

informato scritto da tutti i partecipanti.

3.2 Raccolta dei dati

Per la raccolta dei dati si € proceduto attraverso la ricerca retrospettiva nelle
cartelle cliniche dei dettagli funzionali, farmacologici e clinici dei pazienti. E stato
indagato lo stato vaccinale del paziente, incluse le somministrazioni effettuate e il
tipo di vaccino somministrato. Sono state inoltre raccolte informazioni riguardanti
la severita della malattia e dell'infezione da COVID-19, tra cui la presenza di
addensamenti polmonari, necessita di ossigenoterapia (sia durante il ricovero, sia
alla dimissione) ed eventuale ricovero nel reparto di terapia intensiva. Sono stati
anche presi in considerazione la tipologia di farmaci somministrati, come
antibiotici, antivirali, corticosteroidi e a quale dosaggio essi fossero stati

somministrati.
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L’autonomia e la capacita di collaborare dei pazienti sono state valutate tramite

una serie di test:

- Mini Mental State Examination (MMSE), da cui si ricavano informazioni
importanti sulla condizione cognitiva del paziente.

- Mini Nutritional Assessment (MNA), per indagare lo stato nutrizionale.

- Le Activities of Daily Living (ADL), per ricavare informazioni sull’autonomia

funzionale.(77-80)

Per quanto riguarda I'antropometria del paziente, per la misurazione del peso
corporeo é stata utilizzata una bilancia standard chiedendo ai pazienti di togliersi
le scarpe, mentre per coloro per i quali risultava impossibile deambulare & stata
utilizzata una bilancia a piattaforma. Per ricavare I'altezza e stata applicata la
formula di Chumelea, che stima la statura del paziente utilizzando la misura
dell’altezza del ginocchio in posizione supina. L'indice di massa corporea (BMI) &
stato calcolato tramite il rapporta tra il peso espresso in Kg e al quadrato

dell’altezza espressa in metri. (77,78,81)

E stata anche misurata la forza muscolare dei pazienti con il test di forza di presa
manuale, utilizzando un dinamometro elettrico DynEx (Ohio, USA). La procedura e
stata eseguita da personale medico qualificato. Per ogni mano sono state
effettuate tre prove, successivamente il valore della forza di presa & stato ottenuto

calcolando la media dei risultati migliori. (77,78)

La massa muscolare scheletrica appendicolare (ASMM) é stata calcolata mediante
I'analisi di impedenza bioelettrica tetrapolare (BIA), utilizzando un analizzatore BIA
101 Anniversary (AKERN/RJL Systems, Firenze, Italia). La stima della ASMM per il
nostro campione é stata calcolata utilizzando I'equazione: ASMM = -3,964 + (0,227
*RI) + (0,095 * peso) + (1,384 * sesso) + (0,064 * Xc), dove uomini =1 e donne =
0. L' indice ASMM (ASMMI) é stato ottenuto dividendo I'ASMM per |'altezza del

soggetto in metri al quadrato. (77,78,82)

La diagnosi di sarcopenia & stata eseguita considerando i criteri europei del 2019
(European Working Group on Sarcopenia in Older People — EWGSOP). In

particolare, i cutoff stabiliti erano: massa muscolare magra inferiore a 20 kg 0 7,0
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kg/m? negli uomini e inferiore a 15 kg o 5,5 kg/m? nelle donne, e forza di presa

inferiore a 27 kg f negli uomini e 16 kg f nelle donne. (78)

All'ingresso in reparto, sono stati effettuati alcuni esami ematochimici, tra cui
emocromo, funzionalita epatica e renale, livelli del D-dimero e di proteina C-
reattiva (PCR) e profilo lipidico. Tutti questi dati sono stati standardizzati secondo i
protocolli dell’Unita di Medicina di Laboratorio dell’Universita di Padova.

Successivamente é stato ricavato il rapporto neutrofili/linfociti (NLR).

A tre anni e mezzo dalla dimissione dal reparto di Geriatria, € stato effettuato un
follow-up retrospettivo, raccogliendo i dati relativi alla mortalita dei pazienti nel

periodo considerato.

3.3 Analisi statistica

Il valore di cut-off ottimale di NLR & stato determinato tramite metodi di selezione
basati su statistiche di rango massimizzate, implementati attraverso un pacchetto
survminer in R. Sulla base della soglia identificata, i partecipanti sono stati suddivisi

in due gruppi: NLR basso e NLR alto.

Le variabili continue sono state descritte come media * deviazione standard (DS)
oppure come mediana (intervallo interquartile -IQR), a seconda della distribuzione
dei dati. La normalita delle distribuzioni e stata valutata mediante ispezione grafica
e test di Shapiro-Wilk. Le variabili categoriche sono state riportate come frequenze

assolute e percentuali.

Successivamente, i confronti tra i due gruppi sono stati effettuati tramite test t di
Student per campioni indipendenti o test di U di Mann Whitney per le variabili
continue, a seconda della distribuzione, e mediante test del chi quadrato per le

variabili categoriche.

L'analisi di sopravvivenza & stata effettuata mediante il metodo di Kaplan-Meier,
stratificando la popolazione di base ai gruppi di NLR. Le differenze tra le curve di

sopravvivenza sono state valutate tramite test del long-rank.
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L’associazione tra NLR (alto e basso) e mortalita € stata stimata mediante modelli
di regressione a rischi proporzionali di Cox, con stima degli hazard ratio (HR) e dei
relativi intervalli di confidenza al 95% (IC 95%). Sono stati costruiti due modelli: un
modello non aggiustato (Modello 1) e un modello aggiustato per eta e stato
vaccinale (Modello 2). L'ipotesi di proporzionalita dei rischi e stata verificata

mediante I’analisi dei residui di Schoenfeld.

Sono state inoltre condotte analisi stratificate per sesso e valutata I'eventuale
interazione tra NLR e sesso mediante l'inclusione di un termine di interazione in

un modello di Cox esteso.

Infine, & stata eseguita un’analisi di sensibilita limitando il campione ai decessi
avvenuti entro 90 giorni dal ricovero, al fine di valutare la robustezza delle

associazioni osservate nella fase precoce del follow-up.

Tutte le analisi statistiche sono state effettuate utilizzando il software R (versione
4.5.0; R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). La significativita

statistica e stata definita per valori di p bilaterali inferiori a 0,05.
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4.RISULTATI

4.1 Caratteristiche di base

L’analisi ha incluso complessivamente 440 pazienti. Il cut-off di NLR identificato,
ritenuto il punto di discriminazione piu efficace per la suddivisione della coorte era
pari a 12,63. Di conseguenza, i partecipanti sono stati suddivisi in un gruppo con

NLR piu elevato (17%) e un gruppo con NLR piu basso (83%).

Le caratteristiche basali complete della coorte sono riportate nella Tabella |. L'eta
mediana dei pazienti era 87 anni (IQR: 81-92) e il 49% dei soggetti era di sesso

femminile.

Rispetto ai soggetti con NLR basso, i pazienti nel gruppo con NLR elevato erano piu
anziani (eta mediana 90 vs 87 anni, p < 0,001) e ricevevano pil frequentemente >2
antibiotici durante il ricovero (p = 0,002). Presentavano inoltre flussi di ossigeno
piu elevati alla dimissione (media 1,3 vs 0,5 L/min, p = 0,009) e livelli piu alti di PCR,
D-dimero e creatinina (p < 0,001 per tutti). Non sono state osservate differenze
significative tra i gruppi NLR per quanto riguarda la distribuzione per sesso, lo stato

di convivenza, la storia di fumo o lo stato vaccinale.



Tab.l Caratteristiche del campione, nell'intera popolazione e per gruppo di

rapporto neutrofili/linfociti (NLR).

Variabile Complessivamente Gruppo NLR valore p
N =440 Alto Basso
N =73 N =367

Eta 87 (81, 92) 90 (85, 94) 87 (79, 91) <0,001
Sesso, femmine 214 (49%) 31 (42%) 183 (50%) 0,25
Stato di convivenza 0,82

Solo 65 (17%) 10 (18%) 55 (17%)

Con la famiglia 255 (68%) 38 (67%) 217 (69%)

Senza familiari 40 (11%) 6 (11%) 34 (11%)

Istituzionalizzato 13 (3,5%) 3(5,3%) 10 (3,2%)
Abitudine tabagica 0,43

Mai fumato 147 (67%) 18 (62%) 129 (68%)

Fumatore attivo 16 (7,3%) 1(3,4%) 15 (7,9%)

Fumatore in precedenza 55 (25%) 10 (34%) 45 (24%)
Stato vaccinale (almeno una dose) 297 (74%) 46 (74%) 251 (74%) 0,96
Variabili cliniche
Polmonite al momento del ricovero 224 (58%) 44 (68%) 180 (56%) 0,083
0, alla dimissione dal Pronto Soccorso (L/min) 0(0, 6) 2 (0, 6) 0(0, 4) 0,20
Necessita di cure intensive 16 (7,2%) 1(4,0%) 15 (7,6%) 0,99
Numero totale di antibiotici somministrati durante il 0,002

ricovero ospedaliero

0 60 (26%) 2(6,3%) 58 (29%)

1 115 (49%) 15 (47%) 100 (50%)

>2 58 (24,9%) 15 (46,6%) 43 (21,5%)
0, alla dimissione dall'ospedale (L/min) 0,9 + 3,05 1,3+3,0 0,5+3,1 0,009
Dosaggio di cortisone alla dimissione (mg) 13 (10, 25) 13 (8, 25) 13 (10, 25) 0,51
CIRS-CI 5.00 (3.00, 6.00) 5.00 (3.00, 6.00) 4,00 (3,00, 6,00) 0,26
Numero totale di farmaci alla dimissione 8,0 (6,0, 10,0) 8,5 (6,0, 12,0) 7,0 (5,0, 10,0) 0,048

Dati biochimici

NLR 4,4(2,6,7,8) 18,4 (14,7, 22,2) 3,6(2,3,5,7) <0,001
Proteina C reattiva (mg/dl) 24 (8, 59) 69 (28, 170) 19 (7, 47) <0,001
D-dimero (pg/L) 444 (251.734) 637 (383, 1.745) 408 (241.635) <0,001
Creatinina sierica (umol/l) 72 (53, 101) 96 (64, 151) 70 (51,91) <0,001

1. Dati mancanti: Stato di convivenza ( n =67), Abitudini al fumo ( n =222), Polmonite al momento del ricovero e 02 alla
dimissione dal Pronto Soccorso ( n = 54), Pronto Soccorso ( n = 218), Antibiotici (n =207)

2. | numeri sono espressi come media + deviazione standard, mediana (intervallo interquartile) o conteggio (percentuali),
a seconda dei casi.

3. Abbreviazioni : NLR= Rapporto neutrofili/linfociti, O,= Ossigeno , CIRS-Cl =Scala di valutazione cumulativa della
malattia - Indice di comorbilita, CRP =Proteina C-reattiva
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Per quanto riguarda invece le differenze sesso-specifiche ( Tabella Il ), le donne
erano mediamente pil anziane rispetto agli uomini (89 anni nelle donne e 86 anni

negli uomini, p <0,001).

In relazione alle condizioni cliniche al momento del ricovero, la presenza di
polmonite risultava piu frequente nel sesso maschile rispetto a quello femminile:

63% negli uomini e 53% nelle donne ( p = 0,049 ).

Al contrario, le altre variabili cliniche analizzate, tra cui il fabbisogno di ossigeno
alla dimissione dal pronto soccorso, il tasso di ricovero in terapia intensiva, il
dosaggio di corticosteroidi somministrati e il numero di antibiotici prescritti, non

mostravano differenze statisticamente significative tra i due gruppi.

In relazione ai parametri biochimici, i livelli dei principali marcatori inflammatori e
coagulativi, inclusi INR, proteina C-reattiva e D-dimero, risultavano
complessivamente sovrapponibili fra i due sessi. Tuttavia, si osservava una
tendenza verso valori piu elevati di NLR nel sesso maschile (mediana 4.6 vs. 4.3,
p =0.071), anche se la proporzione di pazienti con NLR elevato era comparabile tra
i sessi (19% negli uomini vs 14% nelle donne, p =0,25). | livelli sierici di creatinina
erano significativamente piu elevati nei maschi (mediana 82 vs 63 pmol/L,

p <0,001).



Tab. Il Caratteristiche del campione, per sesso.

Variabile

Eta
Stato di convivenza
Solo
Con famiglia
Senza familiari
Instituzionalizzato
Abitudine tabagica
Mai fumato
Fumatore attivo
Fumatore in precedenza

Stato vaccinale (almeno una dose)
Variabili cliniche

Polmonite al momento del ricovero
02 alla dimissione dal Pronto Soccorso
(L/min)

Necessita di cure intensive

Numero totale di antibiotici
somministrati durante il ricovero
ospedaliero

0
1
>2
0, alla dimissione dall’ospedale (L/min)
Dosaggio di cortisone alla dimissione
(mg)
CIRS-CI
Numero totale di farmaci alla dimissione
Dati biochimici
NLR
Gruppo NLR
alto
basso
Proteina C-reattiva (mg/dl)
D-dimero (ug/L)

Creatinina sierica (umol/1)

Maschi
N =231
86 (79, 91)

31 (16%)
146 (74%)
14 (7.1%)
7 (3.5%)

71 (61%)
8 (6.8%)
38 (32%)
164 (78%)

127 (63%)
0(0, 6)

11 (9.8%)

30 (26%)

51 (44%)

35 (30.6%)

0.00 (0.00, 0.00)
13 (10, 25)

5.00 (3.00, 6.00)
8.0 (6.0, 10.0)

4.6(2.7,9.0)

42 (19%)

184 (81%)

26 (10, 60)
444 (248, 682)
82 (63, 118)

Femmine
N =222

89 (83, 94)

34 (19%)
116 (63%)
27 (15%)
6 (3.3%)

78 (76%)
8 (7.8%)
17 (17%)
144 (72%)

103 (53%)
0(0, 6)

5 (4.4%)

31 (26%)

66 (55%)

23 (19.5%)

0.00 (0.00, 0.00)
13 (10, 25)

4.00 (3.00, 6.00)
7.0 (5.0, 10.0)

4.3(2.4,7.0)

31 (14%)

183 (86%)

23 (7, 58)

453 (255, 797)
63 (47, 84)

p-value

<0.001
0.066

0.024

0.15

0.049
0.96

0.11
0.34

0.78
0.68

0.035
0.17

0.071
0.25

0.44
0.52
<0.001

1.  Dati mancanti: Stato di convivenza (n=67), Abitudine tabagica(n=222), Polmonite al momento del ricovero e 02

alla dimissione dal Pronto Soccorso (n=54), Pronto Soccorso (n=218), Antibiotici (n=207).

2. Note: | numerisono espressi come media * deviazione standard, mediana (intervallo interquartile) o conteggio

(percentuali), a seconda dei casi.

3. Abbreviations: NLR: NLR= Rapporto neutrofili/linfociti; 02= ossigeno; CIRS-CI= Scala di valutazione cumulative

della malattia-indice di comorbidita; CRP= Proteina C-reattiva.
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4.2 Analisi di sopravvivenza

Durante un periodo di follow-up della durata massima di tre anni e mezzo, sono
stati complessivamente registrati 246 decessi, corrispondenti al 55% dell’intera
coorte analizzata. In particolare, sono stati osservati 120 decessi (48,8%) nei

soggetti di sesso maschile e 126 (51,2%) nei soggetti di sesso femminile.

L'analisi di sopravvivenza di Kaplan-Meier ha evidenziato una riduzione
significativa della sopravvivenza nei pazienti aventi valori elevati di NLR, come si

puo vedere in Figura 1.
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Fig.1 Curve di sopravvivenza di Kaplan-Meier per gruppo in base al rapporto

neutrofili-linfociti (NLR).
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L'analisi stratificata per sesso ha confermato questo andamento, con profili di

sopravvivenza sovrapponibili tra maschi e femmine (Figura 2).
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Fig.2 Curve di sopravvivenza di Kaplan-Meier stratificate per sesso e per gruppo del

rapporto neutrofili-linfociti (NLR).

| risultati derivanti dai modelli di regressione di Cox sono riportati nella Tabella lll.
Nell’analisi non aggiustata (Modello 1), valori elevati di NLR sono risultati
significativamente associati ad un incremento del rischio di mortalita per tutte le

cause (HR 1.95, 95% Cl: 1.42-2.68, p < 0.001).

L'analisi stratificata per sesso ha evidenziato che tale associazione permaneva
statisticamente significativa sia nei soggetti di sesso maschile (HR 1.59, 95% Cl:
1.04-2.43, p =0.031), sia nei soggetti di sesso femminile (HR 2.59, 95% Cl: 1.57—
4.28, p<0.001).

Dopo aggiustamento per eta e stato vaccinale (Modello 2), I'associazione si
manteneva significativa nel campione complessivo (HR 1,71; IC 95%: 1,21-2,43;
p <0,001) e nelle donne (HR 2,50; IC 95%: 1,49-4,22; p < 0,001), mentre risultava
attenuata e non pil statisticamente significativa negli uomini (HR 1,34; IC 95%:

0,84-2,16; p = 0,223).
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Tab. Il Associazione tra NLR (valore di cut-off ottimale) e mortalita per tutte le

cause — modelli di rischio proporzionale di Cox

Intero Maschi Femmine

campione
Modello HR(NLRalto IC valore HR(NLR IC valore HR(NLR 1C 95% valore p

vs. NLR 95% p altovs. 95% p altovs.

basso) NLR NLR

basso) basso)

Modello = 1,95 1,42—- < 1,59 1,04- 0,031 2,59 1,57- <0,001
1 2,68 0,001 2,43 4,28
Modello 1,71 1.21- < 1.34 0,84— 0,223 2,50 1,49—- <0,001
2 243 0,001 2,16 4,22

1. Il rapporto neutrofili/linfociti (NLR) & stato dicotomizzato in base al valore di cut-off ottimale identificato tramite

statistiche di rango selezionate in modo ottimale.

2. Abbreviazioni: HR Rapporto di rischio C/ Intervallo di confidenza, NLR Rapporto neutrofili-linfociti

3. Modello 1: non regolato

4. Modello 2: aggiustato per eta, sesso e stato di vaccinazione

L'analisi di sensibilita, condotta separando i decessi entro e oltre i novanta giorni

dal ricovero, ha confermato |'associazione tra NLR elevato e mortalita (HR = 1,80;

IC 95%: 1,15-2,81; p = 0,010). Tuttavia, limitando I'analisi ai decessi verificatisi

dopo 90 giorni, I'associazione non risultava piu statisticamente significativa

(HR = 0,83; IC 95%: 0,43-1,61; p = 0,58) (Fig. 3).
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Fig. 3 Rapporti di rischio per NLR alto vs. basso: analisi di sensibilita complessiva e
stratificata (< 90 e > 90 giorni). Note: Modello 1: non aggiustato; Modello 2:
aggiustato per eta e stato di vaccinazione. Le barre di errore rappresentano gli

intervalli di confidenza al 95%. Categoria di riferimento: NLR basso.

In un’analisi esplorativa, i decessi sono stati ulteriormente distinti in base al
momento di insorgenza, separando quelli verificatisi durante il ricovero da quelli
successivi alla dimissione. Complessivamente si sono verificati un totale di 27
decessi (6,1%) durante la permanenza in ospedale, mentre nel periodo successivo
alla dimissione si sono stati osservati 219 decessi. Nei soggetti con NLR elevato la
mortalita intraospedaliera e risultata significativamente piu elevata rispetto a
guelli con NLR basso (20,5% vs. 3,3%, p < 0,001). Inoltre, classificando gli esiti in
tre categorie (sopravvissuti, decessi intraospedalieri e decessi post-dimissione), &
emersa una differenza statisticamente significativa nella distribuzione degli eventi
tra i gruppi definiti dal NLR (p < 0,001). Considerato il numero limitato di eventi

intraospedalieri, non sono state condotte analisi di regressione di Cox separate.
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5. DISCUSSIONE

Per quanto a nostra conoscenza, questo studio e il primo ad esaminare
I’associazione tra il rapporto neutrofili/linfociti (NLR) e la mortalita a lungo
termine, valutata a 3,5 anni, in una popolazione di pazienti di eta superiore a 65

anni ospedalizzati per COVID-19.

Il principale risultato emerso indica che I’'NLR non crappresenta un predittore della
mortalita a lungo termine oltre i 90 giorni, ma sembra piuttosto identificare una
finestra temporale circoscritta caratterizzata da maggiore vulnerabilita acuta nei

soggetti anziani.

| risultati del presente studio si inseriscono in modo coerente nel quadro delle
evidenze disponibili relative al COVID-19, in cui valori elevati di NLR sono stati
frequentemente associati a una maggiore severita clinica, a una risposta meno
favorevole alla terapia corticosteroidea, ad un incremento della mortalita a breve
termine (77,83—89). Nella maggior parte degli studi, tuttavia, gli esiti sono stati
valutati entro 30 giorni dalla diagnosi o dal ricovero ospedaliero (77,84,85), mentre
altri hanno considerato un follow-up esteso fino a 60 giorni (77,83) o limitato alla

durata della degenza (77,86—89).

Diversamente, le evidenze relative al ruolo prognostico dell’NLR nel lungo termine
derivano prevalentemente da coorti piu giovani o da popolazioni selezionate per
specifiche patologie diverse dall'infezione per COVID-19, quali malattie
cardiovascolari, neoplasie ematologiche o tumori solidi, con periodi di

osservazione tra uno e dieci anni. (77,90-95).

Nel presente studio & stata definita la mortalita a breve termine come decesso
avvenuto entro i 90 giorni dal ricovero, mentre quella a lungo termine includeva
eventi fino a 3,5 anni di follow-up. Tale impostazione temporale colloca i nostri
risultati in una posizione intermedia tra gli esiti molto precoci, definiti tra i trenta
e i sessanta giorni, e le associazioni prognostiche di piu lunga durata osservate

nelle patologie croniche.

Nel complesso, i nostri risultati suggeriscono che, nei pazienti anziani ospedalizzati

per COVID-19 in contesti a bassa intensita di cura, un NLR elevato sia
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principalmente espressione di uno stato inflammatorio acuto con rilevanza clinica
immediata, mentre il suo valore prognostico tende a ridursi oltre la fase post-acuta
precoce. In linea con tale interpretazione, valori elevati di NLR erano risultati
predittori di mortalita a 30 giorni in una coorte di pazienti anziani ricoverati per
patologie acute nello studio di Galardo e colleghi, mentre Di Rosa e colleghi hanno
riportato un’associazione simile tra valori piu elevati di NLR e mortalita

intraospedaliera in un’ampia popolazione geriatrica multicentrica. (77,96,97)

E comunque importante tenere in considerazione che "laumento del valore di NLR
al momento del ricovero puo essere stato dovuto anche ad altri fattori, che nel loro
insieme, possono contribuire a spiegare I'ampia variabilita interindividuale di NLR
osservata al momento del ricovero ospedaliero. Infatti, in letteratura, valori elevati
sono stati associati anche a condizioni diverse dall’infezione da SARS-CoV-2. Negli
anziani, fattori quali stress fisiologico, alcune terapie farmacologiche (ad esempio
corticosteroidi ed inibitori della pompa protonica) e la presenza di comorbidita
concomitanti, tra cui malnutrizione e sarcopenia, possono contribuire a uno stato
inflammatorio cronico di basso grado. Tale condizione potrebbe ampliare la
risposta all’infezione e favorire la disregolazione immunitaria indotta dal COVID-19
(8,63,66,70), contribuendo cosi a spiegare I'associazione tra elevati valori di NLR e
peggiori esiti clinici. Va inoltre sottolineato che una ridotta adesione alla
vaccinazione o una memoria immunitaria inefficace possono contribuire a una
risposta meno efficace all’infezione da SARS-CoV-2 e a un recupero piu lento. Cio
potrebbe essere mediato da una persistenza piu prolungata dello stato

inflammatorio e della disregolazione immunitaria indotti dall’infezione (98).

L'NLR potrebbe quindi rappresentare non soltanto un indicatore della risposta
inflammatoria acuta legata alla patologia in atto, ma anche un riflesso della
vulnerabilita biologica cronica del paziente anziano, risultante dall’interazione
complessa tra immunosenescenza, inflammaging, stato nutrizionale compromesso

e ridotta riserva funzionale.

La maggior associazione osservata con la mortalita a breve termine potrebbe
essere spiegata anche dalla natura dinamica e transitoria dell'inflammazione

sistemica, che I'NLR e in grado di riflettere in maniera relativamente



38

immediata(96). Un aumento dell’NLR puo infatti rappresentare I'espressione di
una risposta fisiologica acuta allo stress, associata a condizioni quali infezioni,
ospedalizzazione, riacutizzazioni di patologie croniche e multimorbidita. Tali eventi
possono determinare un rapido incremento della vulnerabilita del paziente

anziano, influenzandone significativamente gli esiti nel breve termine.

| nostri dati suggeriscono che la mortalita a lungo termine, invece, possa essere
legata ad una rete molto pil complessa di fattori clinici e biologici. Tra questi, la
fragilita, le patologie croniche e le condizioni socio-funzionali, che evolvono nel
tempo e influenzano lo stato di salute globale del paziente. Pertanto, in questo
contesto, il contributo dell'inflammazione rilevata in un singolo momento

potrebbe risultare meno determinante nel definire gli esiti prognostici a distanza.

Il nostro studio ci risulta essere anche il primo ad esplorare le differenze sesso-
specifiche tra mortalita a lungo temine e NLR negli anziani ospedalizzati con
COVID-19. Sebbene il valore prognostico dell’lNLR elevato sia risultato
sostanzialmente limitato alla mortalita a breve termine, le analisi stratificate in per
sesso hanno evidenziato un’associazione significativamente piu forte nelle donne,

particolarmente evidente nei primi 90 giorni successivi al ricovero ospedaliero.

Questi risultati sono coerenti con le note differenze del sistema immunitario che
caratterizzano il sesso femminile e sesso maschile, che coinvolgono sia la risposta
innata sia quella adattativa. Studi precedenti hanno mostrato che gli uomini
presentano generalmente valori di NLR piu elevati rispetto alle donne, suggerendo
un ruolo dei fattori ormonali nella regolazione dell’equilibrio tra neutrofili e
linfociti (17,18,99,100).

La transizione menopausale €& infatti associata a rilevanti modificazioni
immunologiche, con cambiamenti nella composizione delle cellule immunitarie
circolanti e nella risposta infiammatoria sistemica (60,100).

In questo contesto, il maggiore valore prognostico dell’NLR osservato nelle donne
anziane potrebbe riflettere una particolare vulnerabilita ai processi di

disregolazione immunitaria indotta da SARS-CoV-2.

L’associazione particolarmente evidente entro i primi 90 giorni dal ricovero

suggerisce inoltre che I’'NLR possa rappresentare un indicatore precoce della
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difficolta nel ristabilire un adeguato equilibrio immuno-inflammatorio dopo
I'evento acuto. Nelle donne, pertanto, un incremento dell’lNLR potrebbe
identificare in modo piu sensibile una condizione di fragilita biologica e ridotta

resilienza fisiologica.

Al contrario, la piu debole associazione osservata negli uomini potrebbe riflettere
la presenza di un assetto inflammatorio cronicamente piu elevato e relativamente
stabile nel tempo, caratterizzato da livelli basali di neutrofili e NLR generalmente
superiori. Negli uomini, caratterizzati da valori basali generalmente piu elevati, le
variazioni acute del’lNLR potrebbero, quindi, avere una minore capacita

discriminativa sul piano prognostico.

Questa interpretazione € coerente con precedenti evidenze ottenute nella
medesima coorte di pazienti anziani ricoverati per COVID-19, nelle quali il declino
nutrizionale, la sarcopenia e la compromissione funzionale sono risultati
strettamente associati ad una ridotta riserva fisiologica e ad una minore capacita

di risposta agli stress acuti (78,101-103).

Nel complesso, i nostri risultati suggeriscono che I’'NLR rappresenti un indicatore
semplice e facilmente disponibile in grado di identificare una fase di aumentata
vulnerabilita clinica negli anziani ospedalizzati per COVID-19. Sebbene il suo valore
prognostico appaia prevalentemente limitato al periodo successivo all’evento
acuto, l'associazione osservata evidenzia il potenziale ruolo delNLR come
strumento di stratificazione del rischio e di supporto all’identificazione dei pazienti
che potrebbero beneficiare di una valutazione geriatrica multidimensionale e di un
monitoraggio piu attento nelle prime fasi del recupero. L’associazione pil marcata
osservata nelle donne suggerisce inoltre la possibile esistenza di differenze sesso-
specifiche nel significato prognostico dell’NLR, sottolineando l'importanza di
integrare la prospettiva di genere nella valutazione del rischio clinico degli anziani.
Futuri studi dovrebbero confermare questi risultati in coorti indipendenti, definire
soglie prognostiche specifiche per sesso e valutare se 'integrazione dell’NLR nei
percorsi assistenziali possa migliorare l'identificazione precoce dei soggetti a

maggior rischio di esiti avversi.
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5.1 Limiti dello studio

Nonostante i risultati ottenuti offrano elementi di interesse clinico, il presente
studio presenta alcune limitazioni da considerate nell’'interpretazione dei dati e

nella valutazione della loro generalizzabilita.

In primo luogo, il rapporto neutrofili/linfociti (NLR) €& stato misurato
esclusivamente al momento del ricovero ospedaliero, senza la disponibilita di
misurazioni seriali nel corso della degenza o del follow-up. La possibilita di
analizzare l'andamento temporale dell’NLR attraverso valutazioni ripetute
potrebbe riuscire a fornire una comprensione pil approfondita delle dinamiche dei

cambiamenti inflammatori e della loro evoluzione nel tempo.

In secondo luogo, nello studio non sono state incluse misure standardizzate di
fragilita, quali ad esempio la Clinical Frailty Scale (CFS) o gli indicatori relativi alle
Activities of Daily Living (ADL). L’assenza di tali valutazioni potrebbe limitare la
possibilita di considerare in modo strutturato il ruolo della fragilita clinico-
funzionale nella popolazione studiata, aspetto che potrebbe influenzare

I'associazione tra i valori di NLR e gli esiti analizzati.

In terzo luogo, nelle analisi eseguite non sono stati presi in considerazione i rischi
concorrenti rappresentati dalla mortalita per cause non correlate al COVID-19. La
mancata inclusione di tali eventi potrebbe influenzare la valutazione dei dati
osservati. Pertanto, questo aspetto dovrebbe essere ulteriormente studiato in

studi futuri tramite I'utilizzo di modelli Fine-Gray.

Inoltre, le informazioni relative alla causa specifica di morte, distinguendo fra
decessi correlati al COVID-19 e decessi non correlati, non erano disponibiliin modo
sistematico all’interno dei dati di registro utilizzati. Per tale motivo, e stata adottata
la mortalita per tutte le cause come misura di esito, considerata pil robusta e
meno soggetta a possibili errori di classificazione. Tuttavia, si riconosce che tale
scelta potrebbe aver limitato la possibilita di discriminare tra decessi direttamente
attribuibili all'infezione acuta e quelli potenzialmente legati a complicanze post-

COVID-19.
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Infine, non & stato effettuato I'aggiustamento per la presenza di polmonite al
momento del ricovero, quanto tale condizione e stata considerata una variabile
intermedia nel percorso causale tra infiammazione sistemica e mortalita, piuttosto

che un fattore confondente indipendente.

Inoltre non erano disponibili i dati relativi ai livelli di ormoni sessuali, la cui assenza
potrebbe aver limitato una piu completa interpretazione dei pattern specifici per

sesso osservati.

5.2 Punti di forza dello studio

Nonostante i limiti sopra descritti, il presente studio presenta diversi punti di forza
rilevanti. In primo luogo, si basa su una coorte relativamente ampia di pazienti
molto anziani, con un’eta mediana pari a 87 anni, caratteristica che conferisce

particolare rilevanza alla popolazione studiata.

Inoltre, e stato possibile disporre di un periodo di follow-up prolungato, che ha

consentito una valutazione piu completa degli esiti nel tempo.

Un ulteriore elemento di forza e rappresentato dalla solidita delle analisi statistiche
eseguite, che includono anche analisi stratificate per sesso e modelli di sensibilita

volti a verificare la robustezza dei risultati.

Infine, lo studio si caratterizza per un approccio pragmatico, basato sull’utilizzo di
un biomarcatore ampiamente disponibile a livello globale e ottenibile a costi

minimi, rendendo potenzialmente agevole la sua applicazione nella pratica clinica.
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6. CONCLUSIONI

Il rapporto neutrofili/linfociti (NLR) rilevato al momento del ricovero si associa in
modo significativo alla mortalita precoce (< 90 giorni), con un’associazione
particolarmente evidente nella popolazione femminile, mentre non mostra un
valore predittivo per gli esiti di mortalita a lungo termine nel periodo di follow-up

considerato (3,5 anni).

In questo contesto I'NLR sembra delineare un intervallo circoscritto di maggiore
vulnerabilita nella popolazione anziana, caratterizzato da un rischio piu elevato

nelle fasi inziali successive al ricovero.

Tale associazione, piu evidente nel sesso femminile, potrebbe riflettere
I'interazione tra risposta inflammatoria acuta, immunosenescenza e meccanismi
legati alla fragilita. In questa prospettiva, I'NLR puo essere interpretato come un
indicatore clinicamente rilevante dei processi di inflammaging, con potenziali

implicazioni per la stratificazione del rischio sesso-specifica.

Nel complesso, le evidenze rilevate suggeriscono che l'utilita clinica dell’NLR
risiede principalmente nell’identificazione di una finestra temporale iniziale di
maggiore vulnerabilita successiva al ricovero, durante la quale il rischio di eventi
avversi risulta piu elevato e potenzialmente piu suscettibile ad interventi mirati,
piuttosto che nella sua applicazione come predittore generale della mortalita
tardiva. Queste evidenze supportano il suo possibile impiego nella pianificazione
di interventi mirati nel periodo post-dimissione in ambito geriatrico e nel
rafforzamento di strategie di follow-up personalizzate dopo infezione da SARS-CoV-

2.
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