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Evaluacién del valor pronéstico de la
relacion neutréfilos/linfocitos en cancer
de mama de subtipos agresivos

XIMENA MIMICA!, FRANCISCO ACEVEDO?, DAVID ODDO?,
CAROLINA IBANEZ?2, LIDIA MEDINAZ ALEXIS KALERGIS?,
MAURICIO CAMUS', CESAR SANCHEZ?

Neutrophil/lymphocyte ratio in complete
blood count as a mortality predictor
in breast cancer

Background: The white blood cell count is one of the most sensitive markers
associated with inflammation. The neutrophil/lymphocyte count ratio may be
an independent factor for breast cancer mortality. Aim: To assess the predictive
value of the neutrophil/lymphocyte ratio for mortality in breast cancer. Material
and Methods: Review of the database of a cancer center of a University hospital.
Patients with infiltrating breast cancer treated between 1997 and 2012 were se-
lected. The pathology type and lymph node involvement were obtained from the
pathology report. The expression of estrogen, progesterone and Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2 (HER2) was determined by immunohistochemistry
or in situ fluorescent hybridization (FISH). The absolute peripheral neutrophil
and lymphocyte counts were obtained from a complete blood count obtained
at least three months before treatment. Patients were followed for a median of
61 months (range 1-171). Results: From 323 eligible patients, after excluding
those in stage IV and those without an available complete blood count, 131 pa-
tients were analyzed (81 with negative receptors and 117 HER2 enriched). The
neutrophil/lymphocyte ratio was similar in both types of tumors (2.1 and 1.91
respectively). Twenty two patients died during follow-up. Surviving patients
with HER2 enriched tumors had a lower neutrophil/lymphocyte ratio than
those who died (1.79 and 3.21 respectively, p < 0.01). In a multivariate analysis,
including age, tumor stage and lymph node involvement as confounding factors,
the neutrophil/lymphocyte ratio was still significantly associated with a risk of
death with a hazard ratio of 2.56. Conclusions: A high neutrophil/lymphocyte
ratio in the complete blood count can be a predictor of death in breast cancer.
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comun en mujeres' y la principal causa de
muerte por cancer en chilenas®. Mientras
la mayoria de las neoplasias de mama son es-
trégeno-dependientes, hasta 25% no expresan
el receptor de estrégenos (RE) y/o progesterona

El cancer de mama (CM) es la neoplasia mds

(RP)*. Estas ultimas pueden sobreexpresar HER2
0 no expresar ninguno de estos tres receptores
(RE, RP y HER2), habitualmente estudiados en
muestras de CM. Tumores que no expresan recep-
tores hormonales (RE- y RP-) y sin expresién de
HER?2 se denominan TN. Por otra parte, aquellos
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con sobreexpresién exclusiva de HER2 se llaman
HER?2 enriquecidos®. Estos dos subtipos tumorales
han demostrado ser clinicamente mds agresivos,
cursan con recurrencias precoces y con una mayor
frecuencia de enfermedad visceral*.

Durante el proceso de carcinogénesis, la in-
flamacién originada por el tumor o su microam-
biente puede favorecer el crecimiento tumoral y
su progresion metastdsica®. Marcadores inflama-
torios elevados, como la proteina C reactiva (PCR)
e interleukina-6 (IL6), se han relacionado a una
reduccion de la supervivencia en pacientes con
CM®’. Los glébulos blancos (GB) periféricos son
uno de los biomarcadores inflamatorios mas utiles
en la practica clinica y pueden ser cuantificados
facilmente a través de un hemograma. Aunque los
glébulos blancos pueden estar en rango normal, la
relacién neutréfilos/linfocitos (RAN/RAL) se ha
utilizado como pardmetro para determinar infla-
macioén sistémica”®. La relacion RAN/RAL parece
ser un predictor independiente de la mortalidad
por CM vy progresivamente ha sido reconocida
como un indicador de mal prondstico en varios
tipos de cancer”'’. Sin embargo, la consistencia y
la magnitud del impacto pronéstico de la relacion
RAN/RAL no ha sido estudiado en diferentes
subtipos de CM™. El objetivo de este estudio es
evaluar el valor prondstico de la razén RAN/RAL
en subtipos agresivos de CM.

Material y Métodos

Poblacién

Estudio retrospectivo realizado en el Centro
del Cancer de la Pontificia Universidad Catdlica de
Chile, en Santiago, Chile. El estudio fue aprobado
por el Comité de Etica de la Pontificia Universidad
Catolica de Chile. Se analiz6 nuestra base de datos
de pacientes con CM infiltrante tratadas entre los
afios 1997 y 2012, excluimos pacientes con etapa
IV (metastdsicos) al momento del diagnoéstico.

Revisién patoldgica

La informacién del subtipo histolégico y el
compromiso linfonodal fueron obtenidos del
informe patolégico. El estado de expresion de
RE, RP y HER2 fue determinado a través de in-
munohistoquimica (IHQ). El valor de corte para
determinar la negatividad de RE y RP fue de < 1%
de células tumorales con tincién nuclear. Con-
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sideramos como HER2 positivos todos aquellos
tumores con puntuacién de 3 cruces (+++) en
IHQ. En caso de ser considerados 2 cruces (++),
se realizé un estudio de hibridacion fluorescente in
situ (FISH) para HER2, procedimiento realizado
en la mayoria de los casos (este estudio no era
obligatorio en nuestro centro hasta el ano 2006).
El estadio al momento del diagnéstico se determi-
n6 de acuerdo con el sistema TNM del American
Joint Committee on Cancer Staging Manual 2010
(séptima edicion)'’.

Subtipos clinico-patolégicos

Los tumores se clasificaron en 2 subtipos de
acuerdo a marcadores cldsicos: HER-2 enriqueci-
dos (RE-, RP- y HER2 sobreexpresado) y TN (RE-,
RP- y HER2 negativo), como ya hemos publicado
previamente'?.

Relacion neutréfilos/linfocitos

La relacion RAN/RAL se definié6 como el
recuento absoluto de neutréfilos dividido por
el recuento absoluto de linfocitos, medidos en
mm?®. Este dato fue obtenido del hemograma mds
cercano al diagnéstico de CM, dentro de los tres
meses previo al inicio de la terapia local (cirugia,
radioterapia) o sistémica.

Andlisis estadistico

Se utilizé * (o prueba exacta de Fisher) para
evaluar variables categéricas. Usamos prueba de
Wilcoxon para comparar medianas. La sobrevida
global (SG) fue calculada de acuerdo al método de
Kaplan-Meier y comparadas mediante prueba de
Log-Rank. Se utiliz6 ANOVA para realizar analisis
multivariado. Consideramos una diferencia esta-
disticamente significativa cuando el valor de p fue
menor o igual a 0,05. Todos los datos fueron ana-
lizados utilizando la versiéon de IBM® SPSS® 21.

Resultados

En nuestra base de datos identificamos 323
tumores definidos como de subtipo agresivo: 206
TN y 117 HER2 enriquecidos. Luego de excluir
pacientes con etapa IV y aquellos sin informacién
disponible del recuento de neutréfilos y linfocitos
dentro de los 3 meses previos al inicio del trata-
miento, analizamos 130 pacientes; 81 con tumores
TNy 49 con tumores HER2 enriquecidos. Las ca-
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Tabla 1. Caracteristicas clinico-patologicas de 130 pacientes con tumores de mama de subtipos

agresivos
Caracteristicas TN HER2 enriquecidos P
Edad, anos 55 (29-84) 56 (39-78) 0,4
Estadio segiin TNM (81) (49) 0,54
I 34,5% (28) 33% (16)
I 39,5% (32) 33% (16)
1l 26% (21) 34% (17)
Compromiso nodal (81) (48) 0,016
Si 35% (28) 56% (27)
No 65% (53) 44%  (21)
Quimioterapia (75) (39) 0,052
Si 86%  (65) 57% (28)

TN: Triple negativos. HER2: Receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo 2.

racteristicas de las pacientes se muestran en la Ta-
bla 1. La mediana de edad fue 55 afios para mujeres
con tumores TN y de 56 anos para mujeres con
tumores HER2 enriquecidos. La distribucién por
etapas fue similar en ambos grupos, con casi 2/3
de las pacientes en etapas I y II. Un mayor nime-
ro de pacientes con tumores HER2 enriquecidos
tenian compromiso linfonodal (56% vs 35%, para
HER positivo y TN, respectivamente, p = 0,016).
Mientras mds pacientes con tumores TN recibie-
ron quimioterapia (86% vs 57%), esta diferencia
no fue estadisticamente significativa (p = 0,052).
Con una mediana de 61 meses de seguimiento (1-
172) no se ha alcanzado la mediana de sobrevida.
La sobrevida global estimada a 5 anos fue de 85%
para tumores TN y de 83% para tumores HER2
positivos (p = 0,2) (Figura 1).

Con respecto a la evaluacion de los glébulos
blancos en el hemograma, pacientes con tumores
TN tuvieron recuentos mas elevados de neutréfilos
que pacientes con tumores HER2 enriquecidos
(RAN 4000 vs 3400, p = 0,013), sin diferencias en
el RAL (Tabla 2) .
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Figura 1. Sobrevida global de pacientes con cadncer de mama
triple negativo (TN) y HER2 enriquecidos (HER2 +).

La mediana dela relacion RAN/RAL fue similar
en ambos grupos 2,1 vs 1,91 para tumores TN y
HER2 enriquecidos, respectivamente, p = 0,2.
Tumores TN y HER2 enriquecidos en etapa III
tenfan mayor relacién RAN/RAL comparados
con tumores del mismo subtipo en etapas I y II

Tabla 2. Numero de gldbulos blancos en el hemograma de 130 pacientes con CM de subtipos agresivos

Glébulos blancos mm? TN HER2 enriquecidos P
Mediana (rango)

Leucocitos 6.700 (3.200-14.900) 5.900 (1.200-10.400) 0,02

Neutrdfilos 4.000 (900-12.500) 3.400 (612-6.800) 0,013

Linfocitos 1.900 (400-4.800) 1.700 (369-3.800) 0,6

TN: Triple negativos. HER2: Receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo 2.
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Tabla 3. Relacion RAN/RAL en pacientes con CM de subtipos agresivos, segun etapa,

Caracteristicas

Mediana (rango)

Etapa
|
Il
I

Compromiso nodal
Si

TN

2,1 (0,56-31,25)

2,03 (0,7-8,5)
1,9 (0,56-31,25)
2,4 (1,3-6,6)

2,4 (1,05-16,33)

compromiso ganglionar y sobrevida

HER2 enriquecidos P
RAN/RAL
1,91 (0,82-14,5) 0,2
0,8
1,65 (0,82-3,6)
1,6 (1,08-3,71)
2,27 (1,47-14,5)
0,9
2 (1,2-14,5)
1,65 (0,82-4,45)
0,3
2,77 (1,73-4,45)
1,81 (0,82-14,5)
49 0,013*

1,79 (0,82-3,71)*

No 2 (0,56-31,25)
Recurrencia

Si 3,45 (2,4-4,4)

No 2,1 (0,56-31,25)
Estado vital 81

Vivo 2,14 (0,56-31,25)

Muerto 2,3 (1-6)

3,21 (1,81-14,5)*

* Diferencia estadisticamente significativa para tumores HER2 positivo. TN: Triple negativos. HER2: Receptor del factor de cre-
cimiento epidérmico tipo 2. RAN/RAL: Recuento absolutos de neutréfilos/Recuento absoluto de linfocitos.

(Tabla 3); sin embargo, esta diferencia no fue es-
tadisticamente significativa. Tampoco observamos
diferencia entre el compromiso nodal y RAN/RAL.
Pacientes con recurrencia de la enfermedad tenian
RAN/RAL miés elevado, sin embargo, esta dife-
rencia no logré significancia estadistica (Tabla 2).

Veintidés pacientes fallecieron durante el segui-
miento, 14 del grupo de tumores TN y 8 en grupo
de HER?2 enriquecidos. Dentro de este grupo de pa-
cientes, aquellos con tumores HER2 enriquecidos

201

’ —_—
0
Vivos Muertos
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p=0,013

Figura 2. Estado vital de pacientes con cancer de mama HER2
enriquecidos, segun relacion recuento absoluto de neutréfilos/
recuento absoluto de linfocitos.
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que han fallecido presentaban una relacién RAN/
RAL mas elevada que aquellos que permanecian
vivos, RAN/RAL 1,79 en vivos comparado con
3,21 para fallecidos, p = 0,00034 (Figura 2). En el
andlisis multivariado considerando edad, etapa,
compromiso linfonodal y relacién RAN/RAL, sélo
la relacion RAN/RAL estuvo significativamente
asociada a muerte (HR: 2,56; p = 0,013).

Al evaluar estos datos segtn el tratamiento
recibido, se observé que en el subgrupo de pacien-
tes no tratados con trastuzumab (un anticuerpo
monoclonal contra el receptor de HER2), el valor
RAN/RAL persiste mayor en pacientes fallecidos
(p=0,0023). En el subgrupo tratado con trastuzu-
mab sélo hubo 2 pacientes fallecidos, lo que limita
el analisis de estos datos (Tabla 4).

Tabla 4. Relacion RAN/RAL en pacientes HER2
enriquecido con uso o no de trastuzumab y su

estado vital
Vivos Muertos Total
(N/RAN-RAL*) (N/RAN-RALY*)
Trastuzumab 15(1,82) 2 (2,47) 17
No trastuzumab 25 (1,83) 6 (2,65) 31
Total 40 8 48

*Medianas. N: Numero de pacientes. RAN/RAL: Recuento
absolutos de neutréfilos/Recuento absoluto de linfocitos.
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Discusion

La inflamacidn es parte relevante de la carci-
nogénesis, dado que contribuye al estrés oxidativo
que causa dano celular conducente a alteraciones
en el genoma, resultando en alteraciones de la
expresion génica como en la acumulacién de
mutaciones®’.

Pardmetros medibles habitualmente en sangre
y que reflejan la respuesta inflamatoria sistémica,
tales como PCR, hipoalbuminemia, citoquinas,
niveles de leucocitos y sus subtipos, han sido aso-
ciados a prondstico en varias neoplasias. Adicio-
nalmente, marcadores bioquimicos de respuesta
inflamatoria se han incorporado en las puntuacio-
nes de pronéstico para varios tipos de cancer®!>!4,
La inflamacién inducida por los cambios genéticos
de la célula neoplasica o producida por el estroma
tumoral puede ser parte importante de la evolu-
cién de lesiones pre-neoplasicas y neopldsicas'.
Mientras la exposicion a estradiol y factores hor-
monales es relevante en la carcinogénesis de CM
RE+, los fendmenos inflamatorios estdn presentes
en todo el espectro de subtipos de CM®*'*'”. Noh y
cols.® describieron en un estudio retrospectivo el
valor de la relacion RAN/RAL en CM. Analizaron
442 pacientes con RAN/RAL elevado y mostraron
una menor sobrevida libre de enfermedad especi-
fica en este grupo de pacientes, principalmente en
tumores definidos como Luminales A.

Azab y cols. evaluaron el valor pronéstico de
RAN /RALy de larelacién recuento de plaquetas/
linfocitos, en la sobrevida de pacientes con CM.
En 437 pacientes analizados, aquellos con el per-
centil mas elevado de RAN/RAL tuvieron mayor
mortalidad. Interesantemente la relacion RAN/
RAL fue un factor pronéstico superior al recuento
de plaquetas'®.

Recientemente, Chen y cols. realizaron un
metaanalisis para establecer el valor prondstico de
la relacién RAN/RAL en CM. Analizaron 8 estu-
dios que incluian 4.293 pacientes. Sus resultados
también confirman el valor de RAN/RAL como un
factor pronéstico en CM*. Templenton y cols."
analizaron 100 estudios de tumores sélidos, que
incluian 40.559 pacientes; una relacion RAN/
RAL > 4 se asocid a peor sobrevida en todos los
subgrupos, sitios y etapas de la enfermedad.

Los linfocitos tienen un rol clave en la inmu-
no-vigilancia y en la induccién de la respuesta
inmune adquirida, la cual puede restringir la
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proliferaciéon celular neoplasica y el proceso de
metdstasis. La presencia de linfocitos infiltrantes
de tumores ha sido descrita en variados tipos de
neoplasias y relacionada a pronéstico®. Ademas, la
normalizacién de la linfopenia tras la quimiotera-
pia de altas dosis se asocia a un mejor prondstico
en pacientes con CM?.

Se ha observado que un aumento en los ni-
veles de neutréfilos podria inhibir la actividad
citolitica de linfocitos T y de las células natural
killer, asi como suprimir la proliferacién de los
linfocitos T*.

Larelacion RAN/RAL, por tanto, podria ser un
pardmetro asociado al desbalance de la actividad
antitumoral en el micro-ambiente tumoral.

Nuestro trabajo apoya que una relaciéon RAN/
RAL alta en pacientes con tumores HER2 enri-
quecidos se asocia a una mayor mortalidad. Otras
experiencias recientes proponen este pardmetro
como factor de riesgo de recidiva local. (Williams
GJ, et al. Neutrophil lymphocyte ratio and breast
cdncer: A future prognostic indicator for outcome
after surgery (2015, dic). (Poster presentado en San
Antonio Breast Cancer Symposium. San Antonio.
Texas. Estados Unidos de Norteamérica).

Debemos indicar, que nuestro estudio tiene
varias limitaciones, como son su naturaleza retros-
pectiva, un tamano muestral escaso, tratamientos
no uniformes, lo que limita sus conclusiones y
dificulta el andlisis de subgrupos. Ademads, ana-
lizamos sélo un hemograma, sin evaluar otros
pardmetros inflamatorios.

En conclusién, nuestros resultados estin en
concordancia con la literatura' donde se sugiere
un valor prondstico a la relacion RAN/RAL en
tumores HER2 enriquecidos, en los que la inmu-
nogenicidad es relevante.
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