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1. Generalidades

El estadiaje en cancer de cabeza y cuello es el factor prondstico mas predictivo
en el momento actual. Si analizamos la ultima edicién de la clasificacion TNM
(8° edicion, Diciembre 2016, UICC/AJCC), ésta incluye el tamafio del tumor
primario, la afectacion ganglionar, la presencia de metastasis a distancia y la
presencia de ruptura extra-capsular. Esta ultima ha sido una de las novedades
anadidas en la nueva edicion del TNM. Sin embargo, estos parametros no son
suficientes para identificar a los pacientes con un riesgo mayor de recurrencia,
ya que se observa una heterogeneidad significativa en cuanto a resultados
oncolégicos dentro de un mismo estadio. Disponer de informacién prondstica
adicional basada en marcadores facilmente disponibles seria de evidente

utilidad clinica.

Cada vez existe mas evidencia de que la progresion tumoral podria estar
influenciada por la respuesta inflamatoria sistémica. Este fendmeno fue descrito
por primera vez por Virchow en 1876 mediante la demostracién de la presencia

de leucocitos en el tejido neoplasico’.

Desde entonces se han tratado de encontrar diferentes marcadores de
inflamacion y se han creado escalas de puntuacion en base a ellos.
Por ejemplo, la proteina C reactiva (PCR) en suero elevada es utilizada por
diversos autores como indicador de mal prondstico en ciertos tumores
malignos, incluidos carcinomas de préstata, ovario, pulmoéon y tracto
gastrointestinal®. La escala de puntuacion prondstica de Glasgow (GPS), es
una escala basada en la inflamacién que incluye la PCR y la albumina en
suero, y ha pasado a ser uno de los sistemas de puntuacion mas utilizados

para determinar el prondstico de los pacientes con cancer®™”’.
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Otros marcadores disponibles de forma rutinaria son las células
hematopoyéticas, descritas en multiples estudios donde se vincula la
carcinogénesis y la inflamacion en ambas direcciones. Por un lado, la
inflamacion cronica promueve el desarrollo del tumor y, por otro lado, la
mayoria de los tumores muestran un infiltrado de células relacionadas con la

respuesta inflamatoria que estimula la progresion tumoral 8,

Las células hematopoyéticas, segun la definicion del Instituto Nacional del
Cancer de Estados Unidos, son células inmaduras que se pueden transformar
en todos los tipos de células sanguineas, como globulos blancos (leucocitos),
glébulos rojos (eritrocitos) y plaquetas. Las células madre hematopoyéticas se

encuentran en sangre periférica y en la médula ésea.

El presente estudio se centra en los glébulos blancos, los leucocitos. Estos se
clasifican en dos categorias en base a su apariencia nuclear y a la presencia o

no de granulos:
1. Leucocitos mononucleares (agranulocitos)
2. Leucocitos polimorfonucleares (granulocitos)

Los leucocitos mononucleares incluyen los monocitos y los linfocitos, mientras
que los leucocitos polimorfonucleares incluyen los neutrodfilos, los basofilos y

los eosinofilos.

Otra clasificacion de los leucocitos se obtendria en base a la estirpe de la que
provienen, que puede ser mieloide o linfoide:

1. Precursor mieloide: neutréfilos, monocitos, eosindfilos, basofilos

2. Precursor linfoide: linfocitos

14
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Figura 9)1. Esquema de la clasificacion de las células hematopoyéticas (tomada de
Tortora™.

Tanto las células tumorales como el microambiente tumoral promueven una
respuesta inflamatoria sistémica que aumenta los recuentos de neutrdfilos y
monocitos circulantes en sangre periférica. Esta respuesta estd mediada a
través de la liberacion de sustancias relacionadas con el estrés oxidativo'®,
citocinas pro-inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral o (TNF- a)'", la

interleucina 1a (IL-1a)", o el factor de crecimiento transformante B (TGF- B)'.

Ademas, el fracaso del sistema inmune en controlar y erradicar las células
tumorales podria ser en parte responsable de la progresion del tumor. Un
hallazgo comun en los pacientes oncolégicos es una disminucién en los valores

absolutos de ciertos subgrupos de linfocitos 2.
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Tanto en pacientes con carcinomas escamosos de cabeza y cuello (CECC)
como en pacientes con melanoma o cancer de mama, varios autores'*"" han
descrito un incremento en la proporcion de linfocitos T circulantes que se unen
a la anexina V y que, por tanto, son destinados a la apoptosis. Tras estos
estudios, Kuss y cols™ llevaron a cabo un trabajo donde se analizaban las
proporciones y el recuento absoluto de linfocitos T y de sus subtipos en sangre

periférica en pacientes con CECC comparandolo con un grupo control.

Se seleccionaron 146 pacientes con CECC y 54 controles sanos, a los que
realizaron una analitica sanguinea previa al inicio del tratamiento. Determinaron
el recuento absoluto y el porcentaje de linfocitos T y sus subtipos CD3+, CD4+

y CD8+ mediante citometria de flujo.

Encontraron un menor recuento absoluto de linfocitos T CD3+, CD4+ y CD8+
en los pacientes con CECC comparado con el grupo control, con diferencias
estadisticamente significativas. No observaron diferencias significativas en
cuanto a los porcentajes de los diferentes subgrupos de linfocitos T entre los

pacientes con CECC y el grupo control.
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Figura 2. Recuento absoluto de linfocitos T CD3+ (A), CD4+ (B) y CD8+ (C) en sangre
periférica en pacientes con CECC comparado con sujetos sanos segun edad (fomada
de Kuss™).
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Existe un subgrupo de células mieloides que se expande en pacientes con
cancer; son las llamadas células mieloides supresoras. Se trata de células
mieloides inmaduras que se encuentran elevadas en pacientes oncoldgicos.
Estas células son capaces de suprimir los linfocitos T anti-tumorales y
promover la angiogénesis tumoral'®'®. Algunos autores describen que un
mayor numero de estas células es un factor prondstico en diferentes tipos de

cancer como el esofagico, el gastrico y el pancreatico®.

Recientemente se ha demostrado que las células madre y los precursores
hematopoyéticos circulantes en el cancer son predominantemente mieloides.
Ademas, se ha observado que la frecuencia de precursores hematopoyéticos
circulantes con potencial linfoide es significativamente menor en pacientes con
cancer, y que la expansion preferencial de las células precursoras es hacia

células de la estirpe mieloide granulocitica®'.

Existen multiples estudios donde se ha demostrado que los pacientes con
cancer presentan un recuento de neutréfilos en sangre periférica mas elevado
que los individuos sanos?*2* Una de las explicaciones seria que las células
tumorales secretan citocinas que estimulan la liberacién de neutréfilos de la

médula 6sea.

El grado de inflamacion sistémica medido mediante los parametros
hematologicos en sangre periférica se correlaciona con el resultado oncologico
en algunos modelos tumorales®. Estudios realizados en diferentes tipos de
tumores sélidos han asociado un descenso en el control de la enfermedad y en
la supervivencia con el aumento de los recuentos circulantes de neutrofilos y
monocitos, con la disminucion del recuento de linfocitos y con el aumento del
ratio entre neutrdfilos y linfocitos, conocido como “Neutrophil-to-Lymphocyte
Ratio” (NLR)>?67°,
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En pacientes con CECC también se ha analizado la capacidad prondstica de

los neutréfilos, monocitos y linfocitos y del NLR'®#%%% | 3 mayoria de los

R18:30-353743 ' n aumento en el

22,36,43

autores coinciden en que un aumento en el NL

18,22,34,43,44

recuento absoluto de neutrofilos 0 monocitos o una disminucion

18,22,34

en el recuento absoluto de linfocitos se asocia con un peor prondstico.

Sin embargo, el tamafo de la muestra de algunos de estos estudios fue
limitado, otros estudios sélo incluyeron pacientes con tumores localizados en
una region anatébmica o no evaluaron la capacidad pronostica de los recuentos
absolutos de neutrofilos, monocitos y linfocitos como marcadores

independientes.
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2. Células hematopoyéticas como factores prondsticos en cancer

A continuaciéon se detallan los diferentes estudios llevados a cabo en los
ultimos afos que han analizado las células hematopoyéticas como factores
prondsticos en cancer, centrandonos posteriormente en aquellos que han

analizado especificamente los pacientes con CECC.

Se han realizado multiples meta-analisis en pacientes con tumores soélidos de
diferentes localizaciones para analizar el papel prondstico del NLR. Tanto
Paramanathan y cols®’ como Templeton y cols?® concluyeron que un NLR

elevado se correlaciona con un peor resultado oncologico.

Paramanathan y cols?’ realizaron una revisién sistematica y un meta-analisis
evaluando los Hazard Ratios (HR) para la supervivencia global y la
supervivencia libre de enfermedad en pacientes con tumores de diferentes
localizaciones. Se seleccionaron un total de 49 estudios que contenian 14,282

pacientes.

Un NLR elevado se asocié con una peor supervivencia global (HR=1.92, IC
95% 1.64-2.24, p<0.001) y una peor supervivencia libre de enfermedad
(HR=1.99, IC 95% 1.80-2.20, p<0.001). Se observdé una heterogeneidad
significativa con un I? (indice de heterogeneidad) de 77% y 97% para la

supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad respectivamente.

Probablemente, esta heterogeneidad se deba a las diferentes histologias
incluidas y a los diferentes puntos de corte del NLR utilizados en cada estudio.

El punto medio de corte para el NLR fue de 5.0.
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Hazard Ratio Hazard Ratio

Study or Subgroup log[Hazard Ratio] SE Weight IV, Random, 95% Cl IV, Random, 95% Cl
Bertuzzo 2011 1.58268318 0.34552407  5.9%  4.87[2.47,9.58) —
Caruthers 2012 1.94591015 0.51005072  3.6% 7.00([2.58,19.02) —_—
Gomez 2008 0.57548914 0.59138588 2.9% 1.78(0.56,5.67) ———

Gomez HCC 2008 0.91573044 0.37504578  5.4%  2.50(1.20, 5.21) —

Halazun 2007 0.82198005 0.16263185 10.2%  2.27[1.65, 3.13) o

Halazun 2009 1.80861659 0.50095609  3.7% 6.10(2.29, 16.29) ——

Hung 2011 0.25464222 0.13268572 11.0% 1.29[0.99, 1.67] -

Kishi 2009 0.78845736 0.32558507 6.3%  2.20(1.16, 4.16) —

Kwon 2011 0.41871034 0.46351931 4.2% 1.52[0.61,3.77] —r—

Leitch 2007 0.51879379 0.35896926 5.7%  1.68(0.83, 3.40) T

Neal 2008 0.85441533 0.27397462 7.4% 2.35(1.37,4.02) —

Roxburgh 2010 0.50538171 0.21334124 8.9%  1.66[1.09, 2.52] R

Sharaiha 2011 0.84156719 0.21109572  9.0%  2.32[1.53,3.51) =

Ubukuta 2010 1.75423066 092129764 1.4% 5.78(0.95, 35.16)

Walsh 2005 0.32918215 0.21439456 8.9% 1.39(0.91, 2.12) -

Wang 2011 0.6237971 037115235 5.5%  1.87(0.90, 3.86) —

Total (95% CI) 100.0%  2.18 (1.74,2.73) ¢
Heterogeneity: Tau® = 0.10; Chi* = 35.69, df = 15 (P = 0.002); I* = 58% : } : {
Test for overall effect: Z = 6.78 (P < 0.00001) i OI;IILR <5 MNLR >150 o

Figura 3. Anélisis de NLR>5 como factor pronéstico (tomada de Paramanathan®).

Templeton y cols?® estudiaron la relacion entre el NLR y la supervivencia global,
la supervivencia especifica, la supervivencia libre de progresion y la
supervivencia libre de enfermedad. Fueron anadidos al analisis 100 estudios,

con un total de 40,559 pacientes incluidos.

Para la supervivencia global, el punto medio de corte para el NLR fue de 4.0;
aquellos pacientes que tenian un NLR >4.0 presentaban un HR de 1.81 (IC
95% 1.67-1.97, p<0.001). Para la supervivencia especifica, el punto medio de
corte para el NLR fue de 3.85; aquellos pacientes que tenian un NLR >3.85
presentaban un HR de 1.61 (IC 95% 1.36-1.91, p<0.001). Para la supervivencia
libre de progresion, el punto medio de corte para el NLR fue de 3.0; aquellos
pacientes que tenian un NLR >3.0 presentaban un HR de 1.63 (IC 95% 1.39-
1.91, p<0.001). Finalmente, para la supervivencia libre de enfermedad, el punto
medio de corte para el NLR fue de 5.0; aquellos pacientes que tenian un NLR
>5.0 presentaban un HR de 2.27 (IC 95% 1.85-2.79, p<0.001).
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Hazard ratio (95%Cl)

Group

Gastroesophageal 1.66 (14610 1.88) -
Pancreatic 227 (101t05.44) 1"
Cholangio 143(1.25t0 1.63) i o
Hepatocelular 143 (1.23101.66) .
Colorectal 1.91 (15310 2.30) -
Renal cel 222 (17210 2.88) 8
Non-small cel lung cancer 1.66 (1.40t0 1.96) za
Mesothelioma 2.35(1.8910292) T
Other 1.1 (15210 192) -

Test for subgroup differences: y* = 25,60 (P= .001); = 69% 0?5 0?? 1?5 é

Favors NLR less than cut-off Favors NLR greater than cutoff

Figura 4. Forest plot mostrando los hazard ratio de la supervivencia global para un
NLR mayor o menor que el punto de corte (tomada de Templeton®).

Guthrie y cols® realizaron una revision sistematica en el 2013 para analizar la
utilidad del NLR en predecir el resultado oncolégico en pacientes con diferentes
tipos de tumores. En el momento del estudio de Guthrie y cols, mas de 60
estudios (>37,000 pacientes) habian examinado la utilidad clinica del NLR.

El NLR tenia un valor prondstico independiente en:
1. Cohortes no seleccionadas (1 estudio, >12,000 pacientes)
2. Enfermedad operable (20 estudios, >4,000 pacientes)

3. Pacientes que recibieron tratamiento neoadyuvante y reseccion

quirurgica posterior (5 estudios, >1,000 pacientes)

4. Pacientes que recibieron quimioterapia / radioterapia (12 estudios,

>2,000 pacientes)

5. Pacientes con enfermedad inoperable (6 estudios, >1,200 pacientes).

21



Ademas, los estudios posteriores (15 estudios, >8,500 pacientes) demostraron
que el NLR se encontraba elevado en pacientes con enfermedad mas

avanzada, evidenciada por un aumento en el estadio TNM.

Concluyeron que el NLR tenia mayor utilidad pronostica en los estadios
avanzados asi como en pacientes que requerian quimioterapia o aquellos con

enfermedad inoperable.
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3. Células hematopoyéticas como factores pronésticos en CECC

Carcinomas de nasofaringe:

En 2010, An y cols® realizaron un estudio retrospectivo en 363 pacientes
diagnosticados de carcinomas nasofaringeos analizando el NLR como factor
prondstico en analiticas sanguineas previas al inicio del tratamiento. Utilizaron
curvas ROC para seleccionar el punto de corte del NLR mas apropiado,
obteniendo 3.73 como resultado. Los pacientes con un NLR superior al punto
de corte 3.73 contaron con una menor supervivencia especifica y con un mayor

porcentaje de metastasis a distancia.

La supervivencia especifica a los 5 afios de los pacientes con un NLR elevado
fue de 59.6%, y en los pacientes con NLR no elevado fue de 76.6% (p=0.03).
La supervivencia libre de metastasis a distancia a los 5 afios fue de 69.7% vy
86.6% en los pacientes con NLR elevado y no elevado, respectivamente
(p=0.002). No encontraron diferencias estadisticamente significativas en
relacion a la supervivencia libre de recidiva loco-regional entre los pacientes
con NLR elevado y no elevado (78.5% vs 87.3%, p=0.105).
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Figura 5. Andlisis de la supervivencia especifica (A) y la supervivencia libre de
metéstasis a distancia (B) segtn el valor del NLR (tomada de An®).
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Los autores realizaron un andlisis multivariante donde comprobaron Ia

capacidad pronéstica independiente del NLR.

Variable Disease-specific survival Metastasis-free survival

HR (95% CI) P value HR (95% CI) P value
Gender - = - -
T status 1.42 (1.12-1.80) 0.004 - -
N status 2.59 (1.27-1.99) 0.000 2.01 (1.46-2.77) 0.000
NLR 1.74 (1.15-2.62) 0.008 237 (1.37-4.10) 0.002

Tabla 1. Anélisis multivariante afadiendo el NLR como variable independiente
(tomada de An®).

He y cols®' estudiaron el valor prondstico no sélo del NLR, sino también del
recuento absoluto y los porcentajes de neutréfilos, monocitos, linfocitos,
eosindfilos y basdfilos en sangre periférica. La muestra constaba de 1,410

pacientes con carcinomas nasofaringeos estudiados de forma retrospectiva.

Analizaron la supervivencia global y la supervivencia libre de progresion y los
pacientes fueron separados en 4 grupos de acuerdo con los cuartiles de los

parametros hematoldgicos.

Observaron una asociacion significativa entre el recuento absoluto de
neutroéfilos y la supervivencia global (p=0.04) pero no con la supervivencia libre
de progresion (p=0.14). En el caso de los linfocitos, el recuento absoluto no
mostré asociacion con ninguna de las dos supervivencias (p=0.73 y p=0.12

respectivamente).

Tanto los porcentajes de neutrdfilos y linfocitos como el NLR mostraron
asociacion con la supervivencia global y la supervivencia libre de progresion
(p<0.05).
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Figura 6. Curvas de supervivencia global segun el recuento absoluto de neutrofilos y
el NLR (tomada de He").

En el andlisis multivariante, los pacientes en el cuarti mas elevado de
porcentaje de neutrofilos y NLR mostraron un peor prondstico, mientras que los
pacientes en el cuartil mas elevado de porcentaje de linfocitos contaron con un

mejor pronastico.

HET (9526 CO
Wariable™ Owerall survival Progression-free survival
Count, > 10%L
MNewutrophil
= 3.24 1.00 (reference) 1.00 (reference)
~d 20 1.7 (0.76—1.81) 1.21 (0.86—1.70)
~5.49 1.29 (0.84—1 96) 1.07 (0. 76—1.52)
—=5.49 1.44 (0.95-2.18) 1.30 (0.93—1.83)
o for trend 0 22
Lymphocyte
=1.69 1.00 (reference) 1.00 (reference)
~2 06 1.05 (0.72-1.52) 0.94 (0.69-1.28)
~2 53 0.83 (0.56—1.24) 0.74 (0.54—1.03)
=253 0.80 (0.53-1.20) 062 (0.44—0D.87)
o for trend A6 002
Percentage, %
Meutrophil
= 54.0 1.00 (reference) 1.00 (reference)
~60.0 1.680 (1.05—2.44) 1.22 (0.85—1.74)
~6G6.8 1.26 (0.81—-1.96) 1.30 (0.91-1.84)
= 6G6.8 1.62 (1.06—2.46) 1.55 (1.10—2.18)
o for trend L A0
Lymphocyte
= 24.0 1.00 (reference) 1.00 (reference)
~30.0 0.78 (0.54-1.13) 0.83 (0.61—-1.13)
~~35.4 0.68 (0.46—0.99) 0.74 (0.54—1.01)
=354 0.71 (0.48—1.06) 0.61 (0.43—0.86)
o for trend .05 003
MNLR
= 1.54 1.00 (reference) 1.00 (reference)
~1.99 1.39 (0.91-2.12) 1.38 (0.96—1.97)
~2.74 1.12 (0.72-1.75) 1.32 (0.92—1.89)
=274 1.57 (1.04-2.39) 168 (1.19-2.38)
o for trend A ey

Tabla 2. Analisis multivariante para los diferentes parametros hematolégicos (tomada

de He").
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No se obtuvieron resultados significativos al analizar la cifra de monocitos,
eosinofilos o basofilos. Ninguno de ellos mostré asociacion significativa con la

supervivencia global ni con la supervivencia libre de progresion.

Jiny cols®? también estudiaron el NLR como predictor de supervivencia en los
pacientes con carcinoma de nasofaringe, en este caso, metastasico.
Obtuvieron una muestra de 229 pacientes con carcinoma nasofaringeo
metastasico que recibieron quimioterapia paliativa, en los que analizaron la
capacidad pronostica del recuentro de neutrofilos, linfocitos y del NLR en

relacion a la supervivencia global y la respuesta al tratamiento.

Separaron a los pacientes por cuartiles segun los parametros hematologicos.
Sus resultados muestran que tanto el recuento absoluto como el porcentaje
elevado de neutrdfilos se relacionan con una peor supervivencia global de
forma significativa. En el caso de los linfocitos, sélo se obtuvieron resultados
significativos con el porcentaje; a mayor porcentaje de linfocitos mejor
supervivencia. Por ultimo, un NLR elevado también se asocid6 de forma

significativa con una peor supervivencia global.
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Figura 7. Curvas de supervivencia global segun el recuento de neutréfilos y el NLR
(tomada de Jin*).
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En el analisis multivariante soélo mantuvieron la capacidad prondstica
independiente el recuento absoluto de neutrofilos, el porcentaje de neutrofilos y
el NLR.

0s

Factors HR* 95% ClI pvalue
Neutrophil count, <10%L

Quartile 1 (< 3.68) 1

Quartile 2 (<4.80) 1.291 0.889-1.876 180

Quartile 3 (<6.50) 1.359 0.924-2.000 19

Quartile 4 (>=6.50) 1.866 1.261-2.761 .002
Lymphocyte count, =<10%L

Quartile 1 (<1.00) 1

Quartile 2 (<1.40) 0.611 0.414-0.901 .013

Quartile 3 (<1.80) 0.891 0.584—1.360 592

Quartile 4 (=1.80) 0.704 0.483-1.026 .068
Percentage of neutrophil, %

Quartile 1 (<63.89)

Quartile 2 (<69.49) 1.142 0.781-1.670 493

Quartile 3 (<72.52) 2.310 1.564-3.412 < .001

Quartile 4 (>=72.52) 6.668 4.350-10.221 < .001
Percentage of lymphocyte, %

Quartile 1 (<15.00)

Quartile 2 (<19.74) 0.763 0.525-1.109 156

Quartile 3 (<25.31) 0.640 0.441-0.928 .019

Quartile 4 (>25.31) 0.624 0.431-0.905 .013
NLR

Quartile 1 (<2.64) 1

Quartile 2 (< 3.60) 1.041 0.719-1.507 .831

Quartile 3 (< 4.76) 1.440 0.992-2.092 .055

Quartile 4 (>4.76) 1.906 1.310-2.771 .001

Tabla 3. Analisis multivariante de los parémetros hematoldgicos (tomada de Jin®).

No encontraron diferencias significativas en la respuesta a la quimioterapia ni

en el control de la enfermedad en funcién del NLR.

FO.0%% —
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Figura 8. Correlacién entre NLR y respuesta al tratamiento. CR= respuesta completa,
PR= respuesta parcial, SD= estabilidad, PD= progresién (tomada de Jin*).
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Chang y cols® realizaron un estudio retrospectivo para identificar factores
prondsticos en una muestra de 2,820 pacientes con carcinomas de nasofaringe
tratados con radioterapia. Sus resultados identificaron como factores
prondésticos independientes el sexo, la edad, la extensién local (T), la extensién
regional (N), la anemia, la trombocitosis durante la radioterapia, la disminucién
continua de la hemoglobina y un NLR elevado. Posteriormente crearon un
indice prondstico asignando puntuaciones a los diferentes factores prondsticos

independientes.

El area bajo la curva (AUC) del indice prondstico fue mayor que el del sistema
de estadiaje TNM: 0.697 (IC 95% 0.666-0.726) y 0.619 (IC 95% 0.587-0.650),
respectivamente. La diferencia entre los dos sistemas fue significativa
(z=3.555; p<0.001). Concluyeron que el indice prondstico desarrollado basado
en el recuento de células hematopoyéticas tuvo una mayor eficacia de
prediccion de la supervivencia especifica a los 5 afilos que el sistema TNM de

estadiaje en pacientes con carcinomas nasofaringeos.

Sun y cols®* estudiaron de forma retrospectiva los parametros hematoldgicos
(neutrdfilos, linfocitos y NLR) en 251 pacientes con carcinomas nasofaringeos.
Determinaron los puntos de corte de las variables mediante curvas ROC tanto
para la supervivencia libre de progresion como para la supervivencia global. El
recuento total de neutrofilos no obtuvo capacidad prondstica significativa en

ninguno de los dos andlisis.

Un recuento de linfocitos por debajo de 1.5 x10%/L (p=0.004) y un NLR superior
o igual a 2.7 (p=0.001) contaron con capacidad prondstica en relacion a la
supervivencia libre de progresion en el analisis univariante. EI NLR mostré
capacidad pronéstica independiente al ser incluido en el analisis multivariante
(HR=2.01; IC 95% 1.23-3.29; p=0.005).

28



100 7
NLR
- <2.7
o
. —+ <2.7 censored

80— = —+ 22.7 censored
I . Log rank P=0.001
(7] """4-.
— '
o b
— Ha
S 60 1
E i
: L}
W -
w i
o e
“— s
E 407 4k
=2 oy
a L .
E 'H'----'P-."E
=]
e
(= 207

0 T T T T 1
(0] 20 40 60 80 100

Time (months)

FiguraS?. Curva de supervivencia libre de progresion segun el valor del NLR (tomada
de Sun™).

En cuanto a la supervivencia global, un recuento de linfocitos por debajo de
1.5x10%L (p=0.016) y un NLR superior o igual a 2.6 (p=0.013) contaron con
capacidad pronéstica en el analisis univariante. Al incluir ambos en un analisis

multivariante, ninguno de ellos mostré capacidad prondstica independiente.

Posteriormente, también en carcinomas de nasofaringe, Aricigil y cols*
estudiaron la capacidad prondstica no sélo de los parametros hematoldgicos
descritos previamente, sino también de los factores prondsticos relacionados
con las plaquetas, tal y como habian hecho previamente Rachidi y cols*®.
Analizaron de forma retrospectiva 118 pacientes con carcinomas de

nasofaringe diagnosticados entre 2006 y 2015.
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Inicialmente lo compararon con un grupo control de sujetos sanos (n=120).

Nasopharyngeal Control group
Features cancer group (n=118) (n=120) P-value
(mean £ SD) (mean £ SD)
Age (year) 4922 £ 145 50+ 92 0.790
Sex (male %/female %) 76.3/23.7 73.3/26.7 0.761
Mean platelet volume (fL) 772 £ 144 10.27 £ 115 0.001
Platelet count 233.656 + 67.951 248.233 + 48.885 0.299
Platelet distribution width 10 (GSD) 26.381 + 14.000 14.020 £ 2.330 0.001
Plateletcrit (%) 0.523 £ 0.790 0.824 + 0.950 0.126
White blood cell (10*3/ul) 6.762 + 2.630 6.763 + 1.475 0.999
Lymphocyte count 1.421 £ 0.778 2.213 + 0.480 0.001
Neutrophil count 4.534 £2.278 3.870 + 1.058 0.134
Neutrophil/lymphocyte ratio 4.293 £ 3.320 1.793 £ 0.500 0.001

Tabla 4. Comparacién entre pacientes con carcinomas de nasofaringe y un grupo de
control (tomada de Aricigil *°).

Observaron que los pacientes con cancer de nasofaringe presentaban un
mayor volumen plaquetario, una mayor amplitud de distribucién plaquetaria, un
menor recuento de linfocitos y un NLR mas elevado que el grupo control de

forma estadisticamente significativa (p<0.05).

20.00+
15.00
5100{}
el L
5.00 1
0.00
T T
NPC Control

Figura 10. Mediana del NLR en el grupo de pacientes con carcinomas nasofaringeos y
en el grupo control (tomada de Aricigil *°).
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Ademas analizaron si estos parametros presentaban diferencias entre los
pacientes con carcinomas nasofaringeos en funcion de la aparicion de

metastasis a distancia.

NPC with distant NPC without distant

Features metastasis (n=24) metastasis (n=94)  P-value
(mean £ SD) (mean £ SD)

Age (year) 46.27 + 17.939 49.6 + 12143 0.224
Sex (male %/female %) 66.7/33.3 78.7121.3 0.768
Mean platelet volume (fL) 7.587 £1.010 1575 +1.34 0.451
Platelet count 266.1 £ 64.347 236.7 £ 65.637 0.142
Platelet distribution width 10 (GSD) 31.87 £15.138 25.619 £ 14.265 0.042
Plateletcrit (%) 0.202 £ 0.680 0.586 + 0.861 0.796
White blood cell (10"3/pl) 7.598 £ 3.052 6.939 £ 2.774 0.480
Lymphocyte count 1.335 £ 0.695 1.551 £ 0.886 0.142
Neutrophil count 5.544 +2.446 4630 £ 2.3%4 0.318
Neutrophil/lymphocyte ratio 4819 +2.358 4362 £ 3911 0.309

NPC — nasopharyngeal cancer

Tabla 5. Caracteristicas clinicas y valores de los parametros hematolégicos segun la
presencia o no de metéstasis a distancia (tomada de Aricigil *°).

Solamente la amplitud de distribucién plaquetaria presentd diferencias
significativas (p=0.042) en funcion de la existencia de diseminacion de la

enfermedad.

Xu y cols*’ establecieron y aplicaron nomogramas prondsticos para la
supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad en 1,230 pacientes
con carcinomas nasofaringeos diagnosticados entre 2009 y 2012.
Consideraron ademas del TNM, otros posibles factores prondsticos entre los
que incluian el NLR. El punto de corte de éste ultimo fue de 2.70. Sus
resultados mostraron que existian diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al NLR (HR=1.53; 1C95% 1.11-2.11; p=0.010).
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Figura 11. Nomograma pronéstico incluyendo el NLR (tomada de Xu *).

Observaron una excelente concordancia entre los nomogramas y las
observaciones reales a los 3 y 5 afos en cuanto a la supervivencia global y a la

supervivencia libre de enfermedad.
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Figura 12. Diagramas de calibracion de la supervivencia global a los 3 y 5 afios
(tomada de Xu *').
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Ademas compararon la precision prondstica del nomograma con la de las
ediciones 7% y 8% del sistema de estadificacion TNM con respecto a la
supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad en pacientes con

carcinomas nasofaringeos.

El nomograma para la supervivencia global presentaba un indice ¢ mas alto
que la 8° edicion del TNM (indice ¢=0.682, IC 95% 0.645-0.719) y que la 7°
edicion (indice ¢=0.648, 1C95% 0.608-0.688) con un valor de p no significativo
de 0.063 y un valor de p significativo de 0.003, respectivamente. El nomograma
para la supervivencia libre de enfermedad fue superior al de ambas ediciones
del TNM; la 8° (indice ¢=0.648, 1C95% 0.607-0.673, p=0.041) y la 7° (indice
c=0.618, 1IC95% 0.585-0.651, p=0.003).

Posteriormente realizaron un analisis de particion recursiva (RPA), donde el
NLR se retuvo en el modelo junto con la edad, la categoria N y el titulo de DNA

del virus Epstein-Barr, creando los siguientes grupos de riesgo:

All patients with NPC
INO-2 (8th ed.) (N = 1230) N3 (8th ed.)

3-year O8S = 92.9%
S-year OS = 86.1%

EBY DNA titer =
1,000 copies/mL

EBY DNA titer < 1,000 copies/mL =123

HR = 2.869
n=:616 18 < Age <354 n=491 Age > 54
HR = 1.108 HR = 0.468
n =380 NLR < 2.70 n=111 NLR =2.70
HR = 0.261 HR =1.211
n=78 n=33
HR = 0.667 HR = 2.552
Intermediate risk group Low risk group High risk group
(N=0616) (N = 458) (N =156)
3-year OS = 92.8% 3-year OS = 98.2% 3-yvear OS = 79.9%
S5-year OS = 84.8% S-year OS = 95.9% S-year OS =61.5%

Figura 13. Estratificacion de los pacientes en grupos de riesgo mediante un RPA
(tomada de Xu *).
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La siguiente figura muestra la supervivencia global en funcién de los grupos de

riesgo definidos mediante el RPA.
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Figura 14. Supervivencia global segtn los grupos de riesgo definidos por el RPA
(tomada de Xu *).

Carcinomas de cavidad oral:

Perisanidis y cols®* mostraron en su estudio cémo un NLR elevado actuaba
como marcador independiente de una menor supervivencia especifica en
pacientes con carcinomas escamosos de cavidad oral. Seleccionaron 97
pacientes con carcinomas escamosos de cavidad oral tratados con

quimioterapia neoadyuvante y posterior reseccion quirurgica.

Mediante curvas ROC seleccionaron los puntos de corte del NLR y del
recuento absoluto de neutrdfilos y linfocitos mas adecuados para predecir la
mortalidad especifica por cancer. Para el NLR fue 1.9, para los neutréfilos
4.5x10%L y para los linfocitos 1.9x10%L. EI NLR (log-rank p=0.018) mostré un
impacto significativo en la supervivencia especifica, no asi el recuento de

neutroéfilos (log-rank p=0.086) ni el de linfocitos (log-rank p=0.073).
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Figura 15. Supervivencia especifica en funcién del NLR (tomada de Perisanidis *°).

En el andlisis multivariante el NLR mantuvo su capacidad prondstica de forma
independiente (HR 10.37, IC 95% 1.28-84.08, p=0.029).

Tsaiy cols®, también en carcinomas de cavidad oral, analizaron la capacidad
prondstica no solo del NLR, sino también del recuento total de leucocitos,
neutréfilos, monocitos y linfocitos. Realizaron un estudio retrospectivo en 202
pacientes con carcinomas escamosos de cavidad oral. Utilizaron como punto
de corte la mediana de los diferentes recuentos, y en el caso del NLR, el punto

de corte previamente descrito por Dutta y cols*®.

En el analisis univariante solo el recuento de monocitos (>403 x10%L) mostré
asociacion  significativa con la supervivencia especifica (p=0.003).
Posteriormente, en el andlisis multivariante, mantuvo la capacidad prondstica
(HR=7.93, IC 95% 1.43-14.04, p=0.014).
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En las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier se observd como los pacientes
con carcinomas escamosos de cavidad oral que presentaban un recuento
elevado de monocitos tenian una supervivencia significativamente menor que

los pacientes con un recuento bajo (p=0.0002).
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Figura 16. Curvas de supervivencia segun el recuento de monocitos (tomada de
Tsai*®).

Lee y cols*® analizaron 396 pacientes con carcinomas escamosos de cavidad
oral de forma retrospectiva con el objetivo de comparar el rendimiento
pronéstico de la estadificacion mediante el TNM con una nueva escala de
estadificacion que incorpora el NLR vy las caracteristicas histopatologicas tales
como el grosor tumoral, la extensién extracapsular, el grado histoldgico, el
estado de los margenes y la invasion perineural. En el analisis multivariante
sélo la invasion perineural, el NLR y los estadios avanzados de Ty N (T3+T4 y

N2) mantuvieron su capacidad prondstica.
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Variable B Coefficient aHR (95% (1) Risk Score

High NLR (>2.37) 0.56 1.74(1.23-2.46) 1
Perineural invasion 0.47 160 (1.11-2.30) ]
Advanced
DT (T3 +T4) 0.47 1.59(1.13-2.25) 1
N (N2) 138 3.96(2.78-5.63) ]

Tabla 6. Hazard ratios y coeficientes B para la supervivencia especifica a los 5 afios
(tomada de Lee *°).

Con estas variables crearon una nueva escala de estadificacion, la cual
presentaba una mejor monotonicidad, con un valor x2 de tendencia lineal mayor
que el obtenido con el TNM (106 vs 49).

Comparado con el TNM, la nueva escala de estadificacion también obtuvo una
mejor capacidad discriminativa para la supervivencia especifica a los 5 anos,
con un criterio de informacién de Akaike (AIC) mas pequefio (1497 vs 1533) y
un estadistico C de Herrell mayor (0.73 vs 0.69). Concluyeron que esta nueva
estadificacion aportaba una mejor clasificacién que el TNM en los pacientes

con carcinomas escamosos de cavidad oral.
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Figura 17. Curvas de Kaplan-Meier para la supervivencia

especifica a los 5 afos

comparando la clasificacion de la AJCC (TNM) y la nueva escala de estadificacion

(tomada de Lee *°).
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Carcinomas de orofaringe:

Young y cols®” analizaron la capacidad pronéstica del NLR en 249 pacientes
con carcinomas escamosos de orofaringe tratados con quimio-radioterapia con

intencién curativa. Consideraron como punto de corte del NLR aquel mas

citado en la bibliografia, que fue 5.0.

LOCAL REGIONAL LOCOREGIONAL DISTANT DFS (INCLUDES

CONTROL* CONTROL* CONTROL* CONTROL* DEATH AS EVENT)

Pvalue
Gender 0.450 0.115 0.13 0.579 0.3 0.213
MvsF
Grade 0.150 0.905 0.106 0.366 0.04 0.017
12vs3
T stage 0.000 0.174 0.000 0.020 0.000 0.000
112vs 314
N stage 0718 0.089 0.775 0.550 04290 0.226
01vs2/3
No. concurrent cycles 0.099 0.249 0149 0.605 017 0133
of chemotherapy
0ivs 213
Induction chemotherapy 0.019 0.028 0.01 (.568 0.602 0957
None vs induction
NLR 0.000 0.019 0.001 0.042 0.012 0.017
<hys=h
PLR 0.073 0.894 0.457 0.520 0187 0.043
=150 vs =150 vs =300
Smoking status 0.207 0.146 0.13 0.012 0.043 0.053
Non-smoker vs ex/current

Tabla 7. Anélisis univariante (tomada de Young *').

Como se observa en la tabla, el NLR mostr6 asociacion estadisticamente
significativa con el control local, regional, loco-regional, a distancia, con la
supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global.
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A continuacién se muestran las curvas de supervivencia de control local,

regional y a distancia y de supervivencia global en relacion con el NLR.
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Figura 18. Curvas de supervivencia de control local (A), control regional (B), control a
distancia (C) y de supervivencia global (D) de acuerdo con el valor del NLR (tomada
de Young ¥').
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En el analisis multivariante la capacidad pronéstica independiente del NLR sélo

se obtuvo en cuanto a control local, regional y loco-regional.

VARIABLE HAZARD 95% CONFIDENCE FPVALUE

RATIO INTERVAL

Local control

T stage 3/4 vs 1/2 3.958 1.609-9736 0.003
NLR=5vs <5 2516 1.262-5.017 0.009
Regional control

NLR=5vs <b 2762 1.286-5933 0.009
Locoregional control

T stage 1/2 vs 3/4 3.263 1.536-6.929 0.002
NLR <bvs =5 2072 1.105-3.886 0.023
Distant control

T stage 3/4 vs 1/2 2959 1.181-7.416 0.021
Overall survival

Grade 3 vs 1/2 0.613 0.378-0.995 0.048
T stage 3/4 vs 1/2 2474 1.453-4 210 0.001

Tabla 8. Anélisis multivariante (fomada de Young *).

Huang y cols* analizaron en pacientes con carcinomas escamosos de
orofaringe el valor pronéstico del recuento de neutréfilos, monocitos y linfocitos
en sangre periférica estratificando segun el estatus del Virus del Papiloma
Humano (HPV).

Analizaron la supervivencia global y la supervivencia libre de recidiva en 702
pacientes con carcinomas escamosos de orofaringe (510 HPV positivos y 192
HPV negativos). Utilizaron la mediana del recuento de neutrofilos, monocitos y
linfocitos para separar los pacientes en dos grupos (recuento elevado vs
recuento bajo) tanto en los pacientes HPV positivos como en los HPV

negativos.
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En los pacientes HPV positivos se observd una peor supervivencia global y
libre de recidiva en el grupo de pacientes con un recuento elevado tanto de
neutrofilos como de monocitos. Los pacientes con un recuento elevado de
linfocitos mostraron una mejor supervivencia libre de recidiva, pero no
obtuvieron resultados estadisticamente significativos en cuanto a la

supervivencia global.

En el analisis multivariante tanto el recuento elevado de neutréfilos como de
monocitos se asociaron con un mayor riesgo de mortalidad y de recidiva; y el

recuento elevado de linfocitos se asocidé con un menor riesgo de mortalidad y

de recidiva.
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Figura 19. Curvas de supervivencia global segun el recuento de neutréfilos en los
pacientes HPV positivos (tomada de Huang %).
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Figura 20. Curvas de supervivencia global segun el recuento de monocitos en los
pacientes HPV positivos (tomada de Huang %).
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En los pacientes HPV negativos se observé el mismo resultado en relacion al
recuento elevado de neutrdfilos, pero el recuento elevado de monocitos sélo
mostré una ligera reduccion en la supervivencia global y libre de recidiva de
forma no significativa, y no se obtuvieron diferencias en supervivencia en

relacién al recuento de linfocitos.
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Figura 21. Curvas de supervivencia global segun el recuento de neutrofilos en los
pacientes HPV negativos (tomada de Huang %).

En cambio en el analisis multivariante ninguno de los recuentos mostro
capacidad pronostica independiente ni en supervivencia global ni en

supervivencia libre de recidiva.

En este estudio el valor prondstico de los recuentos de neutrofilos, monocitos y
linfocitos no pudo ser demostrado en los pacientes HPV negativos. Este
hallazgo podria justificarse en parte por la mayor variaciéon en la cifra de
leucocitos en este grupo de pacientes (asociado probablemente a la
inflamacion que produce el consumo de tabaco) y/o el tamafio de muestra mas
pequefio. Es también plausible que la respuesta inmune juegue un papel mas
importante en la carcinogénesis de los tumores relacionados con virus en

comparacién con los tumores relacionados con el consumo de tabaco.
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También en carcinomas de orofaringe, Gouw y cols*® analizaron la capacidad
prondstica del recuento absoluto de leucocitos. Seleccionaron 234 pacientes
con carcinomas de orofaringe tratados con radioterapia o quimio-radioterapia
con intencion radical. Consideraron leucocitosis un recuento absoluto de

leucocitos por encima de 10.5x10%/L.

Comparado los pacientes con leucocitosis con aquellos sin leucocitosis, la
supervivencia global a los 3 afios fue del 50% (IC95% 34-66%) vs 81% (1C95%
75-87%) (p<0.001), y la supervivencia libre de enfermedad a los 3 afios del
31% (1C95% 16-46%) vs 71% (1C95% 64-78%) (p<0.001), respectivamente.
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Figura 22. Supervivencia global en funcion de la presencia de leucocitosis (Tomada
de Gouw ).

Posteriormente diferenciaron a los pacientes en funcién del estatus HPV y

analizaron de nuevo la supervivencia global y libre de enfermedad en funcion

de la presencia de leucocitosis.
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Figura 23. Supervivencia global (OS) y libre de enfermedad (DFS) en funcién del
estatus HPV y la presencia de leucocitosis (Tomada de Gouw *°).

Sus resultados muestran como el impacto de la leucocitosis en el prondstico en
los pacientes con carcinomas escamosos de orofaringe es mas pronunciado en

el grupo de pacientes HPV positivos.

Realizaron dos analisis multivariantes considerando la supervivencia global y la
supervivencia libre de enfermedad como variables dependientes
respectivamente, observando que el recuento absoluto de leucocitos y el

estatus HPV mantenian su capacidad prondstica de forma independiente.
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Analizaron también de forma conjunta el estatus HPV vy el recuento absoluto de
leucocitos, obteniendo 4 grupos de pacientes: HPV positivos sin leucocitosis,
HPV positivos con leucocitosis, HPV negativos sin leucocitosis y por ultimo,

HPV negativos con leucocitosis.
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Figura 24. Supervivencia global en funcién del estatus HPV y la presencia de
leucocitosis analizados de forma conjunta (Tomada de Gouw *°).

El grupo de pacientes HPV positivos sin leucocitosis obtuvo los mejores
resultados en cuanto a supervivencia global (95%) y el grupo de pacientes HPV
negativos con leucocitosis los peores resultados (41%). Los dos grupos
restantes (HPV positivos con leucocitosis y HPV negativos sin leucocitosis)

obtuvieron resultados intermedios.
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Carcinomas de laringe:

Wong y cols®, analizaron de forma restrospectiva la capacidad prondstica del
NLR en 140 pacientes diagnosticados de carcinomas escamosos solo de
localizacion laringea. Estudiaron la supervivencia libre de enfermedad y la

supervivencia global clasificando a los pacientes mediante el cuartil del NLR.

Un NLR elevado (por encima del cuartil mas alto: NLR>3.10) se asoci6 con una
peor supervivencia global (p=0.014) pero no con la supervivencia libre de
enfermedad (p=0.351).
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Figura 25. Supervivencia global segtn el valor del NLR (tomada de Wong *).

El NLR se asocié con la supervivencia global (HR=3.00, IC 95% 1.28-6.97,
p=0.01) en el andlisis univariante, pero no con la supervivencia libre de
enfermedad. En el analisis multivariante, el NLR mantuvo su capacidad
pronostica independiente; los pacientes en el cuartii mas elevado del NLR
tenian una supervivencia global significativamente menor comparado con el
cuartil mas bajo (HR=3.06; IC 95% 1.08-8.67, p=0.04).
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Tumores de senos paranasales:

Turri-Zanoni y cols*® analizaron el valor pronéstico del NLR en 215 pacientes
con tumores de los senos paranasales (diferentes histologias) tratados
mediante cirugia endoscopica nasosinusal. Los puntos de corte fueron
determinados mediante curvas ROC; estos fueron 5.56 para la supervivencia

global y 2.6 para la supervivencia libre de enfermedad.

Sus resultados muestran que los pacientes con tumores epiteliales
(adenocarcinomas y carcinomas) que tienen un NLR mas elevado presentan

una supervivencia global y libre de enfermedad significativamente menor.

5-y 0S
Histology NLR <5.56 NLR >5.56 pvalue
ADC 82.2% =+ 5% 57.1% + 16.4% 01*
Carcinoma 86.7% =+ 5.2% 17.1% £ 15.5% .0004*
ONB 100% 100% NA
Melanoma 61.3% + 16.7% 100% 25
Miscellanea 95.6% + 4.2% NA NA

Tabla 9. Supervivencia global a los 5 afios segun el valor del NLR (tomada de Turri-
Zanoni ®).

En el andlisis multivariante se pudo comprobar cémo el NLR es un factor
pronostico independiente para la supervivencia libre de enfermedad pero no
para la supervivencia global. Los pacientes con NLR <2.6 mostraron un menor
riesgo de recidiva (HR=0.39; IC 95% 0.20-0.76; p=0.02).
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Carcinomas escamosos de cabeza vy cuello de diferentes localizaciones:

Rassouli y cols*®, estudiaron el NLR como factor prondstico en 273 pacientes
con CECC (faringe, laringe, cavidad oral, nariz, senos paranasales y glandulas
salivales). Utilizaron un RPA para encontrar los puntos de corte que clasifican a
los pacientes en diferentes grupos de riesgo en relacién a la mortalidad
especifica y al riesgo de recurrencia. En su estudio, un NLR 24.27 predijo una

proporcion mas elevada de recurrencia (p<0.0001).
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Figura 26. Curvas de supervivencia libre de enfermedad segun el valor del NLR
(tomada de Rassouli ).

Haddad y cols*! analizaron la asociacion entre el NLR y el resultado clinico en
pacientes con CECC localmente avanzado tratados con quimio-radioterapia
radical. Estudiaron la supervivencia global, libre de metastasis y libre de
recidiva loco-regional. Su muestra fue de 46 pacientes. Seleccionaron como
puntos de cortes del NLR 5.0 (como estudios previos realizados por otros

autores) y 3.3 (mediana de su serie).
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La supervivencia global a los 2 anos de los pacientes con NLR =5.0 respecto
los pacientes con NLR <5.0 fue de 89% vs 61% (p=0.017). La supervivencia
libre de metastasis fue de 84% vs 64% (p=0.083), y la supervivencia libre de
recidiva loco-regional del 81% vs 70% (p=0.17). Cuando se analiz6 con la
mediana del NLR (3.3) no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas.

Overall Survival
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Figura 27. Supervivencia global en funcién del NLR (tomada de Haddad *").

Los autores defienden que sélo han encontrado resultados con el punto de
corte NLR =5.0 porque un mayor NLR reflejaria tanto la mortalidad por cancer
como por otras causas, dado que el NLR también se ha definido como predictor

de supervivencia en la mortalidad de causa cardiaca®’.
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Posteriormente, Rachidi y cols'® realizaron un estudio en pacientes con CECC
(cavidad oral, faringe y laringe) para analizar la relacién entre los diferentes
parametros hematologicos (neutrdfilos, linfocitos y NLR) y la supervivencia. La
muestra contd con 543 pacientes. Separaron a los pacientes en terciles segun
el recuento de los parametros hematoldgicos y estudiaron su asociacién con la

supervivencia global.

Encontraron que los recuentos de neutrdfilos y linfocitos se correlacionaban de

forma inversa (r=-0.11, p=0.009).

Lymphocyte Count
(x103/uL)

30

Neutrophil Count (x103/uL)

Figura 28. Correlacion entre el recuento de neutrofilos y el de linfocitos (fomada de
Rachidi '®).

51



Ademas, cuanto mayor fuera el tercil de la categoria recuento de neutrdfilos,

peor era la supervivencia global.
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Figura 29. Supervivencia global segun el tercil del recuento de neutrofilos (fomada de
Rachidi ).

En relacion a los linfocitos, los resultados son en la direccidn inversa; aquellos
con un tercil menor en el recuento de linfocitos, contaron con una menor

supervivencia global.
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Figura 30. Supervivencia global segun el tercil del recuento de linfocitos (fomada de
Rachidi ).
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Por ultimo, los pacientes con un NLR elevado, presentaban una peor

supervivencia global que los pacientes con NLR en los terciles medio e inferior.

% Overall Survival
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Figura 31. Supervivencia global segtn el tercil del NLR (tomada de Rachidi '®).

También analizaron el valor del NLR segun el estatus HPV, obteniendo

diferencias estadisticamente significativas. Los pacientes HPV positivos
(NLR=2.73) contaron con un NLR menor que los HPV negativos (NLR=4.75,
p=0.039).

Los pacientes HPV positivos con un NLR en el tercil mas elevado, contaron con

una menor supervivencia global respecto los HPV positivos con un NLR en los

terciles menores (p=0.083).
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Figura 32. Valores del NLR en funcién del status HPV (A) y supervivencia global en
funcién de los terciles del NLR en pacientes HPV positivos (B) (tomada de Rachidi ®).
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En 2016, Kano y cols*? analizaron el valor prondstico del NLR en pacientes con
CECC (orofaringe, hipofaringe y laringe) tratados con quimio-radioterapia con
intencion radical. Realizaron un estudio retrospectivo, con una muestra de 285
pacientes con carcinomas escamosos de las localizaciones especificadas
previamente. Seleccionaron los puntos de corte de los diferentes ratios
mediante curvas ROC; en el caso del NLR el punto de corte fue de 1.92. Sus
resultados muestran que un NLR elevado se relaciona de forma significativa
con una peor supervivencia global y libre de enfermedad. Al realizar un analisis

multivariante, el NLR no mostré capacidad prondstica independiente.

W NLR <1.92 (n=125) L NLR <1.92 (n=125)
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Figura 33. Supervivencia global (izquierda) y supervivencia libre de enfermedad
(derecha) en funcién del NLR (tomada de Kano *?).
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Posteriormente, Rosculet y cols® analizaron también la capacidad prondstica
del NLR y del recuento de neutréfilos en pacientes con CECC. La muestra
estaba formada por 123 pacientes tratados con quimio-radioterapia. Utilizaron

la mediana como punto de corte (NLR=2.7 y neutréfilos=4.49x10°/L).

Obtuvieron una peor supervivencia global en los pacientes con un NLR por
encima de la mediana (HR=3.01, IC 95% 1.18-7.70, p=0.021) y en los
pacientes con un recuento absoluto de neutréfilos por encima de la mediana
(HR=2.92, IC 95% 1.14-7.49, p=0.026).
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Figura 34. Supervivencia global segtin el valor del NLR (tomada de Rosculet **).
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También observaron una peor supervivencia libre de recurrencia en los
pacientes con un NLR por encima de la mediana (HR=2.63, IC 95% 1.14-6.06,
p=0.023) y en los pacientes con un recuento absoluto de neutrofilos por encima
de la mediana (HR=2.56, IC 95% 1.11-5.91, p=0.027).
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Figura 35. Supervivencia libre de recidiva segun el valor del NLR (tomada de
Rosculet®).

Al realizar un analisis multivariante, el NLR y el recuento absoluto de neutrdfilos
mantenian su capacidad prondstica de forma independiente para las dos
supervivencias estudiadas. Al incluir en el modelo la variable HPV, tanto el NLR
como el recuento absoluto de neutréfilos perdian su capacidad prondstica

independiente.
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Schernberg y cols* analizaron de forma retrospectiva 193 pacientes con CECC
localmente avanzados tratados con quimio-radioterapia concomitante. En este
caso, el objetivo de su estudio fue examinar el valor prondstico de la
leucocitosis y la neutrofilia, definidas como un recuento de leucocitos y

neutrdfilos superior a 10 y 7.5 x10%/L, respectivamente.

En el andlisis univariante, tanto la leucocitosis como la neutrofilia se asociaron
de forma altamente significativa con una peor supervivencia global y una peor
supervivencia libre de progresion (p<0.001). En el analisis multivariante, tan
s6lo la leucocitosis se asocid con una peor supervivencia global y libre de
progresion (HR=1.9; 1C95% 1.1-3.1; p=0.018 y HR=1.7; 1C95% 1.0-2.7;

p=0.033, respectivamente).

Overall Survival Progression-Free Survival

Variable

Univariate | Multivariate Cox analvsis | Univariate Multivariate analysis

p HR  95%CI p p HR  95%CI p

Leukocytosts <0.001 19 11-31 0.018 <0001 17 1.0-27  0.033
Anemia <0.001 - - 0.131 <0.001 - - 0.112
Thrombocytosts <0.001 - 0.559 =0.001 - -- 0.196
PS1-2(vs.0) 0.002 - 0433 0.001 - 0.596
Current smoker <0.001 24 15-39 0.00 <0001 24 15-38 <0.001

HPV -/ unknown (vs. positive) |~ < 0.001 45 14-145 0.013 <0.001 26 11-60  0.033

T4 (vs. T3) <0.001 - 0.125 <0.001 - - 0.145
N2-3 (vs. NO-1) 0.001 20 11-34 0018 0.001 19 12-32 001
CDDP <3 (vs. 3) <0.001 13 14-37 0.001 =0.001 21 14-34  <0.001

Tabla 10. Resultados del andlisis univariante y multivariante (tomada de Schernber **).
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A los 5 anos de seguimiento, la supervivencia global estimada fue del 67% (IC

95% 63-71%) para pacientes que no tenian leucocitosis inicialmente frente al

26% (IC 95% 19-33%) en los pacientes que si presentaban leucocitosis

inicialmente.
Lo - P < 0.001 Leuhocytosis 1
o NP
Yes
0.8 N
.
S,
T L
g 0.6- —
- ) M
T
§ %
0.2
0,0
T T T T L] T =
Q 20 40 60 80 100 120

Time (months)

Figura 36. Supervivencia global segun la presencia de leucocitosis (tomada de

Schernberg *).

La supervivencia libre de progresion fue del 62% (IC 95% 58-66%) para los
pacientes que no tenian leucocitosis inicial frente al 18% (IC 95% 12-24%) de
los pacientes con leucocitosis inicial.
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Figura 37. Supervivencia libre de progresién segun la presencia de leucocitosis

(tomada de Schernberg **).
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4. Comparacion de los parametros hematolégicos en sangre periférica

entre pacientes con CECC y sujetos sanos

Trellakis y cols®® analizaron los parametros hematoldgicos en sangre periférica
de pacientes con CECC comparandolos con un grupo control de sujetos
sanos. La muestra fue recolectada de forma prospectiva, cogiendo muestras de
sangre de 114 pacientes con CECC antes de iniciar cualquier tratamiento

oncolégico y de 41 sujetos voluntarios sanos.

Sus resultados muestran que los pacientes con CECC presentaban un mayor
numero de leucocitos, un mayor numero de polimorfonucleares (PMN), un NLR
mas elevado, y una mayor proteina C reactiva en sangre periférica que los
sujetos sanos. Ademas, a medida que la enfermedad local (T) aumentaba,

también aumentaban estos parametros.

Marker T category Mean (SD) Median Range p*

Leukocytes (nl™ %) Cantrals 5.76 (1.92) 52 312,993 t < 0.001
T1-T4 8.80 (2.72) 3.21 4.15,18.44 t = 0.007

PMN (%) Contrals 49.6 (6.5) 48.3 414, 63.4 t < 0.001
T1-Té 67.1 (9.4) 8.5 46.4, BB.4 t = 0.006
T 63.5 (6.9) 64.6 £1.3, 731 § = 0.055
T2 633 (10.1) 68.8 464, ThE || > 0.1
T3 66.1 (5.2) 66.7 574,730
Ta 71.0 (10.5) 711 517,884

PMN (nl™") Controls 2.73 (1.13) 2.49 1.35, 5.47 t < 0.001
Ti-Th 6.12 (2.74) 5.46 2.67,14.16 + = 0.003
T 5.13 (2.54) 4. 28 2.84,1028 § = 0.030
T2 5.16 (1.47) 5.39 3.31, B.04 || = 0.048
T3 5.06 (1.04) 4.75 3.90, 732
Th 7.54 (3.35) 7.10 2.67,14.16

NLR Cantrals 1.43 (0.50) 1.28 0.89, 2.82 t < 0.001
T1-Té 3.97 (2.46) 3.50 1.24,12.82 $ < 0.001
T1 2.64 (0.83) 2.56 1.32, 4.01 § = 0.003
T2 295 (1.15) 3.42 1.24, 4.35 || = 0.027
T3 3.21 (0.77) 3.33 1.88, 4.74
T4 5.40 (3.18) 4.38 1.29,1282

CRP (mg/ml) Contrals 0.45 (0.87) 0.10 0, 3.60 t < 0.001
T1-T4 1.99 (3.04) 1.00 0,19.10 $ =0.001
Ti 0.73 (0.86) 0.40 0, 2.60 § = 0.004
it 1.52 (2.68) 0.50 0,12.90 | = 0.001
T3 1.26 (1.29) 0.80 0, 4.50
Té 3.19 (4.05) 1.85 0.1, 19.10

Tabla 11. Sumario estadistico de los parametros hematolégicos y la proteina C
reactiva en los pacientes con CECC y sexo masculino (tomada de Trellakis >2).
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5. Comparacion del NLR entre pacientes con carcinomas de laringe y

pacientes con lesiones pre-malignas y benignas de laringe

Kumy cols> analizaron la existencia de diferencias en el NLR entre pacientes
con carcinomas escamosos de laringe y pacientes con lesiones benignas o pre-
malignas de laringe. Realizaron un estudio retrospectivo basado en 209
pacientes que fueron sometidos a una biopsia de laringe entre 2010 y 2014.
Separaron los pacientes en 3 grupos: lesiones laringeas benignas, lesiones
laringeas pre-malignas y carcinomas escamosos de laringe. La media del valor
de NLR en los diferentes grupos fue de 2.12 + 0.86, 2.32 + 0.68 y 3.46 £+ 1.51,

respectivamente, y la diferencia fue estadisticamente significativa (p=0.001).

1Benign (n=80) 2Precancerous (n=63) 3SCC (n=66) P
Mean+SD Mean+SD Mean+SD

Age (years) 47.33+12.63 57.1449 88 63454957

MPV (fl) 991+1.72 099+1.29 0.78+1.55 0.745

PDW (fl) 14.38+2.38 13.66+2.37 14354258 0.160

WBC (103/U) 8.00£1.95 7.89+1.87 8.39+2.06 0.321

Platelet (103/U) 262.33+66.85 2373445897 254.10+73.88 0.085

Neutrophil (103/U) 4.77£1.57 5.15£1.60 5344177 0.106

Lymphocyte (103/U) 241+0.70 2264051 2004081 0.013%*

NLR 2124086 2.3240.68 346151 0.001%% =0 031**
+p=0.068
13p=0 001 **

n (%) n (%) n (%) Total n (%)

Gender Male 63 (78.7%) 54 (85.7%) 64 (97.0%) 181 (86.6%)

Female 17(21.3%) 9(14.3%) 2(3.0%) 28 (13.4%)

Tabla 12. Caracteristicas segun el tipo de lesién laringea (tomada de Kum °*).

Las comparaciones apareadas realizadas para determinar el grupo que causé
la diferencia en el NLR revelaron que la media del NLR de los pacientes con
lesiones pre-malignas y de los pacientes con carcinomas escamosos fue
significativamente mas elevada que la media del NLR de los pacientes con
lesiones benignas (p=0.031 y p=0.001, respectivamente). Sin embargo, la
diferencia entre la media del NLR de los grupos con lesiones pre-malignas y de
los pacientes con carcinomas escamosos no fue significativa (p=0.068).
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Figura 38. Medias de los valores del NLR segun el tipo de lesion laringea (fomada de
Kum °3).
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6. Comparacion de los diferentes sistemas de puntuacion prondsticos

basados en la inflamacién

Selzer y cols® estudiaron la supervivencia global en 361 pacientes con CECC
localmente avanzados. De acuerdo con sus resultados el sistema de
puntuacion que mejor predecia el prondstico era la escala de puntuacion

prondstica de Glasgow (GPS), seguida del NLR.

Eder-Czembirek y cols® analizaron 144 pacientes con CECC localmente
avanzados, en este caso sOlo de cavidad oral. Analizaron entre otros, el
recuento de neutrdfilos, el NLR, la PCR, y la combinacion de PCR y recuento

de neutrofilos.

Consideraron como puntos de corte una PCR >10mg/L, un recuento de
neutréfilos >7.5x10%L y un NLR >1.9. Un recuento elevado de neutréfilos
(HR=2.22; p=0.01), una PCR elevada (HR=1.74, p=0.03), y la combinacién de
PCR y neutréfilos elevados (HR=2.40; p=0.01) obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas en cuanto a la supervivencia global.
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Figura 39. Supervivencia global segun el recuento de neutrdfilos (fomada de Eder-
Czembirek **).
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Figura 40. Supervivencia global segun la combinacién del recuento de neutréfilos y la
PCR (tomada de Eder-Czembirek **).

En el analisis multivariante ninguno de los factores descritos mantuvo su

capacidad prondstica.

HR Cl (95%) p-value
(a) Univariate analysis
T4dvs T1-3 1.2 0.67-2.11 0.84
N2b-3 vs NO-2a 1.61 0.92-283 0.09
RG 4vs1-3 3.58 2.14-598 <0.00
CRP high vs low 1.74 1.05-2.89 0.03
Neu high vs low 2.22 1.18-4.18 0.01
NLR high vs low 1.16 0.65-2.06 0.62
Fibr high vs low 1.33 0.80-2.18 0.27
CRP/Neu high vs low 2.4 1.18-4.86 0.01
(b) Multivariate analysis
RG 4vs1-3 423 2.26-7.75 <0.00
CRP high vs low 119 0.6-2.36 0.62
Neu high vs low 0.95 0.32-2.82 0.93
CRP/Neu high vs low 2.7 0.68-10.75 0.16

Tabla 13. Analisis univariante y multivariante segun los diferentes factores pronoésticos

(tomada de Eder-Czembirek **).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS

En los pacientes con carcinomas escamosos de cabeza y cuello (CECC) los
parametros hematolégicos en sangre periférica analizados de forma previa al

inicio del tratamiento pueden contar con capacidad prondstica.

OBJETIVOS

El objetivo general del presente estudio es valorar la capacidad prondstica de
los recuentos de neutrofilos, monocitos, linfocitos y del ratio entre neutréfilos y
linfocitos (NLR) en sangre periférica pre-tratamiento en una gran serie de

pacientes con CECC tratados consecutivamente en una sola institucion.
Como obijetivos especificos se plantearon:

1. Analizar la relacion entre los parametros hematolégicos y las variables

clinicas en los pacientes con CECC.

2. Analizar la existencia de correlacion estadistica entre los diferentes

parametros hematoldgicos.

3. Evaluar la capacidad prondstica de los parametros hematoldgicos en
relacion a la supervivencia especifica y a la supervivencia libre de

recidiva local, regional y a distancia.

4. Analizar la existencia de diferencias en los parametros hematoldgicos en
los pacientes con carcinomas de orofaringe en funcion del estatus del

Virus del Papiloma Humano (HPV).

5. Evaluar si los parametros hematoldgicos podrian ser considerados como

biomarcadores prondsticos en los CECC.
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MATERIAL Y METODOS
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Pacientes

La informacién utilizada para la realizacion del presente estudio se obtuvo de
una base de datos que, de forma prospectiva, recoge informacion referente a
las caracteristicas epidemiologicas, tumorales, terapéuticas y de seguimiento
de los pacientes con tumores malignos de cabeza y cuello diagnosticados y
tratados en el Servicio de Otorrinolaringologia del Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau desde 1985 *°.

Se incluyeron inicialmente en el estudio los pacientes con carcinomas
escamosos localizados a nivel de la cavidad oral, orofaringe, hipofaringe y
laringe diagnosticados y tratados en nuestro centro entre Enero de 2000 y
Diciembre de 2012. Se considerd tan soélo a los pacientes que presentaron un
tumor indice de cabeza y cuello, excluyendo del presente analisis a pacientes
con segundas neoplasias 0 neoplasias sucesivas. La muestra inicial estaba

formada por 1,189 pacientes con tumores de estas caracteristicas.

Todos los pacientes fueron evaluados por el Comité de Oncologia y la decision
terapéutica se basd en los protocolos terapéuticos institucionales existentes

para cada una de las localizaciones del tumor.

Se cred una hoja de recogida de datos especifica para la inclusion de los
parametros hematoldgicos de los pacientes. Posteriormente se fusionaron los
datos de los parametros hematoldgicos con los correspondientes a la base de

datos que contiene la informacion clinica de los pacientes.
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Figura 41. Base de datos de recogida de los parametros hematologicos utilizada en el estudio.
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La informacion referente a los parametros hematoldgicos se recogioé de forma

retrospectiva a partir de las analiticas de laboratorio de rutina. Los intervalos de

normalidad de los parametros hematoldgicos utilizados en nuestro laboratorio

son los siguientes:

Leucocitos 3.80-11.00
Neutréfilos 1.80 - 7.00
Eosindfilos 0.05-0.50
Basofilos 0.00-0.10
Monocitos 0.30-1.00
Linfocitos 1.00 - 4.00

Tabla 14. Intervalos de normalidad de los parametros hematolégicos de nuestro
laboratorio.

Los criterios de inclusion especificos utilizados en el estudio fueron:

1.

2.

Diagndstico anatomopatoldgico confirmado de carcinoma escamoso

Localizacién del tumor: cavidad oral, orofaringe, hipofaringe o laringe

Diagndstico realizado entre Enero de 2000 y Diciembre de 2012

Contar con una analitica realizada en el periodo de las 4 semanas

previas al inicio del primer tratamiento del tumor

La analitica debia contener como minimo:

a.
b.
C.

d.

Recuento absoluto del total de leucocitos
Recuento absoluto de neutroéfilos
Recuento absoluto de linfocitos

Recuento absoluto de monocitos

Contar con un seguimiento minimo de 2 afios
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De los 1,189 pacientes considerados inicialmente, 824 pacientes cumplieron
con todos los criterios de inclusion, formando la muestra del estudio. Las
causas mas comunes de exclusion fueron un intervalo de mas de 4 semanas
entre la realizacion de la analitica de sangre y el inicio del tratamiento o la

ausencia en la analitica de todos los parametros hematologicos requeridos.

La siguiente tabla incluye informacién sobre la edad y el sexo, el consumo de
tabaco y alcohol, la localizacién del tumor, la extension local y regional del
tumor, el grado histologico y el tratamiento de los pacientes incluidos en el

estudio.

Numero de

pacientes

Edad (media / desviacion estandar) afnos 62.2 /11.1

Sexo Hombres 717 87.0%
Mujeres 107 13.0%

Tabaco No 93 11.3%
< 20 cig/dia 140 17.0%
= 20 cig/dia 591 71.7%

Alcohol No 199 24.2%
< 80 gr/dia 340 41.3%
> 80 gr/dia 285 34.6%

Localizacion Cavidad oral 119 14.4%
Orofaringe 203 24.6%
Hipofaringe 82 10.0%
Laringe 420 51.0%
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Numero de %

pacientes
T 1 199 24.2%
2 235 28.5%
3 244 29.6%
4 146 17.7%
N 0 456 55.3%
1 98 11.9%
2 234 28.4%
3 36 4.4%
Grado Bien diferenciado 101 12.3%
histolégico
Moderadamente diferenciado 642 77.9%
Pobremente diferenciado 81 9.8%
Tratamiento Paliativo 35 4.2%
Cirugia 158 19.2%
Cirugia + Radioterapia 77 9.4%
Cirugia + Quimio-radioterapia 33 4.0%
Radioterapia 271 32.9%
Quimio-radioterapia 250 30.3%

Tabla 15. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio.
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Se categorizo a los pacientes tratados con intencién radical (n=789, 95.8%) en
funcién del tipo de tratamiento realizado, considerando un grupo de pacientes
tratados de forma quirdrgica, que agrupaba los pacientes tratados de forma
exclusiva con cirugia y aquellos que de forma post-operatoria recibieron un
tratamiento adyuvante con radioterapia o quimio-radioterapia (n=268, 32.6%), y
un grupo de pacientes tratados con radioterapia que incluyé a los pacientes
tratados con radioterapia o quimio-radioterapia sin cirugia previa (n=521,
63.2%).

El seguimiento medio de los pacientes fue de 4.49 anos (desviacién estandar
(DE) de 3.86 afnos). Durante el periodo de seguimiento, 219 pacientes (26.6%)
presentaron recurrencia local del tumor, 132 pacientes (16.0%) recurrencia
regional, y 74 pacientes (9.0%) metastasis a distancia. Un total de 251

pacientes (30.5%) murieron a causa de la progresién tumoral.

Cohorte de pacientes con tumores de localizacion orofaringea

En el caso de los pacientes con carcinomas escamosos localizados en
orofaringe, analizamos el estatus del Virus del Papiloma Humano (HPV)
mediante la identificacién de ADN viral en las muestras de biopsia mediante el
sistema SPF-10 PCR/DEIA/LIPA25. Para todos los casos que resultaron HPV
positivos, se procedio a la extraccion de ARN y a la deteccién del nivel de
expresion del E6*I mMRNA mediante RT-PCR.

Se contd con informacion relativa al estatus del HPV en 125 de los pacientes
con carcinomas de orofaringe. De dichos 125 pacientes, el 19,2% eran HPV
positivos (n=24) y el 80,8% eran HPV negativos (n=101). De los 24 pacientes

HPV positivos, 22 de ellos contaron con un virus genotipado como HPV 16.
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La siguiente tabla muestra la distribucion de variables como la edad y el sexo,
el consumo de téxicos y la extension local y regional de la enfermedad en
funcion del estatus HPV.

HPV negativos HPV positivos p

N (%)

N (%)

Edad <50 afios 20 (19.5%) 3 (12.5%) 0.496
50-65 afos 58 (57.4%) 13 (54.2%)
>65 afos 23 (22.8%) 8 (33.3%)

Sexo Hombres 90 (89.1%) 18 (75.0%) 0.095
Mujeres 11 (10.9%) 6 (25.0%)

Tabaco No 1(1.0%) 9 (37.5%) 0.0001
<20 cig/dia 14 (13.9%) 5 (20.8%)
>20 cig/dia 86 (85.1%) 10 (41.7%)

Alcohol No 11 (10.9%) 12 (50.0%) 0.0001
<80 gr/dia 29 (28.7%) 8 (33.3%)
>80 gr/dia 61 (60.4%) 4 (16.7%)

T T1-T2 43 (42.6%) 16 (66.7%) 0.042
T3-T4 58 (57.4%) 8 (33.3%)

N NO 30 (29.7%) 4 (16.4%) 0.197
N+ 71 (70.3%) 20 (83.3%)

Tabla 16. Distribucion de las variables clinicas en funcién del estatus HPV.

Se pudo apreciar una tendencia en los pacientes con tumores HPV positivos a
contar con un mayor porcentaje de pacientes del sexo femenino, un menor
consumo de tabaco y alcohol, y una categoria menor en la extension local de la

enfermedad.
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Analisis de datos

Inicialmente se analizé la relacidn entre los valores absolutos de los parametros
hematoldgicos (neutrofilos, monocitos y linfocitos) y las variables como la edad,
el sexo, la localizacion del tumor primario, la extensién local y regional del
tumor, el grado histolégico y el consumo de tabaco y alcohol. Posteriormente

se exploro la relacion entre estas variables clinicas y el NLR.

Para la evaluacion de la capacidad pronédstica de los diferentes parametros
hematoldgicos se consideré la supervivencia especifica, asi como la

supervivencia libre de recidiva local, regional y a distancia.

En primer lugar se procedio a evaluar la capacidad prondstica de los diferentes

parametros hematoldgicos estudiados de acuerdo con su distribucion cuartil.

Posteriormente se procedioé a utilizar un analisis de particion recursiva (RPA)
para evaluar la relacion entre los valores absolutos de los parametros
hematoldgicos y el control de la enfermedad, considerando la supervivencia
especifica como la variable dependiente. Se evaluaron mediante el RPA cada
uno de los parametros hematologicos, obteniendo puntos de corte y nodos
terminales especificos. Posteriormente se calculd la supervivencia especifica,
la supervivencia libre de recidiva local, libre de recidiva regional y libre de

metastasis a distancia de acuerdo con las categorias obtenidas con el RPA.

Se analizé la influencia de los diferentes parametros hematologicos en funcion
del estadiaje tumoral (estadios iniciales vs estadios avanzados) y en funcion del

tratamiento recibido (cirugia vs radioterapia).

Finalmente, se ajusté un modelo multivariante, incluyendo como variables
independientes la localizacién del tumor primario, la extensién local y regional
del tumor, el grado histolégico y las categorias obtenidas con el RPA,

considerando como variable dependiente la supervivencia especifica.
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Todos los analisis previamente descritos se realizaron para cada parametro de
forma independiente. Posteriormente se analizaron todos los parametros
hematolégicos de forma conjunta incluyéndolos como variables independientes
en un RPA.

Por ultimo, se analizaron de forma especifica los pacientes con carcinomas de
orofaringe en funcion del estatus HPV. Se analiz6 la existencia de diferencias
en los parametros hematoldgicos segun el estatus HPV. Se repitieron para esta
cohorte de pacientes todos los analisis realizados en la totalidad de pacientes

estudiados.
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Estudio estadistico

Se definid como supervivencia especifica el periodo desde el momento del
diagnostico hasta la fecha de muerte a causa del tumor. Se defini6 como
supervivencia libre de enfermedad el periodo existente entre el diagndstico de
la enfermedad y la fecha de diagndstico de una recidiva local, regional o a

distancia.

Se utilizé la prueba t de student y el analisis de la varianza para comparar los
recuentos celulares con las variables clinicas. La correlacién entre los
diferentes recuentos celulares se evalué mediante la prueba de correlaciéon de
Pearson. La comparacion de la capacidad pronéstica de los diferentes

parametros hematoldgicos analizados se realizé mediante curvas ROC.

Inicialmente se clasificaron los recuentos de neutréfilos, monocitos vy linfocitos,
y el valor del NLR en categorias basadas en la distribucion mediante cuartiles
en toda la muestra. El cuartil superior incluia a los pacientes con los recuentos

mas altos, y el menor, agrupaba a los pacientes con recuentos mas bajos.

Se incluyd el valor continuo de los parametros hematolégicos en un RPA
(método CHAID), seleccionando la supervivencia especifica como variable

dependiente.

Las curvas de supervivencia se calcularon de acuerdo con el método de
Kaplan-Meier. Se compararon las diferencias de supervivencia utilizando la
prueba log-rank.

Finalmente se realizé un analisis multivariante utilizando el modelo de regresion
de riesgo proporcional de Cox considerando la supervivencia especifica como
variable dependiente. Como variables independientes se consideraron: la
localizacion del tumor primario, la extension local (T1-T2 vs T3-T4), la
extension regional (NO vs N+), el grado histologico y la categoria recuento de
neutrofilos, monocitos, linfocitos y NLR definida mediante el RPA especifico

para cada uno de los parametros hematoldgicos estudiados.
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En todos los analisis se considerd como significativo un valor de p<0.05.

El analisis estadistico se realiz6 con software SPSS v. 17.0 (SPS, Chicago, IL)
y software Sigma-Plot.

El presente estudio fue desarrollado en el contexto de un proyecto de
investigacion con la ayuda de la beca del Instituto de Salud Carlos Il (FIS
P114/01918). Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER), una forma de

construir Europa.

Todos los procedimientos fueron revisados y aprobados por el Comité de Etica
de Investigacién Clinica del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona.
La investigacion cumplio con los principios descritos en la Declaracion de
Helsinki.

Debido a la naturaleza retrospectiva del estudio, no se consider6 necesario el

consentimiento informado de los pacientes.
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RESULTADOS
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1. Relacion entre el numero de neutréfilos pre-tratamiento y el pronéstico

en los pacientes con CECC

La siguiente tabla muestra los valores promedio de la cifra de neutréfilos previa
al inicio del tratamiento en funciéon de variables como la edad, el sexo, el

consumo de tabaco y alcohol, la localizacién del tumor indice, la categoria de

extension local y regional del tumor y el grado histolégico.

Neutréfilos
(x10°/L)

Edad <50 afios 5.83 0.001
50-65 afios 5.38
>65 afios 4.92

Sexo Hombres 5.35 0.001
Mujeres 4.67

Tabaco No 4.27 0.001
<20 cig/dia 4.92
220 cig/dia 5.50

Alcohol No 4.85 0.001
<80 gr/dia 5.03
>80 gr/dia 5.83

Localizacién  Cavidad oral 4.78 0.001
Orofaringe 5.63
Hipofaringe 6.14
Laringe 5.05

T 1 4.30 0.001
2 4.96
3 5.61
4 6.49
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Neutrofilos

(x10°/L)
N 0 4.95 0.001
1 5.67
2 5.61
3 5.88
Grado Bien 4.84 0.087

histolégico diferenciado

Moderadamente 5.35
diferenciado

Pobremente 5.09
diferenciado

Tabla 17. Valores promedio de la cifra de neutrdfilos segun diferentes variables
clinicas.

Se observaron diferencias significativas entre la cifra de neutréfilos y varias de
las variables analizadas. A medida que aument6 la edad de los pacientes,
disminuyé de forma significativa la cifra de neutréfilos, que resultd también
inferior para las pacientes del sexo femenino. Los pacientes con un mayor
consumo de tabaco y alcohol contaron con un recuento de neutrdfilos
significativamente superior al resto. También se incrementd de forma
significativa el recuento de neutréfilos a medida que aumentaba la categoria de

extension local o regional de la enfermedad.

Finalmente, algunas de las localizaciones primarias del tumor como la
hipofaringe tuvieron un promedio en la cifra de neutréfilos superior al resto de
localizaciones, en tanto que este promedio fue mas reducido en el caso de los

pacientes con tumores localizados en la cavidad oral.
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En una primera aproximacion, se analizé la supervivencia especifica en funcion

de la distribucion cuartil de la cifra de neutréfilos previa al tratamiento.
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Figura 42. Supervivencia especifica segun la categoria cuartil del recuento de
neutrdfilos en sangre periférica pre-tratamiento.

Se observé una disminucion ordenada en la supervivencia especifica a medida
que se incrementaba la cifra de neutrdfilos, con un empeoramiento
especialmente evidente para los pacientes incluidos en el 4° cuartil, el cuartil

con un recuento mas elevado de neutrdfilos (p=0.0001).

A partir de un analisis de particion recursiva (RPA), y considerando la
supervivencia especifica como la variable dependiente, se obtuvo un arbol de
clasificacion con tres nodos terminales con puntos de corte en los valores de
4.80 y 7.99 neutrdfilos x 10%/L.
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Figura 43. Arbol de clasificacién del recuento de neutréfilos obtenido con un RPA.

De acuerdo con las categorias obtenidas a partir de esta clasificacion,
existieron diferencias significativas en la supervivencia especifica en funcion de
la cifra de neutrdfilos (p=0.0001). La supervivencia especifica a los 5 afios para
los pacientes con una cifra de neutréfilos pre-tratamiento <4.80 x 10%/L (n=411,
49.9%) fue del 78.2% (IC 95% 73.9-82.5%), para los pacientes con una cifra de
neutréfilos entre 4.80-7.99 x 10%L (n=330, 40.0%) fue del 61.4% (IC 95% 55.7-
67.1%), y para los pacientes con una cifra de neutréfilos >7.99 x 10%/L (n=83,
10.1%) fue del 47.4% (IC 95% 35.8-59.0%).
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La siguiente figura muestra las curvas de supervivencia especifica en funcion
de las categorias establecidas en la cifra de neutrdfilos pre-tratamiento segun
el RPA.
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Figura 44. Curvas de supervivencia especifica segin la categoria recuento de
neutrofilos obtenida con el RPA.

Se llevoé a cabo una determinacion del control local, regional y a distancia en

funcién de las categorias definidas a partir del RPA.

Las siguientes figuras muestran las curvas de supervivencia libre de recidiva
local, regional y a distancia en funcion de los valores en la cifra pre-tratamiento
de neutrdfilos.
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Figura 45. Curvas de supervivencia libre de recidiva local en funcién de los valores en
la cifra pre-tratamiento de neutrdfilos.
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Figura 46. Curvas de supervivencia libre de recidiva regional en funcién de los valores
en la cifra pre-tratamiento de neutrofilos.
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Figura 47. Curvas de supervivencia libre de metastasis a distancia en funcion de los
valores en la cifra pre-tratamiento de neutrofilos.

Existieron diferencias significativas en la supervivencia libre de recidiva local

(p=0.003), regional (p=0.0001) y a distancia (p=0.018) en funcion de la cifra de
neutrofilos previa al tratamiento.

Se analizo la influencia de la cifra de neutrdfilos previa al tratamiento en funcién
de caracteristicas de los pacientes tales como el estadiaje tumoral (tumores
iniciales con estadios lI-1l vs tumores avanzados con estadios IlI-1V) o el tipo de

tratamiento realizado (cirugia vs radioterapia).
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Las siguientes tablas muestran la distribucion de los pacientes en funcién de

las categorias en la cifra de neutréfilos pre-tratamiento de acuerdo con estas

variables.

Total

Total
192 102 8 302
63.6% 33.8% 2.6% 100.0%
219 228 75 522
42.0% 43.7% 14.4% 100.0%
411 330 83 824
49.9% 40.0% 10.1% 100.0%

Tabla 18. Distribucién de los pacientes en funcién de las categorias de la cifra de
neutrdfilos pre-tratamiento segun el estadiaje tumoral.

Total

Total
129 116 23 268
48.1% 43.3% 8.6% | 100.0%
272 199 50 521
52.2% 38.2% 9.6% | 100.0%
401 315 73 789
50.8% 39.9% 9.3% | 100.0%

* Sélo se incluyeron en el estudio los pacientes tratados con intencion radical
RT= Radioterapia, QT= Quimioterapia

Tabla 19. Distribucién de los pacientes en funcién de las categorias de la cifra de
neutrofilos pre-tratamiento segun el tratamiento recibido.
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No se encontré una relacion significativa entre la cifra de neutrdfilos y el

pronostico en los pacientes con tumores iniciales (p=0.066).
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Figura 48. Curvas de supervivencia especifica segun la cifra de neutrdfilos en los
estadios iniciales I-Il.

Por el contario, si se alcanzo la significacion estadistica (p=0.001) al analizar a
los pacientes con estadios avanzados.
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Figura 49. Curvas de supervivencia especifica segun la cifra de neutrdfilos en los
estadios avanzados IlI-1V.
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Tanto para los pacientes tratados de forma quirurgica (p=0.0001) como para
los tratados con radioterapia (p=0.0001) se encontré una relacién significativa

entre la cifra de neutrdfilos y la supervivencia especifica.
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Figura 50. Curvas de supervivencia especifica segun la cifra de neutrdfilos en los
pacientes tratados con cirugia.
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Figura 51. Curvas de supervivencia especifica segun la cifra de neutrdfilos en los
pacientes tratados con radioterapia.
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Se llevd a cabo un analisis multivariante considerando la supervivencia
especifica como la variable dependiente e incluyendo en el modelo la
localizacion del tumor primario, la categoria de extension local (T1-2 vs T3-4) y

regional (NO vs N+) del tumor, el grado histologico, y la categoria cifra de

neutrdfilos pre-tratamiento definida con el RPA como variables independientes.

HR IC 95% p

Localizacién Cavidad oral 1

Orofaringe 0.69 0.48-0.99 0.046

Hipofaringe 0.61 0.39-0.95 0.03

Laringe 0.47 0.33-0.69 0.0001
Extensidn local T1-2 1

13-4 3.03 2.24-409  0.0001
Extension regional NO 1

N+ 2.20 1.62-2.98  0.0001
Grado histolégico Bien diferenciado 1

Moderadamente 1.20 0.72-2.00 0.489
diferenciado

Pobremente 1.16 0.62-2.18 0.638
diferenciado

Neutréfilos <4.80 x10°/L 1

4.80-7.99 x10°/L 1.43 1.08-1.89  0.012

>7.99 x10°/L 1.91 1.30-2.80  0.001

Tabla 20. Analisis multivariante.
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Ademas de variables con capacidad prondstica conocida como son la
localizacion del tumor primario, o la extension local y regional de la
enfermedad, la categoria recuento de neutréfilos se mostré como una variable

con capacidad pronéstica independiente.

Considerando como categoria de referencia a los pacientes con un recuento de
neutrofilos <4.80 x10%L, los pacientes con un recuento de neutrofilos entre
4.80-7.99 x10%L tuvieron un riesgo de morir como consecuencia del CECC
1.43 veces superior (IC 95% 1.08-1.89, p=0.012), y los pacientes con un
recuento de neutrofilos 27.99 x10%L un riesgo 1.91 veces superior (IC 95%
1.30-2.80, p=0.001).
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2. Relacién entre el numero de monocitos pre-tratamiento y el pronéstico

en los pacientes con CECC

Un primer elemento a considerar fue analizar si existia una correlacidon
significativa entre el valor de neutréfilos y monocitos en sangre periférica en la

determinacion llevada a cabo de forma previa al tratamiento.
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Figura 52. Correlacion entre la cifra de monocitos y de neutrdfilos.

El coeficiente de correlacion entre la cifra de neutrdfilos y monocitos fue de
0.487 (p=0.0001), mostrando una correlacion significativa entre neutréfilos y
monocitos. En menor medida, se observd correlacion entre monocitos y
linfocitos (r=0.286; p=0.0001).
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Posteriormente se analizd la existencia de relacion entre el valor de los

monocitos y diferentes variables clinicas.

Monocitos (x10°/L) p

Edad <50 afos 0.74 0.022
50-65 afios 0.69
>65 afios 0.65

Sexo Hombres 0.70 0.001
Mujeres 0.57

Tabaco No 0.55 0.001
<20 cig/dia 0.66
220 cig/dia 0.77

Alcohol No 0.61 0.001
<80 gr/dia 0.68
280 gr/dia 0.73

Localizacién Cavidad oral 0.62 0.001
Orofaringe 0.76
Hipofaringe 0.73
Laringe 0.65

T 1 0.61 0.001
2 0.64
3 0.70
4 0.80
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Monocitos (x10°/L) p

N 0 0.65 0.002
1 0.70
2 0.73
3 0.74
Grado Bien diferenciado 0.65 0.523
histolégico
Moderadamente 0.68
diferenciado
Pobremente 0.68
diferenciado

Tabla 21. Valores promedio de la cifra de monocitos segun diferentes variables

clinicas.

Al igual que sucedié en el caso de los neutréfilos, se observd una relacion
significativa entre el valor de los monocitos y variables como la edad, el sexo,
los antecedentes de consumo de toxicos, la localizacién del tumor y su

extension local y regional.

Existieron diferencias significativas en la supervivencia especifica en funcion de
la distribucién cuartil del recuento de monocitos (p=0.0001), con una
disminucién progresiva en la supervivencia a medida que se incrementaba su
cifra. Las diferencias entre las curvas sucesivas contaron con una mayor
capacidad de discriminacion que la alcanzada al analizar la distribucion cuartil
de los neutrofilos, en la que las diferencias en supervivencia aparecieron a

expensas basicamente del 4° cuartil.
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Figura 53. Supervivencia especifica segun la categoria cuartil del recuento de
monocitos en sangre periférica pre-tratamiento.

Mediante un RPA se obtuvo una clasificacion de los pacientes en funcién del
namero de monocitos, considerando la supervivencia especifica como la

variable dependiente, con unos puntos de corte en los valores de 0.580 y 1.010
monocitos x 10°L.
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Figura 54. Arbol de clasificacién del recuento de monocitos obtenido con un RPA.

La siguiente figura muestra la supervivencia especifica de los pacientes en
funcion de las categorias definidas con el RPA (p=0.0001).
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Figura 55. Curvas de supervivencia especifica segun la categoria del recuento de
monocitos obtenida con el RPA.
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La supervivencia a los 5 afios para los pacientes con una cifra de monocitos
inferior a 0.58 x 10%/L fue del 79.0% (IC 95% 74.3-83.7%), para los pacientes
con un valor entre 0.58-1.10 x 10%L del 64.1% (IC 95% 59.0-69.2%), y para los
pacientes con una cifra superior a 1.10 x 10%/L del 45.4% (IC 95% 33.6-57.2%).

La siguiente tabla muestra los valores de la supervivencia libre de recidiva
local, regional y a distancia a los 5 afos de los pacientes en funcion de la

categoria cifra de monocitos (entre paréntesis el IC 95%).

<0.58 x 10°/L 0.58-1.10 x 10°/L  >1.10x10°/L p

Local 78.0% 68.6% 56.2% 0.0001
(73.3-82.7%)  (63.9-73.3%)  (44.2-68.2%)

Regional 89.6% 78.4% 72.7% 0.0001
(86.1-93.1%)  (74.1-82.7%)  (62.3-83.1%)

A distancia 92.2% 87.2% 84.9% 0.101
(89.1-95.3%)  (83.3-91.1%)  (75.7-94.1%)

Tabla 22. Supervivencia libre de recidiva local, regional y a distancia a los 5 afios en
funcion de la categoria cifra de monocitos (entre paréntesis el IC 95%).

Tanto el control local, regional como a distancia empeoré a medida que se
incrementaba la cifra de monocitos, alcanzado las diferencias una significaciéon

estadistica en las supervivencias libres de recidiva local y regional.
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Las siguientes tablas muestran la distribucion de los pacientes de acuerdo con

las categorias establecidas por el RPA en funcion del estadiaje y del tipo de

tratamiento realizado.

302
51.7% 45.4% 3.0% 100.0%
177 274 71 522
33.9% 52.5% 13.6% 100.0%
333 411 80 824
40.4% 49.9% 9.7% 100.0%

Tabla 23. Distribucién de los pacientes en funcién de las categorias en la cifra de
monocitos pre-tratamiento segun el estadiaje tumoral.

Total

Total
119 130 19 268
44 4% 48.5% 7.1% 100.0%
207 260 54 521
39.7% 49.9% 10.4% 100.0%
326 390 73 789
41.3% 49.4% 9.3% 100.0%

* So6lo se incluyeron en el estudio los pacientes tratados con intencién radical

RT=Radioterapia, QT= Quimioterapia

Tabla 24. Distribuciéon de los pacientes en funcién de las categorias en la cifra de
monocitos pre-tratamiento segun el tratamiento recibido.
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Se muestran a continuacion las curvas de supervivencia especifica en funcidn

de la extensidn de la enfermedad y del tipo de tratamiento realizado.
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Figura 56. Curvas de supervivencia especifica segun la cifra de monocitos en los
estadios iniciales I-11.
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Figura 57. Curvas de supervivencia especifica segun la cifra de monocitos en los
estadios avanzados IlI-1V.
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Figura 58. Curvas de supervivencia especifica segun la cifra de monocitos en los
pacientes tratados con cirugia.
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Figura 59. Curvas de supervivencia especifica segun la cifra de monocitos en los
pacientes tratados con radioterapia.

Existieron diferencias significativas para todos los analisis realizados (estadios
I-1l, p=0.008; estadios IlI-IV, p=0.0001; tratamiento quirurgico, p=0.009;
tratamiento radioterapico, p=0.0001), si bien debe tenerse en cuenta que en el
caso de los pacientes con tumores iniciales (estadios I-ll), los pacientes

incluidos en la categoria de monocitos superiores a 1.01 x 10%/L fueron los que

contaron con una mejor supervivencia.
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Al realizar un analisis multivariante, ademas de la localizacidén y la extension
local y regional del tumor, la categoria recuento de monocitos pre-tratamiento
actué como una variable con capacidad prondstica independiente. En relacion
a los pacientes con una cifra de monocitos <0.58 x10%L, los que tuvieron unos
valores entre 0.58-1.01 x10%L contaron con un riesgo 1.66 veces superior de
morir como consecuencia de la enfermedad (IC 95% 1.24-2.21, p=0.001), y los

pacientes con unos valores superiores a 1.01 x10%L contaron con un riesgo
2.06 veces superior (IC 95% 1.37-3.08, p=0.0001).

HR
Localizacion Cavidad oral 1
Orofaringe 0.66 0.45-0.95 0.028
Hipofaringe 0.63 0.40-0.99 0.049
Laringe 0.46 0.32-0.66 0.0001
Extensioén local T1-2 1
T3-4 3.04 2.26-4.09 0.0001
Extension regional NO 1
N+ 2.26 1.67-3.05 0.0001
Grado histolégico Bien diferenciado 1
Moderadamente 1.21 0.72-2.02 0.464
diferenciado
Pobremente 1.1 0.59-2.08 0.742
diferenciado
Monocitos <0.58 x10°/L 1
0.58-1.01 x10”/L 1.66 1.24-2.21 0.001
>1.01 x10°/L 2.06 1.37-3.08 0.0001

Tabla 25. Analisis multivariante.
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3. Relacion entre el numero de linfocitos pre-tratamiento y el pronéstico

en los pacientes con CECC

A diferencia de lo que sucedi6é en el caso de los monocitos, no se observo
ninguna correlacion entre el valor pre-tratamiento del recuento de neutréfilos y

el recuento de linfocitos, con un coeficiente de correlacion de 0.047 (p=0.175).

La siguiente figura muestra la distribuciéon de los valores de neutrdfilos y

linfocitos en los pacientes incluidos en el estudio.
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Figura 60. Correlacion entre la cifra de linfocitos y de neutrdfilos.
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Se analiz6 la relacion entre la cifra de linfocitos pre-tratamiento y diferentes

variables clinicas.

Linfocitos
(x10°/L)

Edad <50 afos 2.34 0.001
50-65 arfios 214
>65 afios 1.87

Sexo Hombres 2.06 0.693
Mujeres 2.10

Tabaco No 1.87 0.003
<20 cig/dia 1.95
>20 cig/dia 2.13

Alcohol No 2.01 0.476
<80 gr/dia 2.08
>80 gr/dia 210

Localizacién Cavidad oral 1.96 0.485
Orofaringe 2.09
Hipofaringe 2.09
Laringe 2.08

T 1 2.09 0.255
2 2.09
3 2.10
4 1.95
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Linfocitos

(x1 OQIL)

N 0 2.03 0.121

1 2.09

2 2.16

3 1.90
Grado Bien diferenciado 2.13 0.088
histolégico

Moderadamente 2.08

diferenciado

Pobremente 1.89

diferenciado

Tabla 26. Valores promedio de la cifra de linfocitos segtn diferentes variables clinicas.

En este caso se pudo apreciar la existencia de una disminucion en la cifra de
linfocitos a medida que aumentaba la edad de los pacientes, su incremento en
relacion con el consumo de tabaco, y una tendencia que no alcanzé la
significaciéon estadistica de acuerdo con la cual la cifra de linfocitos disminuia a

medida que empeoraba la diferenciacion histolégica del tumor.

A diferencia de lo que sucedia en el caso de los neutrdfilos y los monocitos, no
se observé ninguna relacion entre la cifra de linfocitos y variables como el sexo,
el consumo de alcohol, la localizacién del tumor primario, y su extensién local o

regional.
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Al analizar la supervivencia especifica en funcion de la distribucidén cuartil, se
observaron diferencias en el limite de la significacién estadistica a expensas de
los pacientes del 1° cuartil (p=0.050). Solo aquellos en el 1° cuartil, es decir,
con el menor recuento de linfocitos, presentaban una mejor supervivencia
respecto a los cuartiles restantes. No se observaron diferencias en la

supervivencia entre los pacientes agrupados en los cuartiles 2°, 3° y 4°.

1.0 Cuartiles
=71,00
=12 00
93,00

057 =i 14,00

1 ,00-censored
—— 2 00-censored
— 3, 00-censored
=4 00-censored

[=]
]
1

Cum Survival
(]
=
1

0,2

0,09

T T T T T
0 1 2 3 4 3

Supervivencia especifica

Figura 61. Supervivencia especifica segun la categoria cuartil del recuento de
linfocitos en sangre periférica pre-tratamiento.

En el caso de los linfocitos, el RPA clasificé a los pacientes s6lo en dos grupos,

con un punto de corte en la cifra de 1.18 x 10%/L linfocitos.
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Made O
Categony i n
F————=—======-- 1 B Sunvival 69,5 573
| ® Survival I B Dead by HNSCC tumor 30,5 251
| | Dead _W_H_'“fc_c_*”_""'f’_: Total 100,0 524
=
Lympl'!ncytes

Adj. P-wvalue=0,021, Chi-square=9,240, df=1

== 1,180 =1,180

Maode 1 MHode 2
Categony e n Categony “h n
B Sunrival 549 45 B Sunsival 71,2 528
B Dead by HHSCC tumar 46,1 37 B Dead by HHSCC tumor 28,8 214
Total 100 82 Tatal Q0,0 742

Figura 62. Arbol de clasificacién del recuento de linfocitos obtenido con un RPA.

Se discriminé un grupo de pacientes con unas cifras bajas de linfocitos (que
representaban el 10% de la poblacion total), y que contaron con un peor
pronostico, en tanto que para el resto de pacientes no aparecieron diferencias

significativas en la supervivencia en funcion de la cifra de linfocitos.

La siguiente figura muestra las curvas de supervivencia en funcion de las
categorias definidas con el RPA en funcion de la cifra de linfocitos.

kel F2=1.18x1 02/

el W1 18301 029/L
==1.18x10e8/-censored
o8- —=1.18x10e9/-censored

o
m
1

Cum Survival
_D
FS
L

0,2

0,09

T T T T T
o] 1 2 3 4 5

Supervivencia especifica

Figura 63. Curvas de supervivencia especifica segun la categoria del recuento de
linfocitos obtenida con el RPA.
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La supervivencia especifica a los 5 afios para los pacientes con unas cifras de
linfocitos <1.18x10°%/L fue del 52.3% (IC95% 40.5-64.1%), y para los pacientes
con unos valores >1.18x10%L del 70.1% (IC95% 66.6-73.6%) (p=0.0001).

La capacidad de discriminar un grupo de pacientes con mal pronostico en
aquellos casos con unas cifras bajas de linfocitos se mantuvo en el analisis

multivariante.

HR IC 95% p

Localizacién Cavidad oral 1

Orofaringe 0.70 0.39-1.25 0.240

Hipofaringe 0.75 0.39-1.45 0.404

Laringe 0.39 0.21-0.73 0.003
Extensién local T1-2 1

13-4 2.91 2.01-4.22 0.0001
Extensién regional NO 1

N+ 1.89 1.25-2.86 0.002

Grado histolégico  Bien diferenciado 1

Moderadamente 0.88 0.42-1.85 0.744

diferenciado

Pobremente 0.97 0.41-2.26 0.948

diferenciado

Linfocitos >1.18 x10°/L 1

<1.18 x10°/L 2.76 1.74-4.37 0.0001

Tabla 27. Analisis multivariante.
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En relacion a los pacientes con una cifra de linfocitos superior a 1.18 x10%L, los
pacientes con una cifra inferior tuvieron 2.76 mas probabilidades de fallecer

como consecuencia de la evolucién del tumor (IC 95% 1.74-4.37, p=0.0001).

Mediante un RPA se analizé de forma individual para cada una de las
localizaciones del tumor primario si la cifra de linfocitos contaba con un
incremento en la capacidad prondstica. No se observaron mejoras en la
posibilidad de discriminar en cuanto al prondstico respecto a los resultados
obtenidos al analizar la totalidad de las localizaciones de forma conjunta.

La cifra de linfocitos sélo discrimind a un 10% de la poblacién de pacientes con
valores mas bajos, que contaron con un peor pronostico. Dada la escasa
capacidad de discriminacion prondstica del nivel de linfocitos, no se llevaron a

cabo mas determinaciones utilizando este parametro analitico.
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4. Relacion entre el ratio entre neutréfilos y linfocitos pre-tratamiento

(NLR) y el pronéstico en los pacientes con CECC

Finalmente, se analizdé la relacion existente entre el valor del ratio entre

neutroéfilos y linfocitos (NLR) y el prondstico de la enfermedad.

En primer lugar se evalud la relacion existente entre el valor del NLR vy las

caracteristicas de los pacientes.

NLR p
Edad <50 afios 2.81 0.677
50-65 afios 3.07
>65 afios 2.98
Sexo Hombres 3.08 0.069
Mujeres 2.56
Tabaco No 2.58 0.270
<20 cig/dia 3.1
>20 cig/dia 3.05
Alcohol No 2.73 0.016
<80 gr/dia 2.86
>80 gr/dia 3.38
Localizacion Cavidad oral 2.76 0.137
Orofaringe 3.34
Hipofaringe 3.25
Laringe 2.88
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NLR p
T 1 2.29 0.001
2 2.77
3 3.36
4 3.81
N 0 2.87 0.001
1 3.07
2 2.99
3 4.76
Grado histolégico  Bien diferenciado 2.50 0.032
Moderadamente diferenciado  3.02
Pobremente diferenciado 3.57

Tabla 28. Valores promedio del NLR segun diferentes variables clinicas.

Se pudo apreciar un incremento en el valor del NLR a medida que aumentaba
el consumo de alcohol, la extension local y regional del tumor, asi como con la

pérdida de diferenciacién histologica.

La distribucién cuartil del NLR se relacioné de forma significativa con el
prondéstico, con una disminucion progresiva en la supervivencia especifica a

medida que se incrementaba el valor del NLR.
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1,0 Cuartil
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Figura 64. Supervivencia especifica segun la categoria cuartil del NLR en sangre
periférica pre-tratamiento.

Al analizar el NLR mediante un RPA considerando la supervivencia especifica
como variable dependiente, se obtuvo un arbol de clasificacion con tres nodos

terminales, con los valores 1.35 y 3.86 como puntos de corte.

Node O
Categony i n
[~—————=—===—- 1 B Survival B985 573
| B Sunival | B Dead by HNSCC tumer 30,5 251
| | bead by HNSCLL tumo '_: Total 100,0 824
=
H_to_L ratio

Adj. P-value=0,000, Chi-square=37,200, df=2

4= 1352 (13562, 3 861] * 3,861

Hode 1 Node 2 Hode 3
Categony % n Categony i n Categony % n
B Survival 254 70 B Sunsival 724 448 B Sunrival 515 85
B Doad by HHECC tumor 146 12 B Dead by HNECT tumeor 27,6 154 B Dead by HNSCC tumar 485 20
Tuotal 1000 82 Tuotal 00877 Total 20,0 164

Figura 65. Arbol de clasificacién del NLR obtenido con un RPA.
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La siguiente figura muestra las curvas de supervivencia especifica en funcion
de la categoria del NLR segun el RPA.
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Figura 66. Curvas de supervivencia especifica segun la categoria del NLR obtenida
con el RPA.

Se evalué el control local, regional y a distancia de la enfermedad en funcién de
la categoria del NLR.
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Figura 67. Curvas de supervivencia libre de recidiva local en funcién del NLR.
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Figura 68. Curvas de supervivencia libre de recidiva regional en funcion del NLR.
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Figura 69. Curvas de supervivencia libre de metastasis a distancia en funcién del
NLR.

Existieron diferencias significativas en la supervivencia libre de recidiva local

(p=0.0001); regional (p=0.0001) y a distancia (p=0.006) en funcion de la
categoria del NLR definida con el RPA.
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Las siguientes tablas muestran la distribucion de los pacientes de acuerdo con

el estadiaje tumoral y el tipo de tratamiento realizado en funcién de las

categorias del NLR.

Total
39 228 35 302
12.9% 75.5% 11.6% 100.0%
43 349 130 522
8.2% 66.9% 24.9% 100.0%
Total 82 577 165 824
10.0% 70.0% 20.0% 100.0%

Tabla 29. Distribucion de los pacientes en funcion de las categorias del NLR pre-

tratamiento segun el estadiaje tumoral.

Total
26 190 52 268
9.7% 70.9% 19.4% 100.0%
54 369 98 521
10.4% 70.8% 18.8% 100.0%
Total 80 559 150 789
10.1% 70.8% 19.0% 100.0%

* Solo se incluyeron en el estudio los pacientes tratados con intencién radical

RT=Radioterapia, QT=Quimioterapia

Tabla 30. Distribucion de los pacientes en funcién de las categorias del NLR pre-

tratamiento segun el tratamiento recibido.
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Al analizar la capacidad prondstica del NLR en funcién del estadiaje tumoral y
del tipo de tratamiento realizado, se pudo comprobar que existian diferencias
significativas en funcién de la categoria del NLR tanto para los pacientes con
tumores iniciales (estadios I-ll, p=0.004), como para los pacientes con tumores
avanzados (estadios IlI-1V, p=0.0001). Existieron diferencias significativas en la
supervivencia independientemente de que el paciente hubiese recibido un

tratamiento quirurgico (p=0.0001) o radioterapico (p=0.0001).
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Figura 70. Curvas de supervivencia especifica segun el NLR en los estadios iniciales
I-11.
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Figura 71. Curvas de supervivencia especifica segun el NLR en los estadios
avanzados IlI-1V.
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Figura 72. Curvas de supervivencia especifica segun el NLR en los pacientes tratados

con cirugia.
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Figura 73. Curvas de supervivencia especifica segin el NLR en los pacientes tratados

con radioterapia.
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Al realizar el analisis multivariante incluyendo la categoria del NLR, las

variables que se relacionaron de forma significativa con la supervivencia

especifica fueron la localizacién del tumor en la hipofaringe y la laringe, la

extension local y regional, y el contar con un valor del NLR superior a 3.86.

HR IC 95% p

Localizacién Cavidad oral 1

Orofaringe 0.69 0.48-1.01 0.057

Hipofaringe 0.60 0.38-0.94 0.027

Laringe 0.47 0.33-0.69 0.0001
Extensién local T1-2 1

13-4 2.94 2.18-3.97 0.0001
Extension regional NO 1

N+ 2.26 1.67-3.06 0.0001
Grado histolégico Bien diferenciado 1

Moderadamente 1.18 0.71-1.96 0.517

diferenciado

Pobremente 1.09 0.58-2.05 0.773

diferenciado
NLR <1.35 1

1.35-3.86 1.63 0.90-2.94 0.104

>3.86 3.18 1.71-5.90 0.0001

Tabla 31. Andlisis multivariante.

122



Si tomamos como grupo de referencia los pacientes con un NLR inferior a 1.35,
los pacientes con un valor entre 1.35-3.86 tuvieron un riesgo 1.63 veces
superior de mortalidad asociada al tumor, si bien el incremento en el riesgo no
alcanzo la significacion estadistica (IC 95% 0.90-2.94, p=0.104). Donde si se
alcanzaron diferencias significativas fue en el grupo de pacientes con un valor
del NLR superior a 3.86, que contaron con un incremento en el riesgo de
mortalidad especifica 3.18 veces superior (IC 95% 1.71-5.90, p=0.0001).
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5. Valoracién conjunta del recuento de neutréfilos, monocitos y linfocitos

pre-tratamiento y su relacién con el prondstico en pacientes con CECC

Al incluir en el RPA los valores de las determinaciones de neutrdfilos,
monocitos y linfocitos de forma conjunta, considerando como variable
dependiente la supervivencia especifica, se obtuvo un arbol de clasificacién

con cuatro nodos terminales en funcion de las cifras de neutréfilos y monocitos.

Node O
Categony % n
r-——————-—-—---- 1 B Sunvival 625 572
1 B Sunvival ! B Dead by HHSCC tumor 30,5 251
| | bead _t"f_H_NfC_C_‘”_mf'_: Total 100,0 524
=

Meutrophiles
Adj. P-value=0,000, Chi-square=33,707, df=2

= 4|.8EIIII (4.8IIID.|?.QQD] = ?,|QQIII
Mode 1 Mode 2 Node 3
Categony % n Categony % n Categony % n
B Survival 72,1 321 B Sunival B3 6 210 B Survival S05 42
B [ead by HHSCC tumor 21,9 90 B [ead by HHECC tumor 36,4 120 B [ead by HHECC tumor 48,4 &
Total 42,9 411 Total 40,0 320 Total 10,1 83
Manocytes

Adj. P-walue=0,048, Chi-square=7,708, d=1

<= 0,520 = 0,520
Mode 4 Mode &

Categony % n Categony % n
B Survival 24,2 160 B Survival 72,9 161
B Dead by HHSCC tumar 158 30 B Dead by HHSCC tumar 27,1 B0

Total 23,1 190 Total 26,8 221

Figura 74. Arbol de clasificacién en funcion de las cifras de neutréfilos y monocitos
obtenido mediante un RPA.

Se establecid un primer nivel de clasificacion en funcion del recuento de
neutrdfilos, con puntos de corte en los valores 4.80 y 7.99 x 10%/L, los cuales
coincidieron con los obtenidos en el RPA previo donde solo se incluyeron los
neutrofilos. Para los pacientes con una cifra de neutrdfilos inferior a 4.80x 10°%/L
se obtuvo un segundo nivel de clasificacion en funcién de la cifra de monocitos,
con un punto de corte situado en los 0.52 x 10%/L monocitos. Cabe destacar

que el modelo no incluyd el numero de linfocitos.
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Los pacientes con una cifra baja de neutréfilos (<4.80 x 10%L) y baja de
monocitos (<0.52 x 10%L) tuvieron una mejor supervivencia que los pacientes
con una cifra baja de neutrdfilos (<4.80 x 10%L) pero elevada de monocitos

(>0.52 x 10%/L), con diferencias estadisticamente significativas.

’ Neutrophils
¢ ¥ s
<4.80 x10°%/L 4.80-7.99 x10%/L >7.99 x109L
|
Monocytes m
|
v '
<0.520 x10%/L >0.520 x10%/L

Node 1

. Survival
0 . Death due to HNSCC

Figura 75. Arbol de clasificacién obtenido con el RPA segin los recuentos de
neutréfilos y monocitos.
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La siguiente figura muestra las curvas de supervivencia especifica de los 4
nodos terminales obtenidos con el RPA.

1,04
M=4 80x1 0eSiL-M=0.
-"52><1 COefiL
M=4 80x10e9/L-M=0.
52102900
0,54 W1 4 50-7 501 Dedil
M =7 99x10e9iL
| M=4 B80x10e9/L-M=0.
_ 52x10e9L-censored
n | N=4 850x10e9L-M=0.
2 0,67 52x10e9/L-censored
Pl M 4.50-7.909%1 0eSiL-
3 censored
0 | N>T 991 0e00L-
E censored
3 0,4
(&)
0,29
0,049

T T T T T T
0 1 2 3 4 b

Supervivencia especifica

Figura 76. Supervivencia especifica de los 4 nodos terminales obtenidos con el RPA.

La supervivencia especifica a los 5 afios para los pacientes con una cifra de
neutréfilos <4.80x10%L - monocitos <0.52x10%/L fue del 83.9% (IC 95% 78.4-
89.4%), para los pacientes con neutréfilos <4.80x10°%L - monocitos >0.52x10%/L
del 73.1% (IC 95% 66.8-79.4%), para los pacientes con neutrofilos entre 4.80-
7.99x10%/L del 61.4% (IC 95% 55.7-67.1%), y para los pacientes con neutréfilos
>7.99x10°%L del 47.4% (IC 95% 35.8-59.0%).

Si se analizan so6lo los pacientes con una cifra de neutréfilos inferior a

4.80x10%L en funcion de la cifra de monocitos, se pudo apreciar la existencia

de diferencias significativas en la supervivencia especifica (p=0.003).
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Figura 77. Supervivencia especifica de los pacientes con <4.80x10%L neutréfilos

segun la cifra de monocitos.

Se analiz6 el control local, regional y a distancia de la enfermedad en funcién

de las categorias obtenidas con el RPA donde se incluyeron todos los

parametros hematolégicos, recordando que solo los neutréfilos y los monocitos

fueron incluidos en el modelo.

1,0

0,5

M=4 80x10e2iL-M=0.
=T o Dol
M=4 80x10e2/L-M=0.
52x%10e8iL

I Pn 4 80-7.99x10e80L

M =7 .99x10e9iL
MN=4 80x10e2/L-M=0.

 e— 57y Qe9/L-censored

o
m
1

Cum Survival
[a=]
T
|

0,0

MN=4 80x10e2/L-M=0.
52x10e8/L-censored
| N 4.80-7.99x10e9iL-
censored

| N=799x10e9L-
censored

T T T T
o] 1 2 3 4

Supervivencia libre de recidiva local

Figura 78. Curvas de supervivencia libre de recidiva local segun los nodos terminales

obtenidos con el RPA.
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Figura 79. Curvas de supervivencia libre de recidiva regional segun los nodos
terminales obtenidos con el RPA.
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Figura 80. Curvas de supervivencia libre de metastasis a distancia segun los nodos
terminales obtenidos con el RPA.

Se observé una disminucion significativa y ordenada en la supervivencia libre
de recidiva local (p=0.005), regional (p=0.0001) y a distancia (p=0.018) a
medida que se incrementaba la categoria definida de acuerdo con el RPA.
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A continuacion se analizé la capacidad prondstica del modelo de acuerdo con

el estadiaje tumoral y el tipo de tratamiento realizado. Las siguientes tablas

muestran la distribucion de los pacientes en funcion del estadiaje tumoral

(estadios I-lIl vs llI-IV) y el tipo de tratamiento empleado (quirurgico vs

radioterapico) de acuerdo con las categorias definidas en el RPA.

Estadios
I-11

Estadios
-1v

Total

Nodos terminales segun el RPA

N<4.80- N<4.80- N 4.80- N >7.99
M<0.52 M>0.52 7.99 (x10%L)
(x10%/L) (x10%/L) (x10%/L)

103 89 102 8
34.1% 29.5% 33.8% 2.6%
87 132 228 75
16.7% 25.3% 43.7% 14.4%
190 221 330 83
23.1% 26.8% 40.0% 10.1%

Total

302
100.0%

522
100.0%

824
100.0%

Tabla 32. Distribucion de los pacientes en funcion de las categorias obtenidas en
RPA segun el estadiaje tumoral.

Cirugia +/-
RT/QT-RT

RT / QT-RT

Total

Nodos terminales segtn el RPA

N<4.80- N<4.80- N 4.80- N >7.99
M<0.52 M>0.52 7.99 (x10°%/L)
(x10%L) (x10%/L) (x10%/L)

60 69 116 23
22.4% 25.7% 43.3% 8.6%
124 148 199 50
23.8% 28.4% 38.2% 9.6%
184 217 315 73
23.3% 27.5% 39.9% 9.3%

* Solo se incluyeron pacientes tratados con intencién radical
RT=Radioterapia, QT=Quimioterapia

Total

268
100.0%

521
100.0%

789
100.0%

el

Tabla 33. Distribucién de los pacientes en funcion de las categorias obtenidas en el
RPA segun el tratamiento recibido.
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Las siguientes figuras muestran la supervivencia especifica de los pacientes
dependiendo del estadiaje de la enfermedad y del tipo de tratamiento
empleado.

1,0

"N¢4.80x1 OeSL-M=0.
S2x10eSiL

Me=d G0x10e9/L-M=0.
"r'52x1 OediL
0,87 kel P 4 .B0-7 981 0efiL
el Bl =7 9901 DIl
| Me=d4 50x10e9L-M=0.
52x10eS/L-censored
| M=4 850x10e9L-M=0.
22x10e8/L-censored
| M 4.80-7.99x10e9L-
censored
| M =7.99x10e9iL-
censored

0,6

Cum Survival

0,4

0,2

0,0

T T T T
0 1 2 3 4 o

Supervivencia especifica. Estadios |-l (n=302)

Figura 81. Curvas de supervivencia especifica de los 4 nodos terminales en los
estadios iniciales I-1l.
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Figura 82. Curvas de supervivencia especifica de los 4 nodos terminales en los
estadios avanzados IlI-IV.
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Figura 83. Curvas de supervivencia especifica de los 4 nodos terminales en los
pacientes tratados con cirugia.
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Figura 84. Curvas de supervivencia especifica de los 4 nodos terminales en los
pacientes tratados con radioterapia.
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Se observé una disminucién significativa y ordenada de la supervivencia
especifica a medida que se incrementaba la categoria definida de acuerdo con
el RPA tanto para los pacientes con tumores iniciales (estadios I-1l, p=0.008),
como para aquellos con tumores avanzados (estadios IlI-IV, p=0.002).
Existieron diferencias significativas en la supervivencia especifica
independientemente de que los pacientes fueran tratados con cirugia
(p=0.0001) o radioterapia (p=0.0001).

Mediante un analisis multivariante se comprobé la capacidad pronéstica de los
valores de neutréfilos y monocitos de forma conjunta.
HR IC 95% ¢}

Localizacion Cavidad oral 1
Orofaringe 0.68 0.47-0.99 0.046
Hipofaringe 0.61 0.38-0.95 0.031
Laringe 0.47 0.33-0.69 0.0001
Extension local T1-2 1
T3-4 2.93 2.17-3.96  0.0001
Extensién regional NO 1
N+ 2.21 1.63-2.99 0.0001
Grado histolégico Bien diferenciado 1
Moderadamente 1.19 0.71-1.99 0.491
diferenciado
Pobremente 1.16 0.62-2.18 0.631
diferenciado
Parametros N<4.80-M<0.52 x10°/L 1
hematolégicos
N<4.80-M>0.52 x10°/L 1.48 0.95-2.30 0.079
N= Neutroéfilos
N 4.80-7.99 x10°%/L 1.83 1.22-2.76 0.004
M= Monocitos
N >7.99 x10°/L 2.45  1.50-4.00 0.0001

Tabla 34. Analisis multivariante.
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Ademas de la localizacion del tumor primario y de la extension local y regional
de la enfermedad, la categorizacion de acuerdo con los valores de neutrofilos y

monocitos de forma conjunta conté con capacidad prondstica.

En relacién a los pacientes con cifras de neutrdfilos inferiores a 4.80 x10%L y
de monocitos inferiores a 0.52 x 10%L, los pacientes con un recuento de
neutrofilos inferior a 4.80 x 10%L y de monocitos superior a 0.52 x 10°%L
tuvieron un riesgo de fallecer como consecuencia de la enfermedad 1.48 veces
superior, si bien las diferencias no alcanzaron la significacion estadistica (IC
95% 0.95-2.30, p=0.079). En cambio los pacientes con neutréfilos entre 4.80-
7.99 x 10%L tuvieron un riesgo 1.83 veces superior de fallecer debido a la
enfermedad (IC 95% 1.22-2.76, p=0.004), y los pacientes con neutréfilos
superiores a 7.99 x 10%L un riesgo 2.45 veces superior (IC 95% 1.50-4.00,
p=0.0001).

Mas del 50% de los pacientes incluidos en el estudio tenian un tumor primario
localizado en la laringe. Se repitieron todos los analisis solo teniendo en cuenta
a los pacientes con tumores localizados en la laringe y los resultados fueron

muy similares a los obtenidos cuando se incluyeron todos los pacientes.
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6. Comparacion de la capacidad pronéstica del recuento de neutréfilos,

monocitos, linfocitos y del NLR

Se comparo la capacidad prondstica del recuento absoluto de los neutroéfilos,
monocitos y linfocitos y del NLR mediante curvas ROC, considerando la

supervivencia especifica como variable dependiente.

source of
the Curve

—— Meutrophils

— Wbonocytes
Meutr to lyrmph
Ratio

= Lymphocytes

Sensitivity

0,0 T I I
0,0 0,2 0.4 0.6 08 1,0

1 - Specificity

Figura 85. Curvas ROC de los diferentes parametros hematolégicos.
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La siguiente tabla muestra los valores del area bajo la curva (AUC) de las

curvas ROC para cada una de las determinaciones.

IC 95%
AUC Limite Limite
inferior superior
Neutréfilos 0.630 0.589 0.671
NLR 0.624 0.582 0.666
Monocitos 0.623 0.582 0.665
Linfocitos 0.541 0.498 0.585

Tabla 35. Areas bajo la curva de las curvas ROC de los diferentes parémetros
hematoldgicos.

La variable que mostré una relacion mas intensa con la supervivencia
especifica fue el recuento de neutroéfilos, seguido por el NLR y el recuento de
monocitos, en tanto que la que mostré una relacién menos significativa fue el

recuento de linfocitos.
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7. Capacidad pronéstica de los neutréfilos, monocitos y linfocitos y del
NLR en los pacientes con carcinomas de orofaringe en funcion del
estatus HPV

Si se analiza de nuevo la tabla incluida en Material y Métodos donde se
mostraba la distribucion de las variables clinicas de los pacientes segun el
estatus HPV, podemos observar como los pacientes con tumores HPV
positivos tuvieron una tendencia a contar con una mayor proporcion de
mujeres, con una menor frecuencia en el antecedente de consumo de tabaco y

alcohol, y con tumores con una categoria de extension local mas reducida.

HPV negativos HPV positivos p

Edad <50 afios 20 (19.5%) 3(12.5%) 0.496
50-65 afos 58 (57.4%) 13 (54.2%)
>65 afios 23 (22.8%) 8 (33.3%)

Sexo Hombres 90 (89.1%) 18 (75.0%) 0.095
Mujeres 11 (10.9%) 6 (25.0%)

Tabaco No 1(1.0%) 9 (37.5%) 0.0001
<20 cig/dia 14 (13.9%) 5 (20.8%)
>20 cig/dia 86 (85.1%) 10 41.7%)

Alcohol No 11 (10.9%) 12 (50.0%) 0.0001
<80 gr/dia 29 (28.7%) 8 (33.3%)
>80 gr/dia 61 (60.4%) 4 (16.7%)

T T1-T2 43 (42.6%) 16 (66.7%) 0.042
T3-T4 58 (57.4%) 8 (33.3%)

N NO 30 (29.7%) 4 (16.4%) 0.197
N+ 71 (70.3%) 20 (83.3%)

Tabla 36. Distribucion de las variables clinicas segun el estatus HPV.
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Inicialmente se analizé la supervivencia especifica en funcién del estatus HPV,
observandose que los pacientes con tumores HPV positivos tuvieron una
supervivencia especifica significativamente superior a la de los pacientes con
tumores HPV negativos (p=0.008).
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0.3
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Supervivencia especifica

Figura 86. Supervivencia especifica segun el status HPV.

La supervivencia especifica a los 5 afios para los pacientes con tumores HPV
negativos fue del 53.5% (IC 95% 43.1-63.9%), y para los pacientes con
tumores HPV positivos fue del 81.5% (IC 95% 65.0-98.0%).

137



La siguiente tabla muestra los promedios en las cifras de neutrdfilos,
monocitos, linfocitos y NLR de acuerdo con el estatus HPV.

Desviacion
HPV N Media estandard p

Neutréfilos Negativo 101 6.0889 3.15167 0.007
Positivo 24 4.7867 1.71490

Monocitos Negativo 101 0.8388 0.32603 0.004
Positivo 24 0.6333 0.28848

Linfocitos Negativo 101 2.0087 0.81601 0.534
Positivo 24 2.1096 0.68096

NLR Negativo 101 4.0501 5.86096 0.007
Positivo 24 2.3782 0.77906

Tabla 37. Promedios de las cifras de neutrofilos, monocitos, linfocitos y NLR de
acuerdo con el estatus HPV.

En cuanto a los linfocitos en sangre periférica pre-tratamiento, no existieron
diferencias significativas en funcion del estatus HPV. En cambio, en relacion a
los neutrdéfilos, monocitos y NLR, los pacientes con tumores HPV positivos
tuvieron recuentos significativamente inferiores que los de los pacientes con

tumores HPV negativos.

Finalmente, se llevd a cabo un RPA especifico para los pacientes con
carcinomas de orofaringe considerando como variable dependiente la
supervivencia especifica y como variables independientes cada uno de los

diferentes parametros hematolégicos de forma individual.
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Relacién de los neutrofilos con el prondstico

El modelo de particion recursiva clasificdé a los pacientes en funcion del
recuento de neutréfilos en dos categorias, con un punto de corte en los
6.08x10%/L neutrdfilos.

ESTMEO

Node 0
Categony % n
F~———=—==—===-- 1 B Sunival f0g 76
| B Sunival ' B Dead by HHSCC tumer 39,2 49
| | Dead by HNSLE tume ’_: Total 100,0 125
| =

Meutrophiles
Adj. P-value=0,006, Chi-square=11827, df=1

<= 1,080 » 5,080

MHaode 1 Hode 2
Categorny % n Categorny % n
B Synival 705 62 B Sunival IFE 14
B Dead by HNSCC tumar 295 26 B Dead by HHSCC tumor 62,2 23
Total 704 88 Total 288 =7

Figura 87. Arbol de clasificacion de los pacientes segun el recuento de neutréfilos
obtenido mediante un RPA en los pacientes con carcinomas de orofaringe.
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Las siguientes figuras muestran las curvas de supervivencia de los pacientes

en funcioén de la cifra de neutroéfilos de acuerdo con el estatus HPV.
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Figura 88. Curvas de supervivencia especifica segun la cifra de neutréfilos en los
pacientes HPV negativos.
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Figura 89. Curvas de supervivencia especifica segun la cifra de neutréfilos en los
pacientes HPV positivos.
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Para los pacientes con tumores HPV negativos la cifra de neutrdfilos se
relaciond con la supervivencia especifica (p=0.002). En el caso de los
pacientes HPV positivos no existieron diferencias significativas (p=0.225), si
bien debe tenerse en cuenta que solo 3 pacientes de este grupo contaron con

una cifra de neutrdfilos superior a 6.08 x 10%/L.

Se llevd a cabo un estudio multivariante incluyendo como variables
independientes la extension local y regional del tumor, el estatus HPV y la

categoria recuento de neutrdfilos, y como variable dependiente la supervivencia

especifica.
HR IC95% p

Extensién local T1-2 1

13-4 2.16 1.17-3.98  0.013
Extension regional NO 1

N+ 0.99 0.50-1.98  0.99
Neutréfilos <6.08 x10°/L 1

>6.08 x10°/L 2.33 1.29-4.25 0.005
HPV Positivo 1

Negativo 2.75 0.97-7.81 0.057

Tabla 38. Analisis multivariante.

De acuerdo con los resultados, las variables que se relacionaron con la
supervivencia especifica fueron la categoria de extension local del tumor, el
estatus HPV vy la cifra de neutrdéfilos. En relacion a los pacientes con una cifra
de neutrdfilos inferior a 6.08 x 10%L, los pacientes con una cifra superior
tuvieron un riesgo de morir como consecuencia de la evolucion de la
enfermedad 2.33 veces superior (IC 95% 1.29-4.25, p=0.005).
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Relacién de los monocitos con el prondstico

Al aplicar el RPA a los recuentos de monocitos se clasificé a los pacientes en
dos categorias con un punto de corte en la cifra de 0.68 x 10%/L monocitos.

ESTHED
Mode 0
Category % n
F---"==="===- 1 B Suypyiyal 608 76
| B Sunival : B Dead by HNSCC tumar 39,2 48
: B Cead by HHSCC tumar | Tutal 00,0 125
Monocytes

Adj. P-value=0178, Chi-square=5 428, df=1

= EI|,EEIII H D,iﬁEEI

Mode 4 Node 2
Category % n Category % n
B Sunyival 735 36| |® Sunival 525 40
B Dead by HNSCC tumar 265 13| |M Dead by HNSCC tumor 47 4 36
Total 292 44 Total B02 YA

Figura 90. Arbol de clasificacién de los pacientes segun el recuento de monocitos
obtenido mediante un RPA en los pacientes con carcinomas de orofaringe.
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Las figuras muestran las curvas de supervivencia en funcién de la cifra de
monocitos de acuerdo con el estatus HPV de los pacientes.
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Figura 91. Curvas de supervivencia especifica segun la cifra de monocitos en los
pacientes HPV negativos.
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Figura 92. Curvas de supervivencia especifica segun la cifra de monocitos en los
pacientes HPV positivos.
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Existieron diferencias significativas en la supervivencia en funcién de la cifra de
monocitos para los pacientes con tumores HPV negativos (p=0.015), en tanto
que para los pacientes HPV positivos la supervivencia especifica fue

independiente de la categoria en la cifra de monocitos (p=0.814).

Al realizar un estudio multivariante incluyendo en el modelo la cifra de
monocitos, las variables que se relacionaron con la supervivencia especifica

fueron la extension local del tumor, el estatus HPV vy la cifra de monocitos.

HR IC 95% p

Extensién local T1-2 1

13-4 2.21 1.21-4.04  0.010
Extension regional NO 1

N+ 1.40 0.72-2.73  0.312
Monocitos <0.68 x10°/L 1

>0.68 x10°/L 2.07 1.08-3.97  0.027
HPV Positivo 1

Negativo 2.98 1.05-8.42  0.039

Tabla 39. Analisis multivariante.

En relacion a los pacientes con una cifra de monocitos inferior a 0.68 x10%/L,
los pacientes con un recuento de monocitos superior tuvieron un riesgo de
mortalidad asociada al tumor de orofaringe 2.07 veces superior (IC 95% 1.08-
3.97, p=0.027).
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Relacioén de los linfocitos con el prondstico

Igualmente, el RPA clasificd a los pacientes con carcinomas de orofaringe en
dos categorias en funciéon del numero de linfocitos, con el punto de corte en
1.53 x 10%/L linfocitos.

ESTNED
Mode O
Categony % fn
[===--======- 1 B Sunyival B02 76
| B Sunival : B Dead by HHSCC tumor 202 40
: B Dead by HNSCC tumor | Tatal 1000 125
Lymphocytes

Adj. P-value=0640, Chi-square=3,256, df=1

<= 1|,53III = 1,i53III

Made 1 Hode 2
Categaony % n Catagony % n
B Suryival 426 12| |® Sunival £59 62
B Dead by HNSCC tumor 51,4 19 B Dead by HNSCC tumar 33,1 30
Total 286 37 Tatal 704 88

Figura 93. Arbol de clasificacién de los pacientes segun el recuento de linfocitos
obtenido mediante un RPA en los pacientes con carcinomas de orofaringe.

En los pacientes HPV negativos existieron diferencias en la supervivencia
especifica en el limite de la significacién estadistica a favor de los pacientes
con cifras de linfocitos superiores a 1.53 x 10%L (p=0.065), en tanto que para
los pacientes HPV positivos la cifra de linfocitos no conté con capacidad
prondstica (p=0.963).
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Figura 94. Curvas de supervivencia especifica segun la cifra de linfocitos en los
pacientes HPV negativos.
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Figura 95. Curvas de supervivencia especifica segun la cifra de linfocitos en los
pacientes HPV positivos.
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Si incluiamos la cifra de linfocitos en un estudio multivariante, las variables que
se relacionaban de forma significativa con el prondstico de la enfermedad eran
la extension local del tumor y el estatus HPV, sin que la cifra de linfocitos

alcanzase la significacion estadistica.

HR IC 95% p

Extensidn local T1-2 1

T3-4 2.21 1.21-4.06  0.010
Extensién regional NO 1

N+ 1.31 0.67-2.53  0.422
Linfocitos >1.53 x10°/L 1

<1.53 x10°/L 1.62 0.91-2.88  0.101
HPV Positivo 1

Negativo 3.23 1.14-9.14  0.027

Tabla 40. Analisis multivariante.
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Relaciéon del NLR con el prondstico

Finalmente, el RPA clasifico a los pacientes en tres categorias de acuerdo con

los valores del NLR, con puntos de corte en los valores de 2.97 y 3.98.

ESTHED
Node
Categony %o
[--=========- 1 B Sunival B0 T8
| B Sunival : B Dead by HNSCC tumor 382 48
: B [ead by HNSCC tumor | Total 100,0 125
N_to_L ratio
Adj. P-value=0,001, Chi-square=22 288, df=2
#= 2|.Q?2 (2,9?2.|3,EIE=3] » S.iSIE!S
Node 1 Mode 2 Node 3
Category % on Categary % on Category % n
B Sunival 760 57| | Sunival 520 13| [®Sunival 240 6
B Dead by HHECC tumor 240 13| |M Dead by HNSCC tumor 480 12| |M Dead by HHECT tumar 760 13
Tutal 00 78 Total 200 28 Total 00 28

Figura 96. Arbol de clasificacion de los pacientes segtin el NLR obtenido mediante un
RPA en los pacientes con carcinomas de orofaringe.

Al considerar la supervivencia especifica en funcién de la categoria del NLR de
acuerdo con el estatus HPV, se pudo constatar una disminucién ordenada y
significativa de la supervivencia a medida que se incrementaba el NLR tanto
para los pacientes con tumores HPV negativos (p=0.0001), como para aquellos
con tumores HPV positivos (p=0.0001).
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Figura 97. Curvas de supervivencia especifica segun el valor del NLR en los pacientes

HPYV negativos.
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Figura 98. Curvas de supervivencia especifica segun el valor del NLR en los pacientes

HPV positivos.
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En el analisis multivariante, al incluir como variable independiente el NLR, el
estatus HPV perdié su capacidad prondstica, quedando como variables

relacionadas con la supervivencia especifica la extension local del tumor y la

categoria del NLR.

IC 95%

Extensién local T1-2 1

T3-4 1.87 1.00-3.46  0.047
Extensién regional NO 1

N+ 1.15 0.59-2.24  0.681
NLR <2.97 1

2.97-3.98 1.97 0.94-412  0.069

>3.98 4.61 2.32-9.16  0.0001
HPV Positivo 1

Negativo 2.31 0.80-6.68  0.120

Tabla 41. Analisis multivariante.
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1. Inflamacién y cancer

La inflamacion crénica juega un papel muy importante en el desarrollo y la
progresion tumoral. Dentro de los mecanismos que favorecen la aparicion de
un tumor y su evolucion, la inflamacién junto a la alteracién del sistema inmune

son pilares fundamentales.

Hanahan y cols® establecieron en el afio 2000 un listado de las caracteristicas

fenotipicas que debian adquirir las células tumorales.

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figura 99. Caracteristicas fenotipicas adquiridas de las células tumorales (tomada de
Hanahan *).
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Posteriormente, en el 2009, Colotta y cols®, confirmarian lo descrito por
Hanahan y cols®’, afiadiendo un nuevo parametro en la evolucién del cancer, el

microambiente inflamatorio.

Self-sufficiency in
growth signals

Insensivity to

Evading anti-growth signals

apoptosis

inflammatory
microenvironment

Sustained
angiogenesis Tissue invasion
& metastasis

Figura 100. Los siete sellos distintivos del cancer (fomada de Colotta ®).
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En el 2011, Hanahan y cols® de nuevo, realizarian una revisién de su estudio
previo, afadiendo 4 caracteristicas mas, de entre las que destacamos de

nuevo, la inflamacion y la alteracion del sistema inmune.

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability N Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Figura 101. Nuevas caracteristicas fenotipicas adquiridas de las células tumorales
(tomada de Hanahan °®).

Por esa razén, surgid el interés en encontrar parametros que analizaran el
proceso inflamatorio y la respuesta del sistema inmune, y que fueran facilmente
disponibles y reproducibles para poder ser utilizados como marcadores
prondsticos. Las células hematopoyéticas serian un ejemplo perfecto, dado que
las obtenemos de una simple analitica rutinaria y podemos encontrar en ellas

parametros tanto de inflamacién como de funcién del sistema inmune.
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2. Relacion entre los parametros hematolégicos y las variables clinicas

Al evaluar la relacion entre los valores absolutos de los diferentes parametros
hematoldgicos analizados y las variables clinicas relacionadas con el tumor, los
resultados del presente estudio coincidieron con los de otros autores. Se
encontraron diferentes tendencias en los valores absolutos de los parametros
hematologicos segun el volumen tumoral y las caracteristicas clinicas de los

pacientes.

Se encontré una relacion inversa entre el numero de neutrdfilos, monocitos y
linfocitos y la edad. Este hallazgo podria representar un compromiso en la

respuesta inmune debido al envejecimiento.

6 0,75
5,5 -
0,7
5 -
4,51 0,65-
4 -
) 50-65 _ 0,6
<50 afios | ~ L~ |>65afos <50 afios | 50-65 afios | >65 afios
|m Neutrofilos | 5,83 5,38 4,92 |m Monocitos| 0,74 0,69 0,65

Figura 102. Valor medio del recuento de neutréfilos y monocitos (x10%L) segtin edad.

Al igual que los resultados obtenidos por He y cols®’, observamos que las
pacientes del sexo femenino tenian un recuento mas bajo de neutrdfilos en

comparacién con los pacientes masculinos.

Hombres Mujeres

|. Neutréfilos 5,35 4,67

Figura 103. Valor medio del recuento de neutréfilos (x10°L) segtin el sexo.
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Los pacientes del presente estudio con un historial de consumo de tabaco y
alcohol presentaron un aumento significativo en el recuento pre-tratamiento de

neutréfilos, monocitos y linfocitos, tal y como ha sido descrito por otros

autores?>4446,

Igualmente, coincidiendo con los hallazgos de otros autores, se observé una

disminucion en el recuento de linfocitos pre-tratamiento®'+*

22,31,36,44,52

y un aumento en el

22,36

recuento pre-tratamiento de neutrdfilos , monocitos y en el ratio

entre neutrofilos y linfocitos (NLR)*"%¢842 en relacion con la extension de la
enfermedad.
8_
6_
6 5,5
4 5.
21 4,5 1
0 4l
T1 T2 T3 T4 NO N1 N2 N3
|l Neutréfilos 4,3 4,96 5,61 6,49 |l Neutréfilos | 4,95 5,67 5,61 5,88

Figura 104. Valor medio del recuento de neutréfilos (x10%L) segun la extension

tumoral.

Al analizar el valor prondstico de los parametros hematoldgicos en funcién del
estadio tumoral (estadios iniciales I-ll vs estadios avanzados IlI-1V), en el caso
del recuento de neutrofilos no se encontré una relacion significativa con la
supervivencia en los pacientes en estadios iniciales. Por el contrario, si se
observé una relacion significativa en el caso de los pacientes con estadios
avanzados. Al analizar el valor pronostico del NLR en funcién del estadio
tumoral, se observaron diferencias significativas en la supervivencia especifica
tanto en los tumores con estadios iniciales como en los tumores con estadios

avanzados.
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Sun y cols** obtuvieron diferencias significativas en la supervivencia global y la
supervivencia libre de progresion en relacion al NLR en los pacientes con
tumores en estadios avanzados. Por el contrario, no encontraron diferencias en
el grupo de pacientes con tumores en estadios iniciales. Estos autores
argumentan que deberia diferenciarse a los pacientes en funcion del estadio en
la valoracién de la respuesta inflamatoria a partir de las cifras de leucocitos en
sangre periférica. Los pacientes con estadios avanzados estarian mas
influenciados por los efectos sistémicos del tumor, y por tanto los parametros
hematologicos en sangre periférica serian de mas utilidad como factores
prondsticos en este grupo de pacientes.

Se analizo la influencia de los parametros hematoldgicos en funcion del tipo de
tratamiento (cirugia vs radioterapia). Independientemente del tratamiento
recibido, los recuentos de neutréfilos, monocitos y el NLR mostraron una
relacion significativa con la supervivencia especifica, o que viene a indicar que
la capacidad prondstica de estos parametros hematoldgicos no se relaciona
con el tipo de tratamiento.

Cuando se analizaron solamente los pacientes con carcinomas de orofaringe
(n=125) basandonos en el estatus del Virus del Papiloma Humano (HPV), se
observo que los pacientes HPV positivos (n=24; 19,2%) mostraron recuentos
de neutrdfilos y monocitos significativamente menores que los pacientes con
tumores HPV negativos (n=101; 80,8%). En cuanto al recuento de linfocitos, no
se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en base al estatus
HPV.
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Las siguientes figuras muestran la distribucion de las cifras de neutrdfilos,
monocitos, linfocitos y del NLR en funcion del estatus HPV de los pacientes con

carcinomas localizados en la orofaringe.

20,00

15,00

I. . * %

10,00

=0 -

Neutrofilos

oo T T
Megative Positive

HPV

Figura 105. Distribucién de la cifra de neutrdfilos en funcién del estatus HPV en los
pacientes con carcinomas orofaringeos.

2,00

1,50

1,00

Monocitos

50

oo T T
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HPV

Figura 106. Distribucion de la cifra de monocitos en funcion del estatus HPV en los
pacientes con carcinomas orofaringeos.

159



5,00 =

41

- 23
4,00 -

- .

1,00

Linfocitos
1

falv) T T
Megative Positive

HPV

Figura 107. Distribucion de la cifra de linfocitos en funcién del estatus HPV en los
pacientes con carcinomas orofaringeos.
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Figura 108. Distribucion del valor del NLR en funcion del estatus HPV en los pacientes
con carcinomas orofaringeos.

Los resultados del presente estudio coinciden con los de Huang y cols®?, que
también encontraron una disminucion en los recuentos absolutos de neutréfilos
y monocitos y en el valor del NLR en pacientes con carcinomas orofaringeos
HPV positivos respecto a los HPV negativos, sin encontrar diferencias en el
recuento de linfocitos.
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Al comparar los resultados del presente estudio con los de otros autores que
han evaluado el papel de los parametros hematoldgicos en relacion con el
HPV, cabe destacar dos estudios llevados a cabo por Rachidi y cols'® y

Rosculet y cols®.

Rachidi y cols'® analizaron varios aspectos de la relacién entre el estatus HPV
y el NLR, mostrando que el NLR era significativamente menor en la cohorte
positiva para HPV (n=38) en comparacion con la cohorte HPV negativa (n=51).
Ademas, demostraron que un NLR elevado se asociaba con una menor
supervivencia en ambos grupos; sin embargo, la asociacion no fue

estadisticamente significativa en el grupo de pacientes HPV positivos.

p16 Status and NLR

n=51

k

=0.039
P n=38

Neutrophil-to-
lymphocyte ratio

S = N W & 00 D

p16 Negative | p16 Positive

Figura 109. Relacién entre el estatus HPV y el valor del NLR (tomada de Rachidi '®).

En el analisis de una cohorte de pacientes con CECC (n=123) con la mayoria
de tumores localizados en la orofaringe (n=95), Rosculet y cols® concluyeron
que no existia una asociacion estadisticamente significativa entre el NLR y la
supervivencia global ni la supervivencia libre de recidiva cuando el estatus HPV

se incluia como factor prondstico en un modelo multivariante.
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Cabe destacar que el estudio de Rosculet y cols® se llevéd a cabo en un
ambiente epidemioldogico muy diferente al nuestro, con un porcentaje de
positividad frente al HPV para los pacientes testados del 77%. El impacto
favorable del estatus HPV en esta muestra de pacientes podria haber
enmascarado otros factores prondsticos que impactarian en tumores de otras

localizaciones menos representados en su cohorte.

Los resultados del presente estudio coinciden con los de los anteriores
estudios. Al analizar el valor prondstico de los parametros hematologicos, se
observo que éstos perdian su capacidad prondstica al analizar la cohorte de

pacientes HPV positivos.

Uno de los motivos que justificaria los resultados del presente estudio seria la
baja prevalencia de tumores orofaringeos HPV positivos en nuestro medio®®, lo
que condiciona la potencia estadistica del analisis. Aun asi, pensamos que la
razon principal seria que los parametros hematolégicos no cuentan con una
capacidad prondstica relevante en los tumores HPV positivos debido a la
diferente etiopatogenia y evolucion de estos tumores respecto a los HPV

negativos.

La relevancia de las diferencias en los perfiles hematologicos basados en el

estatus HPV en términos de respuesta al tratamiento aun esta por determinar.
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3. Parametros hematolégicos como factores pronésticos en CECC

La mayoria de los autores que han estudiado los parametros hematoldgicos
como factores prondsticos en pacientes con CECC coinciden en su capacidad
pronéstica. Aunque no todos los estudios analizan todos los parametros
hematoldgicos, y aunque cada autor ha seleccionado una variable dependiente
diferente (supervivencia global, supervivencia especifica, supervivencia libre de
recidiva, etc), se acepta que los pacientes presentan un peor prondstico si

muestran:
v Un recuento de neutroéfilos elevado
v Un recuento de linfocitos disminuido
v" Un NLR elevado

v" Un recuento de monocitos elevado

En el presente estudio se encontrd que el recuento absoluto pre-tratamiento de
neutrofilos en sangre periférica fue el parametro hematoldgico mas relacionado

con la supervivencia especifica.

Dado que la capacidad prondstica del recuento de linfocitos absolutos no
resultdé estadisticamente significativa en el presente estudio, podemos deducir
que la capacidad de discriminacion del NLR dependeria principalmente de los

neutrofilos, mientras que los linfocitos contribuirian de manera limitada.

Ademas, el valor absoluto de los monocitos mostré una capacidad prondstica

similar a la de los neutrdfilos.

La siguiente tabla resume los resultados obtenidos por los autores que han
analizado la capacidad prondstica de los parametros hematologicos en

pacientes con CECC.
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Autor Localizacién |n Tratamiento |Determinacién | Punto de |Resultados
corte
Rachidi™® Cabezay 543 |1Q, RT, QT-RT [N,L,NLR Terciles Relacion de N, L y NLR con la supervivencia
cuello global
Huang® Orofaringe 702 |RT +/-QT N, L, Msegun |Mediana |Relacién de Ny M con supervivencia global y
HPV libre de recidiva. Relacion de L con
supervivencia libre de recidiva sélo en HPV +
An % Nasofaringe |363 |RT NLR ROC 3.73 | Relacion con supervivencia especifica y
metastasis
He® Nasofaringe |1410|RT +/- QT NLR, N, L Cuartiles |Relacién con supervivencia global y libre de
enfermedad
Jin* Nasofaringe |229 |QT paliativa NLR, N, L Cuartiles |Relacién con supervivencia global
(M+)
Chang® Nasofaringe |2820|RT NLR 2.5 Relacion con supervivencia especifica a los 5

anos
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Autor Localizaciéon |n Tratamiento |Determinaciéon | Punto de |Resultados
corte

Sun* Nasofaringe [251 |RT +/-QT NLR, N, L ROC Relacion con supervivencia global y libre de
progresion en NLRy L

Perisanidis®™ |Cavidad oral |97 [QT +1Q NLR, N, L ROC Relacién con supervivencia especifica solo el
NLR

Tsai*® Cavidad oral |202 |1Q, RT, QT M, N, L, NLR, |Mediana |Sdlo relacion de los monocitos con la

Leu supervivencia especifica

Young®’ Orofaringe 249 | QT-RT NLR NLR 5.0 |Relacion con control local, regional,
locoregional, a distancia y con supervivencia
libre de enfermedad y supervivencia global

Wong® Laringe 140 |Cirugia, RT, NLR Cuartiles |Relacion con supervivencia global

QT
Turri-Zanoni®® | Senos 215 | Cirugia NLR ROC Relacion con supervivencia global y libre de

paranasales

endoscopica

enfermedad. NLR bajo, menor riesgo recidiva
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Autor Localizaciéon |n Tratamiento |Determinaciéon | Punto de |Resultados
corte

Rassouli *° Cabeza y 273 |1Q, RT, QT-RT [NLR RPA: 4.27 |Relacién con supervivencia especifica
cuello

Haddad*' Cabezay 46 |QT-RT NLR NLR 5.0 y |Relacién con supervivencia global s6lo NLR
cuello (lll- mediana .0, no con mediana 3.

llo (II-1V) di 5.0 di 3.3

Kano™ Cabezay 285 |QT-RT NLR ROC 1.92 |Relacién con supervivencia global y libre de
cuello enfermedad

Rosculet ** Cabeza y 123 |QT-RT NLR, N, M Mediana [Sélo NLR y N relacion con supervivencia
cuello global y libre de recurrencia

Schernberg™ |Cabezay 193 |QT-RT Leu, N 10.0y 7.5 |Leucocitosis y neutrofilia relacion con peor
cuello (l-1V) x10%L supervivencia global y libre de progresion

Gouw™ Orofaringe 234 |RT, QT-RT Leu 10.5 Leucocitosis relacion con peor supervivencia

x10%/L global y libre de enfermedad

IQ= Cirugia, RT= Radioterapia, QT= Quimioterapia, M+= Metastasis a distancia, Ill-IV=

Linfocitos, NLR= Neutrophil-to-Lymphocyte Ratio, Leu= Leucocitos

Estadios IlI-1V, N= Neutrdfilos, M= Monocitos, L=

Tabla 42. Estudios llevados a cabo por diferentes autores sobre los parametros hematolégicos como factores pronosticos en CECC.
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La mayoria de los estudios no analizaron especificamente el valor prondstico
independiente de los diferentes leucocitos. El hecho de que existan diferentes
puntos de corte en cuanto a los diferentes parametros hematolégicos es debido
a la variedad de métodos con que se han obtenido estos puntos de corte

(mediana, cuartiles, ROC, etc).

Green vy cols® consideran ademas que los puntos de corte deben de
especificarse para cada localizacion tumoral dentro de los tumores de cabeza y
cuello. Defienden esta idea basandose en su estudio, donde observaron que la
prevalencia de células inmunes que infiltran el tumor (CD4, CD8 y Foxp3)
dependia de la localizaciéon del tumor, con un mayor numero de células en el

cancer de orofaringe en comparacion con el de laringe.

Leucocitos:

Pocos estudios analizan el valor prondstico del recuento total de leucocitos.
Destacan el de Granger y cols®', quienes describieron que el volumen tumoral
de diferentes tumores solidos (tumores voluminosos a nivel loco-regional o
aquellos diseminados) se correlaciona con el grado de leucocitosis, y el de
Schernberg y cols*, quienes concluyeron que la leucocitosis se asocia a una

peor supervivencia global y libre de progresion en los pacientes con CECC.

Recientemente, Gouw vy cols® han analizado el valor prondstico de la
leucocitosis en pacientes con carcinomas escamosos de orofaringe tratados
con radioterapia o quimio-radioterapia. Coincidiendo con los estudios descritos
previamente, concluyeron que la leucocitosis era un factor prondstico
independiente en los pacientes con tumores de orofaringe. Ademas, el impacto
prondstico de la leucocitosis era mas pronunciado en el grupo de pacientes con

tumores HPV positivos.
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Neutréfilos, Linfocitos y NLR:

Huang y cols? evaluaron pacientes con carcinomas orofaringeos y encontraron
que en los pacientes HPV negativos, que representarian la mayoria de
nuestros pacientes, los recuentos de linfocitos circulantes no contaban con
capacidad prondstica. Por el contrario, en pacientes con tumores HPV
positivos, un mayor recuento de linfocitos se asocié con una disminucion en la

recurrencia de la enfermedad (p=0.026).

Como ya se ha descrito previamente, para detectar y destruir las células
tumorales, necesitamos una respuesta inmune adaptativa correcta. Un
recuento bajo de linfocitos en sangre periférica puede indicar una respuesta
inmune pobre, incapaz de acabar con las células tumorales, y por tanto,

sugeriria un peor pronostico.

La linfopenia representa una disminucién en la actividad del sistema inmune
mediado por células, demostrado por la marcada disminucion de los linfocitos T
CD4+ y CD8+%. Hirashima y cols®® observaron que las células Natural Killer
(NK) en los pacientes con cancer gastrico con un NLR elevado presentaban
actividad reducida, por lo que representaria una respuesta inmune mediada por

células aun menor.

Se ha descrito que la neutrofilia podria ser en parte la responsable de esta
disminucién en la actividad del sistema inmune dado que inhibe la actividad
citolitica de las células inmunes tales como los linfocitos T activados y las

células NK®,

La neutrofilia observada podria explicarse por multiples mecanismos, como la
liberacion de interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), factor de necrosis
tumoral a (TNF-a) y factor estimulador de las colonias granulociticas (G-CSF)
271318568 Esta neutrofilia provocaria el aumento de marcadores inflamatorios
como los factores pro-angiogénicos (VEGF), los factores de crecimiento, las
proteasas y/o los marcadores anti-apoptoticos (NF-kB) que facilitarian el

crecimiento y la progresion tumoral®-"2,
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Ademas, la linfopenia se correlaciona fuertemente con el aumento de los
niveles séricos de IL-6, asi como el receptor del factor de necrosis tumoral,
reflejando la inmunosupresion relacionada con el cancer. Una explicaciéon
razonable es que los linfocitos T en pacientes oncoldgicos tienen una mayor

susceptibilidad a la apoptosis, debido al estado crénico de activacion'3>72,

En un estudio realizado en pacientes con CECC, Rachidi y cols'® encontraron
que los recuentos mas altos de neutréfilos se correlacionaban con los
recuentos de linfocitos mas bajos, y los pacientes en el tercil mas alto en el
recuento de neutrdfilos y aquellos en el tercil mas bajo en recuento de

linfocitos, contaban con una peor supervivencia global.

Cuando se analizd la supervivencia especifica segun la distribucién de los
cuartiles en los pacientes del presente estudio, se observé una disminucion
ordenada de la supervivencia a medida que aumentaba el numero de
neutrofilos y monocitos. En el caso de los linfocitos, solamente los pacientes
agrupados en el cuartil inferior tuvieron menor supervivencia, mientras que los
pacientes agrupados en los 3 cuartiles restantes no mostraron diferencias
significativas. Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos por
Rachidi y cols'®.
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Figura 110. Curvas de supervivencia especifica segun la distribucién cuartil de los
diferentes parametros hematolégicos.

Centrandonos en el NLR, el cual podria ser considerado como el balance entre
el estado inflamatorio pro-tumoral y el estado inmune anti-tumoral, cabe
destacar que muchos autores lo consideran como un marcador econdémico,
reproducible y robusto de este equilibrio. Zahorec’® fue el primero en proponer
el NLR como indice rapido y simple para evaluar la respuesta inflamatoria

sistémica en 90 pacientes oncoldgicos en una unidad de cuidados intensivos.
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La mayoria de los estudios que han evaluado la capacidad pronostica del NLR
en pacientes con CECC han encontrado una relacion entre su aumento y un
peor control de la enfermedad y deterioro en la supervivencia. Sélo en un
estudio de Tsai y cols® que analizé pacientes con carcinomas de cavidad oral

en estadios avanzados, el valor de NLR carecia de capacidad prondstica.

En el plasma de los pacientes con un NLR elevado se ha observado la
presencia de citocinas pro-inflamatorias, las cuales pueden establecer y
perpetuar un microambiente tumoral que favorece la agresividad del tumor.
Recientemente, una serie de estudios han medido las citocinas circulantes
junto con el NLR™'®. Estos estudios nos permiten conocer los mecanismos

subyacentes a presentar un NLR elevado.

Motomura y cols” mostraron que un NLR elevado se asociaba con un aumento
de interleucina-17 (IL-17) y con un aumento del infiltrado peritumoral por
macréfagos. Kantola y cols™ concluyeron que un NLR elevado se asociaba con
concentraciones séricas elevadas de diferentes interleucinas (IL-1ra, IL-6, IL-7,
IL-8 y IL-12). Tomadas en conjunto, la mayor concentracion de citocinas y la
mayor infiltracion de macréfagos peritumorales sugieren que el NLR refleja, al

menos en parte, una regulacion positiva de la respuesta inmune innata®.

El NLR se consideraria un marcador de inflamacién sistémica que podria
predecir un peor prondstico mediante la proliferacién de células cancerigenas a
través del aumento de la disponibilidad de factores de crecimiento, factores

angiogénicos y otras moléculas de sefializacidn pro-neoplasicas®> 8.

Los CECC son en parte unicos entre las neoplasias, dado que un subconjunto
significativo de los tumores esta asociado con una infeccioén viral. Es posible
que la infeccidén viral en los tumores HPV positivos pueda modular la respuesta
inmune a la neoplasia, lo cual impactaria claramente en el NLR, ya que tanto
los niveles de neutrofilos como los niveles de linfocitos estarian influenciados.
Ademas, diversos estudios han demostrado que los tumores HPV positivos

tienen una carga mutacional menor que los HPV negativos’”.
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Ensayos clinicos recientes que han examinado la eficacia de los inhibidores de
los puntos de control inmune en multiples tipos de tumores sélidos han
demostrado que la carga mutacional se correlaciona con la respuesta clinica a
estos agentes inmunomoduladores. Se ha hipotetizado que el mecanismo
subyacente a esta observacion esta relacionado con una mayor carga de
neoantigenos asociados al tumor en los tipos de tumores con alta carga

|78

mutacional’”. Teniendo en cuenta esta observacion, un NLR alto y un estatus

HPV negativo se correlacionarian con la carga mutacional en el CECC.

Lee y cols*® confirmaron que un NLR elevado estaba asociado de forma
significativa con wuna supervivencia especifica pobre en pacientes con
carcinomas escamosos de cavidad oral. Analizaron la utilidad prondstica de
combinar el NLR con las caracteristicas histopatoldgicas y la clasificacion TNM
para crear una nueva escala de estadificacion. De acuerdo con sus resultados,
el TNM actual es deficiente para estimar los resultados de supervivencia en
pacientes con carcinomas escamosos de cavidad oral. La incorporacién del
NLR en un modelo pronostico basado en la clasificacion TNM mejoraria
significativamente la clasificacion del riesgo para la supervivencia especifica de
la enfermedad. Concluian que esta nueva escala de estadificacion podria
ayudar a estratificar a los pacientes de alto riesgo que podrian beneficiarse de

una terapia adyuvante mas intensa.

Ademas, un estudio reciente de Nakashima y cols’® apoya el uso del NLR
como un potencial biomarcador para predecir la respuesta clinica a la quimio-
radioterapia basada en S5-fluorouracilo y la supervivencia en pacientes con

carcinomas escamosos de cavidad oral.

También Lewin y cols® apoyan la utilizacién de biomarcadores en sangre
periférica tales como el recuento de neutréfilos y el NLR en pacientes con
CECC en combinacion con el TNM para seleccionar un tratamiento mas
individualizado para cada paciente. La razdn por la que defienden su utilizacion
es su rapida obtencion y su coste-efectividad.
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Existen otros estudios que analizan el NLR antes y después del tratamiento con
quimioterapia en otros modelos tumorales, y concluyen que aquellos pacientes
que normalizan o reducen el NLR post-tratamiento, cuentan con una mejor
supervivencia global®"®. Serian necesarios mas estudios para obtener
evidencia suficiente de que la normalizacion del NLR post-tratamiento se
relaciona con un buen prondstico. Si asi fuera, el NLR podria actuar no sélo
como un factor prondstico, sino también como un posible marcador de

monitorizacion del tratamiento.

Recientemente Takenaka y cols® han publicado un meta-analisis que analiza
el impacto prondstico del NLR en CECC. Seleccionaron 19 estudios con un
total de 3,770 pacientes y analizaron los Hazard Ratios (HR) del NLR para la

supervivencia especifica y la supervivencia global.

En general, un NLR mayor que el punto de corte se asocié con una peor
supervivencia especifica y una peor supervivencia global (HR=1.88, IC 95%
1.20-2.95, p=0.006 y HR=1.69, IC 95% 1.47-1.93, p<0.001; respectivamente).

Study name Weight HR 95%Cl

Perisanidis, 2013 4.2 10.37 128 84.05

Tsai, 2014 82 241 058 999 -

Fu, 2016 375 142 1.06 191 -

Moon, 2016 164 413 1.1 9.99 -

Nekahira, 2016 338 133 0.91 195 s =

Total 1.88 120 2.95 -
Heterogeneity: P =0,056 12=9.2% 05 1 2 5 10

Figura 111. Forest plot mostrando los Hazard Ratios (HR) del NLR para la
supervivencia especifica (tomada de Takenaka %).
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Study name Weight HR 95% Cl

Fang, 2013 T 2.04 1.04 4.02

Selzer, 2015 6.6 1.85 1.14 3.00

Song, 2015 4.9 2.36 133 4.18

Tu, 2015 47 2.18 121 392

Bobdey, 2016 14.4 1.39 1.04 1.85 ——

Charls, 2016 * 1.8 3.64 1.34 9.88 -

Charls, 2016 ** 1.1 4.60 1.26 16.80 -t

Fu, 2016 166 1.31 1.00 1.71 —

Ikeguchi, 2016 0.7 5.59 1.17 26.69 -
Kano, 2016 66 1.35 083 2.18 —1—a—t

Kim, 2016 6.5 1.62 0.93 2.48 b ey mod

Moon, 2016 26 3.22 144 7.22 =

Ong, 2016 6.3 1.69 096 2.61 -

Rachidi, 2016 8.7 1.64 109 2.47 —lr—

Wang, 2016 4.5 1.99 1.09 3.65 —T—

Wong, 2015 1.6 252 0.89 AT =

Zeng, 2016 0.9 1.51 1.04 2.20 —-’—I-

Total 1.69 147 1.93

Heterogeneity: P =0.272 1° = 15.6% 0.5 1 2 5 10

* non-oropharynx
** opropharynx

Figura 112. Forest plot mostrando los Hazard Ratios (HR) del NLR para la
supervivencia global (tomada de Takenaka ).

Los autores concluyeron que un NLR elevado se asociaba significativamente
con un peor pronostico en el CECC y su capacidad prondstica fue consistente
en diferentes subgrupos. Por lo tanto, el NLR demostré6 ser un marcador
pronaostico fiable para pacientes con CECC.

Monocitos:

El numero de estudios que evaluan el valor prondstico de los monocitos

circulantes en pacientes con CECC es limitado.

Tsai y cols® analizaron pacientes con carcinomas de cavidad oral en estadios
avanzados y encontraron un aumento progresivo en el numero de monocitos a
medida que el volumen tumoral aumentaba. Los resultados de los analisis uni y
multivariantes mostraron una disminucion de la supervivencia en pacientes con

recuentos de monocitos elevados.
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De forma similar, Huang y cols® describieron una relacién entre el nimero de
monocitos y el prondstico en pacientes con carcinomas orofaringeos, en

particular en el caso de los pacientes con tumores HPV positivos.

A nuestro conocimiento, el presente estudio es el primero en analizar la
capacidad prondstica de los monocitos en una amplia muestra de pacientes

con CECC de diferentes localizaciones.

De acuerdo con el andlisis usando curvas ROC, la area bajo la curva (AUC)
obtenida mediante el analisis del recuento de monocitos (0.623) fue
ligeramente inferior a la AUC obtenida para los neutrdfilos (0.630).

Source of
the Curve
B fo_ L caiec

= = BesuSrcynirelees
B e

LR
RS

vl

Sens

] ||
o0 0,2 0,4 0,5 0,8 1,0
1 - Specificity

Figura 113. Curvas ROC de los diferentes parametros hematolégicos.

Para los pacientes con una cifra baja de neutrofilos, aunque existia una cierta
correlacion entre los recuentos circulantes de neutrofilos y monocitos, la
capacidad prondstica de los monocitos fue independiente de la capacidad
pronéstica de los neutrdfilos, o que se verifico con el RPA en el que se

incluyeron todos los parametros hematologicos.

177



Neutrophils

[
i [ 1

A80x10% 480799 x10%L 27.99 x10%L

'

100%-

=
a2
]

=
a2
1

¢ 0%

Mono:ytes

Disease-specific survival

0%
0. 520 x1 09!L >0.520 x10°L

l Survival P:O!OO[H
0%
ﬂ . Death due to HNSCC , 1 : : . .
0 1 4 3 ] 5

Figura 114. Arbol de clasificacién de los parametros hematoldgicos obtenido con el
RPA y curvas de supervivencia especifica de los nodos terminales.

Se observo que en pacientes con un recuento de neutrdfilos bajo (<4.80x10%L;
n=411; 21.9% de muertes a causa del tumor), el valor absoluto de monocitos
discriminé entre un grupo de pacientes con mejor pronéstico (0.52 monocitos
x10%/L; n=190; 15.8% de muertes a causa del tumor), y un grupo de pacientes
con peor prondstico (>0.52 monocitos x10%L; n=221; 27.1% de muertes a
causa del tumor). Cabe destacar que el valor absoluto de los linfocitos no fue
incluido en el modelo, lo que sefala la limitada capacidad prondstica de esta

determinacion en el grupo de pacientes del presente estudio.

Ya en los afios 1980, se demostré6 que un nivel elevado de monocitos pre-
tratamiento era un factor pronéstico independiente en pacientes con cancer

gastrico metastasico® y en pacientes con CECC®.
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Los macréfagos asociados al tumor, que son derivados de los monocitos en
sangre periférica, son una base muy importante de la infiltracion inflamatoria
leucocitaria que tiene lugar en el microambiente tumoral. Esta infiltracidon
leucocitaria tumoral favorece la progresion tumoral®®. La monocitosis podria ser
la expresion de una gran infiltracion tumoral por macrofagos, que promoveria la

progresion tumoral y esto resultaria en un peor pronostico>".

Los mecanismos que explican la asociacidén independiente entre el prondstico
oncologico y el recuento de monocitos podrian estar relacionados con la
progresion tumoral medida por la activacion de la inmunidad innata®**®’. Por
ejemplo, la proteina-1 quimioatrayente monocitica, que tiene actividad
quimiotactica para los monocitos, esta aumentada en los tumores, y un numero
creciente de células del linaje de los monocitos se correlaciona directamente

con un estadio tumoral mas avanzado®®.

Ademas, estudios anteriores también han demostrado que la monocitosis
puede estar asociada con un aumento del numero de células mielomonociticas
derivadas de la médula 6sea, que pueden estabilizar la angiogénesis tumoral®.
Estas células mielomonociticas derivadas de la médula ésea pueden infiltrar el
tumor y diferenciarse en macrofagos asociados a tumores, los cuales liberan
muchos factores angiogénicos, incluyendo el VEGF, el TNF-a, y la

metaloproteinasa-9 (MMP-9) 36:90°1,

Estudiado en otros tumores sdlidos, como es el cancer de mama, se ha visto
que los monocitos, bajo condiciones de inflamacién, también promueven la

propagacion de las células tumorales a través de la circulacion®.
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4. Resumen-conclusiéon de los resultados

La importancia de los resultados del presente estudio podria ser que soélo
aquellos pacientes con una linfopenia significativa en el momento del
diagnostico del CECC tendrian su prondstico comprometido, reflejando un

compromiso clinicamente relevante de la respuesta inmune.

Los neutréfilos y los monocitos, en cambio, actuarian como marcadores
inflamatorios promovidos por el tumor, con una relaciéon directamente
proporcional entre el numero de neutréfilos y monocitos y la disminucion de la

supervivencia.

5. Comparacion entre el microambiente tumoral y la sangre periférica

Los resultados del presente estudio en sangre periférica coincidieron con los
resultados obtenidos en los estudios del microambiente tumoral de los CECC.

Estos estudios han encontrado una asociacion entre la infiltracion del tumor por

macréfagos®** y neutréfilos®™ y una disminucién en la supervivencia, mientras
que la presencia de linfocitos intra-tumorales se asoci6 con un mejor
prondstico®®’.
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6. Limitaciones del estudio

Debido a su naturaleza retrospectiva, el estudio esta sujeto a varias

limitaciones inherentes.

Los neutrdfilos y los linfocitos son parametros inespecificos, que pueden estar
influenciados por condiciones concurrentes tales como infecciones,
inflamaciones y farmacos. Ademas, el NLR también se ha descrito como factor
prondéstico en condiciones no tumorales. En el presente estudio no contdbamos
con informacibn sobre historia de inmunosupresion, malignidades

hematologicas o uso cronico de esteroides.

Ademas, el uso de criterios de elegibilidad estrictos podria generar un sesgo de
seleccion. En este sentido, se evalu6 la existencia de diferencias en las
variables tales como edad, sexo, localizacion del tumor, extensién tumoral,
consumo de tabaco y alcohol o grado histolégico, dependiendo de si el grupo
de pacientes inicialmente seleccionados (n=1,189) habian sido finalmente
incluidos en el estudio (n=824) o no (n=3695) .

Se encontrd una tendencia significativa en la que los pacientes con tumores en
estadio | (T1NO) tenian una menor probabilidad de haber sido incluidos en el
estudio. Esto se debe probablemente a que los pacientes con T1INO de glotis
que pasan directamente a tratamiento con radioterapia no cuentan con analitica
ni pre-operatoria (como en los casos quirurgicos) ni pre-quimioterapia (como en

los casos tratados con quimioterapia).
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Edad (media/DE), afios 62.2 (11.8) 63.5 (11.1) 0.086
Sexo Hombres 717 (69.4%) 316 (30.6%) 0.852
Mujeres 107 (68.6%) 49 (31.4%)
Tabaco No 93 (69.4%) 41 (30.6%) 0.999
<20 cig/dia 140 (69.3%) 62 (30.7%)
>20 cig/dia 591 (69.3%) 262 (30.7%)
Alcohol No 199 (69.3%) 88 (30.7%) 0.999
<80 gr/dia 340 (69.4%) 150 (30.6%)
>80 gr/dia 285 (69.2%) 127 (30.8%)
Localizacién  Cavidad oral 119 (73%) 44 (27.0%) 0.312
Orofaringe 203 (71.0%) 83 (20.0%)
Hipofaringe 82 (72.6%) 31 (27.4%)
Laringe 420 (67.0%) 207 (33.0%
T 1 199 (59.4%) 136 (40.6%) 0.0001
2 235 (71.6%) 93 (28.4%)
3 244 (71.8%) 96 (28.2%)
4 146 (78.5%) 40 (21.5%)
N 0 456 (64.9%) 247 (35.1%) 0.001
1 98 (73.1%) 36 (26.9%)
2 234 (77.0%) 70 (23.0%)
3 36 (75.0%) 12 (25.0%)
Grado Bien diferenciado 101 (63.9%) 57 (36.1%) 0.210
histolégico

Moderadamente

diferenciado

642 (70.5%)

268 (29.5%)

Pobremente
diferenciado

81 (66.9%)

40 (33.1%)

Tabla 43. Caracteristicas de los pacientes dependiendo de si fueron incluidos en el

estudio o no.
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7. Puntos fuertes del estudio

Una de las principales ventajas del presente estudio fue la inclusion de un
namero relativamente grande de pacientes, con un seguimiento

adecuadamente largo, tratados consecutivamente en una sola institucion.

Ademas, la presente serie no analiza sélo una localizacion tumoral en cabeza y

cuello, sino que incluye tanto cavidad oral, orofaringe, hipofaringe como laringe.

En cuanto a estadio y tratamiento, muchos estudios so6lo incluyen estadios
localmente avanzados o pacientes tratados con quimio-radioterapia. Por el
contrario el presente estudio analiza todos los estadios y todos los tipos de

tratamiento posibles.

También se realizé un analisis especifico de los pacientes con carcinomas de
orofaringe con disponibilidad del estatus HPV, dado que es una entidad

particular que podria comportarse de forma distinta.

Un factor pronéstico se define como una situacion, afeccion o caracteristica
del paciente que puede usarse para calcular la probabilidad de recuperacion de

una enfermedad o la probabilidad de que la enfermedad recurra.

Por lo tanto, los factores prondsticos pueden influenciar o determinar nuestra

estrategia terapéutica.

Las caracteristicas con las que debe contar son:
v Sencillez
v" Disponibilidad
v' Sensibilidad

v" Reproducibilidad
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Existe interés en el desarrollo de biomarcadores prondsticos adicionales para
permitir la estratificacion de la intensidad del tratamiento de acuerdo con el
pronéstico. La identificacidn de un grupo pronéstico favorable robusto permitiria
crear protocolos de des-intensificacion del tratamiento con el objetivo de
mantener las tasas de curacion mientras se reduce la toxicidad; por el
contrario, los estudios de intensificacion del tratamiento podrian considerarse
en el grupo de pacientes con peor prondstico. Ademas, identificar un grupo de
mayor riesgo nos serviria también de cara al seguimiento, dado que estos

pacientes requeririan una monitorizacion mas cercana después del tratamiento.

Los parametros hematoldgicos tales como los neutréfilos, los monocitos, los
linfocitos y el NLR podrian considerarse biomarcadores asequibles y
universalmente disponibles, que podrian ser facilmente incorporados a la
practica clinica diaria. Ademas, podrian afiadirse a los factores prondsticos
convencionales mejorando aun mas la estimacion del prondstico en pacientes
oncologicos. Son necesarios estudios a una escala mucho mayor para

encontrar los puntos de corte mas adecuados para los diferentes tumores.

Varios estudios también han investigado el valor predictivo de los marcadores
de inflamacion pre-tratamiento para determinar la respuesta al tratamiento®.
Estos hallazgos tienen potencial para comprender el proceso de la enfermedad
y podrian facilitar el desarrollo de pruebas econdmicas y rapidas para detectar
la enfermedad de forma mas precoz, lo que finalmente conduciria a un mayor

éxito en el tratamiento.

Futuras lineas de investigacion podrian basarse en los parametros
inflamatorios para identificar nuevos tratamientos, dado que la evidencia
descrita en los estudios analizados en el presente trabajo refuerza la hipotesis
que sugiere que los componentes celulares de la respuesta inflamatoria

sistémica pueden representar objetivos para nuevas estrategias terapéuticas.
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El sistema de estadiaje TNM, en si mismo, no es una herramienta optima para
la estadificacion clinica, ya que simplemente tiene en cuenta informacion
anatémica, y por lo tanto esta lejos de poder estratificar el riesgo de forma
individual y de poder ser la guia terapéutica precisa para identificar pacientes
diana. Por lo tanto, este problema requiere una investigacion exhaustiva y la
optimizacién del sistema TNM, especialmente mediante la incorporacion de una

serie de factores predictivos como podrian ser los parametros hematoldgicos.
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CONCLUSIONES

1. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los
recuentos de los parametros hematoldgicos pre-tratamiento en sangre
periférica en funcion de la edad, el sexo, la localizacion del tumor vy el
consumo de toxicos. Destaca la existencia de diferencias
estadisticamente significativas en los recuentos de neutrdfilos,
monocitos y en el ratio entre neutrofilos y linfocitos (NLR) en relacion a la
extension local y regional de la enfermedad. No asi en el recuento de

linfocitos.

2. Se observo una correlacion significativa entre la cifra de neutrdfilos y la
de monocitos, y en menor medida entre la cifra de monocitos y la de
linfocitos. No se aprecié correlacion entre la cifra de neutrdfilos y la de

linfocitos.

3. Un recuento elevado de neutrdfilos y de monocitos y un NLR elevado,
analizados pre-tratamiento en sangre periférica, se relacionaron con un
peor prondstico en pacientes con carcinomas escamosos de cabeza y
cuello (CECC) de forma independiente, tanto al analizar la supervivencia
especifica como al analizar la supervivencia libre de recidiva local,

regional y a distancia.
En el presente estudio, los linfocitos no mostraron capacidad prondstica.

En funcion de los resultados del presente estudio, consideramos que la
capacidad pronostica del NLR, dependié basicamente del recuento de

neutrdfilos.
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Tras realizar un analisis de particion recursiva (RPA), se obtuvieron
cuatro nodos terminales en funcion de las cifras de neutrofilos y

monocitos.

La supervivencia especifica a los 5 afos para los pacientes del primer
nodo (Neutréfilos <4.80x10%L - Monocitos <0.52x10%L) fue del 83.9%,
para los pacientes del segundo nodo (Neutrdfilos <4.80x10%L -
Monocitos >0.52x10%L) fue del 73.1%, para los pacientes del tercer
nodo (Neutréfilos entre 4.80-7.99x10%L) fue del 61.4%, y para los
pacientes del cuarto nodo (Neutréfilos >7.99x10%L) fue del 47.4%.

. Los pacientes con tumores de orofaringe HPV positivos contaron con

niveles de neutréfilos y monocitos y con un NLR significativamente
inferiores a los correspondientes a los pacientes con tumores HPV
negativos. No se encontraron diferencias en cuanto al recuento de

linfocitos.

. La clasificacién de los pacientes segun el recuento de neutréfilos y de

monocitos podria ser considerada un biomarcador util de supervivencia

en pacientes con CECC.
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ABSTRACT: Background. The purpose of this study was to analyze
the prognostic value of pretreatment count of peripheral neutro-
phils, lymphocytes, monocytes, and neutrophil-to-lymphocyte ratio
(NLR) in patients with head and neck sguamous cell carcinoma
(HNSCC).

Methods. Local, regional, and distant recurrence-free survival and
disease-specific survival were analyzed according to the count of neufro-
phils, ymphocytes, monocytes, and NLR.

Resulfs. We observed a decrease in disease-specific survival as the
quartile category of neutrophils, monocytes, and NLR increased. In the
case of lymphocytes, patients in the lower quartile had lower disease-

specific survival. Considering the disease-specific survival as the depen-
dent variable, a recursive partiioning analysis classified the pafients
according o the neutrophil and monocyte counts.

Conclusion. High prefreatment count of peripheral neutrophils and/or mono-
cytes was independently related with worse prognosis in patients with
HNSCC. Classification based on pretreatment neutrophil and monocyte
counts enabled the identification of different prognostic profiles. £ 2016
Wiley Periodicals, Inc. Head Neck 39: 219-226, 2017

KEY WORDS: head and neck squamous cell carcinoma, neutrophils,
monocytes, lymphocytes, neutrophil-io-lymphocyte ratio

INTRODUCTION

There is evidence linking carcinogenesis and inflamma-
tion in two ways. On one hand, chronic inflammation
promotes tumor development, and, on the other hand,
most tumors show an infiltrate of cells related to the
inflammatory response that stimulate tumor progression.'

Both tumor cells and tumor microenvironment promote
a systemic inflammatory response that increases the circu-
lating counts of neutrophils, monoeytes, and platelets.
This response is mediated through the liberation of oxida-
five stress-related substances,” proinflammatory cytokines,
like tumor necrosis fﬂclor—a,3 interleukin-1a,” or trans-
forming growth factor-B.* Moreover, the failure of the
immune system to control and eradicate tumor cells could
be partly responsible for the tumor progression. A com-
mon finding in oncologic patients is a decrease in the
absolute values of certain lymphocytes subsets.”

*Corresponding author: C. Valero, Hospital de la Santa Creu | Sant Pau, 90
Mas Casanovas street, 08041 -Barcelona, Spain. E-mail: cvalero@santpau.cat

Contract grant sponsor: This study was supported by a grant from the Instituto
de Salud Carlos 11l (RS PI14/01918). Fondo Europeo de Desarrollo Regional
(FEDER), A Way to Build Eurape.

Additional Supporting Information may be found in the online version of this
artick.

The degree of the systemic inflammation comelates
with the oncologic outcome in some tumor models.” Stud-
ies carmed out in different types of solid tumors have
associated a decrease in disease control and survival with
the increase of the circulating counts of neutrophils and
monocytes, the decrease of lymphoceytes, and an elevated
ratio between neutrophils and lymphocytes, known as
neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR).” The results of
meta-analysis of patients with solid tumors in different
locations conclude that an elevated NLR correlates with
poorer overall survival and disease-free survival ®’

Several studies have analyzed the prognostic capacity of
lymphocytes, neutrophils, monocytes, and NLR in patients
with head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC)”HU
(Table 1). Most authors agree that an increase in the
NLR,""”""‘”’"H” an increase in the absolute count of neu-
lmphil&i,”'w OF Monoc 'les,”’” or a decrease in the absolute
count of lymphocytes' " is associated with a worse progno-
sis. However, the sample size of some of these studies was
limited, other studies only included patients with tumors
located in one anatomic site, or did not evaluate the prognos-
tic capacity of the absolute counts of neutrophils, monocytes,
and lymphoc ytes as independent markers.

The purpose of this study was to analyze the prognostic
vilue of the pretreatment counts of peripheral neutrophils,
monocytes, lymphoeytes, and NLR in a large series of
patients with HNSCC consecutively treated at a single
institution.
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TABLE 1. Prognostic capacity of neutrophils, monocytes, lymphocytes, and neutrophil-to- lymphocyte ratio in head and neck squamous cell carcinomain

saveral studies.
No. of
Author locaion  patients  Treament  Determination  Cutoff Results
An™ NP 363 RT NLR NLR: 3.73  Relation with disease-specific survival and metastases
He'! NP 1410 RT NLR Quarfiles  Decrease of overall survival and disease-free survival
in the upper quartile
Perisanidis' oc 97 CRT NLR NLR: 1.9  Relation with disease-specific survival (HR = 10.37)
Tsai'™® 0c 202 CRT M,N,LLNLR  Median  No relation of N, L, or NLR with disease-specific survival.
Relation of M with disease-specific survival (HR = 7.93)
Young™ ORF 249 RT NLR NLR: 50  Relation with disease-specific survival
and locoregional control
Rassouli'® HEN 273 CRT NLR NLR:42  Relation to disease-specific survival
Jin™® NP (M+) 229 cT NLR Median  Relation to overall survival
Huang"” ORF 702 RT NL M Median  Relation of N and M with recurrence-free survival.
Relation of L with recurrence-free survival only in
patients with HPV-positive tumors
Haddad'® H&N (lI-V) 46 RT NLR NLR:5.0  Relation with overall survival
Rachidi® HeN 53  Surg,RT,CRT  N,L,NIR  Teriles  Relation of N, L, and NLR with overall survival

Abbreviations: NP, nasaphanynx, RT, radiotherapy, NLR, neutrophil-4o- lymphooyte ratio, OC, oral cavity, CAT, chemoradiotherapy, HR, hazard ratio; M, monocytes; N, neutrophils; L, lymphocyies;
ORF, oropharyro:; H&N, head andnedk; M+, with distant metastases; CT, chemotherapy, HPV, human papillomavinus; Surg, surgery.

MATERIALS AND METHODS

Patients

The clinical data used in this study were obtained retro-
spectively from a database that collects prospectively the
epidemiological, treatment, and follow-up data of all
patients with HNSCC treated at our institution since
1985.%

We initially included 1189 patients with a histologically
confirmed squamous cell carcinoma of the oral cavity,
oropharynx, larynx, or hypopharynx diagnosed at our hos-
pital between January 2000 and December 2012. Patients
with <2 years follow-up were excluded.

The human papillomavirus (HPV) status of patients
with an oropharyngeal carcinoma was established with a
SPF-10 polymerase chain reaction and a DNA enzyme
immunoassay to test for the presence of HPV-DNA virus,
Virus genotyping was performed using a reverse hybridi-
zation line probe assay (LiPA25_v1) on all samples test-
ing positive for viral DNA.

We collected the hematological parameters retrospec-
tively from routine laboratory measurements. We only
included those patients for whom we obtained the param-
eters within the 4 weeks before the start of treatment. The
following pretreatment hematological parameters were
required for inclusion in the study: total white blood cell
count; absolute neutrophil count; absolute monocyte
count; and absolute lymphocyte count. Complete analyti-
cal data were available in 824 patients, which form the
sample of the study. The most common causes of exclu-
ston were an interval of more than 4 weeks between the
blood test and the start of treatment, or the absence of all
the required parameters in the test.

Table 2 includes information regarding the age and sex,
tobacco and alcohol consumption, location of the tumor,
local and regional extension of the tumor, histological
grade, and treatment received of the patents included in
the study. The average follow-up of the patients enrolled
was 4.49 years (SD = 3.86 years).

All procedures were reviewed and approved by the
Institutional Review Board at Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau, Barcelona, Spain. The investigation conforms
to the principles outlined in the Declaration of Helsinki.
Because of the retrospective nature of the study, no for-
mal consent was required.

Data analysis

We first analyzed the relationship between the absolute
values of the hematological parameters and the clinical
variables, such as age, sex, location of the primary tumor,
local and regional extension of the primary tumor, histo-
logical grade, and tobacco and alcohol consumption. Sec-
ond, we explored the relationship between the cited
clinical variables and the NLR.

We used a recursive-partitioning analysis (RPA) to
evaluate the relationship between the absolute values of
the hematological parameters and the disease control,
considering disease-specific survival as the dependent
variable. We calculated disease-specific survival, local
recurrence-free survival, regional recurrence-free survival,
and metastases-free survival for the categories obtained
with the RPA analysis.

Finally, we adjusted a multivariate model, including as
independent variables the location of the primary tumor,
the local and regional extension of the primary tumor, the
histological grade, and the categories obtained with the
RPA analysis.

Statistical study

We used the ¢ test and 1-way analysis of variance to com-
pare the cell counts with the clinical variables. We assessed
the correlation between the different cell counts using the
Pearson correlation test. Receiver operating characteristic
(ROC) curves helped us compare the prognostic signifi-
cance of the hematological parameters analyzed. ™'

Lymphocyte, monocyte, and neutrophil counts were clas-
sified into 4 categories based on the quartile distribution in
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TABLE 2. Characteristics of the patients included in the study.

Characteristics No. of patients %
Age (mean/SD), y 62.2M1.1
Sex
Male 717 87.0
Female 107 130
Tobacco
No 93 11.3
=20 cigs/d 140 170
>20 cigs/d M 77
Alcohal
No 199 24.2
<B0g/d 340 413
>80g/d 285 346
Location
Oral cavity 119 144
Oropharyr 203 246
Hypophanmnx 82 10.0
Larynx 420 51.0
T classification
m 199 24.2
T2 235 28.5
T3 244 296
T4 146 177
N classification
NO 456 55.3
N1 98 119
N2 234 284
N3 36 44
Grade
Well differentiated m 123
Moderately differentiated 642 779
Poorly differentiated 81 9.8
Treatment
Palliative 35 42
Surgery +/- radiotherapy 158 19.2
Surgery -+ radiotherapy 7 94
Surgery + chemoradiotherapy 33 40
Radiotherapy 271 329
Chemoradiotherapy 250 30.3

the whole sample. The upper quartile included the patients
with the highest count values, followed by the middle-
upper and middle-lower quartiles, and, finally, the lower
quartile grouped the patients with the lowest counts.

We included the continuous value of the hematological
parameters in an RPA (CHAID method), considering the
disease-specific survival as the dependent variable. The
survival curves were calculated according to the Kaplan—
Meier method. Differences in survival were compared
using the log-rank test.

We performed a multivariate analysis using the Cox’s
proportional hazard regression model, considering the
disease-specific survival as the dependent vanable. SPSS
and Sigma—Plot software were used for statistical
analysis.

RESULTS

Table 3 shows the average values of neutrophil, mono-
cyte, and lymphocyte counts, and the average value of NLR
according to age, sex, tobacco and alcohol consumption,

PERIPHERAL NEUTROPHILS, MONOCYTES, AND LYMPHOCYTES IN HNSCC

location of the primary tumor, local and regional extension
of the primary tumor, and histological grade.

We observed a decrease in the number of lymphocytes
as the age increased, and an increase in the number of
lymphocytes in relation to tobacco consumption. None of
the tumor characteristics, such as local or regional exten-
sion category, location of the primary tumor, or histologi-
cal grade, was significantly associated with the number of
lymphocytes.

Neutrophils and monocytes significantly increased when
the local and regional extension of the disease increased. In
addition, patients with oral cavity or laryngeal tumors had a
significantly lower count of neutrophils and monocytes
than patients with oropharyngeal or hypopharyngeal
tumors. As happened with lymphocytes, we observed a
decrease in the number of neutrophils and monocytes as the
age of the patients increased. Moreover, the number of neu-
trophils and monocytes increased in relation to tobacco and
alcohol consumption. Female patients had a significantly
lower count of neutrophils and monocytes than male
patients. The NLR value significantly increased as the local
or regional extension of the tumor increased.

Correlations among the absolute values of neutrophils,
monocytes, and lymphocytes were assessed. There was a sig-
nificant association between neutrophil and monocyte counts
(r = 0.487; p =.0001) and, to a lesser extent, between mono-
cyte and lymphocyte counts (r = 0.286; p =.0001). Notably,
no significant association between neutrophil and lympho-
cyte counts was found (r = 0.047; p =.175).

Information regarding the HPV status was available in 125
patients with oropharyngeal carcinomas. Twenty-four of the
patients with an oropharyngeal carcinoma (19.2%) showed
HPV positivity, 22 of which were positive for HPV-16 geno-
type. The mean count of neutrophils, monocytes, and lym-
phocytes for HPV-negative patients was 6.08, 0.83, and 2.00
% 10°L, respectively, and for HPV-positive patients it was
4.78, 0.63, and 2.10 % 10°/L, respectively. There were no
significant differences in the number of lymphocytes based
on the HPV status (p =.534), whereas patients who were
HPV-positive had a significantly lower number of neutro-
phils and monocytes compared with HPV-negative patients
(p =.007 and p =004, respectively).

During the follow-up period, 219 patients (26.6%) had
local tumor recurrence, 132 patients (16%) had regional
tumor rtecurrence, and 74 patients (9.0%) had distant
metastases. A total of 251 patients (30.5%) died because
of tumor progression.

Supplementary Figure SI, online only, shows the
disease-specific survival curves according to the quartile
distribution of neutrophils, monocytes, lymphocytes, and
NLR. An ordered decrease in disease-specific survival was
observed as the quartile category of neutrophils, monocytes,
and NLR increased. In the case of lymphocytes, patients in
the lower quartile had a lower disease-specific survival,
whereas the disease-specific survival in the middle-lower,
middle-upper, and upper quartiles was similar.

Table 4 shows the cutoffs of neutrophils, monocytes,
lymphocytes, and NLR obtained performing an RPA con-
sidering the disease-specific survival as the dependent
variable. Table 4 also shows the number of patients
included in each category and the percentage of patients
who died because of tumor progression for each category.
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TABLE 3. Average value of neutrophils (10°/L), monocytes (x10%L), lymphocytes (x 10%/L), and neutrophikto-lymphocyte ratio by clinicopathological

variables.
Neu pvalue Mon pvaue Lym pvalue NLR pvalue
Age,y
<50 5.83 0m 0.74 022 2.34 .00 2.81 B77
50-65 5.38 0.69 214 3.07
=65 492 0.65 187 298
Sex
Male 5.35 0m 0.70 00 206 693 3.08 .069
Female 4.67 0.57 210 2.56
Tobacco
Mo 4.27 0m 0.55 0m 1.87 .003 2.58 270
<20 cigs/d 492 0.66 195 3.1
=20 cigs/d 5.50 077 213 3.0
Alcohol
No 4.85 0 061 0m 201 476 273 016
<80g/d 5.03 0.68 208 2.86
>80 g/d 5.83 073 210 3.38
Location
Oral cavity 4.78 0 0.62 0m 1.96 485 2.76 37
Oropharyn 563 076 209 3.34
Hypopharynx 6.14 0.73 209 3.25
Larynx 5.05 0.65 208 2.88
T classification
1 4.30 0m 061 001 209 .2hb 2.29 0m
2 496 0.64 209 277
3 561 070 210 3.36
4 6.49 0.80 195 3.81
M classification
0 495 0m 0.65 .002 203 A4 287 0m
1 5.67 0.70 209 3.07
2 5.61 073 2.16 299
3 5.88 0.74 1580 4.76
Grade
Well differentiated 4.84 087 0.65 523 213 .088 2.50 032
Moderately differentiated 5.35 0.68 208 3.02
Poorly differentiated 5.09 0.68 1.89 357

Abbreviations: Neu, neutrophils; Mon, monocyies; Lym, iymphocytes; NLR, neutrophil-to-lymphocyte ratio.

In the analysis of neutrophils, monocytes, and NLR, the
RPA classified the patients into 3 categories with signifi-
cant differences in disease-specific survival. In the case
of lymphocytes, the RPA only found 1 cutoff point,
obtaining 2 categories with significant differences in
disease-specific survival. Supplementary Figure 52, online
only, shows the classification trees obtained with the
RPA.

Using ROC curves, we compared the prognostic capaci-
ty of neutrophils, monocytes, lymphocytes, and NLR. The
variable that showed a higher relation with the disease-
specific survival was the absolute number of neutrophils
(area under the curve [AUC] = 0.630; 95% confidence
interval [CI] = 0.589-0.671). Tt was followed by the
NLR (AUC = 0.624; 95% CI = 0.582-0.666) and by the
absolute number of monocytes (AUC = 0.623; 95% CI
= (.582-0.663). The prognostic capacity of the absolute
number of lymphocytes was more limited (AUC = 0.541;
95% CI = 0.498-0.585; p =.058).

The RPA classified the patients into 3 categories accord-
ing to the number of neutrophils before treatment, with cut-
offs at 4.80 and 7.99 neutrophils x 10°/L. Patients with
<4.80 neutrophils XIO"},"L (n = 411; 49.9%) had a 5-year
disease-specific survival of 78.2% (95% CI = 73.8% to

82.5%). Patients with 4.80 to 7.99 neutrophils X qufL n=
330; 40.09%) had a 5-year disease-specific survival of
61.4% (95% CI = 55.7% to 67.0%). Finally, patients with
=>7.99 neutrophils ¥ 10" (n = 83; 10.1%) had a 5-year
disease-specific survival of 47.4% (95% CI = 35.8% to
58.9%). Figure 1 shows the disease-specific survival curves
according to the categories defined by the RPA in terms of
absolute neutrophils count (p =.0001). There was a signifi-
cant decrease in local, regional, and distant disease-free sur-
vival when increasing the category number of neutrophils,
as defined by the RPA. Supplementary Table S1, online
only, shows the 5-year local, regional, and distant disease-
free survival according to the categories defined by the
RPA in terms of absolute neutrophil counts.

Table 5 shows the results of a multivariate analysis consid-
ering the disease-specific survival as the dependent variable.
The independent variables were: location of the primary
turnor, local (T1-2 vs T3—4) and regional (NO vs N+ ) exten-
sion, histological grade, and neutrophil count category, as
defined by the RPA. The neutrophil count category, as
defined by the RPA, had an independent prognostic value.
Considering patients with <4.80 neutrophils X 10/L as the
reference category, patients with 4.80 to 7.99 neutrophils
¥ 10"/L had a 1.43 higher risk of death as a consequence of
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TABLE 4. Percentage of deaths because of the head and neck squamous
cell carcinoma in each category obtained with the recursive partitioning
analysis considering disease-specific survival as the dependent

variable.

No. patients % Deaths pvae
Meutrophils .0001
<4.80 x 10%L 41 219
4.80-7.99 x 10°L 330 36.4
=799 x 10%L 83 49.4
Monocytes .0001
<0.58 % 10%L 333 210
0.58-1.01 ¥ 10°%L 411 343
>1.01 x 10%L 80 50.0
Lymphocytes .002
<118 x 10%L 82 451
~1.18 % 10%L 742 28.8
NLR .0001
<1.35 82 146
1.35-3.86 577 276
>3.88 165 485
A 1. NLR, neutrophil-io-lymphocyte ratio.

the tumor (95% CI = 1.08-1.89), and patients with >7.99
neutrophils X 10%/L had a 1.91 higher risk of death as a con-
sequence of the tumor (95% CI = 1.29-2.80). The other vari-
ables significantly associated with survival were local and
regional extension of the disease.

We camied out an analysis of the influence of the HPV
status in the prognostic capacity of the neutrophil count
in patients with an oropharyngeal carcinoma. We did a
multivariate analysis considering the disease-specific sur-
vival as the dependent variable, and the local and regional
extension of the tumor, histological grade, HPV status,
and neutrophil count category defined by the RPA as the
independent variables. According to the results of the
multivariate study, both the HPV status and the neutrophil

TABLE 5. Results of the multivariate analysis.

HR 95% Cl pvalie

Location

Oral cavity 1

Oropharynx 060  0.48-009  .046

Hypopharynx 0.61 0.38-095 .03

Larynx 0.47 0.33-0.69 0001
Local extension

-2 1

T34 3.03 2.24-4.09 0001
Regional extension

ND 1

N+ 2.2 1.62-2.98 0001
Histological grade

Well differentiated 1

Moderately differentiated 1.20 0.72-2.00 .489

Poorly differentiated 1.16 0.62-2.18 638
Meutrophil count

<4.80 % 10%L 1

4.80-7.99 x 10%L 1.43 1.08-1.89 .02

>7.99 % 10%L 191 1.30-280  .001

Abbreviations: HR, hazard ratio; 95% Cl, 85% confidence interval

PERIPHERAL NEUTROPHILS, MONDCYTES, AND LyMPHOOYTES IN HNSCC

]
) TEI%| < 4 80 neutrophis $109L
5
E B1,4%
- 4,80-79% newtrophils x10%L.
§ o 2 7.88 neurophils x10%L
] aT4%
i
g =%

P=0,0001
5%

§ i ! I i i

e
FIGURE 1. Disease-specific survival according to the categories
defined by the recursive partitioning analysis in terms of absolute

neutrophils count.

count category were significantly related to disease-
specific survival. In the case of oropharyngeal carcinoma,
HPV-negative patients had a 2.95 higher risk of death as
a consequence of the tumor (95% CI = 1.24-4.23; p
=.008) compared with HPV-positive patients. Consider-
ing patients with <4.80 neutrophils X 10”/L as the refer-
ence category, patients with 4.80 to 7.99 neutrophils
%10°/L had a 1.58 higher risk of death as a consequence
of the wmor (95% CI = 0.80-3.15; p =.186), and
patients with >7.99 % 10°/L neuwophils had a 2.71
higher risk of death as a consequence of the tumor (95%
CI = 1.19-6.16; p =.018).

A classification tree with 4 terminal nodes was obtained
by including pretreatment counts of lymphocytes, mono-
cytes, and neutrophils in an RPA. We established a first
level of classification based on the number of neutrophils.
In the group of patients with the lowest neutrophil count,
we established a second level of classification based on
the number of monocytes. Patients with a low count of
neutrophils (<4.80 x 10°/L) and a low count of mono-
eytes (<0.52 X 10°/L) had a significantly higher disease-
specific survival than patients with a low count of neutro-
phils (<4.80 % 10°/L) and a high count of monocytes
(>0.52 x 10°/L; p =.003). The absolute value of lym-
phocytes was not included in the model. Figure 2 shows
the classification tree according to the neutrophil and
monocyte counts and the disease-specific survival curves
comesponding to the terminal nodes.

More than 50% of the patients included in the study
had a primary tumor located in the larynx. We repeated
all the analyses only considering patients with a laryngeal
tumor and the results were very similar to those obtained
when all the patients were included (data not shown).

DISCUSSION

In the present study, we found that pretreatment periph-
eral neutrophil count was the hematological parameter
most significantly related to disease-specific survival. The
prognostic capacity of NLR depended mainly on the num-
ber of neutrophils, whereas the number of lymphocytes
contributed limitedly. Furthermore, the absolute value of
monocytes had similar prognostic capacity to neutrophils.
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In assessing the relationship between the absolute val-
ues of the different hematological parameters analyzed
and the clinical tumor-related vamables, our results
matched with those of other authors. We observed an
increase in the pretreatment count of neull‘()phils,l LI
and a decrease in the pretreatment count of lympho-
cytes'™" in relation to the extent of the disease.

In addition, we found a downward trend in the number
of neutrophils, monocytes, and lymphocytes as the age of
the patients increased. This could represent a compro-
mised immune response because of aging. As the results
obtained by He et al" and Rachidi et ul,23 we observed
that female patients had lower counts of neutrophils and
monocytes compared with male patients. Our patients
with a history of tobacco and aleohol consumption pre-
sented a significant increase in the pretreatment count of
neutrophils, monocytes, and lymphocytes, as other authors
observed."™ We found trends in the absolute values of
the different leukocytes according to tumor volume and
clinical characteristics of the patients. These trends could
play an important role in the disease evolution.

When we analyzed patients with oropharyngeal carcino-
mas based on HPV status, we observed that HPV-positive
patients showed counts of neutrophils and monocytes signifi-
cantly lower than HPV-negative patients, but there were no
differences in the number of lymphocytes according to the
HPV status. Our results match with those of Huang et al,'”
who also found a decrease in the neutrophil and monocyte
counts in patients with HPV-positive oropharyngeal carcino-
mas, and no differences in lymphocyte count. The relevance
of the differences in the hematological profiles based on
HPV status in terms of treatment response remains to be
determined.

The absolute value of neutrophils was the hematologi-
cal parameter most significantly related to the prognosis.
On the contrary, the absolute value of lymphocytes was
the parameter with less discrimination capacity. From
these results, it follows that, in our group of patients, the
prognostic value of NLR depended mainly on the number
of neutrophils.

Most studies evaluating the prognostic capacity of NLR
in patients with HNSCC found a relationship between its
increase and the deterioration in survival and a worse dis-
ease control. Only in a study by Tsai et al"? that analyzed
patients with oral cavity carcinomas at advanced stages,
the value of NLR lacked of prognostic capacity.

Most studies do not specifically analyze the independent
prognostic value of the different leukocytes. Huang et al'’
evaluated patients with oropharyngeal carcinomas and
found that in HPV-negative patients, as are most of our
patients, circulating lymphocyte counts had no prognostic
value. On the contrary, in patients with HPV-positive dis-
ease, a higher lymphocyte count was associated with a sig-
nificant decrease in recurrence of the disease (p =.026). In
a study carried out in patients with HNSCC, Rachidi et al"”
found that higher neutrophil counts correlate with lower
lymphocyte counts, and patients in the highest tertile of
neutrophil count and those in the lowest tertile of lympho-
cyte count had a shorter overall survival than the rest of the
patients.

When we analyzed the disease-specific survival accord-
ing to the quartile distribution in our patients (Supplemen-
tary Figure S1, online only), we observed an orderly
decrease in survival with the increase of the number of
neutrophils and monocytes. In the case of lymphocytes,
patients grouped in the lower quartile had lower survival,
whereas patients grouped in the 3 remaining quartiles had
no significant differences in survival. These results
matched with those obtained by Rachidi et al.™

The significance of these results could be that only
those patients with a significant lymphopenia at the time
of the HNSCC diagnosis would have their prognosis com-
promised, reflecting a clinically relevant compromised
immune response. Neutrophils and monocytes would be
inflammatory markers promoted by the tumor, with a
directly proportional relationship between the number of
neutrophils and monocytes and the decrease in survival.

The number of studies evaluating the prognostic value of
circulating monocytes in patients with HNSCC is limited.
Tsai et al* analyzed patients with oral cavity carcinomas at
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advanced stages and they found a progressive increase in
the number of monocytes as the tumor volume incremented.
The results of univariate and multivariate analyses showed
a decreased survival in Eatiems with high monocyte counts.
Similarly, Huang et al’* described a relationship between
the number of monocytes and the prognosis in patients with
oropharyngeal carcinomas, particularly in the case of
patients with HPV-positive disease. To our knowledge, ours
is the first study analyzing the prognostic capacity of mono-
cytes in a wide range of patients with HNSCC from differ-
ent locations.

According to the analysis using ROC curves, the AUC
obtained by analyzing the number of monocytes was
slightly lower than the AUC obtamed by analyzing the
number of neutrophils. Even though there was a certain
comrelation between the circulating counts of neutrophils
and monocytes, the prognostic capacity of monocytes was
independent of the prognostic capacity of neutrophils. It
was verified with the recursive partitioning analysis in
which all the hematological determinations were included
(see Figure 2). We observed that in patients with a low
neutrophil count (<4.80 neutrophils x10%L: n = 411;
21.9% deaths because of the tumor), the absolute value of
monocytes discriminated between a group of patients
with better prognosis (<0.52 monocytes *10°L; n =
190; 15.8% deaths because of the tumor), and a gruug of
patients with worse prognosis (>0.52 monocytes X 107/L;
n = 221; 27.1% deaths because of the tumor). Besides,
the absolute value of lymphocytes was not included in
the model.

Our results at a hematological level matched with the
results obtained in the studies of the tumor microenviron-
ment in HNSCC. These studies have found a significant
association between the infiltration of the tumor by mac-
r()phélgesy"ls and neulrophilsﬂ' and a decrease in survival,
whereas the presence of intratumoral lymphocytes was
associated with a better pmgnus;‘u‘.,y'm It was beyond the
scope of our study to analyze the pathophysiologic mech-
anisms underlying the interplay between the systemic
inflammatory and immune responses and the carcinoge-
netic process.

A major strength of this study was the inclusion of a
relatively large number of patients, with an adequate long
follow-up, consecutively treated at a single institution.
However, because of its retrospective nature, the study is
subject to several inherent limitations. We did not dispose
of information about the history of immunosuppression,
hematological malignancies, or chronic steroid use.
Besides, using strict eligibility criteria could cause patient
selection bias. In this regard, we evaluated the existence
of differences in variables, such as age, sex, tumor loca-
tion, tumor extension, tobacco and aleohol consumption,
or histological grade, depending if the initially selected
patients (n = 1189) had been finally included in the study
(n = 824) or not (n = 365) (Supplementary Table S2,
online only). We found a significant trend in which
patients with stage T tumors (TINO) had less probability
of having been included in the study.

CONCLUSION

According to our results, a high pretreatment count of cir-
culating neutrophils and/or monocytes was independently

PERIPHERAL NEUTROPHILS, MONOCYTES, AND LYMPHOCYTES IN HNSCC

related to worse prognosis in patients with HNSCC. The
classification of patients according to neutrophil and mono-
cyte counts can be considered as a useful biomarker of sur-
vival of patients with HNSCC. Patients with a low count of
neutrophils and monocytes had the best prognosis.
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