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Utilidade da Razao Neutrofilos/Linfocitos como Fator Preditor
da Recorréncia e da Progresséo do Carcinoma da Bexiga Nao Musculo Invasivo

Usefulness of the Neutrophil/LLymphocyte Ratio as Predictor
of Recurrence and Progression of Non-Muscle-Invasive Bladder Carcinoma

Nuno Ramos’, Celso Marialva', Vanessa Metrogos', Jodo Rosa', Nelson Menezes'

Resumo

Objetivo: Avaliagcédo da razao neutrdfilos/linfocitos (RNL) pré-
-operatoria, como fator preditor do risco de recorréncia e pro-
gressao tumoral em doentes com carcinoma da bexiga néo
musculo invasivo (CBNMI).

Material e Métodos: Andlise retrospetiva dos doentes diag-
nosticados com CBNMI apés serem submetidos a resse-
cao transuretral vesical, entre janeiro de 2013 a dezembro
de 2014. Foram excluidos 0s casos que nao apresentavam
hemograma com leucograma prévio a cirurgia e os doentes
com tumores sincronos.

Foi realizada andlise estatistica multivariada com o software
SPSS 22.0%, com as seguintes variaveis: idade, sexo, tempo
até ocorrer recorréncia ou progressdo da doenca (em me-
ses), RNL, dimensé&o do tumor < 3 ou > 3 cm), tumor multiplo,
histologia e grau inicial do tumor.

Resultados: Foram avaliados 84 pacientes, sendo 79,8% do
sexo masculino e com idade média de 69 anos. Em 67,9%
dos casos o estadio tumoral inicial foi pTa e 77,4% dos tumo-
res eram de baixo grau. Em 21,4% dos doentes o tumor era
multiplo e em 33,3% apresenta dimensdes superiores a 3 cm.
Observou-se recorréncia tumoral em 19% dos individuos e
progressao em 16,4%. Os pacientes com RNL > 3,34 apre-
sentaram mais frequentemente pT1 como histologia inicial
do tumor (p = 0,018). Em analise multivariada, a RNL revelou
estar associada a maior probabilidade de recorréncia e de
progressao tumoral.

Conclusao: Este estudo revela que a RNL pode ser um fator
preditor de recorréncia e progressao tumoral em pacientes com
CBNMI, podendo ter um papel importante na pratica clinica.

Palavras-chave: Biomarcadores; Factores de Risco; Linféci-
tos; Neoplasias da Bexiga Urinaria; Neutrofilos; Progndstico;
Recidiva Local de Neoplasia.

Introducao

O carcinoma da bexiga representa a neoplasia mais frequente
do trato urinario."? Apesar do decréscimo recente da sua inci-
déncia e mortalidade na Europa, refletindo ndo s6 a diminui¢cao
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Abstract

Objective: Assess whether the neutrophil-lymphocyte ratio
(RNL) can predict the risk of recurrence and progression of
patients with the non-muscle-invasive bladder carcinoma
(CBNMI).

Material and Methods: It was performed a retrospective analy-
sis of patients diagnosed with CBNM| after a resection of the
bladder tumour, between January 2013 and December 2014.
Patients who had no white blood cell count prior to surgery
and patients with synchronous tumours were excluded. It was
subsequently performed a multivariate statistical analysis with
SPSS 22.0® software, with the following variables: age, gen-
der, time of recurrence or disease progression (in months),
NLR, tumour size (< 3 or > 3 cm), multiple tumours, histology
and tumour initial grade.

Results: The sample consists of 84 patients, 79.8% were ma-
les and the average age was 69 years.

In 67.9% of the patients the initial tumour histology was pTa
and in 77.4% was a low-grade tumour. In 21.4% of patients
the tumour was multiple and in 33.3% the tumour was larger
than 3 cm.

Nineteen-percent of patients had recurrence of tumour and pro-
gression was verified in 16.4%. Patients with RNL > 3.34 pre-
sented pT1 as initial tumour histology more often (p = 0.018).
In a multivariate analysis, the RNL was found to be associated
with a higher recurrence and progression of tumour.
Conclusion: In conclusion, this study states that RNL may be
a useful predictor of recurrence or progression of tumour in
patients with CBNMI, valuable in the clinical decision.

Keywords: Biomarkers,; Lymphocytes; Neoplasm Recurrence,
Local;, Neutrophils, Prognosis; Risk Factors, Urinary Bladder
Neoplasms.

da exposicao aos fatores de risco, como a melhoria na prestacéo
de cuidados de saude, o carcinoma da bexiga é a nona neopla-
sia mais comum em todo 0 mundo, com um claro predominio no
sexo masculino.®

Esta neoplasia corresponde, em cerca de 75% dos casos, a
carcinoma da bexiga ndo musculo invasivo (CBNMI) e, apesar
do seu bom progndstico, a taxa de recorréncia e de progresséo
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aos 5 anos é de 30% - 80% e de 1% - 45%, respetivamente.'#®

Tém sido propostos diversos modelos progndsticos com intui-
to de orientar e individualizar a terapéutica, assim como o follow-
-up dos doentes com CBNMI. No entanto, estas ferramentas tém
uma preciséo limitada para prever a recorréncia e a progressao
da doencga oncoldgica, sendo por isso necessario melhorar a sua
acuidade, nomeadamente com a incorporacéo de biomarcado-
res com capacidade preditiva.”'

Entre os varios biomarcadores estudados, a RNL ganhou es-
pecial interesse, ndo so pela simplicidade e facilidade em ser
determinada, mas também por ser um parametro representativo
do estado inflamatério do paciente.®

Ha uma crescente evidéncia da importancia da inflamacao
no desenvolvimento e progressao tumoral, sendo que, uma RNL
elevada parece refletir um desequilibrio no sistema imunitario,
podendo contribuir para uma biologia tumoral agressiva e um
pior progndstico.>9:13-16

Nos ultimos 5 anos, varios estudos revelaram que a RNL pode
ser um valioso indicador com acuidade no prognostico de di-
versos tipos de neoplasias, nomeadamente em tumores do pan-
creas, ovario, estbmago, célon e do trato urinario.''®

Embora no carcinoma invasivo da bexiga esteja amplamente
demonstrada a relacdo entre a elevacéo pré-operatéria da RNL
e 0 estadio avangado da doeng¢a no momento da cistectomia, o
aumento do risco de recorréncia da doenga e a sua mortalidade,
existem dados escassos sobre o valor prognoéstico da RNL em
pacientes com CBNMI.*

O objetivo do presente trabalho foi avaliar se a RNL pode servir
como fator preditor da recorréncia e progresséo da doenca em
pacientes com CBNMI.

Material e Métodos

Foi efetuada uma andlise retrospetiva dos doentes submetidos
pela primeira vez a resseccao transuretral vesical (RTUV) e diag-
nosticados com CBNMI, no periodo de janeiro de 2013 a dezem-
bro de 2014. Apds excluséo dos pacientes que ndo apresenta-
vam um hemograma com leucograma prévio a cirurgia, assim
como aqueles com doengas inflamatérias e/fou com tumores sin-
cronos, obtiveram-se 84 pacientes que foram objeto da presente
analise.

A RNL foi definida como a contagem absoluta de neutrdfilos
dividida pela contagem absoluta de linfécitos tendo o seu valor
sido obtido previamente a cirurgia.

Todos os doentes realizaram uma RTUV completa de acordo
com as recomendagdes internacionais. Uma re-RTUV (second-
-look) nao foi realizada por rotina. A terapéutica intravesical foi
administrada segundo as caracteristicas tumorais e os critérios
do médico assistente.

O grau tumoral foi classificado de acordo com a classifica-
¢éo da World Health Organization (WHO) de 2004 e o estadio
de acordo com o sistema TNM (sistema internacional de classi-
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ficacao dos tumores), do American Joint Committee on Cancer
(AJCC) de 2009.

Pacientes com suspeita de recorréncia/progressao da doen-
¢a foram submetidos a nova RTUV. A recorréncia da doenca foi
definida como a primeira recidiva tumoral na bexiga, sendo a
progresséo definida como a recidiva tumoral com grau ou esta-
dio superior. Os tumores do trato urinario superior foram consi-
derados como novos tumores primarios, N&o como recorréncia.

O tempo de recorréncia ou progressdo da doenca foi determi-
nado em func¢ado dos registos médicos.

O follow-up dos pacientes seguiu as recomendacdes das gui-
delines europeias, com a realizacao de cistoscopia, citologia
urindaria e exames de imagem.

O valor de cut-offideal para a recorréncia e para a progres-
s&do da doenca foi calculado através do algoritmo padroniza-
do cutoff-finder, sendo o valor obtido 3,34 e 3,85, respetiva-
mente (Fig.s 1 e 2).%°

A associacéo entre a RNL, como variavel continua, e a ida-
de, sexo, tamanho do tumor (< 3 ou > 3 cm), nimero (Unico
ou multiplo), histologia e grau inicial foi avaliada através do
teste de Pearson.

As variaveis clinicas e patoldgicas foram estratificadas em
funcéo do valor de cut-off da RNL, e comparadas através do
teste Mann-Whitney (variaveis continuas) e qui-quadrado (va-
ridveis categoricas).

A regressao de Cox univariada e multivariada foi utilizada
para avaliar a associac&o entre as caracteristicas clinicas e
tumorais com a recorréncia e a progressao tumoral.

Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente sig-
nificativo.

O software utilizado para o tratamento dos dados estatisti-
cos foi 0 SPSS 22.0.®

Resultados
As caracteristicas da amostra assim como os dados do follow-up
estédo resumidas na Tabela 1.

Neste estudo foram analisados 84 pacientes, sendo 67 (79,8%)
do sexo masculino e com idade média de 69 anos (intervalo: 41-
89 anos).

Quando avaliadas as caracteristicas tumorais iniciais, em 57
(67,9%) dos casos a histologia era pTa, sendo o tumor de baixo
grau em 65 (77,4%). Em 18 (21,4%) doentes o tumor era multiplo
e em 28 (33,3%) apresentava dimensdes superiores a 3 cm.

O tempo médio de follow-up para os doentes sem recorrén-
cia ou progressao foi de 29 meses (desvio padréo (DP) = 8,9
meses).

Observou-se recorréncia da patologia tumoral em 16 (19%)
dos individuos estudados e progressdo em 14 (16,4%). Em mé-
dia, a recorréncia e a progressdo da doenga ocorreram em 5,56
meses (DP-1,78) e 5,21 meses (DP-2,71), respetivamente, apds
a RTUV inicial.
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Figura 1: A - Curva ROC, a vermelho esté representado o cut-off ideal para avaliar a recorréncia da doenga na amostra em estudo.
O gréafico foi gerado pela ferramenta estatistica cutoff finder. B - Curva de Kaplan-Meier para a sobrevivéncia livre de recorréncia de
acordo com o cut-off para a RNL. A vermelho estéa representado o grupo de doentes com RNL > 3,34 e a preto o grupo de doentes
com RNL< 3,34 prévio a realizacdo de RTUV. O gréfico foi gerado pela ferramenta estatistica cutoff finder.
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Figura 2: A- Curva ROC, a vermelho esté representado o cut-off ideal para avaliar a progresséo da doenga na amostra em estudo.
O gréfico foi gerado pela ferramenta estatistica cutoff finder. B- Curva de Kaplan-Meier para a sobrevivéncia livre de progresséao de
acordo com o cut-off para a RNL. A vermelho estéa representado o grupo de doentes com RNL > 3,85 e a preto o grupo de doentes
com RNL< 3,85 prévio a realizagdo de RTUV. O gréfico foi gerado pela ferramenta estatistica cutoff finder.

O valor médio da RNL na populagéo estudada foi de 2,88 (in-
tervalo 0,5 -7,76), sendo que 23 (27,4 %) doentes apresentaram
RNL > 3,34.

O grupo de pacientes com recorréncia ou progressao tumoral
apresentou um valor médio superior da RNL face aos restantes
pacientes estudados, 3,64 (DP-1,52) e 2,46 (DP- 0,8), respetiva-
mente, tendo significado estatistico (p < 0,05).

A anélise da RNL como uma variavel continua, revelou uma
associacao positiva entre a RNL e histologia tumoral (R = 0,298,
P =0,006).

As caracteristicas clinicas e tumorais foram estratificadas em
fungéo do valor de cut-off da RNL (< 3,34 e > 3,34), revelando
diferengas significativas, quer em relacado a histologia inicial do
tumor, sendo o pT1 mais frequente no grupo com RNL > 3,34
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Tabela 1: Caracteristicas clinicas e patoldgicas dos pacientes, estratificadas em dois grupos: grupo a) doentes com RNL < 3,34
prévio a realizacdo de RTUV, grupo b) doentes com RNL > 3,34 prévio a realizacao de RTUV. Utilizado teste de Mann-Whitney para

variaveis continuas e teste qui-quadrado para variaveis categoéricas.

Idade média (intervalo) 69,6 (41-89) 69,2 (41-85) 70,7 (53-89) 0,541
Sexo
Masculino 67 (79,8%) 48 (78,7%) 19 (82,6%) 0,691
Feminino 7 (20,2%) 13 (21,3%) 4 (17,4%)
Histologia inicial
pTa 57 (67,9%) 46 (75,4%) 11 (47,8%) 0,018
pT1 27 (32,1%) 15 (24,6%) 12 (52,2%)
Grau inicial

) 65 (77,4%) 50 (82%) 15 (65,2%)
Saixo 19 (22,6%) 1 (18% 8 (34,8% 0096
Alto 6% (18%) (34,8%)
Numero de tumores
Unico 66 (78,6%) 49 (80,3%) 17 (73,9%) 0,524
Mdultiplo 18 (21,4%) 12 (19,7%) 6 (26,1%)
Tamanho do tumor
<8cm 56 (66,7%) 46 (75,4%) 10 (43,5%) 0,007
>3 cm 28 (33,3%) 15 (24,6%) 13 (56,5%)
Instilagao vesical no
pos-operatdrio (esquema)

: 0,253

Imunoterapia 13 (15,5%) 9 (14,8%) 4 (17,4%)
Quimioterapia 37 (44%) 25 (41%) 12 (52,2%)
Follow-up
Recorréncia 16 (19%) 7 (11,5%) 9 (39,1%) 0,000036
Progressao 14 (16,7%) 6(9,8%) 8 (34,8%)

(p = 0,018), quer em relacao as dimensdes tumorais, sendo os
tumores com dimensdes superiores a 3 cm também mais fre-
quentes no grupo com RNL > 3,34 (p = 0,007).

De referir ainda que 50 (59,5%) pacientes realizaram terapéuti-
ca adjuvante intravesical, 37 (44%) realizaram quimioterapia e 13
(15,5%) imunoterapia, ndo se tendo encontrado diferenca esta-
tistica entre os dois grupos (RNL < 3,34 e RNL > 3,34).

A sobrevida livre de recorréncia aos 2 anos foi de 49,9% nos
doentes com RNL > 3,34 e 88% nos doentes com RNL <3,34
(p =0,0006).

A sobrevida livre de progresséo aos 2 anos foi de 38% e 89%,
para o grupo de doentes com RNL > 3,85 e RNL < 3,85, respeti-
vamente (p = 0,0001).

Na regressdo de Cox univariada, representada na Tabela 2 e
3,aRNL > 3,34 (p = 0,003), estadio pT1 (p = 0,007) e tumores
com dimensdes > 3 cm (p = 0,019) revelaram estar associados
a recorréncia tumoral. Por outro lado, a RNL > 3,85 (p = 0,001),
estadio pT1 (p = 0,006), tumor multiplos (p = 0,042) e tumores
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com dimensdes > 3 cm (p = 0,031) revelaram estar associados
a progressao tumoral.

A andlise multivariada, que incluiu a RNL, tamanho do tumor,
histologia e grau inicial, revelou que a RNL> 3,34 (HR- 3,11,
95% IC: 1,05-9,23, p = 0,04) e RNL > 3,85 (HR-4,51, 95% IC:
1,39-14,6, p = 0,012) estdo associadas a recorréncia e progres-
sd0, respetivamente.

Nesta amostra, ndo houve associacdo entre a terapéutica ad-
juvante intravesical € a recorréncia ou progresséo da doenca
oncolégica.

Discussao

O CBNMI constitui um grupo heterogéneo de tumores com di-
ferentes taxas de recorréncia, de progressédo e de mortalidade,
implicando necessidade n&o s6 de um tratamento rigoroso como
também de um follow-up adequado. Neste contexto, a utilizacdo
de biomarcadores progndsticos pode ter um potencial papel no
auxilio da deciséo clinica.??®
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Tabela 2: Regress&o de Cox univariada e multivariada para a associagdo entre as caracteristicas clinicas/oncoldgicas

e a sobrevivéncia livre de recorréncia da doenga.

Univariada

Multivariada

Sexo

Masculino 1

Feminino 0,83 (0,24 -2,94)
Histologia inicial

pTa 1

pT1 4,06 (1,47 11,2)
Grau inicial

Baixo 1

Alto 2,02 (0,7-5,85)
Numero de tumores

Unico 1

Mdltiplo 1,81 (0,63-5,24)
Tamanho do tumor

<3cm 1

>3 cm 3,28 (1,21-8,85)
Instilacao vesical

no pés-operatorio (esquema)

Néo !

Sim 0,53 (0,16-1,77)
RNL

<3,34% 1

>3,34% 4,56 (1,68-12,32)

DP: desvio padréo; HR: hazard ratio.

Na amostra estudada, uma RNL pré-operatéria elevada rela-
cionou-se com carateristicas tumorais desfavoraveis, nomeada-
mente, com a histologia pT1 e dimensdo tumoral > 3 cm. De
facto, a andlise da RNL como uma variavel continua, revelou uma
associacao positiva com a histologia tumoral, portanto, quanto
maior a RNL pré-operatéria, maior a probabilidade de estarmos
perante um tumor pT1. Na andlise multivariada, ajustada para o
tamanho, histologia e grau tumoral, a RNL > 3,34 e RNL > 3,85
foram preditores de recorréncia e progresséo tumoral, respetiva-
mente.

Estes resultados s&o consistentes com os observados na lite-
ratura. Mbeutcha et al’® demonstraram num estudo multicéntrico,
que a elevacao da RNL é um fator de progndéstico independente
para a recorréncia e progresséo do CBNMI. Ogihara et af avalia-
ram um grupo de doentes com CBNMI e histéria de tabagismo,
demonstrando também que a elevacao da RNL se associa a pior
prognaostico.

Para além destes, outros estudos tém demonstrado que a ele-

0,782
;

0,007 2,44 (0,79-7,58) 0,123
1

0,191 1,08 (0,62-1,89) 0,78

0,268
;

0,019 1,49 (0,51-4,38) 0,47

0,3
0,003 1 0,04
311 (1,05-9,23)

vacdo da RNL pré-operatdria esta associada a carateristicas tu-
morais desfavoraveis, assim como pior sobrevivéncia global em
pacientes com tumores do aparelho urinario alto, tumores da bexi-
ga musculo invasivo ou pacientes de alto risco com CBNM|. 182426

Recentemente, uma meta-analise revelou que a RNL apresen-
ta valor preditivo em doentes com tumor da bexiga, nomeada-
mente na sobrevida livre de recorréncia e progressao.?’

Estes achados revelam o potencial papel que a RNL pode
desempenhar na estratificagcdo do risco entre os pacientes com
CBNMI, permitindo uma melhor sele¢cdo dos mesmos, nomea-
damente para as diversas modalidades de terapéuticas adju-
vantes. A incorporacdo de biomarcadores nas tabelas de risco
atualmente utilizadas, poderéa melhorar a acuidade destas e
eventualmente, definir quais os doentes de risco intermédio que
realmente necessitardo de terapéutica adjuvante ou até, quais os
doentes de alto risco que beneficiardo de cistectomia. A perce-
¢&o mais ajustada do risco de recidiva/progressao podera levar
a alteragbes do follow-up dos doentes sendo, eventualmente,
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Tabela 3: Regressdo de Cox univariada e multivariada para a associa¢ao entre as caracteristicas clinicas/oncolégicas

e a sobrevivéncia livre de progresséo da doenca.

Univariada

Multivariada

Sexo

Masculino 1

Feminino 0,62 (0,14 -2,78)
Histologia inicial

pTa 1

pT1 2,08 (1,22-3,52)
Grau inicial

Baixo 1

Alto 1,36 (0,45-4,07)
Numero de tumores

Unico 1

Multiplo 3,00 (1,04-8,67)
Tamanho do tumor

<3cm 1

>3.cm 3,23 (1,11-9,38)
Instilagcao vesical

no pés-operatorio (esquema)

Nao 1

Sim 0,91 (0,28-2,98)
RNL

<3,85% 1

>3,85% 6,07 (2,11-17,47)

HR: Hazard ratio.

outra vantagem da utilizag&o deste biomarcador.

O mecanismo pelo qual um tumor superficial e localizado da
bexiga leva a elevagéo da RNL, assim como, a sua relagdo com
resultados oncoldgicos desfavoraveis é complexa e pouco cla-
rificada.

A resposta inflamatéria sistémica desencadeada pela liberta-
céo de fatores como G-CSF, IL-1 e IL-6 pelas células tumorais,
induz uma neutrofilia, que pode ser avaliada indiretamente pela
elevacdo da RNL."®28 Por sua vez, a neutrofilia leva ao aumento
de fatores pro-angiogénicos (VEGF e IL-8), fatores de crescimen-
to, proteases e marcadores anti-apoptéticos (NF-kB), importan-
tes na proliferac&o tumoral. 415182930

As células malignas libertam também moduladores imunolégi-
cos como TGF-B e IL10 que prejudicam a agéo linfocitaria, assim
como, diminuem a atividade das células natural killer.”*'%? Véarios
estudos demonstraram que a diminuic&o da atividade das cé-
lulas T intratumorais se correlaciona com a progressao tumoral,
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0,535
y
0,006 3,12 (0,97-10,1) 0,056
1
0,58 0,79 (0,44-1,43) 0,44
0,042
’
0,031 1,83 (0,54-6,23) 0,33
0,87
;
0,001 4,51 (1,39-14,6) 0,012

assim como, uma baixa infiltragdo linfocitica nas margens tumo-
rais corresponde a um pior prognéstico.”

Os linfécitos sdo assim, um componente essencial na imu-
nidade mediada por células, tendo a diminuicdo do seu
ndmero uma repercusséo na atividade celular citotoxica e na pro-
dugéo de citocinas que inibem a proliferacao e atividade metas-
tatica de células tumorais.*

Assim se entende, que a RNL traduz de forma grosseira o
equilibrio entre o sistema imune inato (neutrdéfilos) e sistema imu-
ne adquirido (linfocitos), tratando-se de uma medida da resposta
inflamatéria sistémica do hospedeiro perante uma neoplasia.

Apesar destes resultados promissores, deve ser tido em con-
sideracéo as limitacdes do presente trabalho, a sua natureza re-
trospetiva, ser de uma Unica instituic&o e do volume da amostra.
A nado existéncia de relacéo entre a terapéutica adjuvante intra-
vesical e a recorréncia ou progresséo da doenca oncoldgica sur-
ge como um resultado inesperado no nosso trabalho. Para este



facto podera ter contribuido a dimenséo da amostra e/ou o pe-
riodo de follow-up.

De referir ainda que o valor de cut-off da RNL para a re-
corréncia e para a progressao tumoral foi determinado em
funcéo da nossa amostra e podera ser discordante do valor
ideal para outras amostras, sendo importante a realizagdo de
mais estudos nesta area, que possam corroborar 0s N0SsS0s
resultados.

Conclusao

Apesar das limitacdes do estudo, estes resultados apontam a
RNL pré-operatdria como um potencial preditor de recorréncia
e progressao da doenca em pacientes com CBNMI, podendo
eventualmente complementar os scores prognoésticos estabele-
cidos.
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