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Introduccion: los tumores metastasicos pueden provocar derrames pleura-
les y asciticos. El objetivo de este trabajo es evaluar el rendimiento de la ci-
tometria de flujo como herramienta diagndstica en la deteccion de células
epiteliales neoplasicas a través de la expresion de la molécula de adhesion
de células epiteliales (EpCAM).

Métodos: se realizé la observacién citoldgica y el estudio de inmunofe-
notipo por citometria de flujo en 33 liquidos pleurales o asciticos (22 y
11, respectivamente) que presentaban un aumento de la celularidad en
el estudio inicial. Se estudiaron variables demograficas y referentes a los
resultados de los liquidos (recuento, bioquimica, citologia e inmunofeno-
tipo), se analizaron la sensibilidad, la especificidad, la eficiencia diagnods-
tica, el valor predictivo positivo y el negativo en los grupos de malignidad
(si/no) y se calculd la capacidad de discriminar entre malignidad o no de
la expresién de EpCAM mediante el empleo de curvas ROC.
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Diseno de un protocolo de actuacion para la deteccion de células neopléasicas
no hematoldgicas en liquidos bioldgicos por citometria de flujo
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Resultados: el nivel de expresién de la molécula EpCAM es superior
en la poblacién oncoldgica respecto a la poblacién sin afectacion tu-
moral: 6,52 % frente al 0,25 % del total celular (p = 0,003); 40,1 % frente
al 1,37 % (p = 0,03) sobre la poblacién no leucocitaria (CD45/CD14).

Conclusiones: la citometria de flujo permite identificar y caracterizar célu-
las neoplasicas no hematolodgicas. La citometria de flujo puede utilizarse
como una prueba de cribado y de apoyo en la observacion citolégica y el
estudio inmunocitoquimico.

ABSTRACT

Introduction: metastatic tumors can cause pleural and ascitic effusions.
The objective of this work is to evaluate the performance of flow cytom-
etry as a diagnostic tool in the detection of neoplastic epithelial cells,
through the expression of the epithelial cell adhesion molecule (EpCAM).

Methods: cytological observation and immunophenotype study by flow
cytometry were performed in 33 pleural or ascitic fluids (22 and 11, respec-
tively) that presented increased cellularity in the initial study. Demograph-
ic variables and references to fluid results (count, biochemistry, cytology,
immunophenotyping) were studied, sensitivity, specificity, diagnostic ef-
ficiency, positive and negative predictive value in the malignancy groups
(yes/no) were analyzed, and the ability to discriminate between malignan-
cy or not of EpCAM expression by using ROC curves.

Results: the level of expression of the EpCAM molecule is higher in the
oncological population with respect to the population without tumor in-
volvement: 6.52 % versus 0.25 % of the total cell (p = 0.003); 40.1 % versus
1.37 % (p = 0.03) on the non-leukocyte population (CD45/CD14).

Conclusions: flow cytometry allows the identification and characterization
of non-hematological neoplastic cells. The response time of flow cytome-
try is shorter than the immunocytochemical study, so it can be used as a
screening test and to support the observation of cytology and the immu-
nocytochemical study.

INTRODUCCION

La invasion del tejido pleural o ascitico por células
malignas puede detectarse en la biopsia o en la cito-

El manejo de los derrames pleurales y asciticos su-
pone un desafio para el laboratorio clinico debido al
impacto de los resultados en la practica clinica. El acu-
mulo de liquido en las cavidades se debe al aumento
de la permeabilidad capilar o a la presion hidrosta-
tica, al descenso de la presion coloidosmatica o a la
obstruccion del drenaje linfatico (1). Atendiendo a los
criterios propuestos por el Dr. Light en 1972, pueden
clasificarse en trasudados o exudados (2). Los tumores
metastasicos causan frecuentemente exudados. Supo-
nen el 15-35 % de los derrames pleurales y el 10 % de
los asciticos (3,4). Las células neoplasicas mas pre-
dominantes en los derrames pleurales son las que
se derivan de las neoplasias de pulmén y de mama,
mientras que en los derrames asciticos son las corres-
pondientes a las neoplasias del tracto gastrointestinal
y del ovario (5). Se estima que el derrame es la primera
manifestacion de la enfermedad o de su recurrencia.
Afecta al 40 % de los pacientes. Asimismo, el desarro-
llo de derrames se asocia a una peor pronostico (6,7).

logia del liquido biologico. Actualmente, el estudio
inmunocitoquimico es una técnica de referencia en el
diagnostico de derrames malignos. Sin embargo, no
estd exento de limitaciones derivadas de la sensibili-
dad de la técnica, de la experiencia de los evaluadores,
de la calidad de la preparacion, del tipo histolégico de
la neoplasia maligna o del tiempo de respuesta (8,9). El
empleo de nuevas técnicas diagndsticas puede aportar
valor anadido al proceso asistencial del paciente. En
este contexto se encuentra la citometria de flujo (CMF).
Se trata de una técnica necesaria y consolidada en el
diagnéstico de neoplasias hematoldgicas, incluso para
la deteccidn de bajos niveles de expresion, como en la
enfermedad minima residual (10), y su uso esta siendo
prometedor en neoplasias no hematoldgicas (11).
Entre los biomarcadores investigados en la literatura,
destaca la molécula de adhesion de células epiteliales
(EpCAM). Esta molécula se expresa en células epitelia-
les normales. Su expresion es superior en la mayoria
de las neoplasias epiteliales y esta ausente en células
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hematopoyéticas y mesoteliales (12). Esta diferencia en
la expresion de EpCAM es la que ayuda a caracterizar
las células neoplasicas de las células mesoteliales en
los casos en los que la citologia no es capaz. La eviden-
cia cientifica correlaciona la formacién de metastasis
con el nivel de expresién de EpCAM. Sin embargo, el
resultado clinico es complejo y puede variar depen-
diendo no solo del origen del tumor, sino de su estadio
de progresion (13). La sensibilidad y la especificidad de
la inmunocitoquimica y de la CMF para analizar la ex-
presién de EpCAM son similares, aunque dos ventajas
de la CMF son el tiempo de respuesta en la emision del
resultado y el nimero de células analizadas (hasta un
millon de células por CMF frente a 100 o 200 por cito-
logia) (14,15).

La CMF es una tecnologia con potencial para el diag-
nostico en la deteccién de células epiteliales neopla-
sicas. Sin embargo, no es comun encontrarla en la
practica clinica. El objetivo de este trabajo es analizar
el papel de la CMF en la caracterizacion de células neo-
plasicas no hematoldgicas en los derrames pleurales y
asciticos y su posible implantaciéon en el protocolo de
analisis de los derrames.

MATERIALY METODOS

Se realizd un estudio prospectivo en el que se eva-
luaron los resultados de los liquidos pleurales y asciti-
cos recibidos entre marzo y junio de 2021. Se disend de
acuerdo a la declaracién de Helsinki y fue aprobado por
el comité de ética de investigacion de nuestro centro.

Criterios de inclusion: liquidos de pacientes con mas
de 18 anos de edad atendidos en urgencias, hospitali-
zacion o consultas externas y que presentaban un au-
mento de la celularidad definida como la presencia de
al menos uno de los siguientes criterios (16,17):

1. Mas de 250 leucocitos/pL.

2. Méas de 5 células de alta fluorescencia (HF-BF) / 100

leucocitos.

3. Mas de 67 HF-BF / yL en pleurales.

4. Més de 17 HF-BF / pL en asciticos.

Criterios de exclusion: liquidos de pacientes con
menos de 18 anos de edad vy liquidos de lavado bron-
coalveolar o peritoneal. Se excluyeron los lavados
bronqueoalveolares y peritoneales, ya que, al contener
epitelio normal, expresan la molécula EpCAM y, como
consecuencia, no es posible diferenciar entre las célu-
las epiteliales normales y las neoplasicas (11).

Protocolo de actuacion

Los liquidos pleurales y asciticos se recogieron y se
procesaron en el laboratorio de urgencias de nuestro
centro hospitalario, que atiende a una poblacion de
320 000 habitantes.

El liquido pleural se obtiene por toracocentesis y el
ascitico, por paracentesis. Ambos se recogieron en tu-
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bos conicos de polipropileno sin anticoagulante. Para
valorar la utilidad de la CMF se ampli6 este estudio a
todos los que cumplian criterios de inclusién segun ce-
lularidad (Fig. 1).

Diseiio del estudio

De los liquidos incluidos en el estudio se recogieron
y se analizaron las siguientes variables:

— Variables demogréficas del paciente y del proceso
asistencial: edad, sexo y fecha de extraccion del
liquido.

— Variables macroscopicas y bioquimicas: turbidez y
color del liquido, resultado de proteinas y lactato
deshidrogenasa (LDH) del liquido bioldgico y del
suero realizados en el analizador Cobas 6000 (Ro-
che Diagnostics). En aquellos pacientes a los que
se les realizo la determinacion de proteinas y LDH
en suero en las 24 horas anteriores o posteriores
a la obtencion del liquido bioldgico se calcul6 el
ratio para categorizar el liquido como exudado o
trasudado segun los criterios de Light (2). Se con-
sideré exudado si cumplia al menos uno de los
siguientes:

e Relacion proteinas del liquido / suero, superior
a0,5.
Relacién LDH liquido / suero, superior a 0,5.

e Valor de LDH liquido superior a dos tercios de
LDH en suero.

— Recuento celular. Se realizo en el analizador XN-
1000 (Sysmex). Se recogieron los resultados de
los siguientes parametros: leucocitos/puL (nume-
ro absoluto), hematies/uL (numero absoluto),
leucocitos mononucleares (porcentaje), leucoci-
tos polimorfonucleares (porcentaje), células de
alta fluorescencia (HF-BF)/uL (numero absoluto),
células HF-BF/ 100 leucocitos y eosinofilos (por-
centaje).

— Estudio citoldégico. Se realizé tras la centrifugacion
y la tincion de May-Griinwald Giemsa.

Se consideraron valores normales en liquidos pleu-
rales: macrofagos: 65-80 %; linfocitos: 2-30 %; células
mesoteliales: 0-2 % y neutroéfilos: < 1 %. Se considera-
ron valores normales en liquidos asciticos: macrofagos
y linfocitos: 60-80 % y eosinofilos: 0-7 %.

Las caracteristicas de atipia celular se basaron en
monomorfismo, gran tamano, intensa basofilia, alta
relacion nucleo/citoplasma, contorno nuclear irregular,
cromatina laxa e inmadura, presencia de multiples y
prominentes nucléolos, vacuolacion polarizada en el
citoplasma, mitosis andmala, tendencia a formar nidos
o sincitios al perder la individualidad celular, células
en anillo de sello y signos de canibalismo. Se realizé
el recuento de células atipicas en 100 células nuclea-
das (5), que se clasificaron en tres categorias:

1. Ausencia de células atipicas y de células mesote-

liales.

2. Presencia de células mesoteliales o de macrofagos.
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Liquido pleural o ascitico

Excluir
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Lavados broncoalveolares
Lavados peritoneales

Variables celulares ‘

iAumento del recuento celular?
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=250 leucocitos/pl.
=5 de células de alta fluorescencia (HF-BF)/100 leucocitos.
=67 de células de alta fluorescencia (HF-BF)/pL en pleurales.
=17 de células de alta fluorescencia (HF-BF)/L en asciticos.

e

Excluir
Obs 2 Estudio Consulta historia
_telr}ra.clon inmunofenotipo (CMF) clinica (diagnéstico,
chologics por Analisis Clinicos pruebas AP)
Atipia celular ¢ Célula epitelial
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Mesoteliales expresion de EpCAM?
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Datos demograficos bioguimicas y celulares citolégica — ,INMUNG- “clinicas
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Fecha extraccion liquidos y suero Eosinafilos Mesoteliales CD200 (si/no) (sino)
(Criterios de Light) HF-BF

Figura 1 - Diseno del estudio prospectivo para

la Optima caracterizacion de los derrames pleurales y asciticos.

AP: anatomia patoldgica; CMF: citometria de flujo; HF-BF: células de alta fluorescencia. LDH: lactato-deshidrogenasa.

3. Presencia de células atipicas.

— CMF: los liquidos pleurales y asciticos que se reco-
gieron en el laboratorio de urgencias en horario de
8:00 a 14:00 de lunes a viernes se procesaron en el
mismo dia por el laboratorio de CMF. Fuera de di-
cho horario se almacenaron refrigerados hasta su
procesamiento. En aquellas situaciones en las que
no pudieron procesarse antes de las 48 horas pos-
teriores a la extraccion se conservaron refrigera-
dos conTransfix™ (1000 uL de liquido con 200 pL
deTransfix™).

Se mezclaron 100 pL del liquido a estudio con los
anticuerpos conjugados con moléculas fluorescen-
tes para la deteccidén de los antigenos. Los anticuer-
pos empleados fueron: CD71-FITC (clon: YDJ1.2.2),
CD14-PC5.5 (clon: RM0O52), CD200-PC7 (clon OX-104),
CD326 (EpCAM)-APC (clon: VU1D9), CD20-PC (clon:
B9E9) y CD45-KrO (clon: J33) (Beckman Coulter). Tras
una incubacién de 15 minutos a oscuras, se lisaron
las células con 500 uL de lysing solution (Optilase)
durante 10 minutos y se lavaron con 3 mL de solucion
PBA (solucion de tampodn fosfato salino con albumi-
na). Se centrifugaron a 400 g durante 5 minutos, se
decanté el sobrenadante y se resuspendio el precipi-
tado con 200 pL de tampodn fosfato salino (PBS). Se
analizaron en el citometro de flujo Navios EX (Beck-
man Coulter) usando el software de anélisis Kaluza
(Beckman Coulter).

La estrategia de andlisis empleada para detectar cé-
lulas neoplasicas no hematolégicas en los derrames se
basé en la propuesta por Pillai y Acosta (11,15). Inicial-
mente se realizo la seleccion (gateo) de la poblacion
empleando el escatergrama con los parametros de dis-
persiéon de luz, que reflejan tamano frente a compleji-
dad (FSC frente a SSC), y se eliminaron los dobletes
celulares a través del escatergrama FSC lineal de altura
y de amplitud (Fig. 2). Sobre los singletes se seleccio-
naron las células no hematoldgicas, caracterizadas por
la ausencia de expresion de los marcadores celulares
CD45 y CD14. En esa poblacion celular no leucocitaria
se determinaron la expresion de la molécula EpCAM y
CD200 para discernir entre células epiteliales neoplasi-
cas y mesoteliales. Adicionalmente, se valoré la expre-
sion de CD71. El CD20 se empled para definir mejor la
poblacion leucocitaria (marcador linfoide) en la pobla-
cién excluida del analisis.

Para valorar la positividad de este biomarcador se
utilizé el punto de corte del 2 % de las células que
expresaban EpCAM en la poblacion no leucocitaria
(CD45/CD14") propuesto por Sahu (18). Adicionalmen-
te, se calculd el punto de corte, que obtuvo mejor re-
sultado en nuestro estudio a través de las curvas ROC.

— Estudio inmunocitoquimico, asi como resultado

positivo o negativo para malignidad en la citologia
y fecha de emision de informe en aquellos casos
en los que se solicitd por el médico peticionario.

[Rev Med Lab 2022:3(1):12-20]
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Figura 2 — Caracterizacion celular por citometria de flujo. A. To-
tal de la poblacion celular analizada por el citometro. B. Elimi-
nacion de agregados celulares y seleccion de los singletes. C.
Distribucion celular en funcion de la expresion de CD45 en la
poblacion de singletes. D. Seleccion de la poblacion no leucoci-
taria (CD45/CD14). E. Caracterizacion de células epiteliales neo-
plasicas en la poblacion no leucocitaria a través de la expresion
de EpCAM junto a la de CD71. F Discriminacion de células epite-
liales neoplasicas (EpCAM) y células mesoteliales (CD200*) en
la poblacion no leucocitaria.

— Variables clinicas: diagndstico del paciente.

— Variable de malignidad. Se definié resultado posi-
tivo para malignidad por la presencia de neoplasia
detectada por estudio inmunocitoquimico o prue-
bas de imagen: tomografia por emision de posi-
trones (PET) o tomografia computarizada (TC).

[Rev Med Lab 2022:3(1):12-20]

Estudio estadistico

Las variables estudiadas cuantitativas (edad, leuco-
citos, hematies, leucocitos mononucleares, leucocitos
polimorfonuclares, HF-BF/puL, HF-BF/100 leucocitos,
eosinofilos y expresion de EpCAM) se exploraron con
la prueba de conformidad de Shapiro-Wilk. Se calcu-
laron indicadores de tendencia central (mediana) y de
dispersion (percentiles) para las variables no paramé-
tricas.

Se calculé la sensibilidad, la especificidad, la eficien-
cia diagnostica (ED) y el valor predictivo positivo (VPP)
y el negativo (VPN) para las variables cuantitativas
recuento celular leucocitario (n.°/uL), células de alta
fluorescencia (n.°/uL, n.°/100 leucocitos) y células no
leucocitarias (CD45/CD14) con expresion de EpCAM
(%) en los grupos de diagnéstico final de malignidad
(si/no). Se definio ED como el porcentaje de personas
clasificadas correctamente en la prueba como enfer-
mas (presencia de malignidad) o sanas (ausencia de
malignidad). Se compararon los dos grupos (si/no ma-
lignidad) mediante U de Mann-Whitney para variables
no paramétricas. Se considerd estadisticamente signi-
ficativa p < 0,001.

Se calculo la sensibilidad, la especificidad, VPP, VPN
y ED para las variables cualitativas, presencia de exu-
dado (si/no), células atipicas en citologia (si/no), resul-
tado del inmunofenotipo (ausencia/presencia EpCAM)
y el resultado del estudio inmunocitoquimico (positivo/
negativo) para los grupos de diagnéstico final de ma-
lignidad (si/no). Se calculé también la razéon de propor-
ciones.

Se calculé la capacidad discriminatoria de la expre-
sién de EpCAM para discriminar malignidad (si/no) a
través de curvas ROC. Se compard el punto de corte
obtenido en nuestro estudio con el establecido por
Sahu (2 % de células que expresaban EpCAM en la po-
blacién no leucocitaria) (18).

Los datos se recogieron y se analizaron en el progra-
ma estadistico IMB SPSS Statistics versién 20 (SPSS
Inc., Chicago, IL, Estados Unidos).

RESULTADOS

En el periodo establecido se solicité el recuen-
to celular a 97 liquidos pleurales y a 92 asciticos
de 76 y 44 pacientes, respectivamente. Se seleccio-
naron, segun los criterios de inclusién, 33 liquidos
(22 pleurales y 11 asciticos) pertenecientes a 33 pa-
cientes a cargo de los siguientes servicios: neumo-
logia (12), medicina interna (7), digestivo (6), cirugia
toracica (5), oncologia (1), unidad de cuidados inten-
sivos (1) y ginecologia (1). La mediana de edad fue
de 70 ahos (rango intercuartilico: 65-82,5) y el 58 %
eran mujeres. La poblacidon se clasifico en dos cate-
gorias en funcion de si existia afectacion neoplésica
o no. Entre los pacientes a los que se les solicito el
liguido pleural, 12 presentaron afectacién tumoral,
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mientras que en la poblacidén a estudio con liquidos
asciticos Unicamente 3 pacientes tuvieron diagnostico
de neoplasia. El 53 % de los diagnosticos de neoplasia
se establecieron en el proceso asistencial en el que se
obtuvo el liquido bioldgico.

La valoracion del aspecto macroscépico en funcién
del diagnostico final (si/no malignidad) no proporcioné
suficiente informacion para tipificarlo. En cuanto a la
solicitud de pruebas bioquimicas en suero con el obje-
tivo de ayudar en la clasificaciéon de exudado o trasu-
dado, se solicitd en el 73 % de los liquidos y tan solo en
el 12 % de los casos se detalld esta informacion expli-
citamente en las historias clinicas. En nuestra cohorte,
los criterios de Light (exudado/trasudado) no muestran
una buena concordancia con el diagnéstico final (si/no
malignidad), x% = 0,657.

0,2
Atendiendo al recuento celular, excepto en los valo-
res de células HF-BF, no se observaron diferencias esta-
disticamente significativas. Los pacientes oncoldgicos ,
presentaron cifras mas elevadas (media: 341 células 0y 02 0% 05 08 10

HF-BF/uL; media: 43 células HF-BF/100 leucocitos) con
respecto a los pacientes sin afectacion tumoral (media:
108 células HF-BF / pyL [p = 0,024]; media: 10 células HF-
BF / 100 leucocitos [p < 0,001]).

EI 88 % de los diagnosticos de malignidad se basaron
en dichos resultados de lainmunocitoquimica, conside-
rada como técnica de referencia; el resto se establecié
por pruebas de imagen. El estudio citologico alcanzo
una sensibilidad del 73,3 %. La sensibilidad que se ob-
tuvo por CMF fue superior, sobre todo cuando se com-
binaron (Tabla 1). La sensibilidad de la CMF empleando
el punto de corte del 2 % propuesto por Sahu (18) de
las células que expresaban EpCAM en la poblacién
no leucocitaria (CD45/CD14) (18) fue del 80 % y em-
pleando el punto de corte de 0,98 %, que obtuvimos
mediante curva ROC, fue del 93,3 % (Fig. 3). La prue-

e

0,87
0,67

0,44

Sensibilidad

1 - Especificidad

Punto de corte: 0,98 % de las células que expresan EpCAM en la poblacién no leucocitaria
(CD45/ CD14). AUC=0,922 (IC95%: 0,823-1); p<0,001

Figura 3 - Curva ROC de la expresion de EPCAM en poblacion
no leucocitaria por inmunofenotipo. Punto de corte: 0,98 % de
las células que expresaron EpCAM en la poblacion no leucoci-
taria (CD45-/CD14-). AUC = 0,922 (IC 95 %: 0,823-1); p < 0,001.

ba diagndstica que obtuvo mayor VPP, seguida de la
inmunocitoquimica, fue el inmunofenotipo empleando
como punto de corte el 2 % de células con expresion de
EpCAM en la poblacion no leucocitaria (CD45/CD14).

Tabla I.

Caracteristicas de las pruebas diagndsticas para diferenciar malignidad de no malignidad
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S E VPP (%) VPN (%) ED Tiempo de respuesta
(%) (%) (%) (dias)
Citologia 73,3 81,2 78,6 76,5 774 1
CMF* 80,0 83,3 80,0 83,3 81,8 1(1-3)
CMF? €133 72,2 73,7 92,9 81,8 1(1-3)
Observacion citolégica
+ CMF* 86,7 72,2 72,2 86,7 78,8 1(1-3)
Observacion citolégica
+ CMF' O3S 61,1 66,7 91,7 75,7 1(1-3)
IC 91,7 100,0 100,0 94,4 96,5 4 (1-10)

*CMEF: citometrfa de flujo empleando el punto de corte del 2 % de expresion de EpCAM en células no leucocitarias (CD45-/CD14-). 'CMF: citometria de flujo
empleando el punto de corte del 0,98 % de expresion de EpCAM en células no leucocitarias (CD45-/CD14-). IC: inmunocitoquimica. E: especifidad. S: sensibilidad.
VIPP: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo. ED: eficiencia diagndstica.

[Rev Med Lab 2022:3(1):12-20]
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El estudio inmunocitoquimico mostrd tiempos de
respuesta mas dilatados que la observacion citolégica
y la CMF (4 dias de media frente a 1 dia, respectiva-
mente). El nivel de expresion de la molécula EpCAM
fue superior en la poblacién oncoldgica respecto a
la poblacion sin afectacion tumoral: 6,52 % frente
al 0,25 % del total celular (p = 0,003) y 40,1 % frente al
1,37 % sobre la poblacion no leucocitaria (p = 0,03).

En la tabla Il se recogen los datos mas relevantes de
los pacientes analizados.

DISCUSIONY CONCLUSIONES

Los derrames pleurales o asciticos suelen ser ma-
nifestaciones clinicas frecuentes provocadas por la
infiltracion tumoral, incluso pueden aparecer como pri-
mera expresion del dano tumoral. De hecho, en nues-
tra poblacion, los tumores metastasicos representaron
el 15 % de los derrames pleurales y el 9 % de los de-
rrames peritoneales, datos ligeramente inferiores a los
reportados en la literatura (15-35 % pleurales y 10 %
asciticos) (3,4). En nuestro estudio, el 53 % de los diag-
nosticos de neoplasia se establecieron en el proceso
asistencial en el que se realizo el estudio del liquido
bioldgico.

La observacion citologica del liquido pleural y asciti-
co es una prueba util y necesaria en la caracterizacion
celular, aunque tiene como desventaja que puede estar
influenciada por el grado de entrenamiento del evalua-
dor (19). El rendimiento diagndstico de esta prueba, en
la cohorte estudiada, aumenta cuando se combina con
la CMF para la deteccion de una posible afectacion tu-
moral.

En condiciones normales los liquidos pleurales y
asciticos no presentan células epiteliales, por lo que
la expresion de EpCAM en este tipo de muestras se
atribuyé a celularidad tumoral. En nuestro traba-
jo, la valoraciéon de la expresion de dicho biomarca-
dor se atribuye a células epiteliales neoplasicas, tal y
como apuntan otros autores (13). A pesar de que la
ED de la CMF resulté igual, independientemente de
si empledbamos nuestro punto de corte de 0,98 o
el de 2 % (18) de células que expresan EpCAM en la
poblacién no leucocitaria (CD45/CD14), se considera
mas apropiado emplear el punto de corte de 2 % al
haber obtenido con él mayor VPP.

La expresion del EpCAM por CMF aporta valor ana-
dido al acto clinico al utilizarla como una prueba de
cribado que ayude a los servicios de anatomia pato-
logica (AP) en la priorizacion de aquellos pacientes
con sospecha clinica y analitica de neoplasia. Adi-
cionalmente a la mejora en el tiempo de respuesta,
la CMF permite analizar mayor numero de células
que la observacion de la citologia y la inmunocito-
quimica. Sin embargo, no puede obviarse que pue-
den aparecer resultados discrepantes entre la CMF
y la inmunocitoquimica derivados de la pérdida de
expresion de EpCAM que se produce en determina-

[Rev Med Lab 2022:3(1):12-20]

dos tumores epiteliales mal diferenciados (20). Otros
aspectos limitantes de la CMF son la falta de estan-
darizaciéon en el punto de corte para fijar la positi-
vidad y la informacion que se recoge en el informe
del laboratorio. De hecho, los trabajos publicados
suelen reportar el porcentaje de eventos adquiridos
con expresion CD45/EpCAM* del total celular, lo que
remarca el caracter cualitativo del resultado (14,21).
En este trabajo han intentado solventarse estas limi-
taciones mediante la comparacién del punto de corte
fijado por Sahu del 2 % de expresién de EpCAM en
la poblacion CD45/CD14 y del de 0,98 % obtenido
en nuestro estudio por curvas ROC. Por otro lado, se
considera apropiado informar del resultado obtenido
del inmunofenotipo de forma cualitativa y cuantitati-
va empleando comentarios del siguiente tipo: “Se de-
tecta la presencia de células epiteliales que expresan
la molécula EpCAM en un [X %] de la poblacién no
leucocitaria (CD45/CD147). Los resultados sugieren
un posible origen neopléasico. Se recomienda estable-
cer el diagndstico por anatomia patoldgica o pruebas
de imagen”.

Entre las limitaciones del estudio se encuentra el ta-
mano muestral, el impacto en las distintas condiciones
de conservacién de la muestra y la falta de solicitud de
pruebas bioquimicas (proteinas y LDH) en suero para
la clasificacion de exudado y trasudado segun los cri-
terios de Light.

La realizacion del inmunofenotipo basado en la ex-
presién del EpCAM en la poblacion no leucocitaria
(CD45/CD14’) ha permitido identificar y caracterizar cé-
lulas neoplasicas no hematoldgicas en un tiempo de
respuesta menor al obtenido por inmunocitoquimica.

Dada la informacion que aporta el empleo de CMF,
puesta de relevancia en este estudio, se propone que,
en aquellos liquidos con recuento celular elevado se-
gun los criterios de inclusion descritos en este estudio,
y en los que la observacion citoldgica no sea conclu-
yente respecto a la caracterizacion celular o se tenga
la sospecha de infiltraciéon tumoral por tumor sélido,
se solicite el inmunofenotipo al laboratorio de CMF
(Fig. 4). Se prevé que esta propuesta pueda reducir los
tiempos de respuesta globales por parte de AP, dato
que se analizara tras la implantacion del protocolo en
nuestro servicio.

Este trabajo destaca el papel de liderazgo del labo-
ratorio clinico en la implantacién de herramientas o de
estrategias diagndsticas que mejoren los protocolos
actuales de andlisis de liquidos asciticos y pleurales
y que permitan establecer un resultado lo mas precoz
posible. Esto puede ser beneficioso para alcanzar un
diagndstico temprano, teniendo en cuenta que muchos
pacientes con derrames pleurales y asciticos tienen un
desenlace mortal a corto plazo. El establecimiento de
algoritmos consensuados con los servicios peticiona-
rios e implicados, como AP y hematologia, aumenta la
capacidad del laboratorio en el diagndstico de los liqui-
dos bioldgicos.



Diseno de un protocolo de actuacion para la deteccion de células neopléasicas
no hematoldgicas en liquidos bioldgicos por citometria de flujo

Tabla II.

Caracteristicas de los pacientes analizados

ID Tipo Edad Sexo Observacion CMF IC Diagnéstico final

citologica
1 P 78 M Células atipicas 43,38 1 Carcinoma de células pequenas broncopulmonares
2 P 89 H No células atipicas 0,00 0 Traumatismo toracico
& A 84 H No células atipicas 0,00 0 Insuficiencia cardiaca
4 A 84 M Células atipicas 16,00 Carcinomatosis peritoneal de un carcinoma de ovario
5 P 86 H No células atipicas 0,56 0 Neumonia basal derecha
6 B 84 H Mesoteliales 0,04 0 Disnea. Enfermedad de Waldenstrom
7 P eg M Nocelasatipicas o0, Neumonia bilateral

Linfoide

8 P 72 M Células atipicas 71,42 1 Carcinoma no microcitico de pulmén
9 P 69 H Células atipicas 73,54 1 Adenocarcinoma de pulmoén
10 A 65 H Macréfagos 0,45 0 Cirrosis hepatica de origen endlico
1 P 66 M yl\r/lnaecsr:::I?:IZs 1,05 0 Adenocarcinoma ductal de pancreas
12 F s H V“f/:\aecsrgtf:'?;; e 0 Enfermeda:gs::ll:i)r:mce:f sz:irlzzfiva cronica
13 A 66 M Macréfagos 1,562 0 Cirrosis hepatica de origen endlico
14 P 65 M No valorable 0,02 0 Disnea
15 A 67 H Macrofagos 0,04 0 Hepatopatia cronica en fase cirrosis
16 A 68 H yl\rllnaecsrg:;?;; 0,00 0 Descompensacion hidropica con ascitis refractaria
17 P 52 M Células atipicas 62,59 1 Adenocarcinoma intestinal
18 R 52 H No valorable 0,01 0 Tuberculosis pleural
19 A 81 H yl\:]aecsrg:;?;zs 3,63 0 Ascitis secundaria a hipertension portal
20 A 37 M Macrofagos 2,66 -- Hiperestimulacion ovarica grave
21 A 58 H yl\rﬁaecsrg:gl?;; 0,36 0 Cirrosis hepatica de origen endlico
22 P 70 H Células atipicas 81,08 1 Adenocarcinoma de pulmoén
23 A 61 M Células atipicas 7713 1 Carcinomatosis peritoneal de origen ginecoldgico
24 P 85 H Células atipicas 62,22 1 Adenocarcinoma de pulmoén
25 P 61 M y“riaecsrc?::I?;IZs 0,89 0 Adenocarcinoma de colon
26 P 88 H Células atipicas 15,15 1 Carcinomatosis pleural
27 A 58 H Células atipicas 1,65 1 Carcinomatosis peritoneal de origen ginecoldgico
28 P 73 M Linfoide 0,05 1 Infiltracién pleural por proliferacion linfoide
29 P 76 H Macrofagos 0,91 0 Pleuropericarditis aguda
30 B 71 H Células atipicas 3298 1 Adenocarcinoma de pulmén
31 P 91 H No células atipicas 11,46 0 Insuficiencia cardiaca
32 P 68 M Células atipicas 64,81 -- Carcinomatosis pleural por carcinoma de mama
88 P 75 M Células atipicas 22,78 - Carcinomatosis pleural

Tipo: A: ascitico; P: pleural. Sexo: M: mujer; H: hombre. CMF: citometria de flujo (expresion de células epiteliales neoplésicas, CD45-/EpCAM+). IC: inmunocitoqui-
mica (0: negativa para malignidad; 1: positiva para malignidad; --: sin inmunocitoquimica del liquido obtenido).
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Figura 4 - Esquema de trabajo para el analisis de liquidos pleurales y asciticos.
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