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3. Resumen (espafiol)

Introduccion:

El cancer de cabeza y cuello es el sexto cancer mas comun en todo el mundo. Alrededor del 90% de los canceres de cabezay
cuello son carcinomas de células escamosas y mas de la mitad se localizan en la cavidad oral. A pesar de los avances en el
tratamiento, prevencion y comprension de la biologia de la enfermedad, los pacientes con carcinoma de células escamosas de
cavidad oral (OSCC) contintan presentando una elevada mortalidad. La inflamacién crénica ha sido relacionada
tradicionalmente con la carcinogénesis y, actualmente, es considerada como una de las principales hallmarks del cancer. Se ha
planteado la hipdtesis de que la inflamacidn local estd relacionada con la inflamacidn a nivel sistémico, y que esta puede ser
facilmente determinada mediante una cuantificacion de los parametros en sangre periférica obtenidos por medio de un
andlisis de sangre. Para ello se han utilizado cocientes como el indice neutrdfilos-linfocitos (NLR), el indice de plaquetas-
linfocitos (PLR), el indice de linfocitos-monocitos (LMR) y el indice de inmunidad-inflamacidn sistémica (Sll), como
herramientas para ofrecer informacion prondstica en pacientes cancer. En cuanto al microambiente tumoral (TME), las células
tumorales reprograman las células estromales proximas, desencadenando una respuesta inflamatoria con reclutamiento de
diferentes tipos de células del sistema inmunitario, quienes a su vez facilitan la progresién tumoral. Entre las células inmunes
asociadas con este microambiente tumoral, el papel de los macréfagos ha sido ampliamente reconocidos por participar en la
invasion del tejido sano circundante, la proliferacién y supervivencia, asi como las metdstasis locales y a distancia.

Objetivo:

El objetivo de esta tesis doctoral es evaluar la asociacion del indice neutrdfilos-linfocitos (NLR), indice plaquetas-linfocitos
(PLR), indice linfocitos-monocitos (LMR), y del indice de inmunidad-inflamacidn sistémica (Sll) con la supervivencia global (OS)
y la supervivencia especifica por cancer (DSS) en pacientes con OSCC. De igual modo, se pretende determinar la correlacion
entre estos marcadores inflamatorios en sangre periférica con el infiltrado de macréfagos, linfocitos T y linfocitos B en el
microambiente tumoral (TME).




Método:

Se llevd a cabo un estudio retrospectivo de 348 pacientes con OSCC. Se incluyeron todos los casos de pacientes con OSCC
tratados con cirugia en el Hospital Universitario Central de Asturias, entre enero de 1996 y noviembre de 2007. Las variables
clinicas y patoldgicas que se incluyeron fueron edad, sexo, indice de masa corporal, tabaco, consumo de alcohol, localizacion
del tumor primario, ganglios cervicales, estadio clinico y grado de diferenciacidn histoldgica. De estos, a 119 pacientes se les
realizé un estudio inmunohistoquimico para determinar el nimero de linfocitos y macréfagos en el microambiente tumoral
mediante los anticuerpos anti-CD4, CD8, FoxP3, CD20, CD68 y CD163.

Resultados:

Valores altos del NLR y SlI, se asociaron significativamente con un mayor tamano tumoral y estadios de TNM avanzados. No
encontrando la misma asociacién en el caso de LMR ni PLR. En el andlisis univariable, tanto el NLR, LMR y el SlI, se asociaron
significativamente con la OS. Mientras que, solo el NLR permanecia como un factor predictor independiente en el andlisis
multivariable. Se observaron correlaciones significativas negativas entre NLR y el Sll con la expresion estromal de los
marcadores CD8+, CD4+ y CD20+. Asimismo, se observé una correlacién significativa entre LMR y la expresidon estromal de
CD8+, CD4+, CD20+, CD68+ y CD163+, asi como la expresion tumoral de linfocitos CD4+ y CD20+.

Conclusion:

Los indices preoperatorios de NLR, Sll y LMR pueden servir como marcadores Utiles para predecir la supervivencia de pacientes
con OSCC, siendo el NLR un predictor independiente de mal prondstico. Encontrando Unicamente relacidn de estos pardmetros
inflamatorios sistémicos con la infiltracion estromal de linfocitos en TME.

4. Resumen (inglés)

Introduction:

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the sixth most common cancer worldwide. About 90% of head and neck cancers are
squamous cell carcinomas, and more than half of them are located in the oral cavity. Despite advances in treatment and
prevention, patients with OSCC continue to have a high rate of mortality.

Chronic inflammation has traditionally been linked to carcinogenesis, and nowadays it is recognized as one of the hallmarks of
cancer. Moreover, it has been hypothesized that local inflammatory conditions lead to a systemic inflammatory state that
could be measured through peripheral blood markers. To this end, ratios such us neutrophil-lymphocyte ratio (NLR), platelet-
lymphocyte ratio (PLR), lymphocyte-monocyte ratio (LMR) and the systemic inflammation-immunity index (Sll) have been
proposed as a joint tool to offer helpful prognostic information in patients with cancer.

Regarding the tumor microenvironment (TME), tumor cells reprogram surrounding stromal cells, leading to an inflammatory
response with expansion and recruitment of different immune cells to support cancer progression. Among the immune cells
associated with this TME the role of macrophages has been widely recognized.

Objective:

The aim of this doctoral thesis is to assess the association of NLR, PLR, LMR, and SII with overall (OS) and disease-specific (DSS)
survival in patients with OSCC. Additionally, to determine the correlation between these inflammatory markers in peripheral
blood with the infiltrate of macrophages, T and B lymphocytes in the tumor microenvironment (TME).

Method:

A retrospective study was conducted with 348 patients with oral cancer, treated by surgery between January 1996 and
November 2007 at the Hospital Universitario Central de Asturias. Clinical and pathological characteristics included age, gender,
body mass index, smoking and drinking habits, tumor location, neck node, clinical stages and histological grade of




differentiation. In a subset of 119 patients an immunohistochemical study was performed to determine lymphocytes and
macrophages in the TME. The antibodies anti-CD4, CD8, FoxP3, CD20, CD68, and CD163, were used.

Results:

High NLR and SlI, but neither LMR nor PLR were significantly associated with larger tumor size and higher TNM stage. A
significant association was found between NLR, SlI, and LMR with OS in univariate analysis, while in a multivariate analysis only
NLR remained as a significant factor. Negative significant correlations were observed between NLR and SII with stromal
expression of CD8+, CD4+, and CD20+ markers. Furthermore, a significant correlation was found between LMR and stromal
expression of CD8+, CD4+, CD20+, CD68+ and CD163+, as well as tumoral expression of CD4+ and CD20+ lymphocytes.

Conclusion:

Preoperative NLR, SlI, and LMR may serve as valuable markers to predict the survival of patients with OSCC, with NLR emerging
as an independent predictor of poor OS. Moreover, strong significant correlations were exclusively observed between systemic
inflammatory markers and the local stromal infiltration of lymphocytes in the TME.
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INTRODUCCION



MARCO TEORICO
CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS (OSCQ)

El cdncer oral se define como el conjunto de neoplasias malignas
gue se desarrollan a partir de la mucosa labial, mucosa yugal, suelo oral,
cresta alveolar y gingival, dos tercios anteriores de lengua, trigono

retromolar y paladar duro (1) (2).

Los carcinomas de células escamosas (SCC) suponen el 90% de los
tumores orales y de orofaringe (1), siendo el carcinoma oral de células
escamosas (OSCC, por sus siglas en inglés oral squamous cell carcinoma) el

tumor mas frecuente de los tumores de cabeza y cuello (1).

EPIDEMIOLOGIA

El OSCC es el octavo cancer mas frecuente, caracterizado por una
alta mortalidad y por su importante afectacién sobre la calidad de vida de
los pacientes, debido a sus posibles secuelas tanto estéticas como
funcionales. En 2018, el OSCC era responsable del 2% de todos los
canceres y de un 1,9% de las muertes asociadas al cancer (3). Las tasas de
incidencia y mortalidad varian a nivel mundial, y son mas altas en los
paises en desarrollo, en particular en la India y otros paises del sudeste y
este asiaticos (4). El cancer oral presenta una incidencia a nivel mundial de
377.713 nuevos casos en 2020 (3). Segun la Organizacion Mundial de la
Salud (WHO, por sus siglas en inglés World Health Organization), |a
incidencia se estima en 4,6 por 100.000 habitantes en Europa, siendo de
hasta 6,4 por 100.000 habitantes en el sudeste asidtico (1). La alta

incidencia en paises asiaticos se atribuye al habito cultural de consumir
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tabaco mascado, especialmente la mezcla de betel (4). En muchas
regiones se observa una tendencia hacia la disminucién o estabilizacion de
la incidencia del OSCC (Canadd, Australia, Bulgaria, Croacia, Eslovenia,
Paises Bajos, Francia y Alemania), mientras que otros presentan una

importante tendencia creciente (Finlandia, Islandia e Irlanda) (1).

Number of new cases in 2020, both sexes, all ages

Breast I 2 261 419
Lung I 2 206 771
Colorectumn 1931590
Prostate I 1 414 259
Stomach I 1 089 103
Liver I 905 677

Cervix uteri 604 127
Oesophagus 604 100
hyroid 586 202
Bladder 573278
Non-Hodgkin lymphoma 544 352
Pancreas 495 773

Leukaemia 474 519
Kidney I 431 288
Corpus uteri NN 417 367
Lip, oral cavity 377713
Melanoma of skin [N 324 635
Ovary I 313 959
Brain, central nervous systern [N 308 102

Larynx 184615

Multiple myeloma 176 404
Nasopharynx 133 354
Gallbladder 115949

Oropharynx 98 412
Hypopharynx 84 254
Hodgkin lymphoma 83 087
Testis [l 74 458

Salivary glands W 53 583

Vulva W 45 240

Penis W 36 068

Kaposi sarcoma N 34 270

esothelioma [l 30 870

Vagina ] 17 908

I

1 1 1 1
0 500 000 1000 000 1500 000 2000 000

Figura 1. Incidencia mundial del OSCC en ambos sexos y todas las

edades (5).

Actualmente, la incidencia desglosada por sexos a nivel mundial se
estima en 6,0 por 100.000 en varones y 2,3 por 100.000 en mujeres,
siendo en el centro y oeste de Europa de 9,2 por 100.000 en varonesy 1,9
por 100.000 en mujeres (5). Se observa un incremento progresivo de la
incidencia del cancer oral en Europa disgregado por sexos, concretamente
en un 26% en los varones y en un 30% en mujeres desde 1999 hasta 2010

(6). La incidencia continta siendo menor en este Ultimo grupo, aunque se
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esta observando una tendencia al equilibrio entre ambos sexos debido al

mayor consumo de tabaco y alcohol por parte de las mujeres (6).

Mas del 90% de los pacientes con cancer oral son mayores de 45
afos, siendo la edad media de presentacién alrededor de los 60 afios (7).
La incidencia del cancer de lengua en adultos de 20 a 44 afios de edad se
ha incrementado en mujeres y disminuido en varones, siendo la
asociacion del tabaco y el alcohol en OSCC menor en estas franjas de edad
gue en adultos mayores (1). Esto se puede explicar por el virus del
papiloma humano (HPV, por sus siglas en inglés human papillomavirus)
gue ha surgido como un factor etioldgico importante en las ultimas

décadas, sobre todo pacientes jovenes en Europa (2).

A pesar de los avances en el tratamiento, el OSCC continua
presentando una elevada mortalidad. Desde 1990 a 2011, la supervivencia
a los 5 afios se ha incrementado desde un 59% a un 70% (2). En las ultimas
estadisticas del cancer oral (GLOBOCAN, 2020) la mortalidad global se
estima en 177.757 casos en 2020 (1,9 por 100.000) (5). Concretamente en
Europa, 24.575 muertes en 2020, comparado con otras regiones como

Asia que presentan una mortalidad de 131.610 en 2020 (5).

Ademas, se ha visto que pacientes con OSCC tienen mayor incidencia de
segundos primarios en la misma cavidad oral, con una incidencia que

ronda desde el 15 al 37% (8).
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ETIOLOGIA

El riesgo de desarrollo del OSCC surge de la combinacién de
aspectos genéticos, ambientales y habitos sociales, siendo por tanto su
patogenia multifactorial. Si bien el tabaco y el alcohol han sido
reconocidos como los factores de riesgo mas importantes, existen otros
muchos como el betel, el HPV, la dieta, etc. y otros menos reconocidos o
controvertidos, como la candidiasis, la enfermedad periodontal o |a
irritacion mecdnica crénica (9). Podemos distinguir entre factores
intrinsecos y factores extrinsecos. Los primeros como la edad, el sexo o los
factores genéticos, son imposibles de controlar, pero los segundos
(factores de riesgo modificables) se consideran los principales y mas

importantes, y estan asociados al estilo de vida elegido por el paciente.

Tabaco

El consumo de tabaco continua siendo el mayor factor de riesgo
para desarrollar OSCC. La forma mds comun de tabaco es el consumo de
cigarrillos (por combustidn), pero existen otras formas de consumo como
el tabaco mascado (1). A pesar de que el consumo de tabaco se ha
estabilizado o incluso disminuido en paises desarrollados, se ha observado
un incremento de su consumo en paises en vias de desarrollo, donde
reside actualmente casi el 80% de los mil millones de fumadores del
mundo (1). Un metaanalisis realizado por Gandini et al. (10) establecieron
un riesgo relativo de 3,43 para OSCC en pacientes fumadores frente a
pacientes no fumadores. El riesgo asociado al tabaco parece ser dosis
dependiente y se correlaciona con el consumo acumulativo de cigarrillos

(11). El riesgo de OSCC decrece relativamente rapido tras dejar de fumar,
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con riesgos relativos similares a los no fumadores después de 10 afios o

mas (11).

Alcohol

El alcohol también es considerado como uno de los principales
factores de riesgo del OSCC, aunque su relacion directa con el cancer a
veces pueda ser dificil de establecer debido a la frecuente asociacidn con
otros factores de riesgo como el tabaco. La mayoria de los estudios
coinciden en la existencia de un riesgo incrementado de OSCC en

|”

pacientes con consumo “perjudicial” de alcohol (definido como el superior
a 60 gramos por dia), que puede ir desde 4,1 a 8,8 veces mas,
considerandose como un factor de riesgo independiente, con una fuerte
asociacion y una relacion dosis-dependiente al igual que el tabaco (12).
Ademas, hay que tener en cuenta que el consumo de alcohol incrementa
el riesgo de segundos primarios en carcinomas de cabeza y cuello (12). El
mecanismo de carcinogénesis subyacente no esta claro, a pesar de que se
han propuesto numerosas teorias, basadas en hechos bien conocidos. El
etanol se metaboliza en acetaldehido tanto en las células epiteliales como
en la microflora, que es un conocido carcinégeno (1). La desnutricién
asociada al alcoholismo croénico puede ser que contribuya a incrementar el

riesgo de los carcinomas escamosos de cabeza y cuello (HNSCC, por sus

siglas en inglés head and neck squamous cell carcinoma) (12).
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Interaccion entre el tabaco y el alcohol

El consumo combinado de alcohol y tabaco, presentan un efecto
sinérgico, con riesgos relativos en HNSCC de hasta 15 veces mas que

aquellos no fumadores y bebedores (1) (2).

Mezcla de Betel

Es una mezcla de la nuez de areca, con hoja de betel y cal de
conchas, mezclado con tabaco y aderezado con ingredientes locales, que
se masca o simplemente se deja en la cavidad oral en contacto con la
mucosa, tipico en el sudeste y sur de Asia. Tradicionalmente, se ha
atribuido el incremento del riesgo de padecer cancer oral en estos
pacientes al tabaco que acompaia al betel, pero recientemente se ha
probado el efecto carcinogénico del betel (1) (13), presentando un
incremento del riesgo en funcién de la duracién y frecuencia de consumo.
La magnitud del efecto es mayor cuando se asocia el tabaco a la mezcla de
betel (RR 7,74) frente a la mezcla de betel sin tabaco (RR 2,56), alcanzando
riesgos mas altos en determinadas zonas de Taiwan (RR 10,98) (13). El
riesgo de desarrollar OSCC es mayor si se asocia el consumo de betel al
consumo de tabaco y alcohol, hecho muy frecuente en el sureste asiatico,
donde aproximadamente el 75% de los varones con OSCC tienen historia

de combinacidn de estos tres factores de riesgo (1).

HPV

En las dltimas décadas, se ha investigado sobre la relacidon del HPV

con el HNSCC, estudiando su implicacion como factor de riesgo (1) (8) (14).
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Se ha descrito en la literatura un aumento exponencial de casos debido al
VPH, pudiendo atribuirse a los cambios en la conducta sexual, que incluye
mayor numero de parejas sexuales (1). EIl HPV se ha relacionado, sobre
todo, con el carcinoma de orofaringe, especialmente a nivel de la base de
la lengua, siendo el causante en menor medida de los carcinomas
localizados en la cavidad oral (1). Es dificil establecer la cifra exacta de los
OSCC relacionados con el HPV, debido al resto de factores de riesgo
asociados, y a las limitaciones y heterogeneidad de los diferentes estudios
publicados, pero se estima en un 7% - 16% (1). Mas de 130 tipos de HPV se
han identificado en las secuencias de DNA, de los cuales
aproximadamente 40 son virus de mucosa, diferenciando entre los
genotipos de bajo y alto riesgo, dependiendo de su potencial de
malignizacion (8). Especificamente, el genotipo HPV-16, de alto riesgo, es
el causante de la gran mayoria de estos tumores OSCC VPH positivos (90-
95%) (1) (14). Para su deteccion, se utilizan diferentes métodos como la
PCR para la cuantificacion del DNA HPV, la identificacion mediante
técnicas de hibridacién de mRNA de los oncogenes virales E6/E7
implicados en el proceso oncogénico del virus, o la deteccidn del p16

mediante técnicas de inmunohistoquimica (8) (14).

Microorganismos

Se ha sugerido que varios tipos de infecciones pueden jugar un
papel etioldgico potencialmente relevante en el cancer oral, bien sean
bacterias, hongos como la candidiasis crénica, o viricas como el HPV

previamente mencionado (1).
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Algunos estudios han demostrado diferencias en la microbiota oral entre
pacientes con OSCC y pacientes sanos. A pesar de ello, no esta claro si
dichas diferencias en la microbiota juega un papel directo en la
carcinogénesis o simplemente refleja una forma de adaptacién de dichos
microorganismos al microambiente tumoral (1) (15). Esto se puede
explicar ya que numerosas bacterias de |la cavidad oral pueden
metabolizar el alcohol a acetaldehido, el cual es un carcinégeno conocido
(15). En el pasado, se asociaba la sifilis como posible factor predisponente,
pero probablemente se debiera Unicamente a la presencia simultanea de

otros factores de riesgo como el tabaco y el alcohol (15).

Otros, sugieren una asociacion entre el cancer oral con la pobre higiene
oral, con las caries dentales y con la periodontitis crénica (1) (15).
Pacientes con enfermedad periodontal pueden tener hasta 2,6 veces mas
riesgo de carcinomas de cabeza y cuello, y aquellos con ausencia de 6 o
mas dientes, un incremento del 60% de este tipo de canceres, cuyo riesgo

sigue incrementando con cada pérdida dentaria (15).

En cuanto a los hongos, podrian estar involucrados en la leucoplasia
oral y en los cambios displasicos, por el mismo mecanismo de conversion
del etanol al acetaldehido, ademas de por la produccion de nitrosaminas
por algunos hongos como la Candida (16). Se ha estimado que hasta el
40% de las candidiasis hiperplasicas crénicas podrian evolucionar a OSCC,
pero esto podria estar sesgado ya que estos pacientes suelen estar

inmunodeprimidos (15).

Se ha descrito en la literatura la posible asociacién del HNSCC con
virus como el virus del Epstein-Barr (VEB) y el virus del herpes simple

(VHS) (15). Los estudios del OSCC en general no incluyen el VEB como
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factor de riesgo, relacionandose unicamente con el cancer de nasofaringe
(15). En relacidon con el VHS se ha asociado sobre todo con el cancer de
labio, pero ha perdido importancia a lo largo de los ultimos afios por la
prevalencia del HPV (15). EL HIV (por sus siglas en inglés, human
inmmunodeficiency virus) también se ha relacionado con dos veces mas

riesgo de desarrollar cdnceres como el de la cavidad oral (15).

Otros factores de riesgo

Existen numerosos factores de riesgo del OSCC descritos en la
literatura, pero estos carecen de evidencia suficiente para ser
considerados como tales. Entre ellos encontramos enfermedades como la
diabetes o el lupus discoide eritematoso; enfermedades hereditarias
como la anemia de Fanconi o la disqueratoris congénita; una dieta pobre
en frutas y verduras, y rica en carne animal; el déficit de minerales o
vitaminas como la A,C o D; y determinados farmacos inmunosupresores o
farmacos antihipertensivos, como la hidroclorotiazida (1) (15). Ademas, se
han asociado determinadas profesiones con un mayor riesgo de HNSCC
por exposicidon a sustancias como el formaldehido, al asbesto, a
determinados tintes, disolventes o pesticidas, o a la exposicion prolongada
a humo de combustibles, no estando clara dicha asociaciéon en el caso del
OSCC (17) (18). Con respecto al traumatismo crénico en la mucosa oral,
como por ejemplo una prétesis mal ajustada, puede estar relacionado con
un mayor riesgo de desarrollar carcinomas orales por la inflamacion

crénica asociada (19).
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DIAGNOSTICO

Muchos de los OSCC se presentan en estadios avanzados, lo cual
conlleva peor prondstico y mayor mortalidad. Por ello es importante la
identificacidon precoz de cara a realizar un tratamiento adecuado y
temprano, evitando asi cirugias amplias que conlleven mayor
morbimortalidad y peor calidad de vida, con importantes secuelas

funcionales y estéticas.

Clinico

La principal forma de diagndstico es la exploracidn de la cavidad
oral. Es posible que el OSCC sea precedido por lesiones potencialmente
cancerizables, como leucoplasias y eritroplasias. La mayoria de los
pacientes presentan tumoraciones ulceradas, con bordes irregulares,
induradas y friables que no curan (1) (20) (21). Pueden presentarse de
manera asintomatica o dolorosa al tacto en estadios mds avanzados (20).
Es necesario realizar un diagndstico diferencial con otras patologias como
el granuloma pidgeno o la sialometaplasia necrotizante, con infecciones
crénicas como la tuberculosis o la sifilis, con otros tipos de cancer como

los linfomas, y con metdstasis de otros primarios (20).
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Figura 2. Aspecto clinico de dos carcinomas escamosos linguales en

dos pacientes. A) Lesidn ulcerada de 15x10mm en borde lateral lingual
izquierdo. B) Lesion con aspecto exofitico de 35x25mm en borde lateral

lingual izquierdo.

Es importante realizar una palpacién de los ganglios cervicales, para
identificar posibles metastasis a dicho nivel. A pesar de que el examen
clinico es importante, hay que tener en cuenta que la incidencia de
metastasis cervicales ocultas, incluso en estadios precoces, varia desde un

16% a un 40% en carcinomas de lengua (22) (23).

La localizacidn mas frecuente es la lengua con casi un 50% de los
casos, siendo a su vez la localizacion mas frecuente los bordes laterales de
la misma (1) (22) (23). El suelo oral es la siguiente localizacién mas comun
junto con los tumores de mucosa yugal, relegando a los tumores de la
cresta alveolar o del paladar duro a localizaciones menos frecuentes.
Excepto en paises donde la mezcla de betel es uno de los principales
factores de riesgo, donde la mucosa yugal acompafiia a la lengua como
localizacidn mds frecuente (1).
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Histopatoldgico

Tras una sospecha clinica de un OSCC es imprescindible la
realizacion de una biopsia para una confirmacion histopatoldgica, siendo

esta el gold estandar (24).

El OSCC se caracteriza por la proliferacién de nidos, cordones o islotes
neoplasicos que recuerdan en mayor o menor grado el epitelio escamoso
de donde derivan y que penetran en el tejido conectivo. Dentro de la
histologia de los tumores de cabeza y cuello deben analizarse diferentes
parametros como el grado de diferenciacion celular. Se han propuesto
varias clasificaciones, siendo la mas aceptada la de la WHO que los divide
en 3 grados de malignidad, basada en la descrita por Broders en 1926 (25).
Esta clasificacion tiene en cuenta el grado de queratinizacion, el

pleomorfismo celular y nuclear y la actividad mitética (26).

1) Bien diferenciados: presentan una gran semejanza con las células
epiteliales de la mucosa oral. Se observa abundante formacion
de queratina en forma de perlas corneas o como queratinizacion
celular individual. La atipia celular es minima, asi como el
numero de mitosis. Se observa también, un infiltrado
inflamatorio crénico peritumoral bastante marcado, formado por
linfocitos y células plasmaticas (21), y el pleomorfismo celular es
minimo (26).

2) Moderadamente diferenciados: presentan menor semejanza con
las células epiteliales. El grado de atipia nuclear, asi como el
numero de mitosis y el pleomorfismo celular, es mayor. Por otra
parte, disminuye la formacidén de perlas corneas y la

gueratinizacion individual (21) (26).
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3) Pobremente o poco diferenciado: la similitud con las células
epiteliales es tan pequefia que en ocasiones es dificil establecer
el origen escamoso de estos tumores. Presentan escasa
gueratina, mayor atipia celular, junto con un mayor

pleomorfismo nuclear y un elevado nimero de mitosis (21) (26).

Si el tumor a estudio presenta areas con diferentes grados de
diferenciacion, se toma como referencia para la clasificacion su area mas
indiferenciada. Cuando la invasion del carcinoma escamoso afecta
Unicamente a las capas mas superficiales del tejido conectivo subyacente,
justo por debajo de la membrana basal, se puede aplicar el término de

carcinoma de células escamosas microinvasivo, no infiltrante (26).

Otros datos a tener en cuenta a nivel histopatoldgico son la invasion

perineural, la invasion linfovascular y la profundidad de invasién (27) (28).

Biomarcadores salivales

Con el objetivo de realizar un diagndstico precoz, muchos autores
desde los afios 90 hasta la fecha actual, han buscado formas no invasivas
de deteccidn precoz y screening del OSCC, dentro de los que encontramos
los biomarcadores salivales (29). La saliva no solo contiene las secreciones
de la glandulas mayores y menores, sino que contiene otros compuestos
derivados de las secreciones faringeas y nasales, de la microbiota oral, |a
descamacidn de las células epiteliales de la mucosa oral, células
sanguineas, etc (29). La saliva esta compuesta tanto por agua, como por

iones (componente inorganico), proteinas, lipidos y hormonas
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(componente orgdnico) (29). Hasta la fecha se han encontrado hasta 2300
proteinas en la saliva humana, de las cuales 100 han sido estudiadas como
posibles marcadores para el diagndstico del OSCC (29). Los biomarcadores
salivales se pueden clasificar en inorganicos, péptidos, DNA/mRNA,
metabdlicos o misceldneos (2). A pesar de ello, no existe consenso debido
a la alta variabilidad de los estudios, debido a que la mayoria no presentan
uniformidad en cuanto al momento ni en la forma de recoleccion,
procesamiento o analisis de la saliva (2). Ademds, muchos de ellos no
tienen en cuenta enfermedades inflamatorias no neoplasicas propias de la
cavidad oral, como las causadas por traumatismos, por la enfermedad
periodontal, infecciones, etc., pudiendo estas contribuir a los niveles altos
de dichos biomarcadores, no necesariamente relacionados con el cancer

(29).

Pruebas de imagen

Tras la confirmacion histopatoldgica es preciso realizar un estudio
de la extensidn de la enfermedad y, para ello, se emplean pruebas de
imagen. Del resultado de las mismas depende, en gran medida, la
planificacion del tratamiento, orientdndonos en cuanto a la posible
resecabilidad, extensidn de la reseccion y posibilidades de reconstruccion.
Asimismo, el resultado de estas pruebas aporta informacion de gran
utilidad pronéstica, relativa al tamafio (clasificacion T) y espesor tumoral,
a la afectacion ganglionar cervical (clasificacién N) y a la posible existencia

de metadstasis a distancia (clasificacion M) (2).

La prueba de imagen mas utilizada es la tomografia computarizada

(CT, por sus siglas en inglés computerized tomography), ya que podemos
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determinar el tamano, la localizacidn, la afectacion dsea y la presencia de
metastasis cervicales, entre otras muchas cosas (2) (30). Hay que tener en
cuenta que tumores pequeiios T1 o T2 pueden no tener representacion en
dichas pruebas de imagen (1). Otra prueba de imagen muy util en este
tipo de canceres de cabeza y cuello es la resonancia magnética (MRI, por
sus siglas en inglés magnetic resonance imaging), utilizdndose
principalmente por su alta capacidad para mostrar la afectacién del tejido
blando adyacente, la afectacidn perineural, la afectacion medular del
hueso y la profundidad tumoral (1) (30) (22). En concreto es
especialmente util en carcinomas escamosos de lengua por su capacidad
para discriminar anatdmicamente la afectacion de la musculatura
extrinseca e intrinseca de la lengua y el suelo oral, siendo el CT
insuficiente para la caracterizacion de dichas partes blandas, entre otras
cosas por la frecuente distorsién por artefactos dentales (22). Tras la
introduccién de la profundidad tumoral como factor prondstico
independiente, se ha descrito la posibilidad de que los ultrasonidos
puedan ser Utiles como alternativa a la RMI para determinar la
profundidad tumoral, siendo esta mas accesible y mas barata (22) (30). La
PET-CT (por sus siglas en inglés positron emision tomography —
computerized tomography) se utiliza principalmente para la valoracién de
la diseminaciéon tumoral a distancia previo al tratamiento, y para la
planificacion y seguimiento en caso de precisar tratamiento

complementario con radioterapia (1) (2).

Tanto el CT como la RMI son utiles en el diagndstico de metdstasis
ganglionares a nivel cervical, siendo la necrosis el principal factor
radiolégico para determinar su probable malignidad (22).

Tradicionalmente, se considera el tamano ganglionar para determinar si se
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trataba de un ganglio metastasico, pero en estudios recientes se ha visto
una tasa de falsos positivos o falsos negativos de hasta un 20% en ganglios

subcentimétricos (22).

Figura 3. Imagen en CT de un paciente con carcinoma escamoso oral
con adenopatias cervicales sugestivas de malignidad en niveles Ib, lla y llb

izquierdos.

ESTADIAJE

El sistema de clasificacion TNM propuesto por la AJCC es una
herramienta util para establecer el prondstico del OSCC, ayudando asi a
estandarizar el estadiaje y el tratamiento. Recientemente, se ha publicado

la 82 edicidn del AJCC para el OSCC (tabla 1) (28).
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TAMARNO DEL TUMOR PRIMARIO (T) CAVIDAD ORAL

TX
TIS
T1
T2

T3

T4

-T4a

-Tab

Tumor primario no puede ser valorado
Carcinoma in situ
Tamafo <2 cm, DOI <5 mm

Tamafio €2 cm, DOl >5 mm, pero < 10mm cm o
tamafio >2 cm, pero<4 cmy DOI <10 mm

Tamafio >4 cm o cualquier tamafio con DOI>
10mm

Tumor localmente avanzado

Tumor moderadamente avanzado:
- carcinoma de labio: invasion la cortical
Osea o0 que presente afectacion del
nervio dentario inferior, del suelo oral, o
de la piel adyacente del mentén o de la
nariz
- cavidad oral: tumor que invade las
estructuras adyacentes como la cortical
mandibular o maxilar, la afectacion del
seno makxilar o de la piel adyacente.
*La erosion superficial del hueso o del alveolo
dentario de un tumor de encia no es suficiente
para considerarlo T4a.
Tumor muy avanzado: tumor que invade el
espacio masticador, las apdfisis pterigoides, o la
base del craneo o afectacién de la arteria carétida

interna.

GANGLIOS CERVICALES REGIONALES (N) CAVIDAD ORAL

NX
NO
N1

N2

- N2a

Ganglios linfaticos no valorables
Sin metdstasis en ganglios linfaticos regionales
Metastasis en un ganglio ipsilateral, <a 3 cm en

su mayor extension y ENE negativo

- Metastasis en un ganglio ipsilateral o
contralateral menor de 3 cm de

didmetro mayor y ENE-positivo.
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-N2b

-N2c

N3

-N3a

-N3b

METASTASIS A DISTANCIA (M) CAVIDAD ORAL

ENE-negativos.

y ENE-negativo.

mayor y ENE-negativo.

diametro mayor y ENE-negativo.

cualquiera ENE-positivo.

pero menor de 6¢cm de didmetro mayor

Metdstasis en multiples ganglios ipsilaterales,

ninguno mayor de 6 cm de didmetro mayory

Metastasis en ganglios contralaterales o

bilaterales, ninguno mayor de 6 cm de didmetro

Metastasis en ganglios mayores de 6cm de

y ENE-positivo, o metatasis en multiples ganglios

ipsilaterales, contralaterales o bilaterales, con

Metastasis en un ganglio mayor de 3 cm

Metastasis en un ganglio ipsilateral mayor de 3cm

MX ‘ Metastasis a distancia no valorable
MO ‘ Sin metastasis a distancia
M1 ‘ Con metastasis a distancia
ESTADIAJE

NO N1 N2 N3
T1 | II IVA VB
T2 Il II IVA VB
T3 I II IVA VB
T4a IVA IVA IVA VB
T4b IVB IVB IVB VB

Tabla 1. Clasificacidn y estadiaje segun la 8" edicidn de la clasificacion del

TNM de tumores malignos (AJCC) (28).
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TRATAMIENTO
Cirugia

La cirugia se sigue considerando hoy en dia el tratamiento de
eleccién para los OSCC (2). La reseccién quirdrgica del tumor debe incluir
todo el tumor macroscdpicamente visible, asi como un margen quirurgico
gue incluya, presumiblemente, toda la extensién microscopica del mismo
(31). El margen microscdpico minimo estandar aceptado para considerar
un margen libre es de 5mm, lo que se corresponde con aproximadamente
15-20mm visibles de mucosa oral sana (31). Hoy en dia, y gracias a las
técnicas quirurgicas reconstructivas con colgajos regionales o colgajos
libres microvascularizados, se consigue un mejor resultado tanto funcional
como estético, cobrando especial importancia la ayuda de la tecnologia,
como la posibilidad de obtener modelos 3D estereolitograficos, la

planificacidn preoperatoria virtual y la navegacion intraoperatoria (1).

Las guias mas recientes de la NCCN (31) recomiendan que ademas
de la reseccién del tumor primario se lleve a cabo la realizacion de una
diseccion cervical ganglionar uni o bilateral. Dicha diseccién cervical tiene
tanto funcion diagndstica como terapéutica, ya que elimina los ganglios
afectos en caso de que existan, y nos da informacion sobre el estadiaje del
tumor de cara a planificar la necesidad de tratamientos complementarios,
como la quimioterapia o la radioterapia (31). Aquellos tumores de suelo
oral, cresta alveolar o lengua que crucen la linea media o se aproximen a
ella, deberan ser considerados de riesgo para metastasis contralaterales,

por lo que se recomienda realizar una diseccién cervical contralateral (31).
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El vaciamiento recomendado por la NCCN (31) en OSCC es el
vaciamiento cervical selectivo supraomohiodeo que incluye los niveles I-lll,
debido al patrdn tipico de diseminacién ganglionar de los carcinomas
orales que afecta mas frecuentemente a estos 3 niveles. Se ha visto que el
91% de las metastasis cervicales por OSCC estan concentradas en esta
localizacién, alcanzando un 96% si incluimos el nivel IV en la diseccién

cervical (32).

Una de las zonas de mayor complejidad quirurgica en el vaciamiento es la
diseccién del nivel Il, que se encuentra caudal a la base del craneo, craneal
al hueso hioides (o bifurcacién carotidea como referencia quirudrgica),
medial al borde anterior del trapecio y lateral al vientre posterior del
digastrico, siendo especialmente compleja la diseccion de la porcién
posterior al nervio espinal, que se corresponde con el nivel IIB (33). Un
riesgo especifico del vaciamiento del nivel 1IB es la lesidn del nervio
espinal, que conlleva alteraciones en la movilidad del hombro, y por lo
tanto un impacto negativo en la calidad de vida del paciente (32). En los
ultimos anos, empieza a surgir la duda sobre la necesidad de incluir el
nivel IIB en la diseccidn cervical funcional, ya que se ha descrito en Ia
literatura un riesgo bajo de metdstasis en dicho nivel, de alrededor de un
6% (con estudios desde un 0% a un 10% aproximadamente) (34). En caso
de ganglios con metastasis en el nivel 1IB, estas normalmente se asocian a
metastasis en otros niveles cervicales (N+) (32). Por todo ello, existe una
nueva corriente que pone en duda si debe evitarse la diseccién del nivel
IIB en cuellos clinicamente negativos (cNO), aunque a dia de hoy continua

siendo recomendable realizarla de manera rutinaria en OSCC (32) (34).
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Figura 4. Niveles de ganglios linfaticos cervicales. Tomada del libro Cirugia

Oral y Maxilofacial. Atlas de procedimientos y técnicas quirurgicas (33).

Adicionalmente, en los ultimos afios, se ha empezado a plantear la
hipotesis de no realizar vaciamientos cervicales a determinados pacientes
de bajo riesgo como, por ejemplo, tumores de la cavidad oral con una
profundidad menor de 4mm (31), y tumores con cuellos clinica 'y
radiolégicamente negativos (cNO). En este ultimo caso existen varias
posibles estrategias descritas, dentro de las que se incluyen la diseccidn
ganglionar cervical ya mencionada previamente, la radioterapia cervical, la
técnica del ganglio centinela o la observacidn (23). Es importante tener en
cuenta que se ha descrito una prevalencia de metastasis cervicales ocultas
del 20% al 40% en pacientes con ausencia de signos clinicos y radiograficos
de afectacidn ganglionar (23). Weiss et al. (35) establecieron que la

indicacion electiva de vaciamiento cervical en tumores de cabeza y cuello
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esta indicada cuando el riesgo de afectacion ganglionar es mayor de 20%,
por ello, en la mayoria de los hospitales, el vaciamiento cervical electivo es

el tratamiento estandar en el OSCC (31).

En los ultimos afos, estd aumentado el interés en relacion con la
técnica del ganglio centinela (SLNB, por sus siglas en inglés sentinel lymph
node biopsy) como alternativa al vaciamiento cervical en carcinomas
orales con cuellos clinica y radiograficamente negativos (cNO), ya que
presenta ventajas, como un menor coste, ser una técnica menos invasiva y
con menor morbimortalidad (36). Esta técnica se basa en el concepto de
gue las células tumorales se diseminan primero a uno o a un grupo de
ganglios desde el tumor primario (ganglio centinela) antes de diseminarse
al resto de ganglios, y con la ayuda de un radiotrazador, inyectado en la
zona del tumor primario, nos permite identificar dichos ganglios y realizar
su reseccion de manera especifica (37). El Unico inconveniente, es que su
sensibilidad y especificidad dependen de la experiencia del centro, ya que
es un procedimiento técnicamente demandante, requiriendo una
importante curva de aprendizaje (31). Govers et al. (37) realizaron un
metaanalisis donde comprobaron que la SLNB es una técnica sensible para
la deteccion de metastasis ganglionares en pacientes con OSCC en
estadios precoces (cT1 o T2 NO). Los indices de deteccidn de metastasis
ganglionares con SLNB alcanzan el 95%, existiendo evidencia que soporta
tasas de supervivencia similares cuando se compara con la técnica clasica
del vaciamiento cervical (31). Los pacientes con un ganglio positivo tras la
biopsia deberan ser sometidos a una diseccidén ganglionar cervical,
mientras que aquellos con ganglios negativos, pueden ser controlados con
un seguimiento estrecho (36). Se ha observado, ademas, que su fiabilidad

depende de la localizacién, siendo peor en casos de tumores de suelo oral
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comparados con carcinomas de lengua o de labio inferior, y muy poco

utiles en casos de tumores del maxilar superior (31).

En el caso de OSCC con ganglios clinicamente positivos (cN+) la
actitud a seguir es menos controvertida, ya que se considera necesaria la
diseccion cervical como tratamiento curativo del tumor (31). En estos
casos, y en funcion de los margenes oncoldgicos de seguridad, existe la
posibilidad de realizar un vaciamiento cervical radical, que conllevan la
reseccion en bloque de los niveles | a V junto con la reseccion del nervio
espinal, la vena yugular interna y el musculo esternocleidomastoideo; o un
vaciamiento radical cervical modificado, que consiste en la reseccién de
los niveles | a V preservando al menos una de las estructuras anatdmicas

previamente mencionadas (32).

Terapias complementarias

El OSCC es un tumor agresivo que puede precisar de terapias
complementarias para mejorar su prondstico, siendo las mas frecuentes la
radioterapia y la quimioterapia. En determinadas ocasiones se administran
para un mayor control locorregional de la enfermedad y completar asi la
intencion curativa, asociado o no a la cirugia, mientras que, en otros
casos, como tumores irresecables se utilizan con finalidad paliativa para

una mejoria sintomatica (31).

- Radioterapia

Es el tratamiento complementario mas estandarizado. La

radioterapia consiste en la destruccion del DNA de las células tumorales

46



mediante la utilizacion de radiacion gamma. En los ultimos afios han
evolucionado de manera sorprendente las técnicas para la administracion
de radioterapia, pudiendo aumentar la dosis administrada en la zona
afectada por el tumor y disminuyendo a su vez la dosis recibida en el
tejido circundante, disminuyendo asi su efectos negativos y

complicaciones asociadas.

Esta indicada en tumores T1-2 NO como tratamiento alternativo a la
cirugia en casos de pacientes de alto riesgo quirdrgico, siempre teniendo
en cuenta que el gold estandar es la cirugia, debiendo realizarla como
primera opcion siempre que sea posible (2) (38). Ademas debemos
considerarla como tratamiento complementario a la reseccion quirurgica,
en los casos en los que existan ganglios positivos tras el analisis del
patdlogo (pN+, sobre todo N2 o N3) o si el tumor presenta factores
histolégicos desfavorables como extensién extracapsular, margenes de
reseccion afectos, tumores avanzados (pT3 o pT4), la existencia de
ganglios positivos en niveles IV o V, invasion perineural o embolismo
vascular (31). En el caso de la existencia de una Unica metastasis
ganglionar (pN1) sin caracteristicas histoldgicas desfavorables, la decision
de aplicar radioterapia complementaria en muchos centros queda a
criterio del equipo multidisciplinar, ya que no existe un consenso claro a
este respecto en las ultimas guias publicadas (31). Torrecillas et al.
defienden una mayor supervivencia con radioterapia complementaria
tanto en tumores TIN1 como en T2N1, siendo mas clara la asociacién

prondstica en el segundo caso (38).

La dosis habitual es 1,8-2Gy diariamente hasta alcanzar dosis totales

de 66-72 Gy, existiendo la opcidn de radioterapia fraccionada o
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hipofraccionada durante 6-7 semanas (2). En casos de riesgo mas bajo de

diseminacidn, se pueden administrar dosis mas bajas de 44 a 50 Gy (31).

- Quimioterapia

La quimioterapia consiste en la utilizacidon de farmacos para inhibir
el crecimiento de las células tumorales o para facilitar su apoptosis. Son
farmacos citotéxicos que facilitan la muerte de las células tumorales por
dano directo o indirecto del DNA. Cisplatino, carboplatino, 5-FU (5-
fluoracilo), bleomicina, docetaxel, hidroxiurea y metotrexate son los

farmacos mas utilizados a dia de hoy en el OSCC (2).

La guimioterapia inicial o de induccidon es una estrategia frecuente
para conseguir una reduccion del volumen del tumor, seguida de cirugia o
radioterapia, para los tumores de cabeza y cuello localmente avanzados o
como unico tratamiento en los tumores paliativos, siendo el régimen de
induccidon mas recomendado la administracidon conjunta de cisplatino,
docetaxel y 5-fluorouracilo (39). En un estudio realizado por Caballero et
al. (40) observaron que la tasa de respuesta en pacientes con OSCC que
recibieron tratamiento de quimioterapia con intencién paliativa era de un
50%, teniendo estos una supervivencia mayor que los no respondedores.
En el mismo estudio, en el grupo de quimioterapia neoadyuvante, la tasa
de respuesta era de un 73%, pero esta no predecia la posibilidad de
realizar una cirugia radical posteriormente, ya que muchos pacientes
contintan presentando tumores irresecables a pesar de una respuesta
parcial al tratamiento sistémico. Pignon et al. (41) observaron que en

pacientes con HNSCC sin metastasis a los que se les afladia quimioterapia
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al tratamiento con cirugia o radioterapia, tenian una mayor supervivencia

alos 5 afnos (32% frente al 36%).

Segun la nueva guia de la NCCN (31) la decisién de administrar
terapia sistémica debe ser individualizada y consensuada entre un equipo
multidisciplinar. La opcidn de eleccidn para pacientes con factores
adversos de mal prondstico como la invasidon extracapsular o la presencia
de mdrgenes afectos es la radioterapia junto con la administracion de
cisplatino como farmaco de eleccién, administrado en 3 dosis intravenosas
de 100mg/m?2 cada una (31). Como alternativa, en pacientes que no
puedan recibir cisplatino por neuropatia, nefropatia o enfermedad
cardiaca, se puede administrar cetuximab, mientas que en pacientes con
mala calidad de vida no candidatos a cisplatino, se recomienda la
radioterapia de manera aislada, ya que farmacos como el cetuximab o el

carboplatino no han demostrado utilidad en la adyuvancia (39).

- Terapias bioldgicas

Los avances en el conocimiento de la biologia molecular del cancer han
permitido desarrollar nuevas estrategias terapéuticas dirigidas contra
dianas tumorales especificas. Hasta hace unos anos, la administracion de
nuevas terapias bioldgicas no estaban respaldadas por la evidencia
cientifica. Esto cambid por primera vez en 2008, gracias a un estudio
randomizado (42) que demostré mejor supervivencia en HNSCC cuando se
asociaba al clasico tratamiento de quimioterapia con platinos (platino/5-
fluorouracilo) el cetuximab, un anticuerpo IgG1 monoclonal dirigido
contra el dominio extracelular de EGFR, sin comprometer la calidad de
vida del paciente. Dentro de los estudios de anticuerpos monoclonales
anti- EGFR que incluian diferentes localizaciones de HNSCC, el OSCC era el
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gue demostraba una mayor mejora en la progresion libre de enfermedad

(43).

Casi 10 afios después se alcanzaron resultados prometedores con
farmacos inhibidores del sistema inmune como son el pembrolizumab y
nivolumab, tanto en primera como segunda linea (43). Actualmente, estos
son utilizados para el tratamiento de segunda linea tras la ausencia de
respuesta a la quimioterapia con cisplatinos (31). El pembrolizumab y el
nivolumab son anticuerposlgG4 monoclonales frente al receptor de
muerte celular programada PD-1, impidiendo su unién con sus ligandos
PD-L1y PD-L2, asociados con la tolerancia inmunoldgica que presentan los
tumores de cabeza y cuello (43). En un estudio reciente se asocid la
expresion del ligando PD-L1 (> 10% de las células tumorales) con la tasa de
recurrencias y menor supervivencia especifica de cancer, siendo un factor
prondstico independiente del OSCC (44). En un pequefo porcentaje de
estos pacientes tratados con farmacos que actuan inhibiendo el sistema
inmunitario se ha visto que pueden experimentar una progresion
acelerada de la enfermedad, a menudo denominada hiperprogresion, en
cuyo caso, realizando un cambio de tratamiento a la quimioterapia
convencional se puede obtener una respuesta duradera y eficaz al

tratamiento (43).

Existen nuevos estudios con farmacos relacionados con la inhibicién de
la angiogénesis, la cual estd implicada en el crecimiento, la progresion y
las metdastasis del cancer (45). Un ejemplo, es el Bevacizumab que es un
anticuerpo monoclonal contra el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF-A, por sus siglas en inglés vascular endotelial growth
factor), considerandose una de las principales moléculas implicadas en la

angiogénesis tumoral y que se expresa en gran medida en el OSCC (45).
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Otros farmacos en estudio son la Rapamicina, Temsirolimus o
Everolimus, que alteran la ruta de sefializacion celular PIK3K/AKT/mTOR,
gue es una via que participa en la supervivencia celular (45), o fdrmacos
cuya funcion sea la inhibicion de las quinasas dependientes de ciclina4y 6
(CDK4/6), que detienen el ciclo celular en la fase G1, como el Palbociclib y

el Ribociclib (43) (45).

En los ultimos aios se estdn desarrollando numerosos ensayos clinicos
gue exploran nuevas formas y combinaciones de inmunoterapia con
resultados prometedores para pacientes con HNSCC metastdsico o
recurrente (42) (43) (44) (45). A pesar de los buenos resultados iniciales
con este tipo de terapias bioldgicas, todavia existen numerosos factores e

interacciones desconocidas que precisan de mas estudios.
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PRONOSTICO

A pesar de los nuevos avances en el tratamiento, prevencion y
comprension de la biologia de la enfermedad, el prondstico en pacientes
con OSCC sigue siendo malo. Estos pacientes presentan una tasa de
recurrencia de mas del 50% en los 2 primeros afos tras el tratamiento
quirdrgico inicial (46). Siendo la supervivencia a los 5 afios en pacientes

con OSCC del 60% (1).

A lo largo de los ultimos afios, y de cara a mejorar las estrategias
terapéuticas de manera individualizada en funcion del prondstico del
paciente, se han estudiado numerosos factores prondsticos. Entre ellos, se
encuentra la edad de paciente. En la literatura existe controversia (47),
algunos autores como Suresh et al. (48) y Rogers et al. (49) encontraron
gue a mayor edad peor supervivencia global (OS, por sus siglas en inglés
overall survival) y supervivencia especifica por enfermedad (DSS, por sus
siglas en inglés disease specific survival), sobre todo en mayores de 65
afios y 75 anos, respectivamente. Justifican estos resultados ya que
pacientes mayores tienden a tener peor calidad de vida con mayor
numero de comorbilidades, siendo muchas veces no candidatos a

tratamientos complementarios como la quimioterapia.

En cuanto al sexo del paciente pasa algo similar. La mayor parte de
los autores no encuentran diferencias en supervivencia ni tasa de
recurrencias en cuanto a hombres y mujeres (49) (50), y unos pocos si
evidencian peor supervivencia en varones (48), probablemente
relacionado con la mayor incidencia en hombres y mayor relacién con

factores de riesgo conocidos como el tabaco y el alcohol.
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El tabaco y el consumo de alcohol son factores de riesgo conocidos
para el OSCC, pero se ha planteado la posibilidad de que también sean
factores prondsticos (51). Massano et al. (47) en su revisién encontraron
gue la mayoria de los autores defienden que el consumo de alcohol y
tabaco incrementa la mortalidad en pacientes con OSCC, siendo mayor si
contintan con dichos habitos tdxicos tras el tratamiento, y ademas, se
relacionan con una mayor tasa de segundos primarios, lo cual ensombrece
el prondstico en mayor medida. De acuerdo con lo mencionado, Larsen et
al. (52) puntualizaron que la mayor tasa de mortalidad puede estar
relacionada con mayor numero de comorbilidades atribuibles al consumo
de tabaco y alcohol, como pueden ser las enfermedades cardiovasculares

o pulmonares.

Otro factor de riesgo que se ha relacionado por algunos autores con
peor prondstico en pacientes con HNSCC es el HPV, estando su implicacion
prondstica en el OSCC poco clara (47). La mayoria de los autores, como
Zhao et al. (53) en su serie de 52 pacientes con OSCC, concluyen que la
infeccion por HPV puede actuar como un predictor independiente para la
supervivencia y el prondstico de pacientes con OSCC, teniendo los
pacientes con carcinomas HPV positivos mayor supervivencia que aquellos
HPV negativos. Como explicacion, se ha relacionado la infeccién del HPV
con tumores mas radiosensibles, con menor tasa de mutaciones p53 y con
pacientes sin los principales factores de riesgo para desarrollar OSCC,

como son el tabaco y el alcohol (53).

Haciendo referencia a la localizacién del tumor primario no existe
consenso en cuanto a si determinadas localizaciones pueden estar
relacionadas con peor supervivencia. Suresh et al. (48) en su estudio de

147 pacientes con OSCC encontraron que la lengua y la cresta alveolar
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mandibular eran las localizaciones con mejor OS y DSS comparado con el
trigono retromolar que presentaba la peor tasa de OS. Otros autores no
encuentran esta asociacion con ninguna localizacidon en concreto (49) (54).
Algunos autores como Shaw et al. (55) y Diaz et al. (56) se centran en la
hipdtesis de que los canceres de la mucosa yugal son mas agresivos, se
presentan en estadios mds avanzados, presentan mas frecuentemente
margenes afectos, tienen tendencia a mayor tasa de recidivas
locoregionales, y peor supervivencia cuando se comparan con otras
localizaciones. En ambos estudios mencionados no encuentran relacion
prondstica de dicha localizacidon con la supervivencia, pero destacan, en el
caso del primer articulo, que existe menor porcentaje de T1 en carcinomas

de mucosa yugal (16%) comparados con otras localizaciones (28%) (55).

Por primera vez en el afio 1986, Moore et al. (57) hacen referencia
al tamano del tumor primario como uno de los principales factores
prondsticos. Evidencian que la mayor diferencia de supervivencia se da si
dividimos a los tumores en menores de 2cm y mayores de 2cm, siendo la
supervivencia libre de enfermedad a los 3 afios de 84% vs 52%,
respectivamente. Posteriormente, la literatura ha corroborado que, a
mayor tamafno, y por lo tanto mayor pT, peor prondstico y mayor tasa de

recidivas locoregionales (48) (49) (52) (54) (55).

En los ultimos anos, ha tomado especial importancia la profundidad
del tumor en relacién con el prondstico del OSCC. Larsen et al. (52)
establecen que la profundidad se relaciona con la afectacion ganglionar
cervical de manera directamente proporcional, y de manera inversamente
proporcional con el porcentaje de margenes libres obtenidos en la
reseccion. Concluyen en el analisis multivariable que dicha profundidad es

un factor prondstico independiente para el control de la recidiva cervical y
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la supervivencia. La mayoria de la literatura, coincide en que la
profundidad es un importante factor prondstico del OSCC, predictor de
metdstasis ganglionares, recidivas locoregionales y peor OS (47) (55). En
un metaanalisis realizado por Huang et al. (23) establecieron que el punto
de corte ideal para predecir el riesgo de metdstasis ganglionares en
relacion a la profundidad tumoral era de 4mm. Por todo ello, en la Ultima
actualizacién del AJCC (82 edicidn) se incluyd el DOI (por sus siglas en
inglés depth of invasion) como valor prondstico para la categoria T (28).
Histopatoldgicamente, el DOl se mide a partir del nivel de la membrana
basal de la mucosa normal adyacente mas cercana, dibujando una “plumb
line” desde este plano hasta el punto mas profundo de la invasién
tumoral, incrementando la categoria T con cada intervalo de 5mm de

profundidad (28).

Figura 5. Medicidon de DOI. Tomada de Lydiatt et al. (28)

En cuanto al grado histoldgico, los tumores bien diferenciados y

moderadamente diferenciados presentan mejor control local y mejor
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supervivencia comparados con los poco diferenciados (52), aunque no
todos los autores estan de acuerdo, defendiendo algunos la relacion de
tumores pobremente diferenciados con peor prondstico (49) (47),

mientras que otros no encuentran dicha relacién (54).

En relacion con la importancia de la invasion 6sea y su valor en el
estadiaje histopatoldgico, existen estudios que no encuentran relacion de
la invasidon 6sea mandibular con peor prondstico, poniendo en duda la
clasificacion directamente a un estadio T4 en el caso de tumores con
afectacion dsea, pudiendo llevar consigo una sobreestadificacién (58).
Shaw et al. (59) encontraron que la afectacién ésea mandibular era
predictora de recidiva local y tenia tendencia hacia la significacion
estadistica con peor supervivencia libre de enfermedad a los 5 afos. Sin
embargo, en el analisis multivariable, aunque conservaban dicha
tendencia, no alcanzaban la significacidn para ser considerados factores
predictores independientes. En cambio, si encontraron que, dividiendo el
patron de infiltracion dseo entre patrones erosivos e infiltrativos, este
ultimo si se correlacionaba con una peor supervivencia libre de

enfermedad.

Otro parametro de vital importancia en el prondstico de estos
pacientes es la presencia de margenes afectos (28). En la literatura existe
controversia, sobre qué podemos considerar como afectacion, si la
presencia de displasia, carcinoma in situ o Unicamente la presencia de
carcinoma escamoso infiltrante (60). De manera general, se considera
margen libre si existen mas de 5mm libres de tumor, proximo si
encontramos tumor en estos 5mm, sin llegar a tener el borde afecto, y
margen afecto si se evidencia tumor en el borde la reseccion (61).

Ademas, hay que tener en cuenta, que el margen quirurgico siempre
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tiende a ser de mayor tamaio que el margen histopatolégico, por la
retraccidon que sufren los tejidos tras la reseccion. Sutton et al. (60) en su
serie de 200 pacientes con OSCC, evidenciaron una mayor tasa de
recidivas locales en pacientes con margenes afectos (55%) frente a
margenes proximos (33%) y margenes libres (12%), junto con una mejor
supervivencia a los 5 afos, de 11%, 47% y 78%, respectivamente. Siendo el
riesgo de muerte 11,6 veces mayor en margenes afectos, y de 2,66 en
margenes proximos frente a margenes libres. Sin lugar a dudas, la
presencia de margenes afectos se considera un factor prondstico
independiente para la supervivencia y las recidivas del OSCC (48) (49) (47)
(52) (55).

Actualmente, la invasién perineural (PNI, por sus siglas en inglés
perineural invasion) y linfovascular (LVI, por sus siglas en inglés
linfovascular invasidn) son factores prondsticos bien establecidos, que
condicionan, junto con la presencia de margenes afectos, la necesidad de
posibles tratamientos complementarios como la radioterapia (49) (47)
(59). Una de las definiciones mas aceptadas de la PNI es la descrita por
Liebig et al. (62) que describe dos patrones histolégicos que se pueden
presentar de manera aislada o conjunta. El primero consiste en observar
células tumorales en la vaina nerviosa e infiltracidon del epineuro,
perineuro o endoneuro, y el segundo consiste en encontrar células
tumorales que rodean el nervio en al menos un 33% de su circunferencia.
Laske et al. (63) realizaron un estudio de la invasidn perineural como
factor prondstico en pacientes con OSCC, reforzando la idea de que la
presencia de invasion perineural en tumores conlleva peor supervivencia y
mayor tasa de recidivas. Concretamente, destacaron que dicha afectacion

tiene mayor imparto en estadios precoces ya que disminuye la
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supervivencia global de 94% a 60% en caso de los tumores con afectacion
perineural. La invasion linfovascular se define como la presencia de células
tumorales en el interior de un vaso sanguineo o linfatico, estando el tumor
adherido al endotelio vascular o a un trombo dentro del mismo vaso (27).
Matsushita et al. (27) observaron que la invasion linfovascular estaba
relacionada con las metastasis ganglionares y con la profundidad de
invasion del tumor, pero no con la incidencia de recidivas ni con las
metastasis a distancia. De la misma forma, la LVI se relacionaba con peor
DSS a los 5 afios, y aunque mostraba una tendencia hacia peor OS a los 5
anos, esta no alcanzaba la significacion estadistica. La invasion
linfovascular adquiere verdadera importancia prondstica en cuanto a la

supervivencia en estadios precoces (estadio | o ll) (27).

La presencia de metastasis ganglionares es uno de los factores
prondsticos independientes mas importantes, avalado por toda la
literatura cientifica, que conlleva mayor tasa de recidivas locoregionales,
peor supervivencia global y especifica (48) (23) (49) (47) (52) (54) (59) (64).
La incidencia de metastasis ganglionares ocultas en estadios tempranos de
OSCC(T1 0 T2) es del 20% al 40% (23). En un estudio realizado por
Wreesmann et al. (65) obtuvieron que el tamaio del mayor ganglio afecto
por metdstasis era un factor prondstico independiente en cuando a
supervivencia en OSCC. Recientemente, se ha introducido el término de
extension extraganglionar (ENE, por sus siglas en inglés extranodal
extension) en la categorizacién de N con un importante efecto negativo
sobre el prondstico de pacientes con OSCC (49) (52) (59) (65). La ENE a
nivel histopatoldgico se define como la extensidn del carcinoma desde el
interior de un ganglio linfatico a través de la cdpsula fibrosa y hacia el

tejido conjuntivo circundante, independientemente de la presencia de
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reaccion estromal (28). Se subdividen en ENE minor (ENEmi) y ENE mayor
(ENEma). El primero se considera como una extension tumoral de 2mm
desde la capsula, mientras que ENEma se define como una extension
aparentemente a simple vista del patélogo, una extensién mayor de 2mm
desde la capsula o depdsitos de carcinoma en tejidos blandos sin
arquitectura nodal acompanante (28). Wreesmann et al. (65) realizaron un
estudio para determinar la influencia del ENEmi y ENEma en cuanto al
prondstico de los pacientes con OSCC, concluyendo que los pacientes con
ENEmi tenian una supervivencia especifica de enfermedad similar a los
pacientes sin ENE, por lo que ENEmi no podia ser considerado como un
factor prondstico independiente en el analisis multivariable, a diferencia
de los pacientes con ENEma que si se mantenia como factor prondstico

independiente.

En cuanto a la actitud terapéutica, Rajapakshe et al. (64) en su serie
de 430 pacientes con OSCC, encontraron que el tipo de tratamiento
guirurgico realizado (reseccion mds o menos vaciamiento cervical
unilateral o bilateral) no mostraba una relacién estadisticamente
significativa con la supervivencia global (p = 0,07) en pacientes en estadios
precoces. Ademas, evidenciaron que pacientes con estadios Il, Il y IV con
una reseccion del tumor con margenes afectos y sin radioterapia
postoperatoria, tenian peor supervivencia y mayor tasa de recidivas
locoregionales; pero dicha significacion desaparecia cuando recibian
radioterapia postoperatoria, pudiendo por tanto confirmar que, en caso
de margenes afectos, la radioterapia es necesaria como tratamiento
complementario (64). Por otro lado, Brockmeyer and Hemmerlein (54) en
su estudio de 106 pacientes con OSCC, concluyen que cuanto mas tiempo

pasa desde la cirugia hasta el inicio de la radioterapia, mayor es la

59



incidencia de recidivas; y cuanto mas precoz es la recidiva, menor es la
supervivencia de estos pacientes, siendo el tiempo hasta la aparicion de la
recidiva un factor prondstico independiente. Esto puede explicarse debido
a que la existencia de una recidiva precoz normalmente lleva consigo

tumores mas agresivos y, por lo tanto, peor prondstico asociado.

El estadiaje TNM, se ha establecido como el principal determinante
del prondstico y de la planificacién del tratamiento de OSCC. (1) Sin
embargo, el estadiaje TNM tiene varios inconvenientes. Entre ellos, el
TNM definitivo se obtiene tras el estudio histopatoldgico, tanto de la
reseccion del tumor primario como de la diseccién cervical, siendo
imposible determinar la extension tumoral y la presencia de metastasis en
ganglios linfaticos cervicales previos a la cirugia. Por todo ello, en los
ultimos anos, se ha intensificado la busqueda de nuevos factores

prondsticos, sobre todo marcadores a nivel molecular.

Se han identificado marcadores bioldgicos que pueden contribuir al
prondstico y tratamiento de los pacientes con cancer, como son los
marcadores relacionados con la angiogénesis tumoral, la cual influye sobre
la progresién y agresividad del tumor (66). Smith et al. (67) encontraron
gue la positividad de VEGF en tumores de cavidad oral y orofaringe era
predictor de supervivencia global y especifica por enfermedad, teniendo
hasta 3 veces mas riesgo de recidivas comparados con los tumores VEGF
negativos, ya que el VEGF promueve la angiogénesis tumoral al estimular
la proliferacion de células endoteliales y promover la permeabilidad
vascular. Se estan desarrollando nuevas vias de investigacién en relacion
con genes supresores de tumores como el p53, y con marcadores de

proliferacion celular como el Ki-67 (68).
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INMUNIDAD, INFLAMACION Y CANCER

La inflamacién se considera una forma de defensa innata de primera
linea contra el dano tisular y la infeccidn, caracterizada por una afluencia y
reclutamiento de células del sistema inmunitario secretoras de

mediadores destinadas a reparar el tejido danado (69).

La primera vez que se relaciond la inflamacion y el cancer fue en
1863 cuando Rudolf Virchow (70) identificé leucocitos en los tejidos
neoplasicos, sugiriendo que el infiltrado linfo-reticular reflejaba el origen
del cancer en zonas con inflamacidn crénica. Desde entonces, se ha
realizado un esfuerzo por entender la relacion entre la inflamacion y la
progresion del cancer, junto con su posible implicacidon prondstica y

terapéutica.

A lo largo de los afios se han establecido numerosos procesos
inflamatorios como cofactores para desarrollar cancer en distintas
localizaciones, como la enfermedad inflamatoria pélvica con el cancer de
ovario, la gastritis por H. Pylori con el cancer gastrico o el linfoma tipo
MALT, la metaplasia de Barrett con el cancer de eséfago, el VPH para el
cancer de cérvix y el de orofaringe, o el VHC o VHB para el
hepatocarcinoma (70) (71). Estudios recientes, han demostrado que
también el tabaco es un promotor de tumores debido, entre otras cosas, a
su capacidad para desencadenar una inflamacidn crdénica en los tejidos
(72). En concreto esta relaciéon entre la inflamacion y el OSCC, se ha
descrito en situaciones como la periodontitis, los traumatismos, o
procedimientos locales como biopsias preoperatorias que conducen a una

inflamacidn crdénica (73).
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Un tipo completamente diferente de inflamacidn es la que sigue al
desarrollo del tumor. La diferencia entre la muerte celular programada
con la muerte de las células tumorales es que la primera consta de una
apoptosis seguida de una autofagocitosis, mientras que la segunda no se
acompafa de esta autofagocitosis, liberando asi mediadores
proinflamatorios en dicho microambiente tumoral, reclutando células
inflamatorias y del sistema inmune, generando un ambiente
proinflamatorio (66). La mayoria de los tumores sélidos, desencadenan
esta respuesta inflamatoria intrinseca que genera un microambiente
protumoral, el cual conduce a la remodelacion del estroma tumoral, al
reclutamiento de leucocitos y linfocitos, y a la produccién de citoquinas
promotoras de tumores y proangiogénicas (66) (72). Adicionalmente, se
ha planteado la hipétesis de que el microambiente inflamatorio aumenta
la tasa de mutacidn, debido a que dichas células proinflamatorias sirven
como fuente de especies reactivas de oxigeno y reactivos de nitrogeno
gue, a su vez, son capaces de inducir dafio en el DNA e inestabilidad

gendmica (72).

Por todo ello, actualmente, la inflamacion es considerada como una
de las principales caracteristicas del cancer, debido a que induce y
favorece la angiogénesis, la proliferacion celular, el dafio en el DNA e

inhibe la apoptosis de las células cancerigenas (72).

62



Self-sufficiency in
growth signals

Insensivity to

Evading anti-growth signals|

apoptosis

Inflammatory
microenvironment

Sustained
angiogenesis Tissue invasion
& metastasis

Figura 6. Inflamacién como una de las siete caracteristicas

distintivas del cancer (74).

Durante décadas se creyé que la principal funcién, si no la Unica, del
sistema inmunitario en el cancer era inhibir el desarrollo del tumor a
través de la vigilancia inmunoldgica. Actualmente, se sabe que las
interacciones entre el tumor y las células del sistema inmunitario son mas
complejas y dindmicas de lo que se pensaba anteriormente, existiendo
muchos subtipos de células inmunitarias que poseen actividad promotora

de tumores (69).

Una vez establecidos, los tumores son muy habiles para evitar la respuesta
del sistema inmunitario. Se han descrito varios mecanismos de defensa
para eludir la deteccién y eliminacion por parte del sistema inmune,
incluidos la pérdida de antigenos tumorales, la menor concentracion de
complejos de histocompatibilidad (MHC), la pérdida de componentes de la

via enddgena de presentacion de antigenos y la supresidon inmunitaria
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inducida por la secrecién de citoquinas o interaccion directa entre

ligandos y receptores de células inmunitarias (69) (75).

Microambiente tumoral

En 1889, Paget (76) describidé por primera vez la hipétesis de “la
semilla y el terreno”, en la que proponia que los canceres metastatizan en
tejidos favorables para ello. Desde entonces, se ha realizado un esfuerzo
por relacionar y entender el microambiente tumoral con el desarrollo del

cancer y su posible implicacion en el prondstico y tratamiento de este.

En el microambiente tumoral (TME, por sus siglas en inglés tumor
microenviroment) las células tumorales reprograman las células
estromales proximas, desencadenando una respuesta inflamatoria con
reclutamiento de diferentes tipos de células del sistema inmunitario, tanto
del innato (macréfagos, neutréfilos, células NK, etc.) como del adaptativo
(linfocitos Ty B), quienes a su vez facilitan el crecimiento, la diseminacién,
progresién y la inmunosupresién asociada al cancer (77). Se diferencian
dos zonas dentro del microambiente tumoral, el tejido tumoral y el

estroma tumoral (78).

Este microambiente es rico en citoquinas proinflamatorias y
factores de crecimiento que son producidos por las propias células
tumorales, y por los leucocitos y las plaquetas asociados a este, inducidos
entre otras cosas por la hipoxia. Estas citoquinas inflamatorias tienen una
influencia directa sobre la supervivencia, el crecimiento, la proliferacion, la
diferenciacion y la comunicacién de las células tumorales y estromales, asi
como la interaccion del tumor con la matriz extracelular (70). En etapas
iniciales del cancer las células del sistema inmunitario se comportan
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principalmente como supresoras de tumores, pero dependiendo del
microambiente tumoral, pueden sufrir cambios fenotipicos para favorecer
la diseminacidn y crecimiento del tumor gracias a su plasticidad inherente

en respuesta a mediadores como las citoquinas (69).

Todo ello pone en evidencia la importancia de la inflamacién y los
mediadores inflamatorios desde fases iniciales del desarrollo tumoral

hasta la progresiéon tumoral por metastasis a distancia.

Angiogénesis

La angiogénesis es importante tanto en la evolucidn de los tumores
como de las enfermedades inflamatorias cronicas que predisponen al
cancer, ya que durante el desarrollo tumoral se produce la liberacién de
mediadores proinflamatorios, que promueven la neo-angiogénesis (66)
(72). Sin embargo, los vasos sanguineos asociados al tumor estan
pobremente organizados y sin la clasica formacion arteriola-capilar-
vénula, lo que conlleva, entre otras cosas, una menor extravasacion hacia
el estroma tumoral de linfocitos citotdxicos con accidn anti-tumoral (69).
Las células del infiltrado inflamatorio, particularmente los macréfagos
asociados a tumores, contribuyen a esta angiogénesis, mediante la
producciéon de TNF, IL-1, IL-6 y TGF-B1, que promueven la angiogénesis

gracias a factores de crecimiento como el VEGF (70).

La angiogénesis es un factor imprescindible en la progresion
tumoral, ya que no solo fomenta el crecimiento del tumor primario por la
aportacion de nutrientes, si no que permite un mayor acceso para la

entrada de células promotoras de tumores y aporta nuevas rutas para la

65



extravasacion de células tumorales, contribuyendo asi a las metastasis

(69).

Macrdéfagos asociados a tumores (MATSs)

De manera habitual, cuando un tejido se infecta o sufre una lesién,
se estimula la expresion local de una amplia variedad de factores de
crecimiento como el CSF-1 (por sus siglas en inglés, colony stimulating
factor 1), GM-CSF (por sus siglas en inglés, granulocyte—-macrophage CSF),
MSP (por sus siglas en inglés, macrophage-stimulating protein), TGF-B1
(por sus siglas en inglés, transforming growth factor-61), y citoquinas
como CCL2, CCL7, CCLS, CCL3, CCL-4 y MIF (por sus siglas en inglés,
macrophage migration inhibitory factor) (71). Estos factores de
crecimiento y citoquinas reclutan a los monocitos circulantes y estimulan
su diferenciacién a macréfagos, los cuales, a su vez, median el
reclutamiento de otras células del sistema inmunitario, producen mas
factores de crecimiento y favorecen la angiogénesis para promover la
reparacion tisular (71). Ademas, destruyen los patdgenos existentes
gracias a la produccion de especies reactivas de oxigeno, radicales de
nitrégeno y la presentacion de antigenos desconocidos a las células T

citotoxicas (71).

Los macréfagos asociados a tumores (MATs o TAMs, por sus siglas
en inglés tumor-associated macrophages) son una poblacién de
macrofagos reclutados por las células tumorales que ejercen un papel
importante en el microambiente tumoral, siendo las células inmunes mas

abundantes e importantes en el microambiente tumoral, suponiendo
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desde un 5% a un 40% de la masa tumoral en tumores sélidos (73). Estos
macrofagos pueden mostrar una considerable plasticidad funcional en
respuesta a estimulos locales de dicho microambiente, pudiendo
polarizarse en dos fenotipos, M1y M2 (79). Los primeros son
considerados proinflamatorios y antitumorales. Bajo condiciones
fisioldgicas o inducidos por interferén-Y y TNFa, se polarizan al fenotipo
M1, los cuales producen elevadas concentraciones de IL-1, IL-6, CXC-L10,
TNFa, iNOS (por sus siglas en inglés, inducible nitric oxide synthase) y HLA-
DR, que tienen un efecto antitumoral (80). En contraposicién, los M2
presentan caracteristicas inmunosupresoras y protumorales. En este caso,
las células tumorales, por diferentes vias (CCL-2, IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-13, CSF-1, PD-1/PD-L1, CD47/SIRPa, TGFB) activan y polarizan los
macrofagos a M2, los cuales secretan citoquinas, enzimas y factores de
crecimiento como IL-10, IL-4, TGFB, CC ligandos, VEGF, PDGF, FGF uPA y
MMPs (por sus siglas en inglés, matrix metalloproteinases), que mediante
diferentes vias promueven la progresion tumoral y la resistencia al
tratamiento, siendo el subgrupo mas frecuente encontrado en el TME (73)
(79) (80). Hoy en dia, las concentraciones altas de MATs se han
relacionado con peor prondstico en multiples tumores sélidos, como el
cancer de mama, prostata, ovario, cérvix (71) (72), pancreas, el cancer
gastrico, y el HNSCC (80). En concreto en el caso del OSCC, se ha
relacionado una mayor concentracion de macréfagos M2 con un peor

prondstico y con una menor supervivencia (78) (80).
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Evrard et al. (80)

Los marcadores mas usados para identificar estos macréfagos asociados a
tumores son el CD63 y CD163. El CD63 se expresa de manera comun en
numerosas células del sistema hematopoyético como los monocitos, los
macrofagos, las células dendriticas, los neutrdfilos o los baséfilos (73). A
diferencia de este, el marcador CD163 se expresa en los macrofagos M2,

siendo un marcador esencial en la eliminacion del complejo hemoglobina-
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hapoglobina y en la induccién del sistema inmune innato, por lo que el
CD163 es el utilizado para discriminar los macréfagos M2 de los M1 (73)

(80).

En la literatura, se ha asociado mayor expresién de CD163 con peor
prondstico en numerosos tipos de cancer como linfomas, gliomas, cancer
de pulmon, gastrico, de tiroides, de mama o de rifidn (73) (79) (81). En
cuanto al HNSCC, un metaanalisis reciente realizado por Troiano et al. (79)
no encontraron relacion estadisticamente significativa entre el CD68+ (ni
de manera general ni separando por microambientes tumoral o estromal)
con la OS o DFS, pero si un peor prondstico cuanto mayor expresion de
CD163+ en el estroma tumoral, no encontrando dicha relacion en el tejido
tumoral. Otros como Hu et al. (78), en cambio, encontraron peor
prondstico con niveles altos de CD68 en el tejido tumoral, pero no en el
estroma y una relacion estadisticamente significativa entre el CD163
intratumoral y estromal con peor prondstico. En general, no se han
relacionado los niveles de CD68+ ni de CD163+ con las metdstasis
cervicales ni con el estadio tumoral, ni otras variables clinicopatoldgicas
(73) (79). Una posible explicacién para las diferencias obtenidas entre
estudios es que se ha visto que estos marcadores pueden expresarse no

solo en los MATSs, sino también en las células tumorales del OSCC (78).

Algunos autores como Weber et al. (82) analizaron la diferencia en la
concentracion de los marcadores CD163 y CD68 en la muestra de la
biopsia preoperatoria en casos de OSCC, frente a la pieza de reseccion
tumoral tras la cirugia con intencidn curativa. Vieron que la expresién de
CD163+Yy el cociente CD163/CD68 era mayor en la pieza de reseccién
tumoral frente a la biopsia diagndstica, independientemente del tiempo

entre ellas, no encontrando dicha asociacién en otros pardmetros como el
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CD68, confirmando la hipétesis de una mayor polarizacion de los
macrofagos a M2 en el microambiente tumoral, y un incremento de esta
polarizacidn desde la biopsia preoperatoria hasta la cirugia curativa,

pudiendo esta estar asociada a una progresion tumoral acelerada.

La compresidn del microambiente tumoral y su relacion con la
progresion del cancer es imprescindible para la busqueda de nuevas
dianas terapéuticas en este tipo de tumores, como pueden ser
blogueantes de los MATs o marcadores que reprogramen los M2 en M1,
de cara a frenar el crecimiento tumoral y mejorar el prondstico de los

HNSCC.

Neutrdfilos asociados a tumores (TANs)

A pesar de ser una de las células mas abundantes en sangre
periférica, el papel de los neutrodfilos infiltrantes de tumores (TANSs, por
sus siglas en inglés tumor-associated neutrophils) en la progresién tumoral
es menos conocido. Debido a que los neutroéfilos secretan una gran
variedad de mediadores inmunomoduladores es adecuado pensar que
existe una interaccion reciproca entre estos y el tumor (83) (84).
Influenciados por los MATs, los neutréfilos liberan factores que
promueven la adhesidn a la matriz celular y la migracidn de las células
tumorales, ademas de otras actividades protumorales como la
angiogénesis o la inmunosupresion (83), relaciondndose en algunos
tumores de cabeza y cuello una elevada concentracion de neutréfilos en el
microambiente tumoral con estadios avanzados, sugiriendo que los
neutrofilos puedan tener un papel importante en la patogénesis y
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desarrollo del cancer (84). El primer estudio que identifico la presencia de
TANs como un factor prondstico fue en 2006, en relacidén con el cancer
renal de células claras (85). Posteriormente, los TANs se han asociado con
peor prondstico en algunos tipos de cancer, como el melanoma, el cancer
renal, el colorectal, el carcinoma hepatocelular y el cancer gastrico (83)

(86) (87) (88).

Linfocitos infiltrantes de tumores (TILs)

Similar a lo que sucede con los macrdéfagos, el microambiente
tumoral incluye linfocitos infiltrantes de tumores (TILs, por sus siglas en
inglés tumor-infiltrating lymphocytes). Los linfocitos T se clasifican en
funcion de su accion como células T natural killer (NK), linfocitos T

citotoxicos CD8+ y linfocitos T helper o colaboradores CD4+ (89).

Los TILs citotdxicos CD8+ se caracterizan por expresar el correceptor
CD8+ (90) y son responsables de la identificacion y eliminacidon de las
células tumorales mediante el reconocimiento de antigenos especificos de
tumores unidos a los receptores HLA tipo | (91). Esta eliminacién la llevan
a cabo mediante la secrecion de citoquinas con efectos antitumorales y
antimicrobianos, la produccion y liberacidn de granulos citotéxicos, y la
activacion de cascadas de senalizacién de caspasas lo que trae consigo la
apoptosis de la célula tumoral (92). Uno de los mecanismos de escape de
las células tumorales es la sobreexpresion del ligando de muerte
programada PD-L1 (por sus siglas en inglés, programmed death-ligand 1)
gue se une al receptor especifico (PD-1 o CD274) en las células T, las

cuales, a su vez, generan una seial inhibitoria a los linfocitos T citotdxicos,
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previniendo asi la eliminacién de las células tumorales por parte del

sistema inmune (44) (93).

Los TILs helper o colaboradores CD4+ se caracterizan por expresar la
molécula CD4 (90) y son responsables del control de patégenos
intracelulares y extracelulares mediante el reconocimiento de péptidos
unidos a las moléculas de HLA tipo Il que se encuentran en células
presentadoras de antigenos como los macréfagos, linfocitos B y las células
dendriticas (94). Se subdividen en células Th1, Th2, Th17 en funcién de las
citoquinas que producen (95). Los Th1 son cruciales en la activacion de los
linfocitos T citotoxicos CD8+ y los Th2 se encargan de estimular la

inmunidad humoral y activar los eosindfilos (75).

Existe otra subpoblacidn, que son las denominadas células T reguladoras
(Treg). Los linfocitos Treg se caracterizan por la coexpresion de CD4 y
FOXP3 (96) y estdn involucrados en la interaccién tumor-huésped
mediante la regulacién y supresion de la respuesta inmunitaria,
suprimiendo la activacion, la proliferacion y las funciones efectoras de
numerosos tipos de células incluidas las células T CD4+ y CD8+ (97).
Generalmente, se evallan mediante la deteccién inmunohistoquimica de
FOXP3, que se considera su marcador mas especifico (96) (97). Se acepta
gue los TlLs CD4+ Th1 vy los linfocitos T citotoxicos CD8+ estan
involucrados en una inmunidad antitumoral efectiva, frente a los linfocitos
Treg que estan relacionados con la supresion de la inmunidad antitumoral

(91) (93).

La presencia de TILs se asocia con un prondstico favorable en

algunos tumores (75) (91). Sin embargo, diferentes subtipos de linfocitos
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tienen funciones diferentes o incluso opuestas en el microambiente
tumoral. El OSCC es un cancer que se encuentra en un entorno expuesto a
multiples microorganismos intraorales que frecuentemente se encuentra
ulcerado e intensamente infiltrado por linfocitos. Troiano et al. (98)
clasifican los OSCC en tres grupos en funcidn del infiltrado linfocitario:
inmune-inflamado, cuando se encuentran TILs dentro del tejido tumoral;
inmune-excluido, cuando se evidencian TILs en el estroma tumoral; e
inmuno-desierto, cuando el tumor carece de TILs, siendo estos ultimos los
gue mostraron peor pronostico. En relacidn con las diferentes poblaciones
de linfocitos, en los HNSCC la asociacion entre las células T CD8+ se ha
relacionado con un prondstico mas favorable, con mayor supervivencia
general y especifica (91) (90), al igual que en otros tumores sélidos (99),
no encontrando la misma relacion en el caso de los linfocitos T CD4+ (91).
Esto se debe a que existen varios subtipos de linfocitos T CD4+ que tienen
diferentes funciones, como los Thl o Th2. Por lo tanto, la deteccién del
CD4+ de manera conjunta no permite distinguir entre los diferentes
subtipos (91). En el caso concreto del OSCC, a diferencia del carcinoma de
orofaringe o de hipofaringe, algunos autores no han obtenido resultados
significativos que relacionen tanto CD4+ ni CD8+ con mejor prondstico
(93) (100), mientras que otros si relacionan mayores concentraciones de
CD8+ con mejor supervivencia global en carcinomas orales (90). En
relacion con los linfocitos Treg, existe bastante controversia entre los
diferentes estudios publicados. En el cancer de pulmdn y en los
glioblastomas (101) (102), los Treg se han relacionado con peor
prondstico, mientras que en los tumores de cabeza y cuello se han
relacionado con mejor prondstico (91) (103). En el caso de los OSCC, altas

concentraciones de linfocitos FOXP3+ se asociaron con un mejor
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prondstico, junto con la relacién CD8+/FOXP3+ en el estroma tumoral, que
resultd ser un factor prondstico independiente en carcinomas orales (93).
Estos resultados estan en controversia con la hipdtesis de que los
linfocitos Treg presentan actividad protumoral mediante la inhibicion del
sistema inmune antitumoral, pudiéndose explicar por una diferente
actuacion de estos linfocitos en funcion de la localizacién y el estadio
tumoral, cambiando a una actividad protumoral a medida que avanza el
tumor (93), o debido a que las células Treg desempefian un papel de
supresion de la respuesta inflamatoria ineficaz, que se asocia con la
promocion de la progresién tumoral (91). Con respecto a lo anterior, hay
gue tener en cuenta que a pesar de que el marcador FOXP3 es uno de los
mas especificos de los linfocitos Treg, no es especifico de los linfocitos
Treg activados (91), por lo tanto, la busqueda y andlisis de otros
marcadores especificos de actividad puede ser necesaria para aclarar la
relacidon con el prondstico en tumores. De ahi que se precisen mas
estudios para entender la relacion entre este subgrupo de linfocitos y el

desarrollo del cancer.

Los linfocitos B CD20+ son células presentadoras de antigenos y
expresan fragmentos peptidicos unidos a las moléculas HLA tipo Il siendo
esenciales en la respuesta inmune humoral y como moduladoras de
células T (94) (104). Tras la unién de un antigeno y con el apoyo de las
citoquinas liberadas por los linfocitos Th, las células B se diferencian en
células plasmaticas y producen anticuerpos especificos para el antigeno,
participando asi en la inmunidad humoral, ademas de regular la respuesta
de las células T a los diferentes antigenos (104). El CD20 es una

fosfoproteina que se encuentra en la membrana de los linfocitos B y que
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pierden cuando se convierten en células plasmaticas, siendo utilizada
como marcador de las células B mediante su deteccidn con
inmunohistoquimica (96). En el TME, dentro de la poblacién de TILs se
encuentran estos linfocitos B que pueden llegar a suponer desde un 25 a
un 40% de todas las células en diferentes tipos de tumores, confirmando
un papel importante en la inmunidad antitumoral junto con los linfocitos T
y los macrdéfagos (96). Las células T citotdxicas CD8+ estan relacionadas
con las CD4+ Th1 y los macréfagos M1; mientras que, por el contrario, las
Treg, los linfocitos B y los macrdofagos M2 estan relacionados con una

respuesta Th2 promotora de tumores (96).

En relacién con el OSCC, Sudrez Sanchez et al. (96) relacionaron una
menor concentracion de CD20+ en el estroma, y unos bajos cocientes
CD20+/CD8+, CD20+/CD68+, CD20+/CD163+ con estadios avanzados
T3/T4, sugiriendo que la densidad de linfocitos B disminuye a medida que

el tumor progresa.

Esta relacidon entre las células tumorales y su microambiente esta
evolucionando rapidamente gracias al creciente interés de cara a obtener
terapias dirigidas en numerosos tipos de cancer. Aclarar el valor
pronodstico de la presencia de las células inmunitarias e inflamatorias
infiltrantes de tumores podria conducir a una mejor compresion del papel
de los diferentes elementos del microambiente tumoral en OSCC. Ademas,
la identificacién de biomarcadores y valores clinico-patoldgicos predictivos
gue puedan condicionar el resultado final del tratamiento, es esencial

para establecer tratamientos especificos dirigidos. En los proximos afos es
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probable que la inmunoterapia se implemente en los regimenes de

tratamiento estandar de los pacientes con HNSCC.

Relacidn entre inflamacion local con la inflamacion en sangre periférica

Se ha planteado recientemente la hipdtesis de que la inflamacién
local esta relacionada con la inflamacion a nivel sistémico, y que esta
puede ser facilmente determinada con una cuantificacién de los
parametros en sangre periférica mediante un analisis de sangre habitual
(105). La existencia de alteraciones inmunitarias en sangre periférica en
pacientes con cancer se mostro por primera vez en 1974 por Bone and
Lauder (106) en relacidon con el cancer gastrointestinal. Estos pardmetros
se han correlacionado con peores resultados clinicos en numerosos tipos
de canceres, incluido el OSCC, el cancer colorectal, el cdncer de pulmodn de
células no pequefias, el de estdmago, el de eséfago, el cancer de higado,
el de rifidn, el de vesicula biliar y el de prdstata, entre otros (105) (107)
(108). La respuesta inflamatoria sistémica provocada por las células
inmunitarias que se observa en el cancer esta interconectada con el déficit
nutricional que se observa en los pacientes con cancer, y afecta al
prondstico y al curso de la enfermedad independientemente del estadio

del tumor (105).

La linfopenia detectada en pacientes con cancer metastasico, puede
explicarse por varios mecanismos: una destruccion de linfocitos inducida
por células tumorales con ligandos pro-apoptoéticos; una menor capacidad
de respuesta de los linfocitos a la estimulacién por alteraciones en el
receptor de células T (TCR, por sus siglas en inglés T-cell receptor); o una

76



alta proporcion de Treg que favorecen la inmunosupresién (99). Esta
reduccion en la proliferacidon y supervivencia de TILs tiene un impacto
directo a nivel sistémico. La presencia de linfopenia se ha relacionado con
tumores avanzados y peor prondstico en el caso de cancer de pancreas,
melanoma, linfomma no Hodgkin, cdncer de mama y sarcomas (99) (109)
(110). En HNSCC se ha visto que los linfocitos tienen mayor tasa de
apoptosis, y que el recuento absoluto de los subtipos de linfocitos es

menor si los comparamos con grupos libres de enfermedad (111).

Los neutrofilos son el tipo de leucocito circulante mas abundante,
representando la primera linea de la defensa inmune innata frente a
patogenos. Una elevacion de la cantidad de neutrofilos refleja una
importante respuesta inflamatoria local y sistémica, que va asociada a una
mayor secrecion de citoquinas que promueven el crecimiento y la
diseminacién tumoral, ademas de una estimulaciéon de la angiogénesis
(112). Adicionalmente, la neutrofilia inhibe el sistema inmune mediante
supresion de linfocitos citotoxicos, de linfocitos T activados y de células NK
(107). Al contrario que los linfocitos, los neutrdfilos se suelen encontrar
aumentados en sangre periférica en tumores sdélidos (99). En el caso de
HNSCC, la concentracidon de neutrdfilos es mayor, sobre todo a costa de

células polimorfonucleares inmaduras (111).

Los monocitos también tienen un importante papel en la
inflamacidn (105). Inicialmente tienen una accion antitumoral como
células citotdxicas efectoras y células presentadoras de antigenos a los
linfocitos (105) (113), pero a medida que progresa el tumor, las células
tumorales modifican la actuacidn de los monocitos mediante la secrecidn
de citoquinas inhibitorias, resultando en monocitos que favorecen la

progresion tumoral mediante la angiogénesis y la inmunosupresion (105)
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(113). Se ha observado que el valor de monocitos es un valor prondstico
independiente en carcinomas escamosos de orofaringe, resultando en
peor prondstico en aquellos casos con recuentos de monocitos elevados
en sangre periférica (113). En general, la concentracién de monocitos y su

asociacion con los linfocitos, se ha estudiado menos en la literatura.

La primera vez que se relacionaron las plaquetas con el cancer fue
en 1992 por Honn et al. (114) Los tumores producen factores que activan
las cascadas de coagulacién, para producir trombina y activar los
receptores de trombina en plaquetas y células tumorales, generando una
trombocitosis paraneoplasica, que a su vez incrementa significativamente
el niumero de plaquetas circulantes (115). Las células tumorales activan y
promueven la agregacion plaquetaria, formando émbolos de células
tumorales y plaguetas que facilitan la supervivencia y diseminacion del
cancer, ya que favorecen la evasion de dichas células tumorales al sistema
inmunitario, las protegen de las altas fuerzas de cizallamiento del flujo
dentro de los vasos sanguineos y facilitan su adhesion al endotelio
vascular y su migracién a través de él (115) (51). Se ha demostrado que los
recuentros elevados de plaquetas, incluso dentro de los rangos normales,
estdn asociados con una mayor incidencia de cancer (116), y que los
pacientes con metastasis tienen un recuento de plaquetas
significativamente mayor previo al tratamiento en comparacién con los

gue no tienen metastasis (111).

Recientemente, se ha incrementado el nimero de articulos en la
literatura que estudian no solo la relacién del cancer con la linfopenia, con
la trombocitosis y con la leucocitosis, si no que incluyen cocientes
combinando las concentraciones en sangre periférica de dichos linfocitos,

leucocitos, monocitos y plaguetas entre si, generando indices especificos,
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los cuales se han correlacionado con la supervivencia de los pacientes con

N LR neutrophil-
lymphocyte ratio
platelet-lymphocyte
ratio P LR
lymphocyte-
monocyte ratio

systemic immune- SI I
inflammation index

Figura 8. indices inflamatorios: el indice neutréfilos-linfocitos (NLR,

cancer (105) (72) (113) (117).

por sus siglas en inglés neutrophil-lymphocyte ratio), el indice de
plaguetas-linfocitos (PLR, por sus siglas en inglés platelet-lymphocyte
ratio), el indice de linfocitos-monocitos (LMR, por sus siglas en inglés
lymphocyte-monocyte ratio) y el indice de inmunidad-inflamacion
sistémica (SlI, por sus siglas en inglés systemic immune-inflammation

index).

Hasta la fecha, no existe consenso sobre el valor prondstico de NLR,
PLR, LMR y el Sll en pacientes con OSCC, siendo, ademas, rara vez
estudiados de manera simultdnea en la misma serie de pacientes (118)
(112). Asimismo, la relacién entre el nimero de células y sus cocientes,
tanto en sangre periférica como en el TME, no han sido evaluados

adecuadamente en el caso de OSCC.
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HIPOTESIS

Las hipdtesis sometidas a contraste en este estudio son:

1. Los indices inflamatorios - cociente neutréfilos-linfocitos (NLR),
cociente plaquetas-linfocitos (PLR), cociente linfocitos-monocitos
(LMR) e indice de inmunidad-inflamacién sistémica (SIl)- medidos en
sangre periférica antes del tratamiento quirdrgico realizado con
intenciodn curativa, en pacientes aquejados de un cancer oral, ése
asocian con variables clinico-patoldgicas de significado prondstico

y/o tienen significado prondstico por si mismos?

2. Los indices inflamatorios -NLR, PLR, LMR, SlI- medidos en sangre
periférica ése correlacionan con la infiltracion tumoral por linfocitos

B o Ty macrofagos?
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OBIJETIVOS

1. Estudiar la potencial asociacidn existente entre los indices
inflamatorios sistémicos (NLR, PLR, LMR, Sll) y las variables clinicas e

histopatolégicas en pacientes con OSCC.

2. Determinar el significado prondstico de los indices inflamatorios
NLR, PLR, LMR, Sll evaluado en términos de supervivencia global y

especifica.

3. Investigar la potencial correlacidn existente entre los indices NLR,
PLR, LMR vy SlI con el infiltrado de macrofagos, linfocitos Ty
linfocitos B en el tejido tumoral y estromal de carcinomas de células

escamosas de la cavidad oral.
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PACIENTES Y METODO

Seleccidn de pacientes

El estudio realizado consiste en un disefio de cohortes retrospectivo
en el que se han incluido 348 pacientes diagnosticados y tratados de un
carcinoma oral de células escamosas (OSCC). Incluye todos los casos de
pacientes con OSCC tratados en el servicio de Cirugia Oral y Maxilofacial
del Hospital Universitario Central de Asturias, Espafia, entre enero de

1996 y noviembre de 2007.

Los pacientes incluidos cumplian los siguientes criterios de inclusién:

1) Presentar un diagndstico de OSCC con confirmacion

histopatoldgica.

2) No presentar antecedentes de otros carcinomas de cabezay

cuello.

3) No haber recibido radioterapia ni quimioterapia previa a la

cirugia.

4) Seguimiento minimo de 3 afios tras la intervencion quirurgica.

5) Disponer de toda la informacidn clinica, patolégica y de

laboratorio necesarias.
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En cuanto a los criterios de exclusion, se definieron como:

A. Recibir tratamiento crénico con corticoides.

B. Recibir tratamiento crénico con inhibidores de la agregacion

plaquetaria.

C. Diagnostico de cualquier enfermedad inflamatoria sistémica.

El estudio se realizé de acuerdo con la Declaracion de Helsinki.
Todas las muestras y datos fueron procesados siguiendo los
procedimientos operativos estandar con la aprobaciéon del Comité Etico
Regional del Principado de Asturias (aprobacién el dia 14 de mayo de

2019, con el nimero 136/19 para el proyecto PI119/01255).
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Variables clinico-patoldgicas analizadas

Se recogieron de la historia clinica electrénica de todos los pacientes las

siguientes variables:

- Demograficas
e Sexo
- Hombre
- Mujer
e Edad
- <65 afos

- >65anos

- Clinicas e histopatoldgicas:
e Indice de masa corporal (IMC)(kg/m?)
- < 18,5: Bajo peso
e Bajo peso grado 3 o déficit severo: < 16
e Bajo peso grado 2 o déficit moderado: 16 a 17
e Bajo peso grado 1 o déficit leve: 17 a 18,5
18,5 a 24,9: Peso normal

25 a 29,9: Sobrepeso

> 30: Obesidad
e Obesidad clase 1 (de bajo riesgo): 30 a 34,9
e Obesidad tipo 2 (de riesgo moderado): 35 a 39,9
e Obesidad tipo 3 (de alto riesgo): > 40
e Habito de fumar
- Fumador

- No fumador
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Consumo de alcohol

Bebedor habitual
No bebedor habitual

Tipo vy localizaciéon del tumor primario

Lengua

Suelo oral

Surco gingival
Paladar

Mucosa yugal
Trigono retromolar

Multicéntrico

Tamafio del tumor primario (8™ edicién de la clasificacién del

TNM de tumores malignos AJCC)

pT1
pT2
pT3
PT4

Ganglios cervicales afectados (8" edicidn de la clasificacién

del TNM de tumores malignos AJCC)

pNO
pN1
pN2
pN3

Estadio (8" edicién de la clasificacion del TNM de tumores

malignos AJCC)
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e Grado histoldgico de diferenciacién
- G1: bien diferenciado
- G2: moderadamente diferenciado
- @G3: pobremente diferenciado
e Estadio clinico al final del periodo de seguimiento:
- Vivoy libre de enfermedad
- Muerte por el cancer
- Pérdida de seguimiento o muerte por otras causas

- Segundo primario

Determinacion de células sanguineas

Una vez recopiladas las variables clinicas y patoldgicas se
recopilaron, también de la historia electrdnica, los datos relacionados con

los resultados de laboratorio.

A todos los pacientes, se les realizé un estudio analitico completo
gue consistia en hemograma, coagulacion y bioguimica una semana antes
de la intervencidn quirdrgica. Dentro del hemograma se registraron el

recuento total de neutréfilos, de linfocitos, de monocitos y de plaquetas.

La asociacion entre estas células inflamatorias en sangre periférica

se obtuvo con el calculo de los siguientes cocientes:
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a)

b)

d)

NLR (neutrophil to lymphocyte ratio): se definié como el

recuento de neutréfilos dividido por el recuento de linfocitos.

NLR—N
L

PLR (platelet to lymphocyte ratio): se calculé dividiendo el

recuento de plaquetas entre el recuento de linfocitos.

PLR—P
L

LMR (lymphocyte to monocyte ratio): se obtuvo dividiendo el

recuento de linfocitos entre el recuentro de monocitos.

LMR—L
M

SlII (systemic immune-inflammation index): se calculé
multiplicando el recuento de neutréfilos por el de plaquetas,
y a su vez dividido por el recuento de linfocitos. Este también
puede ser calculado multiplicando el numero absoluto de

plaquetas por el NLR.

SII =P N
= k —_—
L

SII =P x NLR
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Muestras histologicas y andlisis inmunohistoquimico

De los 348 pacientes con OSCC, se seleccionaron de manera
aleatorizada 119 muestras de carcinomas escamosos orales, a los cuales
se les realizd un estudio inmunohistoquimico para determinar los
subgrupos de linfocitos y macréfagos asociados al TME, diferenciando
entre el tejido tumoral y el estroma tumoral. Se evaluaron de manera

separada las diferentes poblaciones de células inmunitarias:

. CD4+: linfocitos T helper.

A
B. CD8+: linfocitos T citotoxicos.
C. FOXP3+: linfocitos Treg.

D. CD20+: linfocitos B.

E. CD68+: comun a macrofagos M1y M2.

F. CD163+: exclusivo de macrofagos M2.

En cada bloque tumoral de parafina, se seleccionaron 3 areas
morfoldgicas representativas, incluyendo areas de tumor sin zonas de

necrosis.

Adicionalmente, como controles negativos internos, cada TME contenia
muestras de mucosa oral normal de pacientes no oncolégicos sometidos a

cirugia oral.

Los microarrays tirulares se cortaron en secciones de 3 um, y se
desecaron en critales Flex IHC (DakoCytomation, Glostrup, Denmark). Las
secciones fueron deparafinadas con xileno e hidratadas con alcoholes

graduados. La recuperacion antigénica se llevd a cabo calentando las
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secciones con una solucion de Envision Flex Target Retrieval, pH alto
(Dako, Glostrup, Denmark). Las tinciones se realizaron a temperatura

ambiente de forma automdtica (DakoAutostainer Plus, Dako).

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios:

I.  Anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD4 (Dako, clon 4B12,

dilucion 1:80).

Il.  Anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD8 (Dako, clon
C8/144B, prediluido).

[ll.  Anticuerpo monoclonal de conejo anti-FoxP3 (Cell
SignallingTechnology, clon D60S8R, dilucién 1:100).

IV. Anticuerpo monoclonal de ratdon anti-CD20 (Dako, clon L26,
numero de catalogo M0755; dilucién 1:200).

V. Anti-CD68 (Agilent-Dako, clon KP1, prediluido).

VI. Anti-CD163 (Biocare Medical, Pacheco, CA, EE. UU.; clon
10D6, dilucién 1:100).

Se evaluaron mediante el sistema de visualizacion DakoEnVision
Flex + VisualizationSystem (DakoAutostainer), y se utilizd como sustrato el
cromégeno de diaminobencidina. Los controles negativos se prepararon
omitiendo el anticuerpo primario. Los controles positivos se prepararon
utilizando portaobjetos de control positivo apropiados. El paso final de

contratincion, se realizé con hematoxilina.

La cuantificacidn de la seial para los marcadores de CD4, CDS,

FOXP3, CD20, CD68 y CD163, tanto en el tejido tumoral como en el
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estroma circundante, se determiné calculando el promedio de células
tefidas positivamente en cada drea de 1 mm2 de tres campos
microscopicos representativos independientes con sefial elevada (HPF,

400 x ; 0,0625 um?2).

ANALISIS ESTADISTICO

Las variables continuas con distribucion normal se presentaron
como media y desviacion estandar, y los datos categdricos se expresaron
como porcentaje. Se utilizo el coeficiente de correlacién de Spearman
para analizar la correlacion entre variables continuas; y los test no
paramétricos de Mann-Whitney y de Kruskal-Wallis, para estudiar la
asociacion entre las variables continuas de NLR, PLR, Sll, y LMR, con los

subgrupos de pacientes.

Para determinar los valores de corte ideales de NRL, PLR, LMR y
Sll, se utilizé el andlisis de la curva de ROC (en inglés, receiver operating
characteristic). Las curvas de supervivencia se realizaron mediante un
analisis de Kaplan-Meier, y la comparacion entre las distintas funciones de
supervivencia se efectué mediante el test de log-rank. Un andlisis
univariable y multivariable se llevé a cabo mediante el modelo de riesgos

proporcionales de COX. Se calcularon también riesgos relativos de
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supervivencia (Hazard Ratios, HR) con sus correspondientes intervalos de

confianza del 95%.

El evento final del analisis de supervivencia fueron la
supervivencia global (OS por sus siglas en inglés overall survival) y la
supervivencia especifica de cancer (DSS, por sus siglas en inglés, disease

specific-survival).

- Supervivencia global: se midié como el intervalo de tiempo desde el

tratamiento inicial hasta el momento de la muerte por cualquier
causa o la ultima fecha de revision.

- Supervivencia especifica de cancer: se midié como el intervalo de
tiempo desde el tratamiento inicial hasta la fecha de la muerte

causada por la progresion de la enfermedad.

Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos.
El analisis estadistico se realizé con el programa SPSS versién 21.0 (IBM

Co., Armonk, NY, EE. UU.).
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RESULTADOS

Variables clinicas

Las variables demograficas y clinico-patoldgicas de los 348 pacientes
se muestran en la tabla 2. De los 348 pacientes, 221 eran hombres
(63,5%). Las edades de los pacientes oscilaban entre los 28 afos y los 92
anos, siendo la edad media 62 anos. Clasificando a los pacientes en
funcidn de su edad en dos grupos (mayores o menores de 65 afios),
obtenemos que aproximadamente la mitad (55%) son mayores de 65

anos.

En cuanto al indice de masa corporal (IMC), la media se encuentra
en 26,34. En relacidn con los factores de riesgo principales del cancer oral,
un alto porcentaje (58%) eran pacientes fumadores, mientras que menos
de la mitad tenian un consumo perjudicial de alcohol (46%), siendo la

mitad de los pacientes no bebedores habituales.

La localizacidn del tumor mas frecuente fue la lengua (n = 144,
41,4%), seguido del suelo de la boca (n =77, 22,1%), relegando al trigono
retromolar, el paladar y la mucosa yugal a las localizaciones menos
frecuentes con un total del 18,4% entre las tres localizaciones. Un
pequeio porcentaje eran tumores con varias localizaciones a nivel

intraoral, a los que denominamos multicéntricos.
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LOCALIZACION DEL TUMOR PRIMARIO

Multicéntrico

Mucosa yuga

Suelo oral

Figura 9. Localizacién del tumor primario en 348 pacientes con

carcinomas escamosos de cavidad oral.

Con respecto al tamano del tumor primario, mas de dos tercios
(68%) eran tumores menores de 4cm. Los ganglios cervicales en los
pacientes analizados fueron mayoritariamente negativos (n = 211, 63,2%),
y en caso de presentar metdstasis cervicales, los estadios mas repetidos
eran pN1 o pN2,conun 17,1% y un 19,2%, respectivamente. Finalmente,
en cuanto a los estadios clinicos, un 21,6% (n =75) eran un estadio |; un
28,2% (n=98) estadio Il; un 17,8% (n =62) estadio Ill; y un 32,5% (n =113)

eran un estadio V.

En lo referente a la diferenciacion histolégica del tumor, la mayoria
eran tumores bien diferenciados (n = 216, 62%), siendo una minoria

tumores poco diferenciados (n = 14, 4%).
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Todos los pacientes fueron sometidos a cirugia del tumor primario
con intencidn curativa. Como se especificd previamente, se excluyeron
pacientes con tratamiento previo de quimioterapia o radioterapia. Un
total de 174 pacientes (50%) recibieron radioterapia adyuvante, y de

estos, 35 pacientes (10%) recibieron ademas quimioterapia.

Tras la intervencion se realizd un seguimiento de los pacientes. De
todos ellos, 143 pacientes permanecian vivos y libres de enfermedad al
completar el seguimiento; frente a 140 que murieron por causas
relacionadas con el cancer como recidivas. Casi un 20% del total de
pacientes analizados murieron por otras causas independientes del tumor

de cavidad oral o bien se perdio su seguimiento a lo largo del tiempo.
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VARIABLES NUMERO (%)

Edad (afios) (media £SD; mediana; rango) 62,36 £ 13,19; 62; 28 — 92
< 65 aios 192 (55)
> 65 afios 156 (45)
IMC (kg/m?) (media +SD; mediana; rango) 26,34 + 4,68; 26,34; 16,90 — 51,75
Sexo
Hombre 221 (63,5)
Mujer 127 (36,5)
Tabaco
Fumador 202 (58)
No fumador 127 (36,5)
Desconocido 19 (5,5)
Alcohol
Consume prejudicial de alcohol 160 (46)
No consumidor 172 (49,4)
Desconocido 16 (4,6)

Localizacién del tumor primario

Lengua 144 (41,4)
Suelo oral 77 (22,1)
Encia 61(17,5)
Paladar 18 (5,2)
Mucosa yugal 24 (6,9)
Trigono retromolar 22 (6,3)
Multicéntrico 2 (0,6)
AJCC pT
pT1 89 (26,2)
pT2 142 (41,8)
pT3 49 (14,4)
pT4 60 (17,6)
AJCC pN
pNO 211 (63,2)
pN1 57 (17,1)
pN2 64 (19,2)
pN3 2(0,6)

AJCC estadio

I 75 (21,6)
] 98 (28,2)
n 62 (17,8)
v 113 (32,5)
Grado de diferenciacion histolégica
G1 216 (62,1)
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G2 118 (33,9)
G3 14 (4,0)

Estatus clinico al final del seguimiento

Vivo y libre de enfermedad 143 (41,1)
Muerte por el cancer 140 (40,2)
Pérdida de seguimiento o muerte por 61(17,5)
otras causas
Segundo primarios 4(1,1)

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y patoldgicas de la cohorte de 348
pacientes seleccionados con OSCC.

Pardmetro Media + SD, mediana (rango)

Recuento de células en sangre periférica

Neutrdfilos, 10°/L | 4,72 +1,78; 4,30 (1,10 — 10,70)
Linfocitos, 10°/L | 2,15 +0,97; 2,00 (0,40 — 11,70)
Plaguetas, 10°/L | 254,97 + 79,24; 249; 67 - 659

Monocitos, 10°/L | 0,65 +0,70; 0,55 (0,00 —9,00)

Tabla 3. Marcadores inflamatorios en 275 pacientes con OSCC.

Todos los pacientes fueron ingresados para ser sometidos a un
tratamiento quirurgico. Previamente al ingreso, fueron sometidos a un
estudio preoperatorio que incluia un hemograma a partir del cual se

obtuvo un recuento total de neutrdfilos, linfocitos, monocitos y plaquetas.
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Los recuentos totales de las células sanguineas obtenidos en el

hemograma son recogidos en la tabla 3.

Con el recuento absoluto ya obtenido, se calcularon los valores de NLR,

PLR, SIl, y LMR. Todos los valores de los indices calculados se muestran en

la tabla 4.

Pardmetro Media *+ SD, mediana (rango)
Cocientes calculados
NLR 2,48 +1,26; 2,22 (0,25 —7,86)
PLR 135,35 +58,35; 123,84 (18,03 — 416,25)
Sl 639,87 +408,57; 524,85 (38,75 — 2.634,05)
LMR 3,96 + 2,45 (0,255 —27.00)

Tabla 4. indices calculados para los 275 pacientes con OSCC. NLR, SlI, LMR

y PLR.
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Asociacion entre NLR, PLR, LMR, Sll y las variables clinico-

patologicas

Una vez calculado el recuento total de neutréfilos, linfocitos,
monocitos, plaquetas y los indices que las relacionan entre si, se estudié
su posible correlacidon con las variables clinicas e histopatoldgicas

recopiladas (tabla 5).

No se obtuvo relacion significativa entre NLR, PLR, SIl y LMR ni con
la edad ni con el sexo de los pacientes. En cuanto a los factores de riesgo
habituales, el tabaco no mostré ninguna relacidn con los indices
estudiados, a diferencia del consumo de alcohol que si mostré una
asociacion con el Sl (p = 0,039). En lo referente a la localizacién de tumor
primario se evidencid una relacion con el PLRy con el LMR (p=0,001y p =
0,002, respectivamente), no obteniendo significacion en el caso de NLR y

SlI.

Dos de los cuatro indices inflamatorios estudiados mostraron una
asociacion negativa con el indice de masa corporal préxima a la
significacion estadistica. Sin embargo, solo se alcanzé dicha significacion

en el caso del Sll y del PLR (p =0,019y p = 0,027, respectivamente).
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Variable

IMC

Edad (afos)
<65
> 65

Sexo
Mujer
Hombre

Tabaco
No
Si

Consumo de alcohol
No
Si

Localizacion del tumor
primario

Lengua

Suelo oral

Encia

Paladar

Mucosa yugal

Trigono
retromolar

Multicéntrico

Tabla 5.

321

177
135

116
196

112
181

155
141

144
77
61
18
24
22

NLR
Media (SD)

-0,114 *

2,57 (1,80)
2,49 (1,18)

2,46 (1,15)
2,59 (1,76)

2,47 (1,11)
2,59 (1,80)

2,42 (1.19)
2,62 (1.86)

2,58 (1,87)
2,37 (1,26)
2,57 (1,32)
2,83 (1,53)
2,59 (1,48)
2,58 (1,00)

1,44 (1,68)

0,054

0,65

0,44

0,48

0,25

0,87

Sll
Media (SD)

-0,140 *

666,53 (455,23)
604,98 (336,44)

658,49 (373,57)
628,87 (428,46)

615,55 (320,71)
655,80 (442,30)

584,77 (317,14)
681,55 (459,21)

645,92 (409,32
601,63 (404,32
709,17 (484,22
649,75 (458,42
584,10 (266,51
621,37 (263,82

336,89 (421,64)

0,019

0,17

0,54

0,37

0,039

0,72

LMR
Media (SD)

0,11*

4,04 (2,76)
3,87 (1,99)

4,15 (1,71)
3,85 (2,81)

3,95 (1,97)
4,01 (2,79)

4,01 (2,04)
4,01 (2,93)

3,77 (1,87)
4,47 (3,55)
3,79 (2,38)
3,54 (1,38)
4,32 (1,87)
3,39 (1,25)

10,59 (5,75)

0,063

0,53

0,30

0,84

0,99

0,002

PLR
Media (SD)

-0,131 *

132,51 (59,84)
139,18 (56,23)

143,53 (55,88)
130,03 (59,14)

140,20 (56,00)
132,03 (59,41)

134,31 (53,08)
136,08 (62,90)

140,17
121,86
142,61
139,87
134,55
134,33

63,14)
53,93)
50,44)
62,29)
65,71)
44,36)

0

Relacidn entre las variables clinicas y el indice NLR, Sll, LMR y PLR
en la cohorte de 348 pacientes con OSCC. * Coeficiente de correlacion de
Pearson.

En relacién con las variables clinicas del tumor (T, N y estadio

tumoral) se observd que indices altos de NLR y SlI, se asociaban

significativamente con mayor tamafio tumoral (p = 0,001y p < 0,0005,

respectivamente). También se encontrd que valores altos de NLR y Sll se

asociaban con un estadio tumoral mas avanzado (p = 0,009 y p = 0,003,

respectivamente). Al contrario, el LMR y el PLR, no se asociaron

significativamente con el tamafo ni con el estadio tumoral, aunque el LMR
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estaba proximo a la significacion estadistica en ambos casos, sin alcanzarla

(p=0,06yp=0,06, respectivamente) (tabla 6).

Variable

AJCC pT
pTl
pT2
pT3
pT4

AJCCpN
pNO
pN+

Estadio tumoral
|
1l
]
\Y

Radioterapia
postoperatoria
No
St

Grado histolégico
Poco diferenciado

Moderado o
pobremente
diferenciado

Estado clinico al final
del seguimiento

Vivoy libre de
enfermedad

Muerto por razones

oncoldégicas
Pérdida de

seguimiento o muerte
por otras causas

Segundo tumor
primario

80
131
42
52

193
107

70
89
52
101

153
151

191
121

130

120

58

NLR
Media (SD)

2,09
2,44
2,97
3,05

1,02
1,24
1,14
2,67

2,46 (1,22)
2,62 (2,00)

2,03(1,04
2,52(1,23
2,74 (1,23
(

)
)
)
2,81(2,11)

2,51(1,33)
2,53 (1,76)

2,44 (1,29)
2,69 (1,91)

2,44 (1,15)
2,66 (1,93)

2,56 (1,53)

2,27 (1,68)

0,001

0,37

0,009

0,57

0,17

0,71

Sll
Media (SD)

536,59 (346,73
579,87 (357,65
841,22 (401,80
(

)
)
)
744,63 (495,79)

628,05 (384,10)
639,94 (398,37)

516,28 (352,15
598,56 (328,90
694,15 (371,66
738,41 (497,74

626,10 (425,25)
647,07 (381,10)

629,15 (425,72)
656,80 (381,03)

602,56 (326,49)
676,69 (457,15)

636,85 (447,01)

800,10 (699,74)

<0,0005

0,80

0,003

0,55

0,56

0,45

LMR
Media (SD)

4,49
3,91
3,27
4,03

2,36
2,01
1,11
3,96

3,94 (2,07)
4,10 (3,12)

4,62 (2,76
3,84 (1,85
3,53 (1,45
(

)
)
)
3,84 (3,00)

3,84 (2,11)
4,16 (2,80)

4,08 (2,80)
3,77 (1,77)

4,03 (2,07)
3,98 (2,98)

3,75 (2,07)

4,52 (2,09)

0,06

0,58

0,06

0,37

0,27

0,86

PLR
Media (SD)

123,82
126,07
165,73
152,20

50,84)
52,60)
51,28)
76,96)

138,47 (59,07)
129,02 (56,24)

122,79 (54,21)
132,63 (48,28)
135,22 (50,52)
148,16 (71,55)

136,39 (59,47)
127,97 (52,79)

132,71 (58,41)
139,78 (57,77)

132,36 (54,21)
134,65 (48,28)

144,11 (50,52)

152,74 (72,79)

Tabla 6. Relacidn entre las variables histopatolégicas y los indices NLR, Sll,
LMR y PLR en la cohorte de 348 pacientes con OSCC. * Coeficiente de
correlacion de Spearman.
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Ademas, se evidencio que los valores de NLR y SlI, se incrementaban

desde estadios clinicos precoces hasta estadios mas avanzados, de manera

gradual.
NLR
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0
Estadio | Estadio Il Estadio Il Estadio IV
e NLR

Figura 10. Valores de NLR en funcién de estadio tumoral.

Sl

800
700
600
500
400
300
200

100

Estadio | Estadio Il Estadio Il Estadio IV

=Sl

Figura 11. Valores de Sll en funcion de estadio tumoral.
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Se constatd una tendencia hacia la asociacidn positiva entre los
valores altos de NLR, PLR, LMR y Sll, y la presencia de metastasis
ganglionares, sin embargo, en ninguno de los casos se llegd a alcanzar la

significacion estadistica.

Del resto de variables estudiadas como la diferenciacién histolégica,
la radioterapia postoperatoria y la situacion clinica del paciente al final del
seguimiento, no se obtuvo asociacién estadisticamente significativa con el

NLR, PLR, Sl y LMR.

Determinacion de los valores de corte y la asociacion pronostica

del NLR, PLR, LMR y SlI

El seguimiento medio de los pacientes fue de 280 meses y mediano
de 54 meses. En cuanto a la mediana de los tiempos de supervivencia
especifica y global, fueron 141 meses (rango de 108 a 173 meses) y 70
meses (rango de 48 a 91 meses), respectivamente. La supervivenciaa 1, 3
y 5 afios, fué de 78%, 63% y 54%, respectivamente. El area bajo la curva
(AUC) para el NLR, PLR, LMR vy el Sll fueron de 0,520, 0,519, 0,532y 0,447,
respectivamente. Se realizaron analisis de curva ROC para todos los
indices mencionados, pero ningun valor de corte demostré una relevancia

prondstica.
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Por lo tanto, se usaron para estratificar las variables, percentiles.
Cuando se uso el percentil 90 como punto de corte, se confirmo una
asociacion estadisticamente significativa con la supervivencia global en el
caso del NLR y Sl (4,08 y 1,137, respectivamente), encontrando lo mismo
en el caso del percentil 75 del LMR (4,58). En consecuencia, los pacientes

se dividieron en dos grupos basados en estos puntos de corte.

Como se muestra en la tabla 7 se comprobd la relacion, en un
analisis univarible, de la supervivencia global con la edad (p=0,01), el
tamaio tumoral (p < 0,0001), la presencia de ganglios metastasicos (p
<0,0001), el estadio tumoral (p <0,0001), radioterapia postoperatoria (p
<0,0001), NLR (p =0,007), Sll (p =0,003) y LMR (p = 0,02), pero no asi con
el PRL (p =0,11) ni con el grado histolégico (p = 0,17) ni el consumo de

tabaco o alcohol (p =0,6 y 0,07, respectivamente).

A pesar de que de que los cuatro indices inflamatorios mostraban
una tendencia hacia la asociacion con la supervivencia especifica por
cancer, el tamafo tumoral, la afectacion ganglionar, el estadio tumoral y
la radioterapia postoperatoria fueron los Unicos pardmetros relacionados

con DSS.
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VARIABLE

EDAD (ANOS)
<65
>65

SEXO
MUIJER
HOMBRE

TABACO
NO
Si

ALCOHOL
NO
sl

AJCCPT
PT1
PT2
PT3
PT4

AJCCPN
PNO
PN+

ESTADIO
TUMORAL

GRADO
HISTOLOGICO
BIEN
DIFERENCIADO
MODERADO O
POBREMENTE
DIFERENCIADO

RADIOTERAPIA
POSTOPERATORIA
NO

7

S

NLR
<4,08

SUPERVIVENCIA GLOBAL SUPERVIVENCIA ESPECIFICA POR
ENFERMEDAD
HR (95% Cl)
P HR (95% Cl) P

1 (referencia) 0,01 1 (referencia) 0,10
1,439 (1,086 — 1,908) 1,325 (0,948 —1,852)

1 (referencia) 0,06 1 (referencia) 0,46
1,316 (0,978 — 1,771) 1,140 (0,805 —1,614)

1 (referencia) 0,60 1 (referencia) 0,77
1,099 (0,854 —1,413) 1,046 (0,770 —1,413)

1 (referencia) 0,07 1 (referencia) 0,62
1,222 (0,958 — 1,558) 1,075 (0,800 — 1,430)

1 (referencia) <0,0001 1 (referencia) <0,0001
1,383 (0,936 — 2,045) 0,10 1,362 (0,835 —2,220) 0,21
2,027 (1,250 - 3,288) 0,004 2,202 (1,223 —3,963) 0,008
3,519 (2,280 -5,430) <0,0001 4,477 (2,691 — 7,446) <0,0001

1 (referencia) <0,0001 1 (referencia) <0,0001
2,583 (1,938 —3,442) 3,158 (2,236 — 4,461)

1 (referencia) <0,0001 1 (referencia) <0,0001
1,377 (0,862 —2,201) 0,18 1,594 (0,854 —2,975) 0,14
1,967 (1,203 - 3,215) 0,007 1,967 (1,431 - 5,059) 0,002
3,603 (2,349 - 5,526) <0,0001 5,069 (2,893 —-8,881) <0,0001

1 (referencia) 0,17 1 (referencia) 0,11
1,216 (0,915 - 1,616) 1,315 (0,940 — 1,841)

1 (referencia) <0,0001 1 (referencia) <0,0001
1,422(1,228 —1,647) 1,572 (1,336 —1,849)

1 (referencia) 0,007 1 (referencia) 0,07
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> 4,08 1,847 (1,179 —2,895) 1,644 (0,956 — 2,829)

PLR
<205 1 (referencia) 0,11 1 (referencia) 0,08
>205 1,465 (0,908 — 2,363) 1,617 (0,939 —2,784)

SlI
<1,137 1 (referencia) 0,003 1 (referencia) 0,18
>1,137 1,979 (1,260 — 3,108) 1,479 (0,829 — 2,638)

LMR
<4,58 1 (referencia) 0,02 1 (referencia) 0,07
>4,58 0,668 (0,466 — 0,957) 0,665 (0,426 —1,036)

Tabla 7. Andlisis univariable de Cox de supervivencia global y especifica por
enfermedad de 348 pacientes con OSCC.

La media y la mediana de la supervivencia global de los pacientes
con carcinomas escamosos de la cavidad oral fueron claray
significativamente mayores cuando los valores del NLR y de SIl eran mas
bajos que sus respectivos puntos de corte (valores de corte 4,08y 1,137;
HR 1,847 y 1,979, respectivamente), mientras que en el caso de los valores
del LMR (valor de corte 4,58; HR 0,668), a medida que estos eran mayores

que sus puntos de corte la supervivencia era mayor.

Con las variables estadisticamente significativas en el analisis
univariable, se procedid a realizar un analisis multivariable mediante un
modelo de regresion de COX. Tras ello, se evidencid que edades mayores

de 65 afos (HR = 1,498, p =0,017), tumores con estadio Ill (HR 2,140, p =

0,005) o estadio IV (HR =3,708, p < 0,0001), radioterapia postoperatoria
(HR=1,431, p < 0,0001), y valores de NLR mayores de 4,08 de NLR (HR =
1,626, p =0,04) eran factores prondsticos independientes, relacionados
con una peor supervivencia global. Adicionalmente, solo los estadios
clinicos Il (HR = 2,690, p = 0,003), IV(HR =5,112, p <0,0001) y la
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radioterapia postoperatoria (HR = 1,598, p < 0,0001) permanecieron como
factores prondsticos independientes en el analisis multivariable, en

términos de supervivencia especifica por cancer (tabla 8).

VARIABLES SUPERVIVENCIA GLOBAL SUPERVIVENCIA ESPECIFICA POR
ENFERMEDAD
HR (95% ClI) P HR (95% ClI) P
EDAD (ANOS)
<65 1 (referencia) 0,017
> 65 1,498 (1,095 —2,051)
ESTADIO
TUMORAL
| 1 (referencia) <0,0001 1 (referencia) <0,0001
] 1,459 (0,956 — 2,227) 0,08 1,470 (0,855 - 2,526) 0,16
]l 2,140 (1,255 - 3,649) 0,005 2,690 (1,399 -5,170) 0,003
v 3,708 (2,290 - 6,002) <0,0001 5,112 (2,873 —9,095) <0,0001

RADIOTERAPIA

POSTOPERATORIA
No 1 (referencia) <0,0001 1 (referencia) <0,0001
Si 1,431 (1,212 -1,689) 1,598 (1,313 — 1,945)
NLR
<4,08 1 (referencia) 0,04
>4,08 1,626 (1,004 — 2,633)

Tabla 8. Analisis de Cox multivariable de la supervivencia global y especifica
de cancer en los 348 pacientes con OSCC.
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Finalmente, se llevé a cabo un analisis por subgrupos en funcion de

su estado oncoldgico al final del seguimiento solo en pacientes que fueron

sometidos a radioterapia postoperatoria. Se realizé con la hipdtesis de que

esta cohorte podria ser mas homogénea en términos de estadio tumoral y

factores de riesgo, debido a que la respuesta clinica a la radioterapia esta

fuertemente relacionada con el sistema inmune. Los resultados de dicho

analisis se muestran en la tabla 9.

oS DSS
Variable
0,
HR (95% CI) P HR (95% C1) p
Edad(afios)
<65 1 (referencia) 0,003 1 (referencia) 0,008
>65 1,676 (1,187 — 2,366) 1,662 (1,142 — 2,420)
Sexo
m?rj:k:re 1 (referencia) 0,92 1 (referencia) 0,30
0,983 (0,685 — 1,411) 0,818 (0,556 — 1,204)
Tabaco
No 1 (referencia) 1 (referencia)
St 0,755 (0,517 — 1,102) 0,14 0,643 (0,431 — 0,960) 0,03
Alcohol
No ) .
5 1 (referencia) 0,29 1 (referencia) 0,05
0,837 (0,600 — 1,166) 0,702 (0,488 — 1,010)
AICCpT
pT1 ) .
T2 1 (referencia) 0,001 1 (referencia) <0,0001
p_|_3 0,641 (0,401 -1,022) 0,06 0,698 (0,411 —1,185) 0,18
pT4 1,171 (0,669 — 2,051) 0,58 1,281 (0,679 — 2,416) 0,44
P 1,518 (0,918 —2,511) 0,104 1,963 (1,137 — 3,390) 0,01
AICC pN
pNO ) .
DN+ 1 (referencia) 0,20 1 (referencia) 0,25
1,259 (0,881 — 1,801) 1,255 (0,847 — 1,860)
Estadio tumoral
:I 1 (referencia) 0,05 1 (referencia) 0,06
m 0,664 (0,356 —1,241) 0,10 0,943 (0,464 —1,914) 0,87
Y 0,882 (0,498 — 1,562) 0,66 1,095 (0,557 —2,151) 0,79
1,277 (0,766 —2,128) 0,34 1,680 (0,919 - 3,071) 0,09
Grado histoldgico
Bien diferenciado
Moderadamente 1 (referencia) 0.87 1 (referencia) 0.97
o  pobremente 0,973 (0,692 — 1,367) ’ 0,993 (0,683 — 1,444) ’
diferenciado
NLR 1 (referencia) 0,23 1 (referencia) 0,69
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<4,08 1,418 (0,793 — 2,534) 1,142 (0,592 — 2,205)

> 4,08
PLR

<205 1 (referencia) 032 1 (referencia) 065

>205 1,373 (0,734 —2,565) ! 1,173 (0,588 — 2,341) !
Sli

<1,137

! 1 (referencia) 1 (referencia)

>1,137 1,556 (0,848 — 2,853) 0,15 0,883 (0,407 — 1,916) 0,75
LMR

<4,58 1 (referencia) 013 1 (referencia) 007

>4,58 0,720 (0,471 — 1,103) ’ 0,636 (0,387 — 1,044) ’

Tabla 9. Analisis de regresion de Cox univariable de la supervivencia
global y especifica por enfermedad en el subgrupo de paciente con OSCC

gue recibieron radioterapia postoperatoria (184).

Se encontrd que Unicamente la edad y el tamafio tumoral estaban
relacionados significativamente con la supervivencia global y especifica de
cancer en el subgrupo de pacientes irradiados (p = 0,003 y 0,008; p = 0,001
y <0,0001, respectivamente). En el caso del alcohol y el tabaco se
relacionaron con la supervivencia especifica por cancer (p = 0,03 y 0,05,
respectivamente), pero no con la supervivencia global. A pesar de que
existia una tendencia hacia la significacion entre valores altos de NLR y SlI
con una peor supervivencia, la diferencia no alcanzd la significacion
estadistica. Ademas, factores prondsticos como la afectacién ganglionar
(PN) no mostrd asociacién ni con la supervivencia global ni con la especifica
tras la radioterapia postoperatoria. Esto se puede explicar debido a la
pérdida del efecto de dichas variables clinicas por la seleccion especifica en

este analisis de pacientes irradiados Unicamente.
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Andlisis de correlacion de NLR, PLR, LMR y Sll, con el infiltrado de

células inmunitarias en el microambiente tumoral.

A continuacidn, se realizé un estudio, por técnicas de
inmunohistoquimica, de las densidades de los linfocitos By T asociados a
tumores (TILs), y de los macréfagos asociados a tumores (MATSs) en el
microambiente tumoral de 119 pacientes con OSCC, estudiados mediante
técnicas de inmunohistoquimica. Ademas, se traté de determinar la
posible relacién de estas densidades de células inflamatorias en el tejido y
estroma tumoral con los indices de inflamacidn sistémica obtenidos
anteriormente con el andlisis de sangre periférica. Para ello, se calculé de
manera separada tanto en el tejido tumoral como en el estroma del
mismo, la densidad de los linfocitos T infiltrantes CD8+, CD4+, y FOXP3+;
de linfocitos B infiltrantes CD20+; y de macroéfagos CD68+ y CD163+, con el
fin de estudiar la correlacion de dichos recuentos con los indices NLR, PLR,

LMR y SII.
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Con respecto a los TILs CD8+, se observd una correlacién negativa
entre los valores estromales de linfocitos con los valores de NLR y Sl (-
0,318, p < 0,001; y -0,26, p < 0,001, respectivamente). También, se
observd una correlacidn positiva con los valores de LMR (0,442, p <
0,0001), a diferencia de los valores de PLR, donde no se encontrd ninguna

asociacién estadisticamente significativa (figura 12).

TILs CD8+
100%
80%
60%
40%
20%
0%
-20%
-40%
-60%
-80%
-100%
NLR Sl PLR LMR
E Tumoral -0,132 -0,041 -0,034 0,143
M Estromal -0,318 -0,26 -0,17 0,442

W Estromal @ Tumoral

Figura 12. Correlacion entre TILs CD8+ con los indices NLR, SllI, PLR, LMR,
tanto en el estroma como en el tejido tumoral. Coeficientes de Spearman.

* Significacion estadistica (<0,05).
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En lo referente a los TILs CD4+, sucede algo similar. Encontramos
una asociacién negativa entre sus densidades estromales con NLR y SlI (-
0,211, p =0,03; -0,198, p = 0,04, respectivamente), y positiva con LMR
(0,373, p <0,0001). En este caso, ademds, existe una correlacidn entre
LMR y la concentracién de CD4+ en el tejido tumoral (0,256, p = 0,008)
(figura 13).

TiLs CD4+
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2 ’
0,1 7
0
-0,1 ’/
-0,2 ’
-0,3
-0,4 "
NLR SlI PLR LMR
Tumoral —0,101* -0,024 * 0,058 0,256 *
@ Estromal -0,211 -0,198 -0,03 0,373
@ Estromal Tumoral

Figura 13. Correlacién entre TlLs CD4+ con los indices NLR, SlI, PLR, LMR,
tanto en el estroma como en el tejido tumoral. Coeficientes de Spearman.

* Significacion estadistica (<0,05).
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En relacion con los linfocitos B Treg FOXP3+, no se encontrd ninguna
relacidn estadisticamente significativa con ninguno de los valores de NLR,
SlI, PLR, y LMR (figura 14).

TiLs FOXP3+

100%
80%
60%
40%
20%

0%

-20%

-40%

-60%

-80%

-100%

NLR Sli PLR LMR
@ Tumoral 0,068 -0,014 0,01 2,8
M Estromal 0,072 -0,066 -0,016 -0,23

@ Estromal ETumoral

Figura 14. Correlacion entre TILsFOXP3+ con los indices NLR, SlI, PLR, LMR,
tanto en el estroma como en el tejido tumoral. Coeficientes de Spearman.

* Significacion estadistica (<0,05).
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La densidad de linfocitos B CD20+ en el estroma tumoral, se
correlaciond negativamente con el Sll (-0,232, p =0,02) y con el NLR (-
0,216, p = 0,02); y positivamente con el LMR (0,193, p =0,04), no
habiendo encontrado asociacién entre sus valores en el tejido tumoral, a
excepcion de la densidad tumoral de CD20+ con el indice LMR (0,272, p =
0,005); ni tampoco con las densidades estromales en el caso de PLR y NLR
(figura 15).

TILs CD20+
100%
80%
60%
40%
20%
0%
-20%
-40%
-60%
-80%
-100%
NLR Sl PLR LMR
B Tumoral -0,179 -0,189 -0,022 0,272 *
@ Estromal -0,216* -0,232 * -0,083 0,193 *

[ Estromal @ Tumoral

Figura 15. Correlacion entre TILsCD20+ con los indices NLR, SlI, PLR, LMR,
tanto en el estroma como en el tejido tumoral. Coeficientes de Spearman.

* Significacion estadistica (<0,05).
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Por ultimo, en relacion con los macréfagos asociados a tumores,
solo se encontré relacion estadisticamente significativa entre las
densidades estromales de CD68+ y CD163+ con el indice LMR (0,326, p =
0,001;y 0,316, p = 0,001, respectivamente). Tanto el NRL, Sll y el PLR, no
mostraron asociacion ninguna con la concentracion de MATSs tanto en el
estroma como en el tejido tumoral (figura 16).

MAT CD68+ Y CD163+

CD68+ estromal CD68+ tumoral CD163+ estromal CD163+ tumoral

100%
80%
60%
40%
20%

0%

-20%

-40%

-60%

-80%

-100%

NLR N[ PLR LMR

CD163+ tumoral 0,003 -0,02 -0,12 0,075
CD163+ estromal -0,165 -0,167 -0,076 0,316 *

CD68+ tumoral -0,062 0,015 0,071 0,002
CD68+ estromal -0,145 -0,117 -0,054 0,326 *

Figura 16. Correlacion entre MATs CD68+ y CD163+ con los indices NLR,
SlI, PLR, LMR, tanto en el estroma como en el tejido tumoral. Coeficientes

de Spearman. * Significacién estadistica (<0,05).
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Como breve resumen, cabe destacar que la mayoria de las
correlaciones mencionadas fueron con células inmunitarias localizadas en
el estroma tumoral, siendo el cociente LMR el que se asocié de manera
positiva con la densidad de linfocitos y macréfagos, a diferencia de los
valores de NLR y Sll que se relacionaban de manera mayoritariamente
negativa. EL PLR no se relacioné con ninguna de las densidades de células
inflamatorias a nivel estromal ni tumoral segin muestran los resultados.
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DISCUSION

En este estudio, se ha investigado cuatro marcadores inflamatorios
sistémicos previos al tratamiento, su relevancia clinica y su posible

potencial prondstico en el OSCC.

Asociacion prondstica del NLR con el OSCC

El sistema inmune actua como freno de la progresiéon tumoral, entre
otras cosas debido a que previene infecciones por microorganismos,
muchas de las cuales estan asociadas de manera clasica con la
carcinogénesis, como las infecciones por Helicobacter pylori en el cancer
gastrico o los VHB y VHB con el hepatocarcinoma (119). A su vez, las
células tumorales regulan el sistema inmunitario en torno al tumor, de
manera que estas comienzan a tener actividad protumoral, jugando
entonces un doble papel en la progresion tumoral (72). La evidencia
publicada indica que numerosos marcadores inflamatorios pueden
predecir el prondstico en varios tipos de cancer, entre los que se

encuentran los canceres de cabeza y cuello (105).

Dentro de esta inmunidad, los neutrdfilos juegan un papel
fundamental en esta respuesta (118). Uno de los indicadores mas
estudiados en relacidon con los neutréfilos es el NLR. Estudios recientes
han demostrado que el NLR puede reflejar fehacientemente el estado
inflamatorio e inmunitario en pacientes con cancer (120), informando del
equilibrio entre la inflamacién protumoral y el estado inmunitario
antitumoral que menciondbamos previamente (121). EI NLR es indicativo

de neutrofilia y linfopenia, y valores elevados del mismo se han
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relacionado con menor tiempo de supervivencia en pacientes con cancer
(107) (117) (118) (122). Los neutrdfilos secretan factores de crecimientoy
citoquinas que promueven la activacion y desarrollo del cancer, como son
el VEGF y IL-6 que se han relacionado a su vez con peor prondstico en
pacientes con OSCC (123) (124). Por otro lado, los neutrdfilos secretan
proteasas que ayudan a degradar la matriz extracelular y las proteinas de

la membrana basal, facilitando la migracién de las células tumores (112), e

inhiben la actividad citolitica de las células Ty de las células NK (112). La
linfopenia podria ser consecuencia de una respuesta inmunitaria
deficiente por parte del huésped, debido a |la destruccion de los linfocitos
por parte de las células tumorales (99). La reduccidn en el nimero de
linfocitos tiene como resultado una menor cantidad de citoquinas, como
el INFy el TNFa, relacionados con los MATSs, que de manera fisiologica
promueven la apoptosis de las células tumorales, cuyo resultado final es
una atenuacion o disfuncién del sistema inmunitario (112). Esto se refleja
en un estudio llevado a cabo por Diao et al. (125) en el que observaron
gue recuentos altos de leucocitos y bajos de linfocitos en sangre periférica
de pacientes con OSCC se asociaban con peor supervivencia global y
menos tiempo de supervivencia libre de enfermedad. Con resultados
similares, Huang et al. (126) confirmaron que recuentos elevados de
leucocitos en pacientes con carcinoma de orofaringe se asociaban con
menor supervivencia global a los 3 afios, no encontrando en este caso
significacion en relacion con los recuentos bajos de linfocitos. En este
estudio, también comprobaron que de manera general el recuento de
neutrofilos en sangre periférica se encontraba elevado en pacientes con

cancer oral. Rachidi et al. (127) analizaron de manera separada los

recuentos absolutos de neutréfilos y linfocitos, demostrando que valores
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elevados de neutréfilos se correlacionaban con recuentos bajos de
linfocitos en HNSCC. Ademas, determinaron que a medida que se
incrementaba el valor de neutréfilos, claramente se incrementaba el
riesgo de mortalidad (por cada 1% de incremento en el porcentaje de
neutroéfilos, se incrementaba un 1% el HR de OS). De manera contraria, a
medida que se incrementaban los valores de linfocitos, disminuia el riesgo
de muerte (por cada 1% mas de recuento de linfocitos, disminuia un 2% el

HR de OS).

El valor prondstico de NLR se ha demostrado en numerosos
canceres solidos como tumores del tracto urinario, (108) el cancer gastrico
(128), el hepatocarcinoma (129), el cdncer de mama (130), el cancer de
ovario (131) y el cancer de pulmdn (132). Recientemente, en relacidon con
HNSCC, Kumarasamy et al. (105) llevaron a cabo un metaandlisis donde la
mayoria de los estudios incluidos (26 de 27) mostraron una correlacion
positiva entre niveles elevados de NLR y un peor prondstico. En un estudio
retrospectivo realizado por Rassouli et al. (111) se observd que valores
elevados de NLR frente a valores bajos de NLR se asociaban con mayor
recurrencia tumoral en HNSCC con una tasa del 35% frente a un 7%,
respectivamente. Diao et al. (125) en su cohorte de 309 pacientes con
OSCC observaron que el NLR también se asociaba con el tamafio tumoral.
En otro metaandlisis llevado a cabo por Takenaka et al.(118) que incluia
HRs para la supervivencia global en 16 estudios, con un total de 3.770
pacientes, encontraron que dos tercios de los estudios mostraban que
niveles altos de NLR se asociaban significativamente con peor prondstico,
menor OS (HR = 1,69) y menor DSS (HR = 1,88) en HNSCC, mientras en el

tercio restante no se obtuvo significacidon estadistica. Dentro de este
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metaanalisis solo 3 estudios incluian OSCC de manera aislada,
encontrando que el NLR era un factor de mal prondstico en el cancer oral.
De manera similar, Tham et al. (117) encontraron un peor prondstico, con
menor supervivencia global (HR 1,51) y especifica por enfermedad (HR
1,50) en pacientes con HNSCC. Mascarella et al. (122) obtuvieron un HR
para OS de 1,78 en pacientes con HNSCC y niveles elevados de NLR; frente
a 1,56 en el caso de pacientes con OSCC y niveles elevados de NLR. De
acuerdo con lo anterior, en un metaanalisis que incluia 5.475 pacientes
con HNSCC realizado por Yu et al. (112) obtuvieron un HR de 1,84 para OS
en pacientes con valores altos de NLR, y de 2,17 para DSS,
respectivamente. Estos mismos autores, analizaron las mismas variables
dividiendo la cohorte en subgrupos étnicos, viendo que tanto la poblacidn
asiatica como la caucasica conservaban esta relacion prondstica. Y en el
caso de la tasa de recurrencia y metastasis tras el tratamiento,
determinaron que pacientes con valores mayores de NLR presentaban un
mayor riesgo de recurrencia (HR 1,63) y mayor probabilidad de metastasis
a distancia (HR = 1,63) que pacientes con menor NLR. Fang et al. (133)
estudiaron de manera especifica la posible influencia de los niveles en
sangre periférica de la proteina C reactiva y del NLR en pacientes con
OSCC, encontrando que tanto los niveles elevados de PCR (>5 mg/L) y los
indices de NLR por encima de 2,44 eran factores prondsticos
independientes en pacientes con OSCC, relacionandose a su vez niveles
altos de NLR con estadios avanzados, con la existencia de ganglios
metastdsicos, con la invasion de la piel adyacente, y con la profundidad de
invasion. A diferencia de lo dicho previamente, Ye et al. (134) no
encontraron ninguna asociacion entre valores preoperatorios elevados de

NLR y la supervivencia en pacientes con HNSCC.
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En 2014 Templeton et al. (107) propusieron que la magnitud pronéstica
del impacto del NLR pudiera estar influenciado por la localizacién del
tumor. En 2016 en el estudio citado previamente llevado a cabo por
Rachidi et al. (127) encontraron que en la cohorte de pacientes con
valores altos de NLR, de todas las localizaciones posibles incluidas en
cabeza y cuello, eran mas frecuentes los localizados en cavidad oral, no
estando claro si esto pudiera estar influenciado por la flora especifica
intraoral, por enfermedades periodontales concomitantes, por el tabaco o
por otros multiples factores. Posteriormente y en contraposicion,
Takenaka et al. (118) observaron que la magnitud del impacto prondstico
de NLR en OS fue diferente segun la localizacion del tumor, teniendo un
valor mas alto en el caso del cancer de orofaringe (HR = 4,6), seguida de la
hipofaringe y la laringe, y menor para el OSCC (HR = 1,5). Estos resultados
difieren entre estudios, por lo que la influencia prondstica del NLR en
funcion de la localizacidon del tumor sigue no estando clara en la literatura

y requiere de mas estudios.

En nuestro estudio el NLR se asociaba con mayor tamafo tumoral,
peor estadio clinico y peor OS. El HR encontrado en el presente estudio
fue de 1,840, el cual se aproxima el descrito en la literatura que oscila en
funcidn de los articulos publicados desde un 1,92 a un 5,56 (117) (122).
Cuando se estudian estos parametros y su relacidon prondstica con el
cancer, es importante tener en cuenta que los valores de NLR también se
pueden encontrar elevados en trastornos benignos como la patologia
renal y coronaria (135), o estar alterados por factores de confusién como
enfermedades inflamatorias sistémicas o autoinmunes o medicamentos

antiinflamatorios, como los corticosteroides (122) (127).
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En nuestro estudio, se realizdé un analisis multivariable utilizando
variables que se consideraron clinicamente relevantes y/o
estadisticamente significativas a partir de un analisis univariable previo.
Con ello, se encontrdé que pacientes con un valor de NLR mayor de 4,08
presentan un mayor riesgo de mortalidad global. Por el contrario, el SlI, el
PLR y el LMR no se asociaban con mayor riesgo de mortalidad en el
analisis de regresion de COX multivariable, concluyendo que los valores
elevados de NLR son un factor prondstico independiente para la OS en
pacientes con OSCC, siendo superior a los otros marcadores estudiados.
De acuerdo con estos resultados, podriamos suponer que el impacto de
estos marcadores inflamatorios en el prondstico de este tipo de pacientes
pueda estar relacionado con una respuesta deficiente del sistema
inmunitario, con estadios avanzados de la enfermedad y con
comorbilidades como enfermedades cardiovasculares o malnutricidn. De
hecho, todas estas condiciones afectan a la supervivencia global pero no a
la supervivencia especifica por enfermedad. La malnutricion en si misma
estd relacionada con un mayor nimero de complicaciones
postoperatorias, con mayor tasa de recurrencia del cancer, mayor riesgo
de infeccidn postoperatoria y peor prondstico (136). Ademas, varios
parametros bioquimicos como la albumina o la transferrina, o incluso los
linfocitos, se pueden utilizar como marcadores nutricionales de manera

rutinaria (137).

Asociacion prondstica del PLR con el OSCC

Se ha demostrado que los recuentros elevados de plaquetas, incluso

dentro de los rangos normales, estan asociados con una mayor incidencia
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de cancer (116), lo que sugiere que las plaguetas no solo estan
involucradas en la carcinogénesis, sino también en la progresién tumoral.
Las plaquetas influyen en el crecimiento de las células tumorales,
interactlan con estas activando vias de sefializacion que inducen la
transicion epitelio-mesénquimal a través de la secrecion de TGF-,
favorecen la invasién vascular y diseminacion hematdgena (125)
protegiendo a las CTCs del estrés de cizallamiento en el interior de los
vasos sanguineos, promueven la extravasacion de las células tumorales
(51), facilitan la evasion del sistema inmunitario y el establecimiento de un
nicho metastdsico (99) (115) (138), e incluso modulan la respuesta
inmunitaria (116). Adicionalmente, se genera una trombocitosis
paraneoplasica al aumentar la sintesis de trombopoyetina a nivel
hepatico, debido a secrecién de IL-6 por parte de las células tumorales
(138). Dichas células tumorales aumentan el nimero de plaquetas en
sangre, no solo debido a la trombopoyetina y a la IL-6 mencionadas, sino
también gracias a la secrecidn del factor inhibidor de la leucemia (LIF, por
sus siglas en inglés leukemia inhibitory factor) (138) (139). Ademas, las
plaguetas secretan TGF- B para suprimir las células NK, y VEGF para
promover la angiogénesis tumoral, lo cual contribuye a la proliferaciéon y

metdstasis del tumor (3) (140).

Ye et al. (134) determinaron que recuentos plaquetarios mayores de
248x10° /L, era un factor prondstico independiente para la OS en HNSCC
(HR 2,16), y cuando se combinaba con valores altos de NLR, el prondstico
era aun peor. Similares resultados obtuvieron Diao et al. (125), con peor
prondstico en el caso de pacientes con altos recuentos de plaquetas y

bajos de linfocitos.
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El PLR se ha utilizado para intentar predecir la supervivencia en
pacientes con cancer, pero segun los estudios mas recientes, existe cierta
controversia sobre esta asociacidon. Algunos autores, han relacionado
indices elevados de PLR con peor prondstico en algunos canceres sélidos
como el cancer de ovario (141), el cancer de mama (142) o en céncer
colorectal (143). Concretamente en el HNSCC, el impacto de la
trombocitosis y el PLR difiere significativamente entre los diferentes
estudios. En un metaanalisis realizado por Takenaka et al. (138) que
incluia 2293 pacientes, se encontré que un mayor recuento de plaquetas
se relacionaba con peor OS (HR 1,81), pero no alcanzaba la significacién
estadistica en el caso de la DSS. En este mismo analisis, incluyeron 7
estudios que hacian referencia al PLR, pero solo en dos de ellos los
resultados fueron estadisticamente significativos, no correlacionandose en
la mayoria de los estudios el PLR con la supervivencia en pacientes con
HNSCC. De la misma forma, otros estudios similares referentes al cancer
de laringe no identificaron el PLR como un marcador prondstico
independiente (140). A diferencia de los anteriores, existen autores que si
observaron relacion entre el PLR y mayor supervivencia (144) (145).
Posteriormente, en un metaanalisis llevado a cabo por Kumarasamy et al.
(105), se observd que en 23 de los 25 estudios incluidos para PLR en
HNSCC, la mayoria encontraban una correlacion positiva entre niveles
elevados de PLR con peor prondstico (HR 1,461), siendo solo 2 estudios los
gue no mostraron dicha correlacion. Concretamente, Ong et al. (146)
estudiaron estos parametros en estadios precoces de cancer de lengua,
encontrando que en el analisis multivariable, tanto el recuento de
linfocitos como el de plaquetas y el cociente PLR fueron factores

prondsticos independientes. En un estudio retrospectivo, realizado por
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Rassouli et al. (111) que incluia a 273 pacientes con HNSCC, se observé
gue pacientes con metastasis locoregionales tenian recuentos de
plaguetas mayores previos al tratamiento, y que los indices elevados de
PLR se asociaban significativamente con un mayor tamafio tumoral (T) y
con peor supervivencia, pero no con un mayor riesgo de recidiva. A
diferencia de ellos, Szilasi et al. (147) si relacionaron una mayor
mortalidad y una mayor tasa de recidivas con valores de PLR mayores de
170 en pacientes con HNSCC, pero no obtuvieron significacion estadistica
cuando se incluyeron en el analisis multivariable. Ademas, estos dos
autores investigaron la relacidn prondstica de ambos indices mencionados
de manera conjunta (NLR y PLR) y obtuvieron que la mortalidad global y Ia
supervivencia libre de enfermedad era significativamente mayores cuando
ambos valores estaban elevados y significativamente menores cuando
estaban disminuidos, siendo la combinacion de ambos un factor
prondstico independiente, y concluyen que la relacion PLR/NLR es al
menos tan buena como el estadiaje clasico TNM en cuanto a predictor de
supervivencia en HNSCC (111) (147). Sin embargo, estos no son los
primeros estudios que combinan el PRL con otros parametros
inflamatorios. Por ejemplo, Caruntu et al. (3) investigaron la asociacion del
PLR con el fibrindgeno en sangre, y observaron que pacientes con valores
elevados de PLR y de fibrinégeno en sangre tiene mayor tasa de recidivas.
Por ello, describieron un nuevo parametro que combina el fibrindgeno en
sangre con este indice de PLR (el FiPLA, por sus siglas en inglés fibrinogen-
PLR algorithm), y concluyen que puede ser un parametro util para
detectar pacientes con OSSC de alto riesgo, ya que nos aporta informacion

conjunta sobre la inmunidad, inflamacién y coagulacién del paciente.
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Al igual que pasaba con el NLR, algunos autores han evidenciado
que la proporcidn de pacientes con valores altos de PRL varian en funcion
de la localizacion primaria del tumor, siendo mayor el porcentaje en
cancer de hipofaringe, y menor en el caso de los tumores de orofaringe
(147). Lo cual, como veremos posteriormente, influye en los valores de
corte utilizados para cada tipo de cancer, no debiendose utilizar el mismo

valor para diferentes localizaciones.

En sintesis, actualmente existe bastante controversia sobre la
significacion prondstica de PLR en el OSCC. En general, la mayoria de los
estudios muestran una tendencia hacia la significacién, aunque parte no
llega a alcanzarla. Al igual que en la literatura, en nuestro estudio no
logramos demostrar una relacion entre el PLR y el prondstico en pacientes
con OSCC. Por todo ello, es imprescindible continuar realizando estudios
para aclarar esta relacion prondstica de las plaquetas con el cancer, ya que
puede ser util de cara a utilizar farmacos con accién antiplaquetaria como
puede ser la aspirina, ya utilizada como medicamento protector en

determinados tipos de tumores sélidos (134).

Asociacion prondstica del LMR con el OSCC

Los monocitos también se encuentran entre las células sanguineas
implicadas en la relacion inmunidad-inflamacién con el cancer. A lo largo
de los ultimos afos, se ha estudiado su posible relacion prondstica en
algunos tumores, como el cancer de piel (148) o el hepatocarcinoma
(149). Una posible explicacidn a la relacidn de los monocitos con la
progresion tumoral es la activacidn progresiva de la inmunidad innata por

parte de las células tumorales, ya que, por ejemplo, algunas proteinas que
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atraen a los monocitos, como la proteina quimioatrayente de monocitos 1
(MCP-1) se ha visto que esta regulada al alza en determinados tumores
(150). Ademas, la monocitosis puede estar asociada a un mayor nimero
de células mielomonociticas derivadas de la medula dsea, las cuales
pueden infiltrarse en el tumor y diferenciarse en macrofagos asociados a
tumores, los cuales liberan factores angiogénicos favoreciendo la
progresién tumoral (150). Algunos autores defienden que los monocitos
participan en la respuesta antitumoral de manera fisioldgica, gracias a sus
efectos citotoxicos y mediante la presentacion de los antigenos tumorales
a los linfocitos, pero que a medida que aumentan su numero, las células
tumorales mediante la secrecion de citoquinas inhibidoras de INFY, TNFa
e IL2, modifican la funcion de estos monocitos, contribuyendo a la
progresion tumoral (113). Por lo tanto, la busqueda de dianas terapéuticas
qgue bloqueen el reclutamiento de células mieloides, como los neutréfilos
y los monocitos, pueden ser de utilidad para mejorar el prondstico de los

tumores de cabeza y cuello.

Se ha descrito que los niveles de monocitos se incrementan a
medida que se incrementa el estadio clinico en OSCC, estando relacionado
tanto con el tamafio tumoral (T) como con la presencia de metastasis
ganglionares (N), siendo un factor prondstico independiente en este tipo
de tumores (150). De manera similar, en un estudio reciente realizado por
Takahashi et al. (113) se vio que el recuento total de monocitos era un
factor prondstico independiente en carcinomas de orofaringe para OS, y
gue los niveles bajos de LMR se relacionaban con menor supervivencia a
los 3 afios. Huang et al. (126) encontraron la misma correlacién en
pacientes con cancer de orofaringe VPH+ tratados con RT o QRT. En el

caso de estadios precoces de cancer de lengua, Ong et al. (146)
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observaron que valores altos de monocitos y bajos de LMR estaban
correlacionados con invasidn perineural y con una mayor tasa de
metastasis a distancia durante el seguimiento. En este mismo estudio, a
diferencia de los anteriores, el recuento total de monocitos no alcanzé
una relacion estadisticamente significativa con la OS, pero esta si se
obtuvo en el caso de los linfocitos y el LMR. Vieron ademas que la gran
mayoria de los pacientes que murieron a consecuencia de la progresion
tumoral (88,9%) tenian valores altos de PLR y valores bajos de LMR, por lo
gue recomiendan realizar un seguimiento estrecho de estos pacientes a
pesar de un tratamiento con margenes libres y vaciamiento cervical, por
ser pacientes de alto riesgo. De acuerdo con todo lo anterior, Tham et al.
(151) en su metaanalisis que incluyé a 4260 pacientes con HNSCC en 7
cohortes, confirmaron que un valor elevado de LMR se asociaba con una
mayor supervivencia (HR 0,5). Adicionalmente, otros autores como
Eltohami et al. (152) observaron que valores bajos de LMR en pacientes
con OSCC se asociaban con factores de mal prondéstico, como ENE o mayor
espesor tumoral, y con estadios mas avanzados, ademas de tener peor
supervivencia a los 5 anos. Pero posteriormente, y tras realizar un analisis
multivariable, vieron que el LMR no tenia una relacién estadisticamente
significativa con la OS y ni la DSS. De la misma forma y en contraposicion a
los articulos inicialmente mencionados, Tham et al. (153) en otro estudio
posterior de 2019 no encontraron correlacidon entre niveles de LMR y la OS
en pacientes con HNSCC. Esta controversia se refleja en el metaanalisis
llevado a cabo por Kumarasamy et al. (105) en 2021 con un total de 12
estudios para LMR de HNSCC, donde encontraron que 7 de ellos obtenian
una correlacion negativa entre niveles elevados de LMR y peor prondstico,

frente a 5 estudios que no obtuvieron resultados significativos.

134



En nuestro estudio, a pesar de que en el estudio univariable los
pacientes por encima del percentil 75 de LMR se asociaban con mejor
supervivencia global, cuando se analizaron los parametros en el analisis
multivariable, el HR obtenido no alcanzé la significacidn estadistica. Lo
mismo ocurria con el tamano tumoral y el estadio tumoral. Por todo ello,
aunque la evidencia tiende a relacionar valores altos de LMR con mejor
prondstico en pacientes con HNSCC, la relacidon prondstica del LMR sigue

sin estar clara hoy en dia.

Asociacion prondstica del SIl con el OSCC

Recientemente, en un estudio publicado por Qi et al. (154) en
relacidon con el cancer de pancreas se propuso un nuevo parametro
basado en la combinacién de los recuentos totales de plaquetas, linfocitos
y neutrofilos como factor prondstico. Posteriormente, se ha visto que esta
combinacién es mejor que los recuentos aislados de células sanguineas, ya
gue refleja mejor el equilibrio entre inflamacién e inmunidad en pacientes
con cancer (155) (156). En nuestro estudio los datos analizados revelan
una relacién entre el Sll, por un lado, y el consumo de alcohol, el tamafio
tumoral y el estadio clinico, por otra parte, ademas de una correlacidén con
la supervivencia global, no asi con la especifica por cancer. Al analizar el Sl
en el andlisis multivariable, este no mostrd una relacion estadisticamente
significativa, no pudiendo considerarse un factor prondstico
independiente en OSCC. En la literatua, se ha relacionado el Sll con peor
prondstico en el hepatocarcinoma (157), en tumores de células germinales
de testiculo ¥y en el cdncer de pancreas (158). En cuanto al Sll en

HNSCC, valores altos en el preoperatorio se han asociado con niveles mas
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altos de CTC (159), estableciendo una relacion con el tamafio tumoral y
estadios avanzados de OSCC (155). Diao et al. (155) en su estudio
retrospectivo de 309 pacientes con OSCC observaron que los pacientes
con un Sll superior a un valor de corte de 484,5, tenian una supervivencia
global y una supervivencia libre de enfermedad significativamente mas
bajas. Ademas, defiende que los parametros inflamatorios (NLR, PLR, SlI)
son superiores o al menos comparables, en términos de capacidad
predictiva para el prondstico, a los parametros tradicionales como son el
tamafo tumoral, la presencia de ganglios metastasicos, el grado
histopatolégico o el estadio clinico; siendo el Sll con diferencia el mejor
predictor con una mayor sensibilidad y especificidad comparado con el
resto. Estos resultados se soportan en lo dicho anteriormente, ya que se
ha asociado la trombocitosis, neutrofilia y linfopenia con una inflamacién
sistémica y un sistema inmune disfuncional, que favorece el crecimiento
tumoral, la invasidén y metastasis, ademas de la resistencia terapéutica de

las células tumorales.

En cuanto a las posibles combinaciones de los recuentos de
plaquetas, linfocitos y neutréfilos, la mayoria utilizan el Sl ya mencionado,
mientras que otros autores, describieron otros parametros inflamatorios
sistémicos. Por ejemplo, Valero et al. (156) en un estudio que incluia 824
pacientes con HNSCC describieron el SIRI (por sus siglas en inglés, systemic
inflammation response index), el cual se calcula multiplicando los
neutrofilos por lo monocitos y dividiendo el resultado entre el recuento
total de linfocitos. Observaron que el valor de SIRI se incrementaba a
medida que aumentaba el estadio tumoral y la extension de la
enfermedad, y mantenia su valor prondstico en el andlisis multivariable

como factor prondstico independiente, aumentando el riesgo de muerte
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hasta 2 veces si los valores se situaban entre 1,1y 2,8, o hasta 4 veces si el
valor de SIRI era mayor de 2,8, frente a un valor de SIRI menor de 1,1.
Ademas, vieron que los tumores localizados en la cavidad oral o en la
laringe, se asociaban con valores mas bajos de SIRI, frente a tumores de
orofaringe o hipofaringe. Esto se podia explicar, basandose en el hecho de
gue casi la mitad de los tumores de la cavidad oral o de la laringe se
diagnosticaban en estadios precoces frente a un escaso 11% de los
tumores de orofaringe o hipofaringe. A pesar de que el AUC de los
factores prondsticos estudiados (SIl, NLR, PLR, LMR) por Valero et al. (156)
no mostraron diferencias significativas, si observaron que el SIRI era el que
mayor area bajo la curva obtenia, proponiendo este parametro como uno
de los mejores predictores de supervivencia. Otros autores como Diao et
al. (125) utilizan otro parametro como el PNL (Plaguetas x 0.006 +
neutrofilos x 0.016 — linfocitos x 0.856), concluyendo que es un factor
pronodstico independiente de supervivencia en pacientes con OSCC,
estando los valores altos de PNL relacionados con peor supervivencia
global. Otro parametro de similares caracteristicas es el indice sistémico
de inflamacion (SIS, por sus siglas en inglés systemic inflammation score)
descrito, entre otros por Eltohami et al. (152), que estd basado en los
niveles de albumina en sangre y LMR, encontrando que valores elevados

de SIS se asociaban con peor prondstico en pacientes con OSCC.
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Asociacion prondstica de NLR, PLR, LMR y SlI con el infiltrado de

células inmunitarias en el microambiente tumoral en OSCC

Por lo que sabemos, en este estudio, los marcadores inflamatorios
sistémicos se han correlacionado con las células inmunitarias en el TME en
pacientes con OSCC por primera vez. En nuestro caso y en relacién con los
MATSs, hemos encontrado que solo el LMR se correlaciona
significativamente con los marcadores de macréfagos CD68+ y CD163+ en
el estroma tumoral, pero no asi en el tejido tumoral. El resto de variables
estudiadas (PLR, NLR y SlI) no se relacionaron con los MATSs en ninguna de
las dos localizaciones. En cuanto a los TlLs, el NLR y el SlI se
correlacionaron negativamente con la infiltracion en el estroma de CD8+,
CD4+, y con la densidad de CD20+ en el TME, mientras que el LMR se
correlaciond positivamente con la infiltracion estromal de CD8+, la
infiltracion tumoral y estromal de CD4+ y la densidad de CD20+ TILs en el

TME de pacientes con OSCC.

Los neutréfilos asociados a tumores (NATs) son un elemento crucial
en el microambiente tumoral, ya que promueven el crecimiento tumoral y
la supresion del sistema inmune antitumoral, demostrando ser un factor
prondstico en numerosos tipos de cancer (118). De la misma forma, los
macrofagos asociados a tumores (MATSs), derivados de los monocitos, se
han asociado con peor supervivencia en pacientes oncoldgicos (71). En un
estudio realizado por Lu et al.(119) observaron que a medida que
aumentaba el grado de malignidad (desde displasia leve, moderada, o
grave a carcinoma infiltrante) en las muestras de mucosa oral estudiadas,

se incrementaba de manera progresiva el numero de MATs infiltrantes;
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relacionandose este infiltrado de MATs con mayor T, N, estadio clinico y
tasa de recidivas. Por todo ello, estos autores concluyen que los MATs son
un factor pronostico independiente en relacién con la OS en pacientes con

0SCC (119).

En cuanto a sus dos fenotipos, el CD68 es un marcador comun a
todos los macrofagos, lo que permite identificar a todos ellos
independientemente de su fenotipo, a diferencia del CD163 que es un
marcador especifico de los macrdéfagos M2 (73). En relacidn con el CD68,
hay que tener en cuenta que no es especifico de macréfagos, ya que
algunos fibroblastos y células tumorales pueden ser detectadas también
con este marcador (77). En lineas generales podemos considerar que los
macréfagos M1 antitumorales, expresan CD68; y los macréfagos M2
protumorales e inmunosupresores, se caracterizan por la coexpresion de
CD68 y CD163 (80). Ohri et al. (160) reportaron que el numero de
macrofagos M1 en el tejido tumoral se asociaba con mejor prondstico,
mientras otros estudios demuestran que niveles elevados de macrofagos
M2 tanto en el infiltrado tumoral como en el estroma tumoral se
relacionaba con peor prondstico en canceres sdlidos (161). Lo mismo
sucede en el caso del OSCC, ya que un numero alto de macréfagos
positivos para CD163 se han correlacionado con una menor supervivencia
en algunos estudios publicados (77) (162). Wehrhan et al. (163) analizaron
la infiltracidn de macréfagos M2 en ganglios linfaticos cervicales
metastasicos en pacientes con OSCC y observaron que su concentracion
era mayor en el caso de tumores de mayor tamafio (T2) y con bajo grado
histolégico (G3) frente a tumores de menor tamafio (T1) y con mayor
grado de diferenciacién (G2), lo cual nos indica que los MATSs participan de

alguna forma en la progresion tumoral modificando el nicho
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premetastdsico en los ganglios para albergar las células metastasicas. A
pesar de ello, no consiguieron evidencia suficiente para afirmar que la
presencia de metastasis o no a nivel ganglionar esta determinada por el

tipo de polarizacion de sus MATSs (163).

Esta influencia de los MATs M2 con la supervivencia se ha
investigado en numerosos estudios, pudiéndose explicar por las siguientes
causas. Primero, los macréfagos M2 facilitan la expresion de PD-L1 por
parte de las células tumorales (164) y la interaccion entre el PD-1y el PD-
L1, promoviendo asi la supresién del sistema inmune (165). Segundo,
estos macréfagos M2 secretan factores de crecimiento como el VEGF
(vascular endotelial growth factor), PDGF (platelet-derived growth factor),
TGF-B (transforming growth factor), y el FGF (fibroblast growth factor) que
promueven la angiogénesis (77). Y por ultimo, recientemente se ha
demostrado que los exosomas derivados de los macréfagos M2
promueven la viabilidad celular, la migracion y la invasién celular en

determinados canceres de pulmdn (166).

Las concentraciones de MATSs en el estroma o en el tejido tumoral
tienen un significado clinico distinto segun diferentes estudios. En algunos,
solo la expresion estromal, no la tumoral de CD163 resultod estar asociada

con la supervivencia. (79) (119) (162).

Tanto los monocitos como los linfocitos tienen efectos
antitumorales (140), pero en particular los linfocitos T son esenciales en el
control inmunoldgico de las células tumores. Estos estan involucrados no
solo en la apoptosis de las células tumores, sino también en la produccién
de citoquinas que inhiben la proliferacidén de células tumorales y

metastdsicas (69). En este sentido, una menor densidad de linfocitos en el
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estroma tumoral se ha asociado con un peor pronéstico en OSCC (90) vy,
analogamente, un mayor nimero de linfocitos infiltrantes (TILs) se ha
relacionado con mejor prondstico en numerosos tipos de cancer (75)
(118). Cuando se estudian los diferentes subgrupos de linfocitos por
separado (CD8+, CD4+, CD20+ o FOXP3+), algunos autores encuentran
relacion con la supervivencia en el caso de un mayor numero de linfocitos
T CD8+ (153), mientras que otros como Hadler-Olsen et al. (162), no han

encontrado relacion pronostica para los diferentes subgrupos.

Los linfocitos T CD8+, identifican y eliminan las células tumorales,
jugando un papel esencial en la respuesta inmunitaria anti-tumoral (167).
Por lo general, cuentan con la ayuda de células T helper CD4+ que liberan
interferén gamma (IFNy) e interleuquina 2 (IL-2) (168). Las células
tumorales expresan antigenos especificos que generalmente provocan
una respuesta inmunitaria mediada por células B CD20+, tanto como
inmunidad humoral como moduladora de células T (104). En
consecuencia, la neutrofilia y/o la linfopenia se correlacionan con una
reduccion de las células T helper CD4+ y las células T citotdxicas CD8+ en

el estroma tumoral.

La mielopoyesis mediada por cancer se ha relacionado con la
estimulacion de la angiogénesis tumoral, con la invasién celular, con las
metastasis (159), y con la persistencia de células mieloides inmaduras
(169). Por otro lado, las células tumorales pueden secretar citoquinas que
atraen a los neutréfilos quienes, a su vez, contribuyen a la destruccion de
las membranas basales y la invasidn de los tejidos circundantes (84), a
través de factores de crecimiento como el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), o

interleuquinas, como IL-6 e IL-8, que promueven el crecimiento tumoral,
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la invasion y las metdstasis (66). Sin embargo, los neutréfilos también son
necesarios para el reclutamiento de linfocitos T que estan asociados con
efectos citotdxicos en células tumorales (122). Adema3s, los neutrdfilos
pueden liberar éxido nitrico, arginasa y especies reactivas de oxigeno que
conducen a trastornos de activacién de las células T (159). Se ha
demostrado que los neutréfilos contribuyen a la angiogénesis tumoral, la
mutagénesis, la inmunosupresion y la proliferacidon de células tumorales

(83) (134).

En este estudio, NLR, PLR y SII mostraron coeficientes de correlacion
negativos con las diferentes densidades celulares de linfocitos (CD4+,
CD8+, CD20+) en el TME de pacientes con OSCC, si bien estas relaciones
no fueron estadisticamente significativas. Esto podria deberse a que la
inflamacion sistémica conduce a un aumento de neutrofilos y plaguetas
circulantes, lo cual reduce el nimero de linfocitos disponibles para actuar

contra las células tumorales (156).

Determinacion de los valores de corte de NLR, PLR, LMR y Sli

Con respecto a los valores de corte de los diferentes marcadores
prondsticos, estos variaron ampliamente y fueron inconsistentes entre los
diferentes estudios encontrados en la literatura. Por ello, antes de
introducir su uso en la practica clinica, debiera ser un requisito previo el
establecimiento de valores éptimos para cada tipo de cancer (155). Para
traducir una variable continua como el NRL, PLR, LMR o Sll en una

herramienta de decisidn clinica, es necesario determinar un punto de
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corte para diferenciar a los pacientes en distintos grupos (170),
optimizando asi la correlacidn con los resultados clinicos. La mayoria de
los autores utilizaron un analisis de ROC para determinar el valor de corte
ideal en sus respectivas muestras (147) (155). Sin embargo, algunos
autores basaron sus valores de corte en la media (133), en terciles (127),
cuartiles (171), mediana (133), o valores referidos en la literatura de
diferentes drganos sélidos (150) (172), o incluso, algunos no dejaron
constancia del punto de corte utilizado (146). En nuestro estudio, no
pudimos concretar puntos de corte fiables que correlacionaran el NLR,
PLR, LMR o Sll con la OS ni DSS mediante el analisis de ROC. Por ello,
basamos nuestros analisis en percentiles, encontrando que el percentil 90
si fue capaz de definir grupos significativamente diferentes en cuanto a
relevancia prondstica en el caso del NLR y Sll; y el percentil 70, en el caso

del LMR.

Los puntos de corte de NLR, PLR y LMR registrados en la literatura
para la OS en HNSCC también mostraban esta importante variabilidad. El
punto de corte del NLR para HNSCC varia desde 1.92 a 5.56 en los
diferentes articulos publicados (117) (122). Algunos ejemplos son, Szilasi
et al. (147) con un punto de corte de 3.9, otros como Ye et al. (134) con
uno de 2.77, o Diao et al. (155), que establecieron su punto de corte en
2.9. En el metaanalasis llevado a cabo por Takenaka et al. (118) que
incluye 16 estudios, los valores de corte también oscilaban entre 1.92 y 5;
con una media de 2.69. En otro metaanalisis, Yu et al. (112) obtuvieron
valores de corte entre 2.1y 4,39, por lo que dividieron la muestra en 3
grupos, obteniendo claramente un peor prondstico en el caso de valores
de NLR por encima de 4. Estos autores destacaron que el valor prondstico

del NLR en pacientes con cancer de cabeza y cuello esta influenciado por
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el valor de corte y, por lo tanto, recomiendan la utilizacién de un rango
continuo de valores de NLR, mas que un valor concreto. Algunos autores
como Tham et al. (117) realizaron su analisis excluyendo los estudios que
utilizaban puntos de corte de ambos extremos (12.5% o 25% de la
distribucion) y observaron que los rangos resultantes eran mas estrechos
(2.17 a3y 2.38 a 2.79; respectivamente), y ademas mantenian la relacién

prondstica con una peor supervivencia (HR 1.47).

En el caso del PLR, ocurre algo similar. En la literatura se han
descrito puntos de corte desde 105.3 a 170 (111) (173). Dentro de este
amplio rango, encontramos estudios como el llevado a cabo por Szilasi et
al. (147) o el realizado por Diao et al. (155) donde los puntos de corte
fueron de los mas altos (PLR de 170y 170.2; respectivamente), frente a
otros como Ong et al. (146) o Caruntu et al. (3) donde el punto de corte
era menor (PLR de 129y 120, respectivamente). En el metaanalisis
realizado por Takenaka et al. (118) el rango era menor, con puntos de

corte que oscilaban entre 112 y 150.

En lo referente al LMR se han descrito puntos de corte desde 2.475
a5.3(117) (151) (153) (146), en este caso la mayoria de ellos calculados
con un analisis de ROC, y solo un estudio basado en terciles. Todas estas
diferencias en los puntos de corte hacen dificil realizar un metaanalisis

gue permita la comparacion precisa de los estudios publicados.

Los valores de corte utilizados en este estudio para NLR, PLR y LMR
fueron de 4.08, 162 y 4.58, respectivamente, valores que se encuentran
dentro de los rangos publicados, teniendo en cuenta que los valores de
corte y la importancia clinica diferian significativamente segun la

localizacion del tumor primario (111) (147). Esto podria deberse a que los
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valores de corte estan condicionados por el entorno genético de las
células de origen del tumor, asi como de factores etioldgicos, existiendo
por tanto diferentes valores de corte para diferentes poblaciones y etnias
(151). De hecho, la mayoria de los estudios publicados, se han realizado
utilizando a poblacidn de Asia oriental como referencia (105) (151). En
consecuencia, los puntos de corte ideales para los marcadores

inflamatorios sistémicos aun se desconocen.

Al revisar la literatura nos encontramos con un posible sesgo de
publicacidn por estudios publicados con resultados estadisticamente
significativos frente a los estudios que no obtienen significacion
estadistica. Estos problemas se refleja de manera clara en los metaanalisis
gue se han publicado sobre el tema (107) (112) (117) (118) (122).
Adicionalmente, hay que tener en cuenta que los parametros
inflamatorios en sangre periférica son recogidos durante el preoperatorio,
siendo esperable que estos marcadores puedan variar en el
postoperatorio inmediato o en el seguimiento a medio plazo, pudiendo

también influir en la supervivencia de estos pacientes con cancer.

Actualmente, el estudio de estos parametros inflamatorios
sistémicos y su relaciéon con el prondstico en OSCC, puede ser de utilidad
en la practica clinica de cara a determinar el prondstico previo al
tratamiento, y asi establecer un plan de tratamiento especifico para el
paciente, identificando pacientes de alto riesgo que se puedan beneficiar
de determinadas terapias adyuvantes. Ademas de contribuir a la
busqueda de farmacos especificos cuyas dianas terapéuticas sean las
células inflamatorias mencionadas, y ayudar a predecir su respuesta a

dicha inmunoterapia.
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CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

En el contexto del presente estudio, el analisis de los datos permite

establecer las siguientes conclusiones:

1)

No se observo relacion estadisticamente significativa entre los
indices NLR, PLR, LMR vy SlI con variables clinicas de significado
prondstico, excepto con el consumo de alcohol que se relaciond
con el S, la localizacion del tumor primario con el PLRy LMR, y

el indice de masa corporal con el Sll y el PLR, respectivamente.

Hemos observado la existencia de una relacion significativa entre
valores elevados de NLR y Sll con el tamafio tumoral (T) y con un

avanzado estadio tumoral.

Se observé que valores por encima del percentil 90 en el caso del
NLR y Sll, y del percentil 75 en el LMR, se asociaban con peor
supervivencia global en el analisis univariable, pero solo el NLR
permanecia como predictor prondstico independiente en el

analisis multivariable con un HR de 1,626.

Ninguno de los parametros inflamatorios sistémicos obtuvo

relacion prondstica con la supervivencia especifica por cancer.

Se observo la existencia de una correlacion negativa entre el
infiltrado estromal de linfocitos T CD8+, CD4+ y linfocitos B
CD20+ con los indices NLR y el SlI.
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6) Se observd una correlacidn positiva entre el LMR y el infiltrado
estromal de linfocitos T CD8+, T CD4+, linfocitos B CD20+,
macrofagos CD68+ y CD163+, asi como con el infiltrado tumoral

de linfocitos T CD4+y B CD20+.

Son necesarios mas estudios prospectivos para terminar de aclarary
validar tanto los valores de corte ideales como el valor prondstico exacto
de los marcadores inflamatorios sistémicos, antes de incluirlos en nuestra

practica clinica habitual.
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Purpose: The aim of this study was to investigate the prognostic significance of
preoperative inflammatory markers in peripheral blood of patients with oral
squamous cell carcinoma (OSCC), and to establish correlations with the
infiltrate of macrophages and lymphocytes in the local immune tumor
microenvironment (TME).

Materials and Methods: Neutrophil-lymphocyte ratio (NLR), platelet-
lymphocyte ratio (PLR), lymphocyte-monocyte ratio (LMR), and systemic
immune-inflammation index (Sll) were retrospectively evaluated in a cohort
of 348 OSCC patients, and correlated with overall (OS) and disease-specific
survival (DSS). Immunohistochemical analysis of tumoral and stromal
infiltration of CD8+, CD4+, FOXP3+ and CD20+ lymphocytes and CD68+
and CD163+ macrophages was performed in a subset of 119 OSCC patient
samples, and correlations further assessed.

Results: NLR, SlI, and LMR were significantly associated with a poorer OS in
univariate analysis; however, only NLR remained a significant independent
predictor in the multivariate analysis (HR = 1.626, p = 0.04). NLR and SII were
inversely and significantly correlated with stromal infiltration of CD8+, CD4+,
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and CD20+ lymphocytes. Moreover, a significant correlation between LMR
was also found to significantly associate with stromal infiltration of CD8+,
CD4+, and CD20+ lymphocytes, stromal CD68+ and CD163+ macrophages,
and also tumoral infiltration of CD4+ and CD20+ lymphocytes.

Conclusions: Preoperative NLR, SlI, and LMR may serve as valuable systemic
markers to predict OSCC patient survival, with NLR emerging as an
independent predictor of poor OS. Moreover, strong significant
correlations were exclusively observed between systemic inflammatory

markers and the local stromal infiltration of lymphocytes in the TME.

KEYWORDS

LMR, NLR, oral cancer, PLR, prognosis, systemic immune-inflammation index,
tumor microenvironment

Introduction

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is one of the most
common tumors in the world, with a global incidence of 377,713
new cases in 2020 (1). Due to the lack of specific symptoms in
the early stage of this entity, most OSCC patients are in an
advanced stage at the time of diagnosis, more than half of them
suffer from a recurrence within 2 years of the initial surgical
treatment (2), and the 5-year survival remains approximately
60% (3). Tumor node metastasis (TNM) stage has been
established as the main determinant of prognosis and
treatment planning for OSCC (3). However, this factor is far
from optimal in predictive accuracy, because patients with the
same TNM stages often exhibit significant differences in
prognosis (4, 5).

Chronic inflammation was firstly linked to carcinogenesis by
Rudolf Virchow in 1863 (6). Nowadays, it is recognized as one of
the hallmarks of cancer (7), since inflammation induces
angiogenesis, cell proliferation, DNA damage caused by
reactive oxygen species, and inhibits apoptosis of cancer cells
(8). In the tumor microenvironment (TME), tumor cells
reprogram surrounding stromal cells, leading to an
inflammatory response with expansion and recruitment of
different immune cells to support cancer progression (9).
Moreover, it has been hypothesized that local inflammatory
conditions lead to a systemic inflammatory state that could be
measured through peripheral blood markers. In fact, various
systemic markers have been correlated with worse clinical
outcomes in a broad spectrum of cancers, including head and
neck squamous cell carcinoma (HNSCC), colorectal, non-small
cell lung, stomach, esophageal, liver, gallbladder, and prostate
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cancers, among others (10-17).The magnitude of the
inflammatory response can be thoroughly explored by
malnutrition and several indicators, among which the counts
of neutrophils, lymphocytes, monocytes, and platelets in
peripheral blood are readily available. Moreover, systemic
ratios between the aforementioned cells, such as neutrophil-
lymphocyte ratio (NLR), platelet-lymphocyte ratio (PLR), and
lymphocyte-monocyte ratio (LMR) have been shown to
correlate with survival in cancer patients (8, 10, 12, 18).
Recently, the systemic immune-inflammation index (SII) based
on neutrophils, lymphocytes and platelets has been proposed as
a joint tool to offer helpful prognostic information in patients
with hepatocellular carcinoma, pancreatic cancer and germ-cell
tumor (19-21), and it has also been tested in OSCC (22). Despite
the studies published, the prognostic value of NLR, PLR, LMR,
and SII in patients with HNSCC and in OSCC based on
multivariate analysis remains unclear, or even controversial
(11, 14, 23). Inconsistent findings may be attributed to
differences in sample sizes, tumor sites and progression, cutoff
values used among the studies, which require further
verification. Noteworthy, these markers are rarely studied
together in the same patient series, and the relationships
between cell numbers and ratios in blood and those locally
detected in tumor samples for the intrinsic TME have not yet
been properly assessed in OSCC.

The aim of this study was to compare the prognostic
performance of preoperative NLR, PLR, MLR, and SII in a
large homogeneous cohort of 348 patients with OSCC treated
with radical surgery. In addition, we further assessed the
correlations between these systemic inflammatory markers in
peripheral blood with the stromal and tumoral infiltrate of
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macrophages, T and B lymphocytes locally detected by
immunohistochemistry in OSCC tissue samples.

Materials and methods
Patients

The present retrospective study was performed in
accordance with the Declaration of Helsinki and following
approval by the Regional Ethics Committee from Principado
de Asturias (date of approval 14th of May 2019; approval
number: 136/19, for the project PI19/01255), encompassing all
cases of patients with OSCC treated by surgery between January
1996 and November 2007 at the Hospital Universitario Central
de Asturias, Spain. Inclusion criteria were defined as follows: (1)
histologically confirmed OSCC, (2) no previous history of other
head and neck cancer, (3) no radiotherapy and/or chemotherapy
treatment prior to surgery, (4) a minimum follow-up time of 3
years in the censored cases, and (5) availability of complete
clinical, pathological and laboratory information. Exclusion
criteria include inflammatory conditions, corticosteroid
therapy, and treatment with platelet aggregation inhibitors.

A total of 348 OSCC patients were included in the study, and
their clinicopathologic data were collected from clinical records.
Data related to laboratory tests were extracted from electronic
medical records. Clinical and pathological characteristics
included age, gender, body mass index (BMI), smoking and or
drinking habits, tumor, neck node and clinical stages,
histological grade of differentiation, and tumor location.
Patients were staged according to the 8" edition of the TNM
classification of malignant tumors (24).

Determination of blood counts

Complete blood count was preoperatively ordered 1 week
before the treatment. Neutrophil, lymphocyte, monocyte and
platelet count were obtained. NLR was calculated by dividing the
absolute neutrophil (N) count by the absolute lymphocyte (L)
count (NLR = N/L). PLR was calculated by dividing the absolute
platelet (P) count by the absolute lymphocyte count (PLR = P/L).
LMR by dividing the absolute lymphocyte (L) count by the
absolute monocyte (M) count as determined from the complete
blood cell count (LMR = L/M). The SII index was calculated by
multiplying the absolute platelet (P) and neutrophil (N) counts
and then dividing this product by the absolute lymphocyte (L)
count (SII = P x N/L). Accordingly, SII can also be calculated by
multiplying the absolute platelet (P) count and the NLR.
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Immunohistochemical analysis in OSCC
tissue specimens

Immunohistochemical evaluation was performed in a subset
of 119 patients an in order to determine the densities of tumor-
infiltrating T- and B-cell lymphocytes and macrophages in the
OSCC TME, thereby separately evaluating different immune cell
populations (CD4+, CD8+, FOXP3+, CD20+, CD68+ and
CD163+) in the tumor nests and also the surrounding tumor
stroma. The immunohistochemical (IHC) analysis was carried
out using OSCC tissue microarrays (TMAs), as previously
described (25). The TMAs were cut into 3 wm sections and
dried on Flex THC microscope slides (DakoCytomation,
Glostrup, Denmark). The sections were deparaffinized in
xylene and rehydrated through a graded alcohol series.
Antigen retrieval was performed by heating the sections with
Envision Flex Target Retrieval solution, high pH (Dako,
Glostrup, Denmark). Staining was done at room temperature
on an automatic staining workstation (Dako Autostainer Plus,
Dako). The following primary antibodies were used: mouse
monoclonal anti-CD4 (Dako, clone 4B12, 1:80 dilution),
mouse monoclonal anti-CD8 (Dako, clone C8/144B,
prediluted), rabbit monoclonal anti-FoxP3 (Cell Signalling
Technology, clone D608R, 1:100 dilution), mouse monoclonal
anti-CD20 (Dako, clone L26, catalogue number M0755; 1:200
dilution), anti-CD68 (Agilent-Dako, clone KP1, prediluted), and
anti-CD163 (Biocare Medical, Pacheco, CA, USA; clone 10D6,
1:100 dilution), by using the Dako EnVision Flex + Visualization
System (Dako Autostainer) and diaminobenzidine chromogen
as substrate. Negative controls were prepared by omitting the
primary antibody. Positive controls were prepared using
appropriate positive control slides. Counterstaining with
hematoxylin was the final step. CD4, CD8, FOXP3, CD20,
CD68, and CD163 immunostainings in both the tumor nests
and the surrounding stroma were scored using the average of
positively stained cells in each 1 mm® area from three
independent high-power representative microscopic fields
(HPFs, 400 x; 0.0625 pm?).

Statistical analysis

Continuous normally distributed variables were presented as
mean and standard deviation, and the categorical data were
expressed as percentage. Spearman correlation coefficient was
used to analyze the correlation between continuous variables,
and the non-parametric Mann-Whitney and Kruskal-Wallis
tests were used to study the associations between the
continuous variables NLR, PLR, SII, LMR with the subgroups
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of patients. Receiver operating curve (ROC) analysis was applied
to determine ideal cutoff values of NLR, PLR, LMR and SII.
Survival curves were performed by Kaplan-Meier analysis and
log-rank test. Univariate and multivariate Cox proportional
hazard regression model was also performed. Hazard ratios
(HR) with 95% confidence intervals were calculated. The
endpoints of the survival analysis were overall survival (OS)
and disease-specific survival (DSS). OS was measured as the time
interval from the initial treatment to the time of death from any
cause or the last date of observation, and DSS as the time interval
from the initial treatment to the date of death caused by disease
progression. p values less than 0.05 was considered statistically
significant. The statistical analysis was undertaken using SPSS
version 21.0 (IBM Co., Armonk, NY, USA).

Results
Patient characteristics

Detailed demographic and clinicopathological characteristics of
348 patients are shown in Table 1. In short, patients were
predominantly men (63.5%) and ranged in age from 28 to 92
years (mean/median 62 years). Smoking habit and alcohol
consumption were respectively reported in 58% and 46% of
patients. The most common primary site was the tongue (n =
144, 41.4%), followed by the floor of the mouth (n = 77, 22.1%).
Clinical stages were as follows: stage I (n = 75, 21.6%); stage II (n =
98, 28.2%); stage III (n = 62, 17.8%); and stage IV (n = 113, 32.5%).
A majority of the enrolled patients had pNO disease (n = 211,
63.2%), and well-differentiated tumors (n = 216, 62%). All patients
underwent surgery of the primary tumor with curative intention,
and none of them received preoperative treatment with
radiotherapy and/or chemotherapy. A total of 174 (50%) patients
received adjuvant radiotherapy, and 35 (10%) of them, received
also chemotherapy.

Determination of NLR, PLR, SII, LMR and
associations with clinicopathologic
characteristics of OSCC patients

Differential white blood cell and platelet counts were
preoperatively determined in peripheral blood from 348 OSCC
patients, and the ratios of NLR, PLR, SII, LMR were calculated
and summarized in Table 2. High levels of NLR and SII were
robustly and significantly associated with larger tumor size (p =
0.001, p < 0.0001, respectively) and higher American Joint
Committee on Cancer (AJCC) stage (p = 0.009, p = 0.003,
respectively) (Table 3). Moreover, mean values for NLR and
SII gradually increased from early to late clinical stages. There
was a trend to association between high mean values of NLR,
PLR, SII and LMR, and the presence of lymph neck node
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metastasis, although none reached statistical significance. No
significant associations between NLR, PLR, SII, LMR and other
clinicopathological variables (age, sex, tobacco or alcohol
consumption, histological grade of differentiation and clinical
status at the end of the follow-up) were observed, with the only
exceptions of SIT and alcohol consumption (p = 0.039), and PLR
and LMR with tumor location (p = 0.002). All four studied
inflammatory ratios showed an inverse correlation with the body
mass index; however, only led to significant differences in the
case of SIT and PLR (Table 3).

Determination of cutoff values for NLR,
PLR, SIl, LMR and associations with
patient prognosis

Patients were followed up for 280 months (median 54
months). The median DSS and OS times were 141 months
(range 108 to 173 months) and 70 months (range 48 to 91
months), respectively. The 1-year, 3-year and 5-year survival
rates were 78%, 63% and 54%, respectively. The areas under
curve (AUC) for NLR, PLR, SII and LMR were 0.520, 0.519,
0.532 and 0.447, respectively. Receiver operating curve (ROC)
analyses were performed for all calculated ratios, but significant
cutoff values based on the ROC analyses failed to show any
prognostic relevance. Thus, in order to find any relevant
prognostic significance of these ratios, the cohort was divided
according to the different percentiles of cell ratios. When the
percentile 90 was used as cutoff value a significant association
with OS in NLR and SII (4.08 and 1,137, respectively) was
observed, and the same was found with the percentile 75 of LMR
(4.58) (Table 4).

Consequently, patients were divided into two groups based
on these cutoff points (low vs high values). As summarized in
Table 4, results from univariate Cox analysis show that age, T, N,
clinical stage, postoperative radiotherapy, NLR, SII, and LMR,
but not PLR, were significantly associated with OS. Even though
all four inflammatory ratios showed trend to association with
DSS, T, N, stage, and postoperative radiotherapy were the only
parameters significantly associated with DSS. Mean and median
OS rates were consistently and significantly longer in patients
with low NLR and SII values (below their respective cutoff values
of 4.08 and 1,137; HR = 1.847 and 1.979, respectively), while
longer OS was found in patients with high LMR value (above its
respective cutoff value of 4.58; HR = 0.668). A multivariate Cox
regression analysis was performed using those variables that
were statistically significant from univariate statistical analyses.
This analysis showed that age higher than 65 years (HR = 1.498,
p = 0.003), clinical stages III (HR = 2.140, p = 0.005) and IV
(HR = 3.708, p = < 0.0001), postoperative radiotherapy (HR =
1.431, p = < 0.0001) and NLR higher than 4.08 (HR = 1.626, p =
0.04) were independent predictors of a worse OS. Only clinical
stages III and IV, and postoperative radiotherapy retained a
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TABLE 1 Clinical and pathological characteristics of the cohort of 348 OSCC patients selected for study.

Variable

Age (year) (mean * SD; median; range)

<65 years
>65 years

BMI (kg/mz) (mean + SD; median; range)

Gender

Men
Women

Tobacco use

Smoker
Non-smoker
Unknown

Alcohol use

Drinker
Non-drinker
Unknown

Location of primary tumor

Tongue

Floor of the mouth
Gingiva

Palate

Buccal cheek mucosa
Retromolar trigone
Multicenter

AJCC pT
pT1
pT2
pT3
pT4

AJCC pN
pNO
pN1
pN2
pN3

AJCC
I
I
I
v

G status
Gl
G2
G3

Clinical status at the end of the follow-up

Alive and without recurrence

Dead of index cancer

Lost or died of other causes (censored)

Second primary tumor

significant independent association with DSS in the multivariate
analysis (Table 5). Finally, we performed a subgroup analysis of
the oncological endpoints in postoperatively irradiated patients
only, due to this could be a more homogeneous cohort in terms
of stage and risk factors, and response to irradiation strongly
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Number (%)

62.36 + 13.19; 62; 28 — 92
192 (55)
156 (45)

26.34 + 4.68; 26.34; 16.90 - 51.75

221 (63.5)
127 (36.5)

202 (58)
127 (36.5)
19 (5.5)

160 (46)
172 (49.4)
16 (4.6)

144 (41.4)
77 (22.1)
61 (17.5)
18 (5.2)
24 (6.9)
22 (6.3)
2(0.6)

89 (26.2)
142 (41.8)
49 (14.4)
60 (17.6)

211 (63.2)

57 (17.1)

64 (19.2)
2(0.6)

75 (21.6)
98 (28.2)
62 (17.8)
113 (32.5)

216 (62.1)
118 (33.9)
14 (4.0)

143 (41.1)

140 (40.2)

61 (17.5)
4(L1)

depends on the immune system. Results from this new analysis
are now provided as Supplementary Information Table SI. As a
brief summary of these new data, only age and the tumor size
were significantly associated with OS and DSS in the subgroup of
irradiated OSCC patients. Even though there was a trend
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TABLE 2 Evaluation of inflammatory markers and ratios in peripheral blood from 348 OSCC patients.

Parameter

Mean * SD, median (range)

White blood cell count

Neutrophil count, 10°/L
Lymphocyte count, 10°/L
Platelet count, 10°/L
Monocyte count, 10°/L

472 + 1.78, 430 (1.10 - 10.70)
2.15 + 0.97, 2.00 (0.40 - 11.70)
254.97 + 79.24; 249; 67 - 659
0.65 + 0.70, 0.55 (0.00 - 9.00)

Calculated ratios

NLR
PLR
SII
LMR

2.48 + 1.26; 2.22 (0.25 - 7.86)
135.35 + 58.35, 123.84 (18.03 - 416.25)
639.87 + 408.57, 524.85 (38.75 - 2,634.05)
3.96 + 2.45 (0.255 - 27.00)

NLR, neutrophil-lymphocyte ratio; SII, systemic immune-inflammation index; MLR, monocyte-lymphocyte ratio; PLR, platelet lymphocyte ratio.

between high NLR and SIT and a poorer OS, differences did not
reach statistical significance. Moreover, major poor prognostic
factors such as pN classification failed not show significant
associations with OS and DSS for this subset of patients,
probably because the effect of these clinical variables was lost
by specifically selecting for analysis only the subgroup of
irradiated patients.

Correlation analysis between systemic
NLR, PLR, SlI, LMR, and the tumor
immune infiltrate in OSCC tissue samples

We next evaluated by immunohistochemistry the densities
of tumor-infiltrating T- and B-cell lymphocytes and
macrophages in the OSCC TME in a subset of 119 patients, to
correlate the IHC data from OSCC tissue samples with the
systemic inflammatory ratios determined in peripheral blood
from the same subset of OSCC patients. Thus, density numbers
of infiltrating CD8+, CD4+, and FOXP3+ T-cell lymphocytes,
CD20+ T-cell lymphocytes, and CD68+ and CD163+
macrophages were separately evaluated in both the tumor
nests and surrounding stroma, and the mean numbers were
correlated with the mean values for NLR, PLR, SII and LMR
(Table 6). We found inverse significant correlations between
NLR and SII with stromal CD8+, CD4+, and CD20+ infiltrating
lymphocytes. In addition, positive significant correlations were
observed between LMR and stromal infiltration of CD8+, CD4+,
CD20+ lymphocytes, stromal infiltration of CD68+ and CD163+
macrophages, as well as tumoral CD4+ and CD20+ infiltrating
lymphocytes (Table 6). PLR did not show any significant
correlation with the immune tumor infiltrate, nor FOXP3+
TILs were correlated with any of the systemic inflammatory
ratios (Table 6). Noteworthy, strong significant correlations
between systemic inflammatory markers and the immune cell
infiltrate in the OSCC TME were exclusively observed with
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immune cells infiltrating the tumor stroma, but not the
tumor nests.

Discussion

In the present study we investigated the clinical relevance of
four preoperative systemic inflammatory markers and their
potential prognostic significance in OSCC. According to our
results, NLR, SIT and LMR showed prognostic value in the
univariate analysis; however, only NLR remained an
independent prognostic biomarker in the multivariate analysis.
Recent studies have demonstrated that NLR may
comprehensively reflect the inflammation and immune status
of cancer patients (26), thereby representing a balance between
the protumor inflammation and the anti-tumor immune status
(27). The NLR indicates relative neutrophilia and lymphopenia,
which has been related to shorter survival rates (11-13).
Neutrophilia is known to inhibit the cytolytic activity of T-
and NK cells (12), while a lymphopenia might underlie an
insufficient host immune response due to destruction of
lymphocytes by cancer cells (28). A recent meta-analysis
conducted by Kumarasamy et al. (10) showed an overall
positive correlation between increased NLR levels and a poorer
prognosis in all but one included studies. In another meta-
analysis, Takenaka et al. (11) found that two-thirds of studies
demonstrated that a higher NLR was significantly associated
with poor prognosis, whereas others led to non-significant
results. Additionally, Ye et al. (29) failed to find any
association between an elevated pre-treatment NLR and
HNSCC patient survival, whereas Templeton et al. (15)
reported that the prognostic impact of NLR might depend on
the tumor site. Concordantly, using a multivariate analysis and
adjusted HR we found that patients with a NLR value higher
than 4.08 presented an enhanced risk of overall mortality. By
contrast, SII, PLR and LMR had no influence on mortality risk in
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TABLE 3 Relationships between the clinicopathological variables and inflammatory ratios calculated for the cohort of 348 OSCC patients.

Variable Total No. NLR
Mean (SD)
BMI 321 -0.114 * 0.054
Age (years)
<65 177 2.57 (1.80) 0.65
=65 135 2.49 (1.18)
Gender
Female 116 2.46 (1.15) 0.44
Male 196 2.59 (1.76)
Tobacco
No 112 247 (1.11) 0.48
Yes 181 2.59 (1.80)
Alcohol consumption
No 155 2.42 (1.19) 0.25
Yes 141 2.62 (1.86)
Location of primary tumor
Tongue 144 2.58 (1.87) 0.87
Floor of the mouth 77 2.37 (1.26)
Gingiva 61 2.57 (1.32)
Palate 18 2.83 (1.53)
Buccal cheek mucosa 24 2.59 (1.48)
Retromolar trigone 22 2.58 (1.00)
Multicenter 2 1.44 (1.68)
AJCC pT
pT1 80 2.09 (1.02) 0.001
pT2 131 2.44 (1.24)
pT3 42 2.97 (1.14)
pT4 52 3.05 (2.67)
AJCC pN
pNO 193 2.46 (1.22) 0.37
PN+ 107 2.62 (2.00)
Stage
I 70 2.03 (1.04) 0.009
I 89 2.52 (1.23)
III 52 2.74 (1.23)
v 101 2.81 (2.11)
Postoperative radiotherapy
No 153 2.51 (1.33) 0.57
Yes 151 2.53 (1.76)
Grade
Well 191 2.44 (1.29) 0.17
Moderate + Poor 121 2.69 (1.91)
Clinical status at the end of the follow-up
Alive and without recurrence 130 2.44 (1.15) 0.71
Dead of index cancer 120 2.66 (1.93)
Lost or died of other causes 58 2.56 (1.53)
Second primary tumor 4 2.27 (1.68)

BMI, Body mass index. * Pearson correlation coefficient.

the multivariate Cox regression analysis. According to these
results, we could hypothesize that the impact of these
inflammatory markers on patient prognosis could plausibly be
related to a surrogate role for poor performance status, advanced
disease stage, and various comorbidities like cardiovascular
disease and malnutrition. In fact, all these conditions affect OS
but not DSS, as observed for the inflammatory markers.
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SII LMR PLR P
Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD)

-0.140 * 0.019 0.11* 0.063 0131 % 0.027
666.53 (455.23) 0.17 4.04 (2.76) 0.53 13251 (59.84)  0.08
604.98 (336.44) 3.87 (1.99) 139.18 (56.23)

658.49 (373.57) 0.54 415 (1.71) 030  143.53(55.88) 031
628.87 (428.46) 3.85 (2.81) 130.03 (59.14)

615.55 (320.71) 0.37 3.95 (1.97) 0.84  140.20 (56.00)  0.81
655.80 (442.30) 401 (2.79) 132.03 (59.41)

584.77 (317.14) 0.039 401 (2.04) 099 13431 (53.08)  0.80
681.55 (459.21) 4.01 (2.93) 136.08 (62.90)

645.92 (409.32) 0.72 3.77 (1.87) 0002  140.17 (63.14)  0.001
601.63 (404.32) 4.47 (3.55) 121.86 (53.93)

709.17 (484.22) 3.79 (2.38) 142.61 (50.44)

649.75 (458.42) 3.54 (1.38) 139.87 (62.29)

584.10 (266.51) 432 (1.87) 134.55 (65.71)

621.37 (263.82) 3.39 (1.25) 134.33 (44.36)

336.89 (421.64) 10.59 (5.75) 0

536.59 (346.73) < 0.0005 4.49 (2.36) 006  123.82(50.84) 0.4
579.87 (357.65) 3.91 (2.01) 126.07 (52.60)

841.22 (401.80) 327 (1.11) 165.73 (51.28)

744.63 (495.79) 4.03 (3.96) 152.20 (76.96)

628.05 (384.10) 0.80 3.94 (2.07) 058 13847 (59.07)  0.10
639.94 (398.37) 410 (3.12) 129.02 (56.24)

516.28 (352.15) 0.003 4.62 (2.76) 006 12279 (5421) 037
598.56 (328.90) 3.84 (1.85) 132.63 (48.28)

694.15 (371.66) 3.53 (1.45) 135.22 (50.52)

738.41 (497.74) 3.84 (3.00) 148.16 (71.55)

626.10 (425.25) 0.55 3.84 (2.11) 037 13639 (59.47) 032
647.07 (381.10) 4.16 (2.80) 127.97 (52.79)

629.15 (425.72) 0.56 4.08 (2.80) 027 13271 (5841) 045
656.80 (381.03) 3.77 (1.77) 139.78 (57.77)

602.56 (326.49) 045 4,03 (2.07) 086 13236 (5421)  0.13
676.69 (457.15) 3.98 (2.98) 134.65 (48.28)

636.85 (447.01) 3.75 (2.07) 144.11 (50.52)

800.10 (699.74) 4.52 (2.09) 152.74 (72.79)

07

Malnutrition itself is related to a higher rate of postsurgical
complications, higher tumor recurrence, increased risk of
infections and poor prognosis (30). Moreover, various
biochemical parameters, such as albumin or transferrin, but
also blood cells like lymphocytes are markers commonly used
in nutritional evaluation (31). The PLR, in turn, can be
considered as a balance between the status of tumor growth
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TABLE 4 Univariate Cox regression analysis of overall and disease-specific survival in the cohort of 348 OSCC patients.

Variable Overall survival

HR (95% CI)

Age (years)

<65 1 (reference)

=65 1.439 (1.086 - 1.908)
Gender

Female 1 (reference)

Male 1.316 (0.978 - 1.771)
Tobacco

No 1 (reference)

Yes 1.099 (0.854 - 1.413)
Alcohol

No 1 (reference)

Yes 1.222 (0.958 - 1.558)
AJCC pT

pT1 1 (reference)

pT2 1.383 (0.936 - 2.045)

pT3 2.027 (1.250 - 3.288)

pT4 3.519 (2.280 - 5.430)
AJCC pN

pNO 1 (reference)

PN+ 2.583 (1.938 - 3.442)
Stage

1 1 (reference)

I 1.377 (0.862 - 2.201)

111 1.967 (1.203 - 3.215)

v 3.603 (2.349 - 5.526)

Postoperative radiotherapy

No 1 (reference)

Yes 1.422 (1.228 - 1.647)
Grade

Well 1 (reference)

Moderate + Poor 1.216 (0.915 - 1.616)
NLR

<4.08 1 (reference)

>4.08 1.847 (1.179 - 2.895)
PLR

<205 1 (reference)

>205 1.465 (0.908 - 2.363)
SII

<1,137 1 (reference)

>1,137 1.979 (1.260 - 3.108)
LMR

<4.58 1 (reference)

>4.58 0.668 (0.466 — 0.957)

and tumor suppression (32). It has been shown that elevated
platelet counts are associated with an increased cancer incidence
(33), hence suggesting that platelets could be involved in both
carcinogenesis and tumor progression. The PLR has been used in
predicting survival outcome, but according to the most recent
studies, there is some controversy regarding the correlations
between PLR and prognosis in cancer patients. Thus, the
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Disease-specific survival

P HR (95% CI) )4
0.01 1 (reference) 0.10
1.325 (0.948 - 1.852)

0.06 1 (reference) 0.46
1.140 (0.805 - 1.614)

0.60 1 (reference) 0.77
1.046 (0.770 — 1.413)

0.07 1 (reference) 0.62
1.075 (0.800 - 1.430)
<0.0001 1 (reference) <0.0001
0.10 1.362 (0.835 - 2.220) 0.21
0.004 2.202 (1.223 - 3.963) 0.008
<0.0001 4.477 (2.691 - 7.446) <0.0001
<0.0001 1 (reference) <0.0001
3.158 (2.236 — 4.461)
<0.0001 1 (reference) <0.0001
0.18 1.594 (0.854 — 2.975) 0.14
0.007 1.967 (1.431 - 5.059) 0.002
<0.0001 5.069 (2.893 - 8.881) <0.0001
<0.0001 1 (reference) <0.0001
1.572 (1.336 - 1.849)

0.17 1 (reference) 0.11
1.315 (0.940 — 1.841)

0.007 1 (reference) 0.07
1.644 (0.956 - 2.829)

0.11 1 (reference) 0.08
1.617 (0.939 - 2.784)

0.003 1 (reference) 0.18
1.479 (0.829 - 2.638)

0.02 1 (reference) 0.07

0.665 (0.426 — 1.036)

reported impact of thrombocytosis and PLR in HNSCC differs
significantly among studies (34). In some reports, the PLR was
associated with a better survival in multivariate analysis (35, 36),
whereas PLR was not an independent prognostic biomarker in
laryngeal cancer (37). As an extension of these data, in this study
we did not find a relationship between the PLR and OSCC
prognosis. High preoperative SII, which is related to high levels
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TABLE 5 Multivariate Cox regression analysis of overall and disease-specific survival in the cohort of 348 OSCC patients.

Variables

Age
<65 years
>65 years
Stage
I
I
I
v
Radiotherapy
No
Yes
NLR
<4.08
>4.08

Overall survival

HR (95% CI) P

1 (reference) 0.017
1.498 (1.095 - 2.051)

< 0.0001

1 (reference)
1.459 (0.956 — 2.227) 0.08
2.140 (1.255 - 3.649) 0.005
3.708 (2.290 - 6.002) <0.0001

1 (reference) < 0.0001
1.431 (1.212- 1.689)

1 (reference) 0.04

1.626 (1.004 - 2.633)

Disease-specific survival

HR (95% CI)

1 (reference)
1.470 (0.855 — 2.526)
2.690 (1.399 - 5.170)
5.112 (2.873 - 9.095)

1 (reference)

1.598 (1.313 - 1.945)

10.3389/fimmu.2022.941351

< 0.0001

0.16

0.003

<0.0001

< 0.0001

of circulating tumor cells (CTCs) (38), has been significantly
associated with tumor size and advanced pathological grade in

OSCC (22). The NLR was also associated with tumor size, while

no significant associations were found between PLR and
clinicopathological parameters. Also, patients with a high SII

(above a cutoft value of 484.5) consistently showed a significant
lower OS and DSS (22).

In the literature, low LMR has been associated with a poor

prognosis in numerous solid cancers. Tham et al. (39) conducted
a meta-analysis that included 4,260 patients with HNSCC in

TABLE 6 Correlations between systemic NLR, SlI, PLR, and LMR, and the immune tumor infiltrate in OSCC tissue samples from 119 patients.

Variable

Stromal CD8+ TILs

Tumoral CD8+ TILs

Stromal CD4+ TILs

Tumoral CD4+ TILs

Stromal FOXP3+ TILs

Tumoral FOXP3+ TILs

Stromal CD20+ B-cells

Tumoral CD20+ B-cells

Stromal CD68+ TIMs

Tumoral CD68" TIMs

Stromal CD163+ TIMs

Tumoral CD163+ TIMs

NLR SII
-0.318 -0.26
< 0.001 < 0.001
-0.132 -0.041
0.18 0.68
-0.211 -0.198
0.03 0.04
-0.101 -0.024
0.30 0.80
0.072 -0.066
0.46 0.51
0.068 -0.014
0.49 0.88
-0.216 -0.232
0.02 0.02
-0.179 -0.189
0.07 0.06
-0.145 -0.117
0.14 0.24
-0.062 0.015
0.53 0.88
-0.165 -0.167
0.09 0.09
0.033 -0.020
-0.73 0.84

PLR

-0.170
0.09

-0.034
0.73
-0.030
0.76
0.058
0.56
-0.016
0.87
0.010
0.92
-0.083
0.41
-0.022
0.83
-0.054
0.59
0.071
0.47

-0.076
0.44

-0.12
0.90

LMR

0.442
< 0.0001

0.143
0.14
0.373
< 0.0001
0.256
0.008
-0.23
0.81
-0.81
0.41
0.193
0.04
0.272
0.005
0.326
0.001
0.022
0.82

0.316
0.001

0.075
0.445

TILs, Tumor-infiltrating lymphocytes; TIMs, Tumor-infiltrating macrophages. The numbers of infiltrating CD8+, CD4+, and FOXP3+ T-cell lymphocytes, CD20+ B-cell lymphocytes, and
CD68+ and CD163+ macrophages were evaluated by immunohistochemistry in both the tumor nests and surrounding stroma, and the mean numbers were correlated with the four

systemic inflammatory ratios. The Pearson’s coefficients and the corresponding p values are shown.
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seven cohorts and found that an elevated LMR was significantly
associated with improved OS. Higher amounts of lymphocytes
in the TME have been correlated with improved prognosis (40),
and conversely, macrophages derived from monocytes have
been associated with poorer survival outcomes (41). Here we
found that LMR calculated in peripheral blood specifically and
significantly correlated with stromal infiltration of CD68+ and
CD163+ macrophages but not tumor tissue infiltration.
Macrophages represent an interface between innate and
acquired immunity, and can be polarized into two phenotypes,
proinflammatory and antitumor M1 and M2, which in turn
increases inflammation and promotes tumor progression,
immunosuppression, angiogenesis, migration, and metastasis
(25). The prognostic role of tumor-associated macrophages
(TAM) in tumors remains to be fully elucidated. Ohri et al.
(42) reported that the number of M1 macrophages in the tumor
tissue is associated with a better prognosis, whereas high
infiltration of M2 macrophages in tumor tissue and stroma is
associated with unfavorable prognosis (43). The mechanism by
which M2 macrophages could be associated with a poor
prognosis is strongly supported by their role in the promotion
of tumor progression. Thus, M2 macrophages may facilitate PD-
L1 expression by tumor cells (44), and the interaction between
PD-1 and PD-L1 promotes immune suppression (45).
Moreover, it has been recently demonstrated that exosomes
derived from M2 TAMs promote cell viability, migration, and
invasion in non-small-cell lung cancer (46).

CD68 is a pan-macrophage marker that allows to identify all
macrophages regardless of their phenotype, while the CD163 is a
marker for M2 macrophages. It has been reported that a high
number of CD163+macrophages was significantly correlated with
a worse survival in OSCC. Various studies showed that only
stromal CD163+ expression resulted to be significantly associated
with survival, whereas intratumoral CD163+ expression was not
significant (47-49). As far as we know, this study is the first to
assess and demonstrate the correlations between systemic
inflammatory biomarkers and the local immune TME in OSCC
tissue samples. Thus, NLR and SII were negatively correlated with
stromal CD8", CD4", and CD20" TIL density in the local TME. In
addition, LMR was positively correlated with stromal infiltration
of CD8" TILs, tumoral and stromal infiltration of CD4" and
CD20" TILs, as well as with stromal CD68" and CDI163"
macrophage densities in the local OSCC TME. CD8" T
lymphocytes identify and kill tumor cells playing a role in the
anticancer immune response (50), and are usually supported by
CD4" T helper cells that release interferon-gamma (IFNy) and
interleukin-2 (IL-2) (51). Cancer cells express tumor-specific
antigens that usually elicit an immune response mediated by
CD20" B cells, both as humoral immunity and modulating T cell
responses to antigens (52). Consequently, neutrophilia and/or
lymphopenia are correlated with the reduction of CD4" T helper
cells and cytotoxic CD8" T cells in the tumoral stroma. Moreover,
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tumor-associated macrophages (TAMs) can be polarized into
antitumoral M1 macrophages, expressing CD68, and
protumoral and immunosuppressive M2 macrophages,
characterized by coexpression of CD68 and CD163 (53). NLR,
PLR and SII showed negative correlation coefficients with the
different immune cell densities in the local OSCC TME. This
could be due to systemic inflammatory response that leads to an
increase in circulating neutrophils and platelets thereby reducing
the number of lymphocytes available to act against tumor
cells (54).

The mechanism behind the association between a high NLR,
PLR, LMR or SII and poor cancer prognosis is not well understood
(15). It is well known that cancer progression requires interactions
between tumor cells and their microenvironment, including
inflammatory, immune, and metabolic responses. It is therefore
conceivable that immune cells execute their diverse functions both
locally and systemically, boosting cancer initiation and
progression (22).

Monocytes and lymphocytes have anti-tumoral effects (37).
In particular, T cells are critical in the immune surveillance of
cancer cells, and are involved not only in cytotoxic cell death, but
also in cytokine production, which inhibits tumor cell
proliferation and metastasis (55). In this regard, decreased
lymphocyte density in tumor tissue has been associated with a
poor outcome in OSCC (56). Cancer-mediated myelopoiesis has
been related to the promotion of tumor angiogenesis, cell
invasion and metastasis (38), and with persistence of
immature myeloid cells (57). On the other hand, tumor cells
can attract neutrophils that contribute to the destruction of the
basement membranes and the invasion into surrounding tissues
(58) through the secretion of epidermal growth factor (EGF),
vascular endothelial growth factor (VEGF), interleukins IL-6
and IL-8 to promote tumor growth, invasion and metastasis (7).

However, neutrophils are also necessary for the recruitment of
T cells that are associated with cytotoxic effects on tumor cells
(13), In addition, neutrophils may release nitric oxide, arginase,
and reactive oxygen species leading to T cell activation disorders
(38). Neutrophils have been shown to contribute to tumor
angiogenesis, mutagenesis, immunosuppression, and promotion
of tumor cell proliferation (29, 59). Platelets promote tumor cell
growth, epithelial-mesenchymal transition through secretion of
TGF-B, vascular invasion, hematogenous dissemination, tumor
cell extravasation (60), immune system evasion and the
establishment of a metastatic niche (28), and even modulate the
immune response (33). Neutrophil counts in the peripheral blood
are elevated in OSCC patients (61). Tumor cells can increase the
number of platelets in blood via thrombopoietin, IL-6 or leukemia
inhibitory factor (62), and in turn, platelets facilitate tumor cell
survival and escape from immune clearance mechanisms (63).
Moreover, platelets could secrete transforming growth factor-beta
(TGF-B) to suppress NK cells, and VEGF to promote tumor
angiogenesis, ultimately contributing to tumor progression and
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metastasis (1, 37). In this study, our data reveal a relationship
between NLR and SII with tumor size and clinical stage, which is
in line with the aforementioned promotion of tumor growth and
spreading. High NLR and SII might result from neutrophilia,
thrombocythemia and lymphopenia, reflecting a combination of
inflammation and dysfunctional immune system.

Interestingly, our study unveils high NLR as an independent
prognostic factor for OS in OSCC, being superior to the other
studied markers in predicting clinical outcomes.

In relation to the cutoff values for the different prognostic
markers, they varied widely and were inconsistent among different
individual studies. Hence, to define the optimal values for each
cancer type might be a prerequisite for biomarker translation into
clinical practice (22). In order to translate a continuous variable
such as NLR, PLR, LMR or SII into a clinical decision tool, it is
necessary to determine a cut-off point to stratify patients into
distinct groups (64), optimizing the correlation with clinical
outcomes by using minimization of p values or maximization of
sensitivity and specificity tests. The majority of authors use a ROC
analysis to determine optimal cutoff points; however, studies also
often use cutoff values based on tertiles (65), quartiles (66), the
median (67), or values referred to previous literature of different
solid organs (68, 69). Herein, we were unable to determine reliable
cut-off values based on ROC analysis to correlate NLR, PLR, LMR
or SII with OS nor DSS. Thus, we based our analyses in percentiles
and found that the percentile 90 was able to define statistically
relevant prognostic groups for NLR and SII, and percentile 70 for
the LMR. In a meta-analysis enrolling 3,770 patients from 16
studies that reported HRs for OS, Takenaka et al. (11) found that a
higher NLR was associated with worse OS (HR =1.69) in 12
studies, whereas non- significant results were observed in the four
remaining studies reported. These authors also found that the
prognostic magnitude of NLR on OS was different depending on
the tumor sites, with a highest value for oropharyngeal cancer (HR
= 4.60) and lower for OSCC (HR = 1.50). Mascarella et al. (13)
conducted a meta-analysis and found a combined HR for OS of
HNSCC patients and an elevated NLR of 1.78, and NLR of 1.56 for
OSCC. Yu et al. (14) performed another recent meta-analysis that
included 5,475 patients found a HR of 1.84 for OS in patients with
a high NLR value. The HR found in the present study was 1.81. It
is important to note that NLR may also be elevated in benign
disorders such as renal and coronary heart disease (70, 71). The
reported NLR cutoff points used for OS in HNSCC patients
ranged from 1.92 to 5.56 (12, 13); the PLR cutoff varied in a
range of 105.3 to 170 (72-74) including several head and neck
tumor locations; and the published LMR cutoff values range from
2475 to 5.3 (75). The cutoff values used in this study for NLR,
PLR, and LMR were 4.08, 162, and 4.58, respectively, values that
are within the published ranges, taking into account that threshold
values and clinical significance differed significantly by primary
sites (76). It is plausible that cutoff values could vary depending on
the genetic background for different tumor cell origin, etiological
factors or even for different patient populations and ethnicities
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(39). In fact, the majority of the studies have been undertaken in
East Asian populations (39, 77). Yu et al. (14) inferred that the
prognostic value of NLR in HNSCC patients is influenced by the
cutoff and recommended to use a continuous range of NLR values,
rather than point values. Furthermore, OSCC patients
frequently present with ulcerative and infected lesions that lead
to an increased neutrophil count. Consequently, the most
discriminatory cutoft points for systemic inflammatory markers
remain unknown and may differ among different tumor sites
and stages.

There are some limitations of this study. This study is
retrospective in nature, and there may be selection bias during
retrospective data collection. Additionally, our information on
hematological markers only reflect the preoperative status, and it
is conceivable that post-treatment markers could change and
predict clinical outcomes. Moreover, subsites, stages, treatment
modalities, cutoff methods, cutoff values, and data analysis were
quite different among individual studies. Furthermore, OSCC is
often ulcerated, and heavily infiltrated by immune and
inflammatory cells when exposed to the microbial environment
of the oral cavity. Hence, they could be confounding factors when
comparing ulcerated and non-ulcerated tumors in relation to the
immune tumor microenvironment.

Conclusion

In conclusion, our results reveal that preoperative
determination of the systemic NLR, SII, and LMR may serve
as easily and valuable markers to predict OSCC patient
prognosis, together with the TNM stage and the patients’ age.
Moreover, high NLR was found an independent prognostic
indicator of poor OS. Notably, these systemic inflammatory
markers were well correlated with the local immune cell
densities in the stroma of tumor microenvironment. Further
prospective studies are warranted to clarify and validate the
prognostic value of NLR and the accurate cutoff values before
translation into daily clinical practice.
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