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1. INTRODUCCION







1. INTRODUCCION
1.1 ANATOMIA PLEURAL

La pleura es una membrana serosa que recubre el pulmén, el mediastino, el

diafragma y la pared costal de forma separada en cada hemitérax’.

Estd formada por dos hojas, la parietal, que reviste la pared torécica, el
diafragma y mediastino, y la visceral, dispuesta sobre la superficie externa del

pulmoén, dando lugar entre ambas hojas al espacio pleural.

El sistema linfatico de la pleura parietal es la via principal para el drenaje de
liquido y células del espacio pleural, especialmente en las zonas mas declives®.
Entre las células mesoteliales de la pleura parietal existen humerosos poros o
estomas de 6-8 um de diametro que comunican con unos espacios lacunares de
donde parten los vasos linfaticos **. Sin embargo, la pleura visceral carece de
estomas Y espacios lacunares y parece que sus vasos linfaticos no conectan con
el espacio pleural®, sino que penetran en el parénquima pulmonar existiendo una
conexion directa con el sistema linfatico pulmonar, de manera que la linfa fluye
hacia la parte medial del pulmén para desembocar por Gltimo en los ganglios

linfaticos hiliares?.

Unicamente la pleura parietal posee fibras nerviosas sensitivas en su capa de
tejido conectivo, procedentes de los nervios intercostales y frénico, por lo que

siempre que exista dolor pleuritico indica afectacion de la pleura parietal ®”.

El espacio pleural es de aproximadamente 10-20 um de ancho y en su interior
contiene en condiciones normales una pequefa cantidad de liquido seroso que
lubrifica y mantiene independientes ambas membranas pleurales®. EI aumento

de liquido que tiene lugar en numerosas patologias, provoca el derrame pleural.



1.2. FISIOLOGIA PLEURAL

La funcion principal de la pleura es facilitar el movimiento de los pulmones en
el interior de la caja tordcica armonizando las fuerzas elasticas y no elasticas
torécicas y pulmonares, para disminuir el gasto energético de los movimientos
de expansion y retraccion pulmonar. Esto es posible gracias a la existencia de
una presion negativa intrapleural, que evita el colapso del pulmén, y a que las
dos hojas pleurales se deslizan una sobre la otra gracias a la presencia de la fina

capa de liquido pleural que hay entre ellas®.

En condiciones fisiologicas esta capa de liquido pleural es un ultrafiltrado del
plasma, resultado de la filtracion y reabsorcion pleural. EI volumen aproximado
en cada hemitérax es de 0,13 + 0,06 ml/kg de peso corporal®® y la tasa de
produccion y reabsorcion es de unos pocos mililitros al dia**. Las dos mucosas
actlan como membranas semipermeables, de manera que la concentraciéon en el
liquido pleural de moléculas de pequefio tamafio como la glucosa es similar a la
del plasma, mientras que la concentracion de macromoléculas como la albumina
es considerablemente menor que en el plasma'. La composicién del liquido

pleural en condiciones normales se muestra en la tabla 1.1"*°.

En la actualidad, la teoria mas admitida en la formacién y reabsorcion de
liquido pleural es la que postula que el liquido pleural proviene de los vasos
sistémicos de ambas pleuras, parietal y visceral, fluye a través de las membranas
pleurales hacia el interior del espacio pleural y desde alli se reabsorbe por los
estomas y linfaticos de la pleura parietal®, cuya capacidad de absorcion
aumenta de forma considerable en el caso de existir un derrame pleural®.
Asimismo, los movimientos del liquido en el interior de la cavidad pleural estan
regidos por la ecuacion de Starling™.

Qf:I—p-A[(Pcap'Ppl)'Rd(ocap'opl)]



(Qr = movimiento liquido; L, = coeficiente de filtracion por unidad de area; A =
area de membrana; P = presion hidrostética; O = presion oncética; pl = pleural;
cap = capilar; y Ry = coeficiente de reflexion de solutos para proteinas).

Por tanto, el flujo de liquido a través de las membranas pleurales es controlado
por la suma de las presiones oncéticas e hidrostaticas de los capilares pleurales
y el espacio pleural.

Tabla 1.1. Composicion y pH normales del liquido pleural.

Volumen 0,13 £ 0,06 ml/kg
Células/mm® 1.000-5.000

e Celulas mesoteliales 0-2%

e Macrdfagos 64-80%

e Linfocitos 18-36%

e (CD4/CD8 0,6-1
Proteinas 1-2 g/dI
Albdmina 50-70%
Glucosa Similar al plasma
LDH <50% del valor en plasma
pH plasma

Tomado de Chillén Martin, MJ. Embriologia, anatomia y fisiologia pleural. En Pérez Rodriguez E, Villena
Garrido MV editores. Enfermedades de la pleura. Neumomadrid. 2003; 14°. CD (Cluster of Differentiation),
LDH (Lactato Deshidrogenasa), pH (Potencial de Hidrogeniones).

Finalmente, si la cantidad de liquido que se forma es mayor que la que puede
ser retirado por los linfaticos se origina el derrame pleural. De esta manera, el
derrame pleural puede deberse a un incremento en la formacion de liquido
pleural, a una disminucién del aclaramiento del liquido pleural por los

linfaticos, o a la combinacidn de ambos factores.



Para Sahn® existen seis mecanismos responsables de la acumulacion de liquido
en el espacio pleural:

1. Aumento de las presiones hidrostaticas cuando se elevan las presiones
capilares en la circulacién pulmonar.

2. Descenso de la presion oncética en la microcirculacion.

3. Descenso de la presion en el espacio pleural (o lo que es lo mismo,
aumento de la presion negativa) en presencia de atelectasia pulmonar masiva.

4. Aumento de la permeabilidad en la microcirculacién cuando la pleura
esta directamente implicada en el proceso patoldgico (exudado).

5. Deterioro del drenaje linfatico, principal mecanismo responsable de la
persistencia de derrame en la pleura. El bloqueo linfatico puede producirse en la
misma zona subpleural, o en el mediastino, y en ambos casos la reabsorcion de
liquido se vera seriamente comprometida.

6. Llegada de liquido desde el espacio peritoneal a través de pequefias

comunicaciones transdiafragmaticas.

1.3. DIAGNOSTICO DEL DERRAME PLEURAL

La prevalencia del derrame pleural es ligeramente superior a 400/100.000
habitantes y las causas de aparicion son muy numerosas, siendo la mas
frecuente la insuficiencia cardiaca congestiva, y entre los exudados el derrame
pleural paraneumoénico, neoplasico o el secundario a tromboembolia

pulmonar®.

Los pacientes con derrame pleural deben estudiarse de forma sistematica. En
primer lugar, se debe realizar una anamnesis con énfasis especial en la
exposicion a amianto, toma de medicamentos y la existencia de otras

enfermedades como cardiopatias, tuberculosis, neoplasias o colagenosis.



Los sintomas més prevalentes son la disnea, el dolor toracico y la tos seca. Las
caracteristicas de estos sintomas y los signos acomparfiantes variaran segun el

tipo de patologia pleural y el grado de afectacion de la misma.

1. La disnea: es el sintoma més frecuente’®. Si bien el volumen del derrame
puede influir en el grado de la disnea, no siempre existe una relacion
directa entre ambos. Es posible que la existencia de dolor acompafiante o la
patologia pulmonar subyacente asi como la velocidad de acumulacién del
liquido justifiquen esta disociacion®’.

2. El dolor torécico: en el caso del derrame pleural con irritacion pleural, es
agudo, preciso y aumenta con la respiracion profunda y la tos. Cuando se
localiza en el hombro y cuello el proceso afecta a la region central de la
pleura diafragmatica por la inervacion del nervio frénico.

3. Tos seca: puede estar relacionada con la inflamacién pleural o compresion
de los bronquios por el derrame pleural, que irrita las paredes de los

mismos y estimula el reflejo de la tos.

Aproximadamente el 15% de los pacientes con derrame pleural estan

asintomaticos®,

Mediante las técnicas de imagen podemos detectar la acumulacién de liquido en
el espacio pleural y diagnosticar la presencia de derrame pleural. Sin embargo,
no siempre la presencia de liquido pleural indica enfermedad, pudiéndose
detectar en un 4-6% de individuos sanos pequefias cantidades de este en el

espacio pleural®®

. La radiografia de torax es la técnica radioldgica inicial en el
estudio del derrame pleural, siendo la ecografia, la tomografia axial
computarizada (TAC) y la resonancia magnética (RNM) técnicas
complementarias en el abordaje posterior®.

La radiografia de térax suele objetivar un derrame pleural superior a 75 ml™,

siendo la proyeccion posteroanterior (PA) anormal en presencia de
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aproximadamente 200 ml de liquido pleural y s6lo 50 ml son suficientes para
ser detectables en la lateral®. Pequefias cantidades de liquido pueden producir
atelectasias por compresion del pulmon adyacente y los derrames masivos, un

colapso pulmonar completo.

La ecografia toracica es un procedimiento de gran utilidad, no sélo en la
determinacion del derrame sino también en su utilizacion como guia para
realizar técnicas invasivas. Es recomendable que se realice por el mismo
facultativo que hace la puncion, incrementando la rentabilidad y disminuyendo
las complicaciones de la toracocentesis?. Esta técnica es més sensible que la
radiografia en la identificacion del derrame pleural y que la TAC para la

identificacion de septos.

La TAC detecta pequefias cantidades de liquido y ayuda a caracterizar mejor la
localizacion y disposicion del derrame. Sus indicaciones generales son
diferenciar la patologia pleural de la pulmonar, definir el derrame como libre o
loculado, servir de guia terapéutica, identificar la colocacion de drenajes
toracicos, detectar las complicaciones de los derrames y los cambios residuales

secundarios a éstos®>*.

La RNM tiene un papel limitado en el derrame pleural, teniendo una resolucion

ligeramente superior a la TAC en la caracterizacion del liquido.

Con los datos clinicos y radioldgicos debe establecerse un diagndstico de
presuncion. En pacientes con derrame pleural bilateral y en un contexto clinico
que sugiera fuertemente un trasudado, no estd indicada la realizacién de
toracocentesis®. En el resto de situaciones se realizara una toracocentesis si la

cuantia del liquido lo permite.

La toracocentesis es la extraccion de liquido pleural con fines diagnosticos o
terapéutic0526. Es una técnica sencilla, rapida, con alto rendimiento diagnostico

y escasas complicaciones”. Para realizarla, el paciente debe estar sentado, con
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la espalda recta y los brazos elevados y apoyados sobre una mesilla para que los
diafragmas desciendan y los espacios intercostales se amplien al maximo. Una
vez elegido cuidadosamente el sitio se desinfecta la piel y se anestesia mediante
la inyeccion de lidocaina al 2% con una aguja de calibre 21. Es importante la
forma de administracion de la anestesia local, no s6lo haciendo una pépula
subcutanea sino anestesiando todo el trayecto desde la piel hasta la pleura
parietal?®. Posteriormente, se introduce la aguja o catéter conectada a una
jeringa de 50 ml, siempre siguiendo el borde superior de una costilla para no
dafar el paquete vasculonervioso, y se extrae el liquido aspirando despacio. Sus
complicaciones mas frecuentes son la reaccion vagal (10-14%) y el neumotdrax
(3-8%).

En el estudio del liquido pleural el aspecto proporciona una informacién muy
atil para su orientacién etiolégica. En la serie de Garcia Lujan vy
colaboradores?, la causa mas frecuente de derrames pleurales hematicos fue la
malignidad.

La diferenciacion entre trasudados y exudados se considera el paso inicial en el

1%, Los trasudados se deben

diagndstico etioldgico de cualquier derrame pleura
mayoritariamente a insuficiencia cardiaca (80%), en cambio los exudados

pueden tener numerosas etiologias™.

En la préctica clinica se diferencian los exudados de los trasudados mediante los
criterios de Light®, segtn los cuales es exudado cuando cumple una o més de

las siguientes condiciones:

e Cociente de proteinas entre liquido pleural y suero superior a 0,5.
e Conciente de LDH entre liquido pleural y suero superior a 0,6.
e LDH del liquido pleural superior a 2/3 del limite superior de la

normalidad de la LDH sérica.



Estos criterios son muy sensibles para el diagnostico de exudados pleurales pero
disminuyen en especificidad, es decir, identifican correctamente la préactica
totalidad de los exudados (98%), pero clasifican errbneamente como exudados
alrededor del 30% de derrames pleurales cardiacos y el 20% de hidrotdrax
hepaticos®. Esta circunstancia es particularmente frecuente en pacientes que
han recibido tratamiento diurético. Durante la diuresis la presién oncética de la
sangre aumenta y como consecuencia se produce el paso de agua desde el
espacio extravascular (incluida la cavidad pleural) a la sangre, con el
consiguiente aumento en la concentracion de las proteinas en el liquido
pleural®. La demostracién de que el gradiente (resta) de albtmina entre suero y
liquido pleural se influia en menor proporcion por la diuresis®, ha servido para
reafirmar la recomendacion del uso alternativo de este gradiente a los criterios
de Light en pacientes en tratamiento diurético efectivo. Por lo que si
sospechamos insuficiencia cardiaca pero el derrame pleural es un exudado
limitrofe, se recomienda calcular el gradiente entre la albimina del suero y del
liquido pleural. Si dicha diferencia es superior a 1,2 g/dl, circunstancia que se da
en el 83% de pacientes con estos falsos exudados cardiacos, asumiremos la

naturaleza trasudativa del derrame pleural®

. Se han propuesto otros criterios
para la clasificar a los exudados con menor rentabilidad, como el colesterol en
el liquido pleural mayor a 60 mg/dl o el cociente entre el colesterol en liquido

pleural y suero superior a 0,3%,

La determinacion del pH pleural es util en el diagndstico diferencial de los
exudados pleurales. Se debe medir con un analizador de gases® y evitar la
anestesia previa®. Suele oscilar entre 7,45 y 7,55 para los trasudados y entre
7,30y 7,45 para los exudados. Un pH menor de 7,30 en los derrames pleurales
malignos se asocia con peor prondstico, mayor rendimiento de la citologia y
biopsia pleural y menor éxito de pleurodesis quimica®. Sin embargo, dos

metaandlisis de mas de 400 pacientes con derrame pleural maligno han
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demostrado que el pH no deberia usarse como criterio Unico para decidir la

conveniencia de la pleurodesis o para predecir la supervivencia® *'.

La glucosa en liquido pleural se relaciona con los valores sanguineos. Se ha
demostrado que niveles bajos de glucosa en los derrames malignos se
correlacionan con un mayor rendimiento diagndstico de la citologia y tienen un

valor predictivo de peor prondstico®.

La LDH en liquido pleural refleja el grado de inflamacion de las superficies
pleurales. ElI aumento de los niveles de LDH en sucesivas toracocentesis es
indicativo de empeoramiento de la inflamacién pleural. En los exudados
pleurales definidos Unicamente por la LDH, se debe considerar el diagndstico de

neoplasia®.

La adenosina desaminasa (ADA) es una enzima que predomina en el tejido
linfoide, sobre todo en linfocitos T. Se observa un incremento de los niveles de
ADA en todos los procesos donde la inmunidad celular esta estimulada, por lo
gue se ha confirmado sobre todo su utilidad en la tuberculosis pleural, donde los
niveles de ADA en liquido pleural estan elevados. En el derrame pleural

maligno es menor de 35 UI/L en aproximadamente el 95% de los casos.

El analisis de los lipidos del liquido pleural esta indicado en los casos de
sospecha de quilotérax y pseudoquilotérax. EI quilotérax surge por la
acumulacién del liquido linfatico de origen intestinal (quilo) en la cavidad
toracica como consecuencia de la rotura u obstruccion del conducto toracico o
por el paso de quilo acumulado en el espacio peritoneal (ascitis quilosa). Entre
las causas mas frecuentes encontramos los secundarios a enfermedad tumoral
(75% son linfomas), seguidos de los traumaticos, iatrogénicos e idiopaticos™.
Una apariencia lechosa del liquido pleural se considera tipica del quilotérax. Su
diagndstico se realiza si se cumplen los tres criterios siguientes: triglicéridos

pleurales mayores de 110 mg/dl, relacion de triglicéridos pleura/suero mayor de
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1 y un cociente de colesterol pleura/suero menor de 1*°. Cuando los valores de
triglicéridos se encuentran entre 50 y 110 mg/dl, la presencia de quilomicrones
en el liquido pleural confirma el diagnostico. Es obligado diferenciarlo del
pseudoquilotérax, que son derrames pleurales de larga evolucion con un alto
contenido en lipidos no procedentes de la rotura del conducto torécico ni del
sistema linfatico. Las dos causas ma&s comunes son la tuberculosis y la artritis
reumatoide. La presencia de cristales de colesterol en el sedimento del liquido
pleural es diagndstica de pseudoquilotérax. Valores de colesterol por encima de
200 mg/dl son muy sugestivos y la existencia también de un cociente liquido

pleural/suero de colesterol igual o superior a 1 lo confirma.

El recuento celular total y diferencial es Gtil en el diagnéstico de los exudados
pleurales. Aungue los leucocitos totales no tienen valor diagndstico, el
predominio linfocitario orienta al diagnéstico de neoplasia y tuberculosis

pleural®.

La citologia del liquido pleural es una de las determinaciones que ofrece mayor
rentabilidad para el diagnéstico de malignidad. Su sensibilidad oscila entre el
40 y el 87%, y depende principalmente del entrenamiento del citlogo, de la
extension pleural de la neoplasia y de la estirpe tumoral (mayor en
adenocarcinoma) *°. El rendimiento de la citologia es mas alto en las neoplasias

de mama y ovario respecto a los linfomas, sarcomas y mesoteliomas?.

El analisis de muestras citoldgicas secuenciales incrementa la rentabilidad hasta
en més del 30% en algunos estudios™. En uno de ellos, la primera citologia
resultd positiva en un 65%, la segunda afiadié un 27% v la tercera sélo un 5%*'.
Por lo tanto, no es rentable repetir la citologia mas de dos veces y se recomienda
afiadir toma de muestras mediante biopsia cuando se requiera una segunda

citologia®.
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Si se sospecha linfoma puede ser de gran ayuda el estudio del liquido pleural

mediante citometria de flujo. Las técnicas de bloque celular o la tincién con

inmunocitoquimica son de utilidad clinica. La inmunocitoquimica con

anticuerpos monoclonales y el analisis cromosomico tienen una sensibilidad y

una especificidad bajas, pero pueden hacer sospechar ciertos procesos

tumorales, como los linfomas y la leucemia®.

Si con el analisis del liquido pleural no es posible establecer un diagndstico, se

tomaran muestras histoldgicas pleurales mediante biopsia pleural. Se pueden

obtener por diferentes vias de menor a mayor complejidad:

Biopsia pleural transparietal: es el método mas sencillo para obtener tejido
pleural. Se deben obtener al menos cuatro fragmentos de pleura parietal
para el estudio anatomopatol6gico, y uno para cultivo de Mycobacterium
tuberculosis®, en un acto que requiere sélo anestesia local. La biopsia
pleural guiada con métodos de imagen incrementa la sensibilidad hasta
valores cercanos a los de la toracoscopia®. Las complicaciones en manos
expertas son escasas, principalmente el neumotérax, que en la mayoria de
series se produce en menos del 10% del total, la infeccion de la cavidad
pleural, el hemotorax y la laceracion de higado o bazo. Su sensibilidad en
el derrame pleural maligno es inferior a la de la citologia, y oscila
alrededor del 50%%. Tan solo, el 7-12% de los pacientes con derrame
pleural maligno pueden ser diagnosticados por biopsia pleural cuando la
citologia es negativa®. El uso conjunto de la citologia y la biopsia pleural
mejora el rendimiento diagndstico, incrementando la sensibilidad hasta el
73%. La menor sensibilidad de la biopsia pleural se debe a varios factores
como el estadio precoz con minima afectacion pleural, la distribucion del
tumor en areas no tomadas durante la biopsia ciega y la dificultad en la
obtencion de muestras bien por la técnica usada y/o experiencia del médico

para obtener la biopsia. Si se observa un marcado engrosamiento pleural
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difuso con escasa cantidad de liquido o presencia de grandes nodulos en la
pleura parietal mediante ecografia o TAC, el rendimiento puede llegar a un
85% si se realiza puncién-biopsia guiada por TAC?,

e Toracoscopia: estd indicada en un derrame pleural que sigue sin
diagnostico tras la realizacidén de una toracocentesis y una biopsia pleural
cerrada o tras toracocentesis seriadas. Esta técnica tiene un rendimiento
diagnéstico superior al 95%%, con una sensibilidad en torno al 97%*.
Ademas, permite tomar bajo control visual amplias biopsias de la pleura
parietal y visceral, valorar la carga tumoral en la cavidad pleural, apreciar
la existencia de tabiques y cdmaras residuales y realizar el diagndstico y el
tratamiento en el mismo acto, llevando a cabo una pleurodesis quimica
dirigida. En los procesos en que la toracoscopia médica no es posible 0 no
existe diagndstico tras ella, pueden estar indicadas la cirugia videoasistida
o la toracotomia exploradora, pero ésta Ultima causa una alta morbibidad

por lo que se debe valorar el riesgo/beneficio.

1.4. DERRAME PLEURAL MALIGNO

El derrame pleural maligno es un problema clinico comdn en los pacientes con
enfermedad neoplasica, su aparicién es un signo de enfermedad avanzada ya
gue implica la afectacion del espacio pleural por parte de dicho proceso
maligno, ademas, asocia un deterioro sintomatico y un empeoramiento en la
calidad de vida que con frecuencia se acompafia de un mal prondstico con una
supervivencia media que varia entre 3 y 12 meses desde el momento del
diagnéstico™. Dado el mal pronéstico de estos pacientes y la afectacion clinica
gue puede provocar esta entidad, el manejo debe ser precoz, por lo que previo a
iniciar un tratamiento se ha de diagnosticar el derrame pleural maligno,
definido como un exudado en el que se demuestra la presencia de células

|l5

neoplésicas en el liquido o tejido pleural™, mediante una citologia del liquido
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pleural y/o una histologia de la pleura con procedimientos como la biopsia

percutanea, toracoscopia o toracotomia.

El principal mecanismo de produccion del derrame pleural maligno es el
aumento de la permeabilidad vascular, frecuentemente asociado a obstruccion
del drenaje linfatico a nivel pleural y/o mediastinico®®. La mayoria de las
metéstasis pleurales provienen del paso de émbolos tumorales desde el tumor a

I*°. La afectacion tumoral de la

la pleural visceral y secundariamente a la parieta
pleura produce cambios reactivos en el mesotelio que pueden determinar

descamacion o engrosamiento de éste y, en ocasiones, acusada fibrosis pleural.

El derrame pleural paramaligno®™ es aquel que es debido a un proceso
tumoral pero sin infiltracién pleural directa por el tumor, no se puede demostrar
células tumorales ni en el liquido ni en el tejido pleural. Las diferentes causas
por las que es producido son la neumonitis obstructiva o atelectasia, el
embolismo pulmonar, el bloqueo linfatico mediastinico, la obstrucciéon del
conducto toracico (quilotdrax), el sindrome de vena cava superior, el pulmén

atrapado, el sindrome post-radio/quimioterapia o la hipoalbuminemia?.

1.4.1. EPIDEMIOLOGIA Y ETIOLOGIA DEL DERRAME PLEURAL
MALIGNO

El derrame pleural maligno supone entre el 15 y el 35% de todos los derrames
pleurales®. La incidencia de los derrames pleurales malignos en los Estados
Unidos se estima entre 150.000 y 175.000 casos anuales*’. Ademas, es una de
las principales causas de exudado pleural, los estudios han demostrado que del
44 al 77% de los exudados pleurales son secundarios a malignidad*’. La
mayoria de los derrames pleurales malignos son producidos por metastasis
pleurales, sobre todo de tumores pulmonares (méas de un tercio de los casos) y
de mama, ambos representan del 50 al 65% de los mismos*®. Linfomas y, con
menos frecuencia, tumores del tracto genitourinario y gastrointestinal entre
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otros, también se encuentran asociados®. Los derrames pleurales con primario
desconocido corresponden al 7-15% de todos los derrames pleurales malignos*®.
El adenocarcinoma es el tipo histolégico mas frecuente®’. Pocos estudios han
estimado la proporcion de derrame pleural debido a mesotelioma (tumor
derivado de las células mesoteliales): estudios de los afios 1975, 1985 y 1987
identifican mesotelioma en 1/271, 3/472 y 22/592 pacientes respectivamente™.
Se han descrito antecedentes de contacto a amianto hasta en el 80-90% de los
pacientes con mesotelioma pleural, sin embargo, no todos los sujetos con esta
exposicion lo desarrollan. Por lo tanto, el mesotelioma puede llegar a ser la
tercera causa de derrame pleural maligno en pacientes en contacto con

amianto?.

1.4.2. DIAGNOSTICO DEL DERRAME PLEURAL MALIGNO

Una historia previa de enfermedad maligna, antecedentes familiares de
neoplasia, consumo de tabaco, asi como la exposiciébn a amianto u otros

carcindgenos, es importante en el diagnostico del derrame pleural maligno.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes son los sintomas propios de un
gran derrame pleural, es decir, disnea, dolor toracico y tos seca. En una tercera
parte de los pacientes, la enfermedad se manifiesta por pérdida de peso, astenia
y adenopatias dado que la afectacion pleural maligna es indicativa de
enfermedad muy avanzada. No obstante, un 25% de pacientes se encuentran

asintométicos en el momento de la presentacion del derrame pleural®.

Radiolégicamente hay que tener en cuenta que:

e Lamalignidad es la causa méas comuan de derrame pleural masivo®.
¢ Si el mediastino est& centrado en presencia de derrame pleural masivo hay
que sospechar obstruccion bronquial proximal, fijacién del mediastino por

tumor y/o adenopatias o infiltracion pleural extensa.
16



e Hay que sospechar neoplasia si se observan nodulaciones pleurales,
engrosamiento difuso de la pleura parietal mayor de 1 cm o circunferencial
de toda la pleura (incluyendo la mediastinica, que aparece

fundamentalmente en mesotelioma avanzado).

En cuanto al liquido pleural, la mayoria se trata de un exudado con predominio
linfocitario, principalmente linfocitos T que pueden tener un papel en la defensa

local contra la invasion tumoral de la cavidad pleural.

En un intento de incrementar la rentabilidad diagnéstica del liquido pleural para
detectar malignidad, se han publicado numerosas series sobre el valor de
diversos marcadores tumorales. En un meta-andlisis de los marcadores
tumorales convencionales: antigeno carcinoembrionario (CEA), antigenos de
hidratos de carbono (CA) 15-3, CA 19-9, CA 125 y y citoqueratina 19
fragmentos (CYFRA 21-1), se observo que la medicion del CEA en liquido
pleural es til para el diagndstico diferencial entre mesotelioma pleural y
metastasis de cancer de pulmon, ya que un alto nivel de CEA parece descartar
mesotelioma. Asi, los marcadores CA 15-3, CA 19-9 y CYFRA 21-1 son muy
especificos pero insuficientemente sensibles para diagnosticar derrame pleural
maligno, aunque la combinacion de dos o mas parece aumentar la sensibilidad
diagnostica. Por lo tanto, los marcadores tumorales deben ser interpretados
junto a los hallazgos clinicos y a los resultados de las determinaciones
habituales* .

Recientemente, ha habido un creciente interés por el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) porque se encuentra elevado en los derrames
pleurales malignos. Un meta-analisis basado en 1.025 pacientes concluyd que el
VEGF puede desempefiar un papel en el diagnéstico del derrame pleural

maligno, pero su valor diagnéstico no esta claro®.
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1.43. CITOMETRIA DE FLUJO EN EL DERRAME PLEURAL
MALIGNO

La evaluacion citoldgica de los derrames se realiza de forma rutinaria para
detectar malignidad, sin embargo, un diagndstico definitivo no siempre es
posible solamente con la citologia. Existen similitudes entre las células
mesoteliales reactivas y las metastasis de adenocarcinoma que dificulta la
diferenciacion entre ambas™, por ello puede haber una mala interpretacion entre
dichas células que conlleva a la existencia de importantes falsos negativos para
las células de adenocarcinoma en los derrames. Por lo tanto, hay una necesidad
de métodos complementarios para identificar las células tumorales dentro de los

derrames pleurales®.

La citometria de flujo es una técnica que permite un andlisis rapido, preciso y
reproducible de las células del liquido pleural, pudiendo complementar a la
citologfa en el estudio de los derrames pleurales sospechosos de malignidad®:.
Actualmente, se utiliza de rutina en los derrames de predominio linfocitario en
los que se sospecha la existencia de linfoma®®. El andlisis celular por citometria
de flujo tiene la ventaja de que puede estudiar tanto la expresion de diferentes
marcadores en un gran numero de células como la cantidad de &cido
desoxirribonucleico (ADN) o el ciclo celular de las distintas células.

Se ha observado que el ADN aneuploide, con un numero anormal de

cromosomas, es comin en los tumores malignos® >

, por este motivo, la
citometria de flujo se ha utilizado para ver la aneuploidia del ADN en los
derrames sospechosos de malignidad, pero su estudio ha mostrado una amplia
variacion en la sensibilidad y especificidad. Recientemente, se ha comparado el
papel de la citometria de flujo en el ADN con el de la citomorfologia
observandose una mayor precision en ésta ultima, por lo que sigue siendo el
método de diagndstico mas importante en la deteccion de células malignas en

los derrames, mientras que el ADN sélo ocupan un valor complementario®.
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Debido a que el diagndstico del derrame pleural maligno es crucial, ya que
podria ser la primera presentacion del cancer, y que con frecuencia se acompafa
de un mal pronéstico seria muy Util poder identificar marcadores que permitan
confirmar o aumentar la posibilidad diagnéstica de la malignidad del derrame
con el objetivo de iniciar intervenciones terapéuticas mas precozmente y asi,

reducir la morbimortalidad de los pacientes.

1.5. DERRAME PLEURAL Y CELULAS NATURAL KILLER

Los derrames pleurales malignos se caracterizan por un elevado porcentaje de
células mononucleares implicadas en los mecanismos de defensa, siendo las
células natural killer (NK) y los linfocitos T los principales componentes del

sistema inmunolégico humano que participan en esta defensa tumoral®’.

1.5.1. LINFOCITOS T

Los linfocitos T presentan un receptor de membrana homoélogo a las
inmunoglobulinas (lIg) conocido como TCR (receptor de células T), mediante el
cual son capaces de identificar al antigeno presentado por las moléculas del
complejo mayor de histocompatibidad (MHC). Ademas, los linfocitos T
expresan una gran diversidad de receptores para antigeno capaces de reconocer
una amplia variedad de sustancias extrafias. En cualquier sujeto, puede haber
107 o mas clones diferentes de linfocitos Ty cada uno con un receptor Gnico.
Por lo tanto, los linfocitos T son un grupo muy heterogéneo de células que
comparten una caracteristica biolégica esencial, la expresion en membrana
plasmatica del TCR, asi mismo, éste consta de dos cadenas que forman el sitio
de union al antigeno diferenciando dos tipos de linfocitos T atendiendo a la
pareja de cadenas que forman su TCR: los linfocitos Taf y los linfocitos Tyd.
Ambos comparten un grupo de proteinas que se asocian al TCR y se denominan

19



CD3, formando parte del complejo TCR/CD3, por ello, el marcador CD3
identifica por definicion a todos los linfocitos T. Las principales funciones de
los linfocitos T son erradicar las infecciones producidas por microbios
intracelulares y activar otras células como macréfagos y linfocitos B, pero su
funcion depende de su capacidad para reconocer células infectadas por agentes
patégenos. Para poder llevarla a cabo, reconocen los fragmentos peptidicos de
proteinas en forma de complejos de péptido y moléculas MHC en la superficie
de esas celulas. Asi, las células infectadas por virus o bacterias que viven en el
citosol y las células tumorales con antigenos modificados son eliminadas por los

linfocitos T citotdxicos presentadas por moléculas MHC de clase I.

En la defensa tumoral, el papel de las células natural killer es mas especifico
gue el de los linfocitos T porque no sélo son capaces de eliminar las células
neoplasicas cuando las presentan las MHC, sino también de forma espontanea,
es decir, sin inmunizacion previa. Ademas, las células NK pueden llevar a cabo
reacciones de citotoxicidad dependiente de anticuerpo. Por ello, aunque los
linfocitos T también participan en esta defensa tumoral, hemos centrado nuestra

atencion en el estudio de las células natural killer.

1.5.2. CELULAS NATURAL KILLER

Las células natural Kkiller fueron descritas por primera vez en la década de los
setenta y representan uno de los componentes celulares especializados mas
relevantes de nuestro sistema inmune innato, caracterizdndose por presentar
capacidades citotdxicas e inmunorreguladoras. Estan implicadas en la primera
linea de defensa frente a infecciones viricas y células neoplasicas. Décadas
atrés, el origen y papel de esta estirpe celular fue ampliamente discutido, sin
embargo, en la actualidad estd perfectamente establecido que se trata de una

clase de linfocito, ya que proceden de la diferenciacion a partir de precursores
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presentes en la linea linfoide, que a su vez procede de las células madres CD34+
capaces de diferenciar la mayoria de las células que componen nuestro sistema

inmune™.

Morfolbgicamente, estas células han sido definidas como linfocitos granulares
grandes, debido a su mayor tamario respecto a los linfocitos T, con los cuales
comparten receptores de superficie y funciones. De manera similar, son capaces
de secretar citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias, y presentan
mecanismos efectores comunes que incluyen la liberacion de moléculas
citotoxicas como las granzimas y las perforinas o la expresion del receptor de
superficie CD95 (FAS), capaz de inducir la apoptosis celular en células diana.
Sin embargo, las células NK presentan importantes diferencias respecto de los
linfocitos T. Por un lado, no expresan el TCR ni realizan la recombinacién
somatica (sintetizan CD3, pero no lo expresan en superficie), y por otro, no
necesitan la maduracion en el timo, imprescindible para el desarrollo de los

linfocitos T.

Estas células se encuentran mayoritariamente en sangre periférica, donde
constituyen alrededor del 10% de la poblacion linfoide, pero también existen
celulas NK residentes en tejidos. En general, constituyen poblaciones
minoritarias en la pulpa roja del bazo, en las regiones sinusoidales del higado o
intestino y en los ganglios linfoides. En procesos inflamatorios esta situacion
cambia ya que las células NK, predominantes en sangre periférica, van a migrar
a los diferentes tejidos para poder ejercer su funcion en respuesta a la

inflamacidn causada por los patdgenos o por las células tumorales.

1.5.2.1. SUBPOBLACIONES DE LAS CELULAS NATURAL KILLER

Como se ha comentado previamente, las células NK representan una

subpoblacion de linfocitos que se caracterizan por carecer de TCR,
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inmunoglobulina de superficie y expresion del antigeno CD3, pero tienen
receptores de baja afinidad para el fragmento Fc de la IgG (FcyRIIL, CD16) y

expresan en su superficie la molécula CD56%.

Definir las subpoblaciones de células NK en funcién de la expresion de sus
receptores es muy complicado y, por lo tanto, las deberiamos definir como
células heterogéneas. Sin embargo, durante afios se han identificado clases de
células NK dependiendo de las funciones que eran capaces de realizar. De esta
manera, se establecen las subpoblaciones atendiendo a la intensidad de

expresion de los antigenos de superficie CD56 y CD16.

Segun la intesidad de expresion del antigeno de superficie CD56 podemos

clasificar a las células NK en reguladoras y citotdxicas.

e Si tienen un alto nimero de moléculas en su membrana expresaran el
antigeno de superficie CD56 con mayor intensidad, por lo que seran
células NK CD56 bright (brillante). Esta subpoblacion, aunque
representa un 10% de las NK circulantes en sangre, es mas abundante
en otros tejidos como el liquido pleural®® ®* ®. Se les denomina NK
reguladoras por su alta capacidad de producciéon de citoquinas
proinflamatorias y antiinflamatorias®, como interferén (IFN) vy, factor
de necrosis tumoral (TNF) B, interleuquina (IL)-10, IL-13 y factor
estimulante de colonias de granulocito-macrofago (GM-CSF). Se ha
descrito un aumento de CD56 bright en diferentes enfermedades como
infecciones respiratorias cronicas y bronquiectasias y en infectados por

virus de la hepatitis C o con mantoux positivo.

e Si el nimero de moléculas en su membrana es bajo expresaran el
antigeno de superficie CD56 con menor intensidad y se denominaran
células NK CD56 dim (débil)®® o citotxicas. Predominan en sangre

periférica en un 90% y tienen una alta actividad litica, ademas expresan
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en alta densidad receptores que potencian su capacidad de responder
frente a células anormales. Si se acompafian de una alta expresion de
CD16, las hace eficientes mediadores de la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo, ya que un potente receptor activador es

el receptor Fcy, CD16.

Segun la expresion de los antigenos de superficie CD56 y CD16 podemos

clasificar las NK en las siguientes subpoblaciones®:

NK CD56 bright CD16- (50-70% de las NK CD56 bright). En su
membrana hay un alto nimero de moléculas que expresan el antigeno

de superficie CD56 pero no hay moléculas que expresen el CD16.

NK CD56 bright CD16+ (30-50% de las NK CD56 bright). En esta
subpoblacion, ademéas de haber un alto nimero de moléculas en su
membrana que expresan el antigeno CD56 también hay moléculas que
expresan el antigeno de superficie CD16.

NK CD56 dim CD16-. Se caracterizan por tener en su membrana un
nimero bajo de moléculas que expresan CD56 y no disponer de

moléculas para el antigeno CD16.

NK CD56 dim CD16+. Las células NK con esta expresion, bajo
nimero de moléculas que expresan CD56 y moléculas en su superficie

para el CD16, son mas citotoxicas que las subpoblaciones anteriores.

Aungue la expresion CD57 fue identificada en los linfocitos T CD8+%, estudios

mas recientes han establecido que también puede ser un marcador de las células

NK®, Asi mismo, se ha correlacionado con la subpoblacién de NK CD56

dim y con una mayor expresion de CD16% por lo que CD57 parece identificar

las etapas finales de maduracion de las células NK periféricas. Funcionalmente,

en comparacion con las células CD57-, tienen menos capacidad de respuesta a

las citoquinas y més a la sefializacion a través de CD16%. Por lo tanto, CD57 es
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un marcador muy util de maduracion de las células NK y de identificacion de
células con potente potencial citotoxico pero con disminucion de la
sensibilidad a las citoquinas. Ademas como con la edad se modifica el nimero
de células NK circulantes, se objetiva un aumento de las subpoblaciones CD57
+y CD16+" junto a una disminucion de las células CD56 bright'.

Tabla 1.2. Subpoblaciones y funciones de las células NK.

Reguladoras Subpoblaciones Funcion

CD56 bright CD16- | Reguladora

NK CD56 bright

(CD3- CD56++) CD56 bright CD16+ | Mixta
Células NK
(CD3- CD56+) Citotdxicas Subpoblaciones Funcion

CD56 dim CD16- Citotéxica
NK CD56 dim

(CD3- CD56+) CD56 dim CD16+ | CitotoOxica

NK CD16+ Principalmente
(CD3- CD56+/++ CD16+) citotoxica

NK CD57+ Principalmente
(CD3-CD56+/++ CD57+) citotoxica

1.5.2.2. FUNCIONES DE LAS CELULAS NATURAL KILLER

Este tipo celular fue definido como natural killer (asesinas natas) por ser
capaces de eliminar células tumorales de forma esponténea sin inmunizacion
previa, es decir, células cuyo papel no estaba restringido por la presentacién
antigénica en el contexto de las moléculas de histocompatibilidad funcionando
como efectoras de la inmunidad innata. Ademas, una vez que en el organismo

ha desarrollado una respuesta especifica humoral, las células NK pueden llevar

24



a cabo reacciones de citotoxicidad dependiente de anticuerpo, por lo que
también funcionan como células efectoras de la inmunidad adquirida. Se
caracterizan por una potente capacidad citolitica y un sistema extremadamente
eficiente para inducir apoptosis en las células diana. Se ha comprobado que
producen citoquinas que regulan la respuesta inmune natural y adquirida y que
estan implicadas en el reconocimiento materno-fetal durante el embarazo™.
También, al diferenciar entre células autdlogas y heter6logas, contribuyen al

rechazo de los trasplantes™.

Es muy relevante la cooperacion gue existe entre las células NK y las otras
células del sistema inmune innato como las células dendriticas o del sistema
inmune adaptativo como los linfocitos T. En este sentido, las citoquinas IL-2,
IL-12, IL-15 e IL-18 junto con los interferones a y P, liberadas por células
centinela, como los macréfagos o las células dendriticas, activan a las células
NK. Como consecuencia, las NK producen, ademas el IFNy, el TNFa, el GM-
CSF vy grandes cantidades de quimioquinas, que a Su vez, presentan una
regulacién autocrina mejorando sus funciones efectoras citotoxicas Yy

reguladoras.

Por lo tanto, la capacidad citotoxica de las células NK se ha determinado en

funcion de:

1. Su capacidad espontanea de lisar células que no expresan moléculas de
histocompatibilidad de clase | o denominada citotoxicidad espontanea

o natural.

2. Su capacidad inducida mediante la estimulacién con citoquinas de lisar
células que expresan moléculas de histocompatibilidad de clase |,

también llamada citotoxicidad inducida.
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3. Su capacidad de lisar mediante el reconocimiento de células por
inmunoglobulinas 1gG, las cuales se uniran a los receptores CD16 en el
proceso denominado citotoxicidad dependiente de anticuerpo.

Alteraciones en el niumero o funcién de las células NK son responsables de
numerosas patologias en los ambitos de las infecciones, los tumores, la

autoinmunidad y las inmunodeficiencias.

El hecho de que las NK sean capaces de eliminar células tumorales sin un
reconocimiento especifico del antigeno, las hace potencialmente Utiles para su
uso clinico en la inmunoterapia del céncer. Existen muchos estudios que
demuestran el papel antineoplasico de las NK, sin embargo, los mecanismos por
los cuales son capaces de reconocer a las células tumorales cuando empiezan a
malignizarse no son todavia bien conocidos. Hasta ahora, los ensayos clinicos
basados en estos efectos antitumorales no han tenido éxito, pero el nuevo
conocimiento sobre los receptores de estas células, la naturaleza de sus ligandos
y el conocimiento de su distribucion en células normales y tumorales, permitird
desarrollar  aplicaciones clinicas para manipular las interacciones

ligando/receptor en beneficio del paciente.

Puesto que la principal funcion de las células NK es la de identificar y destruir
las células tumorales diana, tedricamente, la determinacion de un elevado
porcentaje de células NK en los derrames pleurales mediante citometria de
flujo, podria ayudar a establecer la naturaleza tumoral del derrame. No obstante,
la cuantificacion de las NK en los derrames pleurales, sean malignos o
benignos, ha dado resultados contradictorios en estudios previos: unos observan
un aumento del porcentaje de células NK en derrame pleural maligno™ ™ ",
otros disminucion”, e incluso algunos grupos no hallaron diferencias
estadisticamente significativas entre derrames benignos y malignos®.

Tampoco esté claro el papel de las NK en los diferentes tumores. Hay estudios

que demuestran que el porcentaje de células NK estd aumentado en los
26



derrames metastasicos por adenocarcinoma’®, en contraste con los derrames por
mesotelioma, linfoma y leucemias en los que estd disminuido™. Con estos
resultados proponen que su determinacion también podria ser util en el

diagnostico diferencial entre adenocarcinoma y mesotelioma.

1.5.2.3. RECEPTORES Y LIGANDOS

Las funciones de las células NK van a ser determinadas por una compleja
interaccién entre los ligandos y un conjunto de receptores activadores e
inhibidores que daran lugar a la correspondiente inhibicion o activacion de estas
células, induciendo una adecuada respuesta protectora en nuestro organismo.
Las células NK han demostrado presentar diferentes mecanismos que les
permiten responder eficientemente ante una gran variedad de situaciones
infecciosas 0 neoplasicas. Estos mecanismos estdn basados en la expresion
genética de una amplia diversidad de receptores, que junto con la expresién
exclusiva de algunos de ellos por ciertas subpoblaciones de células NK vy
asociada a la variedad genética intrinseca a los humanos, da lugar a un eficiente

pero heterogéneo compartimento NK.

Tradicionalmente, los receptores de las células NK se han clasificado en dos

grandes grupos en funcion de si eran activadores o inhibidores.

1) Receptores inhibidores. Son un grupo heterogéneo de glicoproteinas

que pertenecen a distintas familias de moléculas que se expresan en las células
NK y en algunos linfocitos T activados. Su funcion es reconocer
especificamente las moléculas del MHC de clase | y discriminar entre células
normales y células que han perdido la expresion de uno o mas alelos del MHC
de clase I. Segun la teoria de la pérdida de lo propio, como consecuencia de este
reconocimiento se produciria la inhibicion de su actividad litica y s6lo cuando
las células tengan una expresion deficiente del MHC de clase | ser&n destruidas

por las células NK ejerciendo su accién efectora citotoxica.
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La gran mayoria de estos receptores pertenecen a dos grandes superfamilias
estructuralmente diferenciadas: la superfamilia de las inmunoglobulinas (l1g-SF)
y la superfamilia de las lectinas dependientes de calcio (tipo C).

2) Receptores activadores. Son los que participan en la activacion de las

células NK tras el reconocimiento del MHC de clase | expresado en la célula
diana. Entre los receptores responsables de la activacion de las células NK, hay
gue destacar el CD16, responsable de la citotoxicidad dependiente de

anticuerpo y los receptores de citotoxicidad natural (NCR).

Los NCR son el NKp46, el NKp44 y el NKp30™. Su caracteristica fundamental
es que se expresan selectivamente por las células NK, y por lo tanto,
representan los marcadores de superficie mas fiables de éstas®. La relevancia de
este hallazgo es que ninguno de los marcadores disponibles hasta el momento es
realmente NK especifico mientras que estos si lo son, ademas con importantes
diferencias identificativas del estado de activacion de las NK: mientras el
NKp46 y el NKp30 permiten una identificacion precisa de todas las células NK,
independientemente de si estdn en reposo o activas, el NKp44 se expresa
selectivamente por la activacion de las células NK* y, a diferencia de otros
marcadores de activacion, estd ausente en las células T activadas. Por lo tanto,
NKp44 es un marcador especifico de célula NK activada. Por esta especificidad,
la familia de los NCR son considerados los prototipos y los receptores mas
importantes de la defensa antitumoral, aunque muchos de sus ligandos presentes
en las células neoplésicas permanecen desconocidos, junto con su mecanismo

de accion.

No existe en la actualidad ningun estudio que haya evaluado el desequilibrio o
alteracion de la actividad citotoxica de las NK mediada por los receptores de
citotoxicidad natural en los derrames pleurales malignos comparado con

benignos.
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En resumen:

El derrame pleural maligno es un problema clinico comun en los pacientes con
enfermedad neoplésica y su aparicion es un signo de enfermedad avanzada ya
que implica la afectacion del espacio pleural por parte de dicho proceso

maligno.

La citometria de flujo es una técnica que permite un andlisis rapido, preciso y
reproducible de las células del liquido pleural, pudiendo complementar a la

citologfa en el estudio de los derrames pleurales sospechosos de malignidad®:.

Las células NK estan en la primera linea de defensa tumoral, por lo que la
determinacion de las subpoblaciones de NK, especialmente las que tienen
funcién citotdxica (NK CD56dim CD16-, NK CD56 dim CD16+, NK CD16+y
NK CD57+), en los derrames pleurales podria ayudar a establecer tanto la
naturaleza neoplasica del derrame como el pronéstico de los pacientes con

derrame pleural maligno.

Entre los receptores responsables de la activacion de las células NK destacan el
CD16, responsable de la citotoxicidad dependiente de anticuerpo, y el NKp44
que expresa selectivamente la activacion de las células NK®. Por ello, el
reconocimiento de las células NK activadas con la expresion de estos receptores
podria orientarnos sobre la respuesta que tienen las NK frente a las células

tumorales presentes en los derrames pleurales.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS

Nuestra hipotesis, por tanto, es que el estudio de los diferentes fenotipos

celulares presentes en el liquido pleural determinados mediante citometria de

flujo, especialmente el estudio de las células NK, sus subpoblaciones y el

receptor NKp44 como expresion de actividad celular, ayudaria al diagnostico

del derrame pleural maligno y podria ser un factor determinante en su

prondéstico.

2.2. OBJETIVOS

2.2.1. OBJETIVOS PRINCIPALES

1.

Establecer la utilidad de cuantificar las poblaciones linfocitarias,
especialmente las células NK, en los derrames pleurales de etiologia
desconocida como posible indicador de malignidad (diferenciar entre

malignos y benignos).

Evaluar el papel de las subpoblaciones de NK, principalmente las que
tienen funcion citotoxica (NK CD56dim CD16-, NK CD56 dim CD16+,
NK CD16+y NK CD57+), en el diagnoéstico del derrame pleural maligno.

Estudiar la aportacion al diagnostico de derrame pleural maligno del
andlisis de la ratio liquido pleural/sangre periférica (LP/SP), empleada
habitualmente en el estudio de los derrames pleurales, de las poblaciones
de NK.

Analizar el valor que NKp44 pudiera tener como biomarcador de

malignidad del derrame pleural.
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2.2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Evaluar si el estudio de NK, sus subpoblaciones y el del receptor NKp44

influyen en el pronostico del paciente con derrame pleural maligno.

2. Evaluar si el estudio de la celularidad del liquido pleural combinado con
las variables clinicas, radioldgicas y analiticas también podria ser Gtil para

ayudar a establecer el diagnostico y/o prondstico del derrame pleural.

34



3. MATERIAL Y METODOS

35



36



3. MATERIAL Y METODOS
3.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio cohorte observacional prospectivo de dos afios de
duracién incluyendo pacientes que tienen derrame pleural de etiologia
desconocida que van a ser sometidos a una toracocentesis diagnostica como un

procedimiento incluido en el manejo habitual del paciente.

3.2. EVALUACION DE LOS ASPECTOS ETICOS

La evaluacién de los aspectos éticos ha sido en el Hospital donde se ha
desarrollado la investigacion. Este estudio se evalud y aprobé el 29 de febrero
de 2012 por el Comité de Etica y Ensayos Clinicos (CEIC) del Hospital
Universitario Dr. Peset de Valencia y a la autorizacion correspondiente del

responsable del Centro (Director Gerente), con codigo CEIC: 10/12.

Se ha informado al paciente por escrito de la naturaleza y propositos del estudio

y se ha obtenido su consentimiento informado (Anexo 1).

Los derechos de los pacientes han estado en todo momento protegidos por la

declaracion de Helsinki.

3.3. SELECCION DE COHORTE

Estudio prospectivo de pacientes que tienen derrame pleural de etiologia
desconocida, pertenecientes al Departamento de Salud Valencia-Hospital

Universitario Dr. Peset con un area de cobertura de 368.637 habitantes®.

En este trabajo hemos incluido consecutivamente a los pacientes que cumplian

todos los siguientes criterios de inclusion y ninguno de exclusion.

37



Criterios de inclusion:

1. Pacientes con derrame pleural de etiologia desconocida

2. Edad superior a 18 afios.

3. Informacion al paciente y firma del Documento de Consentimiento
Informado (Anexo 1)

Criterios de exclusién:

1. Negativa del paciente para participar en el estudio.

2. Contraindicacion absoluta para realizar toracocentesis diagnostica o
biopsia pleural segin la Normativa SEPAR (Sociedad Espafiola de
Neumologia y Cirugia Torécica)®.

Infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH).

4. Comorbilidad grave que impida, condicione o desaconseje el estudio del

derrame pleural mediante técnicas invasoras (toracocentesis y biopsia

pleural).

3.4. METODOLOGIA

Ambito de estudio: Hospital Universitario Dr. Peset, Servicio de

Neumologia.

- Duracién del reclutamiento: Dos afios (desde Enero de 2013 a Febrero
de 2015)

- Seleccion de cohorte: Pacientes con derrame pleural de etiologia

desconocida.

- Tasa de participacion: 100%
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Tras el diagndstico de derrame pleural mediante radiografia de torax y firma del

consentimiento informado, se ha realizado la recogida de:

- Datos demograficos, comorbilidades, habitos tdxicos, posible
exposicion laboral predisponente, antecedentes familiares y personales de
cancer, contacto con tuberculosis y si se ha vacunado de la gripe ese afio. Se
preguntd especificamente sobre la vacunacion antigripal porque las moléculas

NKp46 y NKp44 son especificas para hemaglutininas de los virus Influenza™.
- Datos clinicos del episodio
- Hallazgos radiogréaficos iniciales

- Datos analiticos de la sangre periférica extraida el mismo dia de
realizacion de la primera toracocentesis diagnéstica (hemograma, bioquimica,
estudio de coagulacion y de poblaciones linfocitarias, cuantificacion porcentual
respecto al 100% de los linfocitos totales, asi como la determinacion de las
subpoblaciones de NK y del receptor de citotoxicidad natural NKp44 respecto

al porcentaje de las células NK totales mediante citometria de flujo).

- Serologia de VIH. Realizada para confirmar que el paciente no esta
infectado por VIH, ya que esta infeccion puede interferir en la funcién que

ejercen las NK frente a las células tumorales®.

- Toracocentesis diagndstica para estudio de liquido pleural: andlisis
bioquimico, microbiolédgico, citoldgico y recuento celular. Se establecerd el

diagndstico de trasudado o exudado mediante los criterios de Light®.

- Se ha realizado una cuantificacion porcentual de las poblaciones
linfocitarias en liquido pleural respecto al 100% de los linfocitos totales
mediante citometria de flujo, también se han contabilizado los porcentajes
respecto a las NK totales de las subpoblaciones de NK utilizando los

marcadores de antigenos de superficie CD3, CD56, CD16 y CD57 asi como del
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receptor de citotoxicidad natural NKp44 (CD336) en el liquido pleural obtenido
en la primera toracocentesis diagnoéstica realizada al paciente para evitar las
posibles modificaciones en la concentracion de estas células durante la

evolucion de la enfermedad.

Segun el diagnéstico final del derrame pleural se han clasificado los pacientes
en tres grupos bien diferenciados: malignos, paramalignos y benignos.

- Se considera derrame pleural maligno si se confirma la presencia de
células tumorales en la cavidad pleural®® mediante estudio citolégico del liquido
pleural, o en tejido pleural obtenido por biopsia pleural de manera ciega,

toracoscopia o toracotomia.

- Derrame pleural paramaligno es aquel que es debido a un proceso
tumoral pero sin infiltracion pleural directa por el tumor, no se puede demostrar

células tumorales ni en el liquido ni en el tejido pleural.

- Se considera benigno todo derrame pleural, diagnosticado de tal o
inespecifico, en el que se ha descartado razonablemente (por técnicas de imagen
|/ exploraciones previas / historia clinica y seguimiento del paciente) una

etiologia tumoral.

Se ha realizado un seguimiento prospectivo de la evolucion de los pacientes
hasta el éxitus o fin del estudio. Para ello, se han revisado las historias clinicas
a través del programa informatico intrahospitalario Orion Clinic 0 se han
realizado consultas telefénicas a los pacientes y/o familiares si la informacion

no estaba disponible en este sistema de informacidon hospitalaria.

3.5. PROCESADO DE LAS MUESTRAS

La determinacion de los antigenos por citometria de flujo se ha realizado

mediante la técnica habitual de marcado de antigenos de superficie con
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anticuerpos monoclonales comerciales. Brevemente, se basa en la incubacion de
la muestra con anticuerpos monoclonales realizando previamente un proceso de
lisis de hematies y su procesamiento en una suspension liquida (PBS, phosphate
buffered saline). No se precisan técnicas de marcaje intracitoplasmatico. Antes
del procesamiento de la muestra se ha realizado una filtracion para eliminacién
de particulas sélidas y una citocentrifugacién para concentrar la celularidad

existente.

3.5.1. MARCADO DE ANTIGENOS EN SANGRE PERIFERICA

Tras la extraccion, inmediatamente se realiza la homogeneizacién de la sangre
periférica mediante el agitador y mezclador The Coulter Mixer (Coulter
Electronics Limited, Northwell Drive, Luton, Bedfordshire, LU3 3RH,
England®). A continuacién, en un tubo de polipropileno se introducen 100p]1 de
muestra con 10ul de cada uno de los anticuerpos monoclonales elegidos: CD45
(especifico de leucocitos), CD19 (de linfocitos B), CD3 (de linfocitos T), CD56
(de NK), CD16 y CD57 (de subpoblaciones de NK) y CD336 (de NKp44), que
se incubardn durante 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Posteriormente, se afiaden 0,5ml de solucién lisante de hematies (OptiLyse®), se
agita con vortex (Super-Mixer, Lab-Line Instruments Inc.®) y se vuelve a
incubar a temperatura ambiente y en oscuridad otros 15 minutos. Tras la
incubacion, se afiaden 2ml de PBS, se centrifuga a 300 x g (~1600 r.p.m.) en
Microcen 21 durante 5 minutos y finalmente, se decantan los sobrenadantes y
se resuspenden las células en 1ml de PBS introduciéndose en el citometro de

flujo.

41



3.5.2. MARCADO DE ANTIGENOS EN LiQUIDO PLEURAL

Al igual que en la sangre periférica, el marcado de antigenos de superficie en el
liquido pleural requiere homogeneizar la muestra tras la extraccion, pero
previamente a la incubacion de los 100ul de liquido pleural con los 10ul de los
anticuerpos monoclonales elegidos: CD45 (especifico de leucocitos), CD19 (de
linfocitos B), CD3 (de linfocitos T), CD56 (de NK), CD16 y CD57 (de
subpoblaciones de NK) y CD336 (de NKp44), se debe enriquecer la misma.
Para ello, en 2ml de liquido pleural se afiaden 2ml de PBS, se agita y se
centrifuga a 300 x g (~1600 r.p.m.) en Microcen 21® durante 5 minutos.
Posteriormente, se decantan los sobrenadantes y se resuspenden las células en
0,5ml de PBS. Tras este proceso, ya se puede proceder a la incubacion con los
anticuerpos monoclonales siguiendo los mismos pasos que en la sangre

periférica.

La suspension celular tanto de la sangre periférica como del liquido pleural se

ha analizado en un citémetro de flujo Navios® (Beckman-Coulter).

3.6. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Todas las muestras de liquido pleural y sangre periférica se han procesado y
analizado de acuerdo con el protocolo previamente establecido. Asi mismo, se
realiz6 un analisis a ciegas, es decir la hemat6loga que realizé el analisis de
todas las muestras no sabia el diagndstico de presuncion ni el definitivo de
ninguno de los pacientes. Dicho andlisis se Ilevo a cabo con el software Kaluza
1.3 de Beckman Coulter.

La técnica permite la deteccion de subpoblaciones de un fenotipo determinado
con una sensibilidad de 10” -10 (reconocimiento de una célula entre 100 -

1000), aunque depende de la celularidad presente en la muestra.
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La positividad o negatividad de expresion de un determinado antigeno se ha
realizado mediante la valoracion habitual en citometria de flujo, que considera
positiva la sefial eléctrica superior a una primera década logaritmica en

histogramas de doble parametro 0 en diagramas de puntos (figura 3.1).
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Figura 3.1. Modificado de Cooper y colaboradores®. Histograma de doble parametro y
diagrama de puntos. A: Histograma, el eje de abscisas representa la intensidad de
expresion de CD56 y el eje de ordenadas el numero de células con cada nivel de
fluorescencia. B: Diagrama de puntos. Indica la positividad o negatividad de expresion
de un antigeno, su intensidad y la cantidad de células, cada punto representa una célula.

En primer lugar, tras la expresion de CD45 (antigeno comdn de leucocitos), se
han estudiado las poblaciones linfocitarias determinando los linfocitos B
(CD19+ CD3-), los linfocitos T (CD3+ CD19-), y las células NK (aquéllas con
caracteristicas morfoldgicas de linfocitos que expresan el antigeno CD56 pero
no el CD3 en la superficie celular), cuyos resultados se han expresado en

porcentaje en relacion al niumero de linfocitos totales de la muestra (figura 3.2).

43



. [LINFOCITOS] CD56-APC / CD3-ECD

0~

LT E2 : 3,00%)
182,22%)

o 10 ,

B 50

Q

() ]
s (=7 INK : 6,49%)
) o e
0‘ \ -

i masi.
CD56-APC

Figura 3.2. Representacion gréfica de linfocitos T y células NK en liquido pleural de
uno de nuestros pacientes con derrame pleural maligno. LT: Linfocitos T, verde, (CD3+
CD56-), NK: natural killer, azul, (CD56+ CD3-).

Posteriormente, atendiendo a la intensidad de expresién de los antigenos de
superficie CD56 y CD16 hemos analizado las subpoblaciones de NK. Si tienen
alto nimero de moléculas en su membrana expresaran el antigeno de superficie
CD56 con mayor intensidad, por lo que seran células NK CD56 bright
(brillante), si el ndmero es bajo lo expresaran con menor intensidad y se
denominaran células NK CD56 dim (débil)® (figuras 3.3 Ay B).
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Figura 3.3. Representacién de NK CD56 bright y NK CD56 dim. Ay B: Se observa
como NK CD56 bright (azul), que tiene un alto nimero de moléculas en su superficie, y

NK CD56 dim (roja), con menos moléculas, se representan en un diagrama de puntos.
B: Modificado de Cooper MA et al®.

Asi mismo, en funcién de la expresion del antigeno de superficie CD16,

diferenciaremos cuatro subpoblaciones de NK: las NK CD56 bright CD16-, NK
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CD56 bright CD16+, NK CD56 dim CD16- y las NK CD56 dim CD16+%
(figura 3.4 A, B y C). También se ha determinado la expresion del antigeno
CD57+ por ser un marcador de identificacion de células con potente potencial
citotoxico (figura 3.4 Ay 3.5).
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Figura 3.4.A. Representacion de las subpoblaciones de NK. Se observan las
subpoblaciones de NK atendiendo a la intensidad de expresion de los antigenos de
superficie CD56 y CD16. Asi como la expresion CD57+, que se ha correlacionado con
la subpoblacion de NK CD56 dim y con una mayor expresion de CD16 (representado
en figura como linea discontinua), por lo que parece identificar las etapas finales de

maduracion de las células NK.
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Figura 3.4.B. Ejemplo de diagrama de puntos de las subpoblaciones de NK en liquido

pleural. Corresponde a uno de nuestros pacientes con derrame pleural maligno.
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Figura 3.4.C: Ejemplo de histograma. Representa la subpoblacion NK CD16+ en

liquido pleural del paciente con derrame pleural maligno de la figura 3.4 B.
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Finalmente, se ha estudiado especificamente la expresion del receptor de
citotoxicidad natural NKp44 (CD336+). Los valores de las distintas
subpoblaciones de NK y de este receptor se han expresado en porcentaje en
relacion a las células NK totales (figura 3.5).

Gate % Total %Gated
CELULARIDAD 98,35 98,35
B LINFOCITOS 58,68 59,67
L 48,25 82,22
L 3,81 6,49| 1- CD56 bright CD16-

0,20 5,19 | 2- CD56 bright CD16+
0,12 3,21 3- CD56 dim CD16 -
0,25 6,64 4- CD56 dim CD16+

3,17 83,12

R T R

NKCD16+ 3,35 87,86
NKCD336+ 0,01 0,36
NKCD57+ 1,33 234,85

Figura 3.5. Ejemplo de informe del analisis de uno de nuestros pacientes. Se observan
los valores porcentuales en liquido pleural de los linfocitos totales, linfocitos T, células
NK, subpoblaciones de NK y el receptor de citotoxicidad natural NKp44 (CD336+) del
paciente de la figura3.4 By C.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO
3.7.1. CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

Teniendo en cuenta que el porcentaje de células NK en el derrame pleural

maligno es del 22% y en el derrame pleural benigno es del 5% segun la
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literatura revisada, definimos la hipotesis para el calculo del tamafio muestral
como unilateral puesto que consideramos que el porcentaje de células NK
presentes en el derrame pleural maligno debe ser mayor que en los derrames
pleurales de otra etiologia (no malignos), indicando por tanto una direccion de
las diferencias. Teniendo en cuenta el efecto que se pretende conseguir (Error a
0.05; Error B 0.10) y considerando una pérdida del 15% de la cohorte, el

numero total estimado de pacientes necesarios seria 58.

3.7.2. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Todos los datos se han analizado para estudiar si seguian una distribucién
normal utilizando el test de Kolmogorov-Smirnov para una muestra. Las
variables cualitativas se han expresado como valor absoluto y porcentaje, las
continuas paramétricas como media * desviacién estandar (DE) y las no

paramétricas como mediana (minimo y maximo).

3.7.2.1. ANALISIS UNIVARIADO

Se ha realizado un analisis estadistico univariado de las variables clinicas,
radioldgicas y analiticas recogidas, asi como de los valores porcentuales de las
poblaciones linfocitarias, subpoblaciones de NK y del receptor NKp44 en
liquido pleural y sangre periférica. Se ha utilizado el test de chi-cuadrado para
las variables cualitativas y el test T de student para muestras independientes y el
de U de Mann-Withney, para las cuantitativas paramétricas y no paramétricas
respectivamente. Para la comparacion de mas de dos grupos, se ha aplicado el
test del analisis de la varianza (ANOVA) de una via en las paramétricas, y la
prueba de Kruskal-Wallis en las no paramétricas. En todos los resultados se ha

calculado el intervalo de confianza (IC) del 95%.
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En el estudio de las diferencias de las poblaciones linfocitarias, subpoblaciones
de NK'y del receptor NKp44 entre el liquido pleural y la sangre periférica se ha
utilizado la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon o el test T de student
para muestras apareadas segun corresponda, y en el analisis de la correlacion
entre los valores porcentuales de los diferentes fenotipos celulares del liquido
pleural y la sangre periférica, el coeficiente de correlacion de Pearson.

Con la intencion de mejorar el rendimiento diagndstico del derrame pleural de
etiologia desconocida, hemos calculado la ratio LP/SP de los porcentajes de las
poblaciones de NK y hemos analizado las diferencias entre los distintos grupos
estudiados.

La eficacia diagnostica del andlisis de las células del liquido pleural y de la
sangre periférica, asi como de la ratio LP/SP que mostraron diferencias para
discriminar entre derrame pleural maligno y benigno, se ha determinado
mediante un analisis de curva COR (caracteristica operativa del receptor) con
calculo de area bajo la curva.

Se ha estimado la supervivencia por el método de Kaplan-Meier y las curvas
obtenidas en pacientes con derrame pleural maligno, paramaligno y benigno se

han comparado mediante el test de rangos logaritmicos.

3.7.2.2. ANALISIS MULTIVARIADO

Para la identificacion de los factores prondsticos de los pacientes con derrame
pleural maligno, paramaligno o benigno se ha utilizado el modelo de regresion
de Cox. En primer lugar, se ha realizado el andlisis crudo (Hazard Ratio (HR)
crudo), es decir para cada factor sin ajustar, de las diferentes poblaciones
celulares estudiadas en liquido pleural y sangre periférica y de las ratios LP/SP
de NK. A continuacion, siguiendo una metodologia paso a paso en la que las
variables son seleccionadas con exclusion secuencial, se han calculado las

Hazard Ratios con el IC del 95% mediante un andlisis ajustado.
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En la préctica clinica habitual, ademas del estudio de la celularidad, es necesario
tanto en el diagndstico como en el prondstico del derrame pleural maligno las
variables clinicas, radiologicas y analiticas. Por ello, hemos estudiado la
implicacion de todas estas variables con arboles de decision mediante el método
CHAID (Chi-square automatic interaction detector). La metodologia CHAID
permite la deteccién automatica de interacciones mediante Chi-cuadrado,
eligiendo en cada paso la variable independiente (predictora) que presenta la
interaccién mas fuerte con la variable dependiente. Las categorias de cada
predictor se funden si no son significativamente distintas respecto a la variable
dependiente y el procedimiento excluira de forma automaética cualquier variable
de las seleccionadas cuya contribucion al modelo final no sea significativa,
obteniendo un é&rbol de decisiones. Para la eleccion de las variables

independientes se ha realizado una metodologia paso a paso.

Se ha considerado significacion estadistica si p<0,05.

Se ha utilizado el paquete estadistico IBM SPSS Statistics for Windows
(version 21.0. Armonk, New York: IBM Corp.) y el programa para el analisis
epidemioldgico de datos Epidat (version 4.1, octubre 2014. Consejeria de
Sanidad, Junta de Galicia).
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4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS
4.1. DATOS GENERALES Y ESTADISTICA DESCRIPTIVA

En nuestro estudio se han analizado un total de setenta y tres pacientes con
derrame pleural de etiologia desconocida. Debido a que dos pacientes fueron
excluidos al no obtener celularidad en el liquido pleural, la muestra final del
estudio fue de setenta y un pacientes que cumplieron todos los criterios de
inclusion y ninguno de exclusién. Segun el diagnostico final del derrame pleural
se han diferenciado tres grupos (malignos, paramalignos y benignos) tal como

muestra la figura 4.1.

Pacientes con derrame pleural
de etiologia desconocida
(n=73)
Excluidos: 2
No se obtuvo
| celularidad en el
¥ liquido pleural
Incluidos
n=71
v v
Malignos Benignos
n=31 n=25
Y

Paramalignos
n=15

Figura 4.1. Flujo de pacientes incluidos en el estudio.
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4.1.1. CARACTERISTICAS BASALES DE LA POBLACION DE
ESTUDIO

Nuestra poblacion de estudio incluye un total de setenta y un pacientes que se
han agrupado segun el diagnéstico final del derrame pleural en:

= Malignos: 31 pacientes (43,7% del total)
= Paramalignos: 15 pacientes (21,1% del total)

= Benignos: 25 pacientes (35,2% del total)

Las caracteristicas basales tanto del total de pacientes como de cada uno de los

diferentes grupos se describiran a continuacion.

4.1.1.1. EDAD Y SEXO DE LA POBLACION DE ESTUDIO

La edad media de la poblacion de estudio es de 69,1 afios, no observandose
diferencias estadisticamente significativas entre grupos. En relacion al sexo, hay
un claro predominio del masculino en los derrames malignos y paramalignos a
diferencia de los benignos, en los que la mayoria son mujeres, sin llegar a

alcanzar la significacion estadistica (tabla 4.1).
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Tabla 4.1. Caracteristicas basales de la poblacion de estudio. Edad y sexo.

Total Malignos  Paramalignos  Benignos  Valor
(n=71) (n=31) (n=15) (n=25) dep
Edad (afios) 69,1+10,5 69,2+89 69,8 +11,1 68,7+12,2 0,949
IC 95% 66,7-71,6 65,9-72,4 63,6-76 63,6-73,7
Sexo 0,133
Masculino 43 (60,6%) 19 (61,3%) 12 (80%) 12 (48%)
IC95%  48,3-72 42,2-78,2 51,9-95,7 27,8-68,7
Femenino 28 (39,4%) 12 (38,7%) 3 (20%) 13 (52%)
IC95%  28-51,8 21,9-57,8 4,3-48,1 31,3-72,2

Datos expresados en valor absoluto y porcentaje 0 media + DE. IC (intervalo de confianza).Test de chi-
cuadrado y ANOVA. Fue significativo p < 0,05.

4.1.1.2. COMORBILIDADES DE LA POBLACION DE ESTUDIO

En torno al 34% de los pacientes estan diagnosticados de alguna de las
siguientes enfermedades respiratorias cronicas: la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), el asma, las bronquiectasias o la enfermedad
pulmonar intersticial difusa (EPID), siendo la EPOC la enfermedad respiratoria
cronica més frecuente en todos los grupos, significativamente mayor en el grupo
de paramalignos. No hay diferencias significativas en el resto de las
comorbilidades (tabla 4.2 y 4.3).
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Tabla 4.2. Caracteristicas basales de la poblacion de estudio. Comorbilidades.

Total Malignos Paramalignos  Benignos Valor
(n=71) (n=31) (n=15) (n=25) dep
E.respiratoria 24(33,8%) 12(38,7%) 7 (46,7%) 5 (20%) 0,168
cronica
IC 95% 23-46 21,9-57,8 21,2-73,4 6,8-40,7
EPOC 17 (70,8%) 8 (66,7%) 7 (100%) 2 (40%) 0,020
IC 95% 14,6-35,6 11,9-44,6 21,2-73,4 1-26
Asma/Rinitis 4 (16,7%) 3 (25%) 1 (20%) 0,373
IC 95% 1,6-13,8 2-25,8 0,1-20,4
Bronquiectasias 1 (4,2%) 1 (20%) 0,393
IC 95% 0-7,6 0,1-20,4
EPID 2 (8,3%) 1 (8,3%) 1 (20%) 0,748
IC 95% 0,3-9,8 0,1-16,7 0,1-20,4
Neur_nonias
previas 4 (5,6%) 3(9,7%) 1 (4%) 0,373
IC 95% 1,6-13,8 2-25,8 0,1-20,4
TEP 1 (1,4%) 1 (3,2%) 0,520
IC 95% 0-7,6 0,1-16,7
Traumatismo 1 (1,4%) 1 (3,2%) 0,520
IC 95% 0-7,6 0,1-16,7
Radioterapia 1 (1,4%) 1(3,2%) 0,520
IC 95% 0-7,6 0,1-16,7

Datos expresados en valor absoluto y porcentaje. E. (enfermedad), TEP (tromboembolismo pulmonar), IC

(intervalo de confianza). Test de chi-cuadrado. Fue significativo p < 0,05.
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Tabla 4.3. Caracteristicas basales de la poblacién de estudio. Comorbilidades.

Total Malignos Paramalignos  Benignos Valor
(n=71) (n=31) (n=15) (n=25) de p

VHC 1 (1,4%) 1 (4%) 0,393
IC 95% 0-7,6 0,1-20,3

E. Coronaria 10 (14,1%) 6 (19,4%) 2 (13,3%) 2 (8%) 0,476
IC 95% 7-24,4 7,5-37,5 1,7-40,5 1-26

DM 20 (28,2%) 8 (25,8%) 5 (33,3%) 7 (28%) 0,868
IC 95% 18,1-40,1 11,9-44,6 11,8-61,6 12,1-49,4

. cardiaca 8(11,3%) 4 (12,9%) 4 (16%) 0,280
IC 95% 5-21 3,6-29,8 4,5-36,1

. renal 8(11,3%) 2 (6,5%) 1 (6,7%) 5 (20%) 0,230
IC 95% 5-21 0,8-21,4 0,2-32 6,8-40,7

Hepatopatia 2 (2,8%) 2 (8%) 0,151
IC 95% 0,3-9,8 1-26

E. Pancreatica 1 (1,4%) 1 (4%) 0,393
IC 95% 0-7,6 0,1-20,4

C.abdominal 9 (12,7%) 7 (22,6%) 1 (6,7%) 1 (4%) 0,085
IC 95% 6-22,7 9,6-41,1 0,2-32 0,1-20,4

Conectivopatia 7 (2,8%) 2 (8%) 0,151
IC 95% 0,3-9,8 1-26

Datos expresados en valor absoluto y porcentaje. VHC (virus hepatitis C), E. (enfermedad), DM (diabetes

mellitus), I. (insuficiencia), C. (cirugia), IC (intervalo de confianza). Test de chi-cuadrado. Fue significativo

p< 0,05.
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4.1.1.3. TABAQUISMO EN LA POBLACION DE ESTUDIO

Aproximadamente dos tercios de pacientes (69%) tienen antecedentes de

tabaquismo, siendo la mayoria exfumadores (63,3%). Respecto al tabaquismo

activo, los paramalignos tienen un mayor indice de exposicion tabaquica (76

paquetes/afo) (tabla 4.4).

Tabla 4.4. Caracteristicas basales de la poblacion de estudio. Tabaguismo.

Total Malignos  Paramalignos Benignos Valor
(n=71) (n=31) (n=15) (n=25) dep
Total 49 (69%) 23 (74,2%) 11 (73,3%) 15 (60%) 0,480
IC 95% 56,9-79,5 55,4-88,1 44,9-92 2 38,7-78,9
Activo 18 (36,7%) 8 (34,8%) 5 (45,5%) 5(33,3%) 0,642
IC 95% 15,8-37,1 11,9-44,6 11,8-61,6 6,8-40,7
pag/afio 56,2+229 528+156 76,2 £22,3 42 £228 0,040
IC 95% 44,9-67,6 39,7-65,8 48,5-103,9 13,7-70,3
Exfumador 31 (63,3%) 15 (65,2%) 6 (54,5%) 10 (66,6%) 0,779
IC 95% 31,9-56 30,2-67 16,3-67,7 21,1-61,3
pag/afio 40,7+245 375+26,1 51,7+117 39+275 0,487
IC 95% 31,8-49,7 23-52 39,4-63,9 19,3-58,7

Datos expresados en valor absoluto y porcentaje o media + DE. Pag/afio (paquetes/afio), IC (intervalo de

confianza).Test de chi-cuadrado y ANOVA. Fue significativo p < 0,05.
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4.1.1.4. ANTECEDENTES DE CANCER DE LA POBLACION DE
ESTUDIO

El 49,3% de los pacientes tienen antecedentes familiares de cancer y el 21,1%
antecedentes personales de neoplasia, ambos sin diferencias estadisticamente

significativas entre grupos.

La histologia més frecuente es el adenocarcinoma y la localizacion del tumor

previo predomina en la mamay la prostata (tabla 4.5, 4.6 y 4.7).

Tabla 4.5. Caracteristicas basales de la poblacidn de estudio. Antecedentes de

cancer.
Total Malignos Paramalignos  Benignos Valor
(n=71) (n=31) (n=15) (n=25) dep
Familiares 35 (49,3%) 14 (45,2%) 10 (66,7%) 11 (44%) 0,316
1C 95% 37,2-61,4 27,3-64 38,4-88,2 24,4-65,1
Personales 15 (21,1%) 5 (16,1%) 4 (26,7%) 6 (24%) 0,649
IC 95% 12,3-32,4 5,5-33,7 7,8-55,1 9,4-45,1
T. de tumor
(meses) 48,6 +493 49+51,1 65 + 53,7 40,1 +53,3 0,804
IC 95% 20,1-77,1 0-112,5 0-198,4 0-96,1

Datos expresados en valor absoluto y porcentaje o media £ DE. T. (tiempo), IC (intervalo de confianza).Test
de chi-cuadrado y ANOVA. Fue significativo p < 0,05.
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Tabla 4.6. Caracteristicas basales de la poblacién de estudio. Antecedentes

personales de cancer. Localizacién del tumor.

Total Malignos Paramalignos Benignos Valor
(n=15) (n=5) (n=4) (n=6) dep
Localizacion 0,637
Mama 4(26,7%) 1 (20%) 1 (25%) 2 (33,3%)
Prostata 3 (20%) 1 (20%) 1 (25%) 1 (16,7%)
Colon 2(13,3%) 1 (20%) 1 (16,7%)
Pulmoén 1 (6,7%) 1 (25%)
Pancreas 1 (6,7%) 1 (20%)
Vesical 1 (6,7%) 1 (20%)
Mamay renal 1 (6,7%) 1 (16,7%)
Mama y gastrico 1 (6,7%) 1 (16,7%)
Piel 1 (6,7%) 1 (25%)

Datos expresados en valor absoluto y porcentaje. Test de chi-cuadrado. Fue significativo p < 0,05.

Tabla 4.7. Caracteristicas basales de la poblacion de estudio. Antecedentes

personales de cancer. Histologia del tumor.

Total Malignos Paramalignos  Benignos Valor
(n=15) (n=5) (n=4) (n=6) de p
Histologia 0,361
Adenocarcinoma 12 (80%) 4 (80%) 2 (50%) 6 (100%)
Papilar 2 (13,3%) 1 (20%) 1 (25%)
Basocelular 1 (6,7%) 1 (25%)

Datos expresados en valor absoluto y porcentaje. Test de chi-cuadrado. Fue significativo p <0,05.
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4.1.15. OTRAS CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE
ESTUDIO
No hay diferencias estadisticamente significativas entre grupos en la exposicion
a amianto, contacto con tuberculosis ni entre la vacunacion antigripal anual
(tabla 4.8).

Tabla 4.8. Otras caracteristicas basales de la poblacion de estudio.

Total Malignos Paramalignos  Benignos Valor
(n=71) (n=31) (n=15) (n=25) dep
Exp. a
amianto 13 (18,3%) 5 (16,1%) 4 (26,7%) 4 (16%) 0,641
IC 95% 10,1-29,3 5,5-33,7 7,8-55,1 4,5-36,1
Contacto
con TBC 14 (19,7%) 5(16,1%) 3 (20%) 6 (24%) 0,762
IC 95% 11,2-30,9 5,5-33,7 4,3-48,1 9,4-45,1
Vacunado de
la gripe 31(43,7%) 14 (45,2%) 5 (33,3%) 12 (48%) 0,647
IC 95% 31,9-56 27,3-64 11,8-61,6 27,8-68,7

Datos expresados en valor absoluto y porcentaje. Exp. (exposicién), TBC (tuberculosis), IC (intervalo de
confianza). Test de chi-cuadrado. Fue significativo p < 0,05.

4.1.2. CARACTERISTICAS AL DIAGNOSTICO DE LA POBLACION
DE ESTUDIO

A continuacion, se describiran las caracteristicas clinicas, radiolégicas y
analiticas del episodio agudo de cada uno de los diferentes grupos, asi como las
especificas del liquido pleural obtenido en la toracocentesis diagndstica, y la
citometria de flujo de la sangre periférica extraida en el mismo momento que
dicho liquido pleural.
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4.1.2.1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA POBLACION DE
ESTUDIO

Entre los sintomas de la poblacion de estudio, la disnea es el mas frecuente
(70,4%), apareciendo fundamentalmente en los pacientes con derrame pleural
maligno (87,1%), mostrando diferencias entre grupos (p=0,013). Diferente es la
ortopnea, mas frecuente en los benignos (24%). El dolor toracico es un sintoma
gue también predomina en los pacientes con derrame pleural maligno (64,5%),
pero no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre grupos
(figura 4.2). Dentro del sindrome constitucional que tenian los pacientes, la
pérdida de peso es el Unico sintoma diferente estadisticamente entre grupos
(p=0,016) (figura 4.3).

p=0,013

m Maligno
o0 { 87.1 mParamaligno
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=

.
=

Disnea Ortopnea Dolor toracico Tos seca

Figura 4.2. Sintomas de la poblacion de estudio.
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Figura 4.3. Sindrome constitucional de la poblacion de estudio.

No hay diferencias estadisticamente significativas entre grupos en las constantes
(temperatura, saturacion basal de oxigeno y frecuencia cardiaca) al inicio del

episodio agudo.

4.1.2.2. CARACTERISTICAS RADIOLOGICAS DE LA POBLACION
DE ESTUDIO

Encontramos hasta en un 60% de pacientes con derrame pleural paramaligno la
presencia de nédulo pulmonar (p=0,024) (figura 4.4) y hasta en un 86,7% una
masa pulmonar visible (p< 0,001). Sin embargo, en los pacientes con derrame
pleural maligno el engrosamiento pleural predomina sobre los otros grupos
(p=0,031).

Las adenopatias mediastinicas son mas frecuentes en los grupos paramalignos y
malignos (p=0,009), mientras la atelectasia pulmonar lo es en los malignos y

benignos (p=0,044) (figura 4.5).
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Figura 4.4. Caracteristicas radiolégicas de la poblacion de estudio (1).
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Figura 4.5. Caracteristicas radioldgicas de la poblacidn de estudio (2).
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Més de la mitad de los derrames que ocupan dos tercios del hemitérax son

malignos.

La mayoria de los derrames pleurales de la poblacion de estudio son

unilaterales, sobre todo los malignos y paramalignos (p=0,014) (figura 4.6).
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Figura 4.6. Caracteristicas radiologicas del derrame pleural de la poblacion de

estudio.

4.1.2.3. CARACTERISTICAS ANALITICAS DE LA POBLACION DE
ESTUDIO

No encontramos diferencias estadisticamente significativas entre grupos en los
parametros analiticos del hemograma, la bioquimica y la coagulacién extraidos

en el momento de la toracocentesis diagndstica.
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4.1.2.4. ASPECTO DEL LIQUIDO PLEURAL EN LA POBLACION DE
ESTUDIO

Aunque en los derrames pleurales malignos predomina el aspecto serohematico
y en los benignos y paramalignos el ambarino, no encontramos diferencias

significativas en el aspecto macroscopico del liquido pleural (figura 4.7).

120 -
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Figura 4.7. Aspecto del liquido pleural en la poblacidn de estudio.

4.1.2.5. BIOQUIMICA Y CELULARIDAD DEL LIQUIDO PLEURAL DE
LA POBLACION DE ESTUDIO

Los derrames pleurales malignos de la poblacion de estudio no se diferencian de
los otros grupos por tener un pH méas bajo ni una LDH maés alta; sélo la
determinacion de glucosa es mas baja (p=0,021) en los malignos respecto a los

otros grupos.
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Son exudados todos los derrames malignos, casi todos los paramalignos
(93,3%) y un 80% de los benignos (p=0,027) (tabla 4.9).

Tabla 4.9. Bioquimica del liquido pleural de la poblacion de estudio.

Malignos Paramalignos Benignos Valor
(n=31) (n=15) (n=25) dep

pH 7,31 (6,42-7,48) 7,41 (7,23-7,48) 7,36 (6,35-7,50) 0,105
IC 95% 7,20-7,34 7,06-7,73 7,22-7,40
Proteinas
(g/dI) 4,2 (2,5-5,2) 4,2 (2,6-5,9) 3,7 (1,2-5,8) 0,194
IC 95% 3,8-4,3 3,7-4,6 3,241
Albdmina
(g/dl) 2,4+0,6 22+04 1,9+0,6 0,018
IC 95% 2,1-2,6 2-2,4 1,7-2,2
LDH (UI/L) 346 (108-6270) 274 (119-1045) 214 (90-10225) 0,628
IC 95% 300,4-1157,1 205,2-464 0-1573,6
Exudado 31 (100%) 14 (93,3%) 20 (80%) 0,027
IC 95% 68,1-99,8 59,3-93,2
Glucosa
(mg/dl) 91+ 414 128,2 + 28,7 114,2 + 53,8 0,021
IC 95% 75,8-106,2 112,3-144,1 91,4-136,9
ADA (UI/L) 21,6 (5-133) 22,5 (13-140) 19 (10-188) 0,584
IC 95% 17,5-34,3 12,8-50,2 17,9-51,7

Datos expresados en mediana (minimo-méaximo), media + DE o valor absoluto y porcentaje. LDH (lactato

deshidrogenasa), ADA (adenosina desaminasa) IC (intervalo de confianza). Prueba de Kruskal-Wallis, test de
ANOVA o de chi-cuadrado. Fue significativo p < 0,05.
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El andlisis de los componentes celulares del liquido pleural en los distintos
grupos no mostro diferencias (tabla 4.10).

Tabla 4.10. Celularidad del liquido pleural de la poblacion de estudio.

Malignos  Paramalignos  Benignos Valor
(n=31) (n=15) (n=25) de p

Leucocitos (x10e9/L) 1,8(0,3-86,7) 0,9 (0-4,8) 1,6 (0,1-90,1) 0,629
1C 95% 0-11 0,8-2,2 0-13,2
Linfocitos +
Mononucleares % 47,9 +28,3 59,1 £ 23,2 53,4+ 23 0,381
IC 95% 37,5-58,3 40,7-67,5 44,9-63,9
Neutrofilos +
Eosindfilos % 52,1+ 28,3 40,9 £ 232 454 + 227 0,352
1C 95% 41,7-62,5 27,5-54,3 36-54,8
Hematies (x10e12/L) 0,1 (0-0,4) 0 (0-0,4) 0 (0-0,3) 0,467
1C 95% 0-0,1 0-0,1 0-0,1
Hematocrito % 0,4 (0-3,1) 0,2 (0-3,4) 0,3 (0-2,8) 0,436
IC 95% 0-3,1 0-3,4 0-2,8

Datos porcentuales expresados en mediana (minimo-méaximo) o media + DE. IC (intervalo de confianza).
Prueba de Kruskal-Wallis o test de ANOVA. Fue significativo p < 0,05.

4.1.2.6. FENOTIPOS CELULARES EN EL LIQUIDO PLEURAL DE LA
POBLACION DE ESTUDIO

Se han estudiado las poblaciones linfocitarias determinando los linfocitos B
(CD19+ CD3-), los linfocitos T (CD3+ CD19-), y las células NK (aquéllas con
caracteristicas morfoldgicas de linfocitos que expresan el antigeno CD56 pero
no el CD3 en la superficie celular) en el momento de la toracocentesis
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diagndstica. No encontramos diferencias en la expresion de una u otra estirpe

celular en el liquido pleural de los distintos grupos (tabla 4.11).

Tabla 4.11. Poblaciones linfocitarias en liquido pleural.

Malignos Paramalignos Benignos Valor
(n=31) (n=15) (n=25) dep
L. totales 53,5+ 28,7 61,4 + 15,2 56,1 + 27,4 0,629
IC 95% 43,7-64,2 52,5-72,5 47,3-67,7
L.B
(CD3-CD19+)  6,9(0,9-61,9) 8,6 (3,8-15,6) 59(0,8-30,2) 0,219
IC 95% 3,1-15,1 4,3-16,9 2,3-13,1
LT
(CD3+CD19-)  80,5(0,3-92,5) 83,7 (60,6-88,6) 84,7 (0-94) 0,120
IC 95% 79,6-93,9 78,1-92,7 80,4-94,1
NK
(CD3-CD56+) 4 (0,2-51,9) 3,6 (1,4-16,4) 4,9 (0,5-19,3) 0,944
IC 95% 1,2-10,8 1,1-10,2 1,7-11,7

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-méaximo). L (linfocitos), NK (natural
killer) IC (intervalo de confianza). Test de ANOVA o prueba de Kruskal-Wallis. Fue significativo p < 0,05.

Atendiendo a la intensidad de expresion de los antigenos de superficie CD56 y
CD16 analizamos las subpoblaciones de NK. También se determind la
expresion CD57+ y el receptor de citotoxicidad natural NKp44 sin encontrar
diferencias entre los grupos en ninguna de las células estudiadas. El receptor

NKp44 practicamente no se expresa en el liquido pleural (tabla 4.12).
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Tabla 4.12. Poblaciones NK en liquido pleural.

Malignos Paramalignos  Benignos Valor

(n=31) (n=15) (n=25) dep
NK CD56 bright 8,4 (0-55) 11,1 (0,4-49,3) 8,1(0-57,3) 0,646
IC 95% 8,6-19,8 7,8-23 8,4-24

CD56 bright CD16- 5,2 (0-54,7) 7,2 (0,4-37,2) 3,1(0-52,4) 0,332

IC 95% 1,9-13,2 3-14,6 0,8-10,3
CD56 bright CD16+ 1,8 (0-22,6) 2,5 (0-12,1) 02(0-36,9) 0,217
IC 95% 0,3-8,2 0,7-9
NK CD56 dim 89,8 (37,8-100) 87,5(50,7-97,8) 91,9 (43,1-100) 0,392
IC 95% 74,8-88,6 76,3-91,6 77,3-93

CD56 dim CD16- 30,6 (3,4-100) 44,6 (4,5-89,1) 32,7(7,8-94,8) 0,547

IC 95% 26,3-47,6 37-57,9 29,6-51,7
CD56 dim CD16+ 47,2 +24,9 39,5+ 26,2 46,1+ 26,9 0,518
IC 95% 44,1-66,1 32-52,7 44,7-67,1
NK CD16+ 55,7+ 25,6 47,3 +28,2 55,1 + 26,6 0,572
IC 95% 54,8-75,8 39,1-59,9 55,8-77,1
NK CD57+ 16,6 (0-50,8) 8,3 (0,9-40,8) 21,1(0,1-60,7) 0,112
IC 95% 12,1-30,1 3,7-15.9 16,6-36,5
NKp44 05(0-152) 0,8 (0-4,4) 04(0-209) 0,863
IC 95% 0-6,4 0-5,7

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-méaximo). NK (natural killer) IC (intervalo

de confianza). Test de ANOVA o prueba de Kruskal-Wallis. Fue significativo p < 0,05.
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4.1.2.7. FENOTIPOS CELULARES EN LA SANGRE PERIFERICA DE
LA POBLACION DE ESTUDIO

La sangre periférica extraida en el mismo momento que el liquido pleural,
también se ha analizado por citometria de flujo para determinar las mismas
células y la expresion del receptor de citotoxicidad natural NKp44.

Las poblaciones linfocitarias en la sangre periférica son iguales entre grupos, es
decir, no hay mayor expresion de las células NK en sangre en ningln tipo de

derrame pleural (tabla 4.13).

Tabla 4.13. Poblaciones linfocitarias en sangre periférica.

Malignos Paramalignos Benignos  Valor
(n=31) (n=15) (n=25) de p
L. totales 179+121 17877 19,0+9,8 0,909
IC 95% 11,3-27,5 11,4-27,7 12,2-28,9
L.B
(CD3-CD19+) 8 (0,8-66,7) 5,6 (1,3-20,2) 6,9 (1,3-31,8) 0,432
IC 95% 41-175 2,8-15,8 3,3-15,9
LT
(CD3+CD19-) 65,5(0,1-90,2) 63,4 (28,4-80,9) 73,3(0,8-87,9) 0,264
IC 95% 66,4-85,2 69,2-88 74,5-90,9
NK
(CD3-CD56+) 11,6 (0,7-73,2) 9,6 (1,7-16,2) 6,96 (0,7-31,3) 0,520
IC 95% 7,4-23,1 6,2-22,1 3,3-15,9

Datos porcentuales expresados en media + DEo mediana (minimo-méximo). L (linfocitos), NK (natural killer)
IC (intervalo de confianza). Test de ANOVA o prueba de Kruskal-Wallis. Fue significativo p < 0,05

En las subpoblaciones de las NK hay diferencias estadisticamente significativas

entre grupos: la subpoblacion CD56 dim CD16- es més alta en los benignos; las
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subpoblaciones CD56 dim CD16 + y NK CD16+ aparecen mayoritariamente en
malignos y paramalignos. El receptor NKp44 no se expresa en sangre periférica
(tabla 4.14).

Tabla 4.14. Poblaciones NK en sangre periférica.

Malignos Paramalignos Benignos Valor
(n=31) (n=15) (n=25) dep
NK CD56 bright 0,5 (0-12,7) 1,4 (0-9,1) 0,5 (0-31) 0,479
IC 95% 0,9-3,3 0,8-3,8 0,1-5,6
CD56 bright CD16- 0,2 (0-2,7) 0,4 (0-2) 0,3 (0-17,8) 0,720
CD56 bright CD16+ 0,1 (0-11,4) 0,7 (0-8,1) 0 (0-13,2) 0,155
IC 95% 0,03-5,61
NK CD56 dim 98,6 (81,5-100) 96,9 (91,6-100)  99,4(65,9-100) 0,189
IC 95% 94,4-98 95,4-98,3 93,7-99,6
CD56 dimCD16-  5,5(0,3-92,1) 5,6 (0,3-24,4) 18,5(2,5-100) 0,001
IC 95% 2,3-13 2,3-13 11,8-28,1
CD56dim CD16+ 90,7 (7,4-99) 90(70,7-99) 81,4 (0-95,4) 0,001
IC 95% 87-97,7 85,7-97,1 71,9-88,2
NK CD16+ 95(7,8-99,6) 956 (76,1-99,5)  86,5(0-97,1) 0,002
IC 95% 92,8-99,8 94,4-100 78,8-92,9
NK CD57+ 48,6+20 49,2+17,4 54,4+14,5 0,454
IC 95% 40,2-60,8 40,2-60,8 43,7-64
NKp44 0 (0-0,5) 0 (0-4,6) 0 (0-5,4) 0,968

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-méaximo). NK (natural killer) IC (intervalo
de confianza). Test de ANOVA o prueba de Kruskal-Wallis. Fue significativo p < 0,05.
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4.1.2.8. PREDOMINIO DE LOS DISTINTOS FENOTIPOS CELULARES
EN LAS MUESTRAS ESTUDIADAS

En las muestras de liquido pleural de todos los grupos la celularidad
predominante es de linfocitos totales, concretamente de linfocitos T (figuras 4.8
Ay B). Sin embargo, en las muestras de sangre periférica hay mas células NK
(figura 4.9).
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Figura 4.8 A. Linfocitos totales en liquido pleural y sangre periférica.
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Figura 4.8 B. Linfocitos T en liquido pleural y sangre periférica.
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Figura 4.9. Células NK en liquido pleural y sangre periférica.
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Respecto a las subpoblaciones de las NK, las CD56 bright en su conjunto asi
como la subpoblacion CD56 dim CD16- predominan en liquido pleural en todos
los grupos, mientras que el resto de subpoblaciones tienen mayor presencia en
sangre periférica (figuras 4.10, 4.11, 4.12 y 4.13).

E ,’Dss bright
' dim CD16-

CDS36 bright CD36 bright
CDI16- CD16-

Figura 4.10. Poblaciones NK predominantes en liquido pleural en nuestro

estudio.

El receptor NKp44 no se expresa ni en liquido pleural ni en la sangre periférica

en ningun tipo de derrame pleural (figuras 4.11, 4.12 'y 4.13).
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Figura 4.11. Poblaciones NK en liquido pleural y sangre periférica en los

derrames malignos.
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Figura 4.12. Poblaciones NK en liquido pleural y sangre periférica en los
derrames paramalignos.
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Figura 4.13. Poblaciones NK en liquido pleural y sangre periférica en los

derrames benignos.

4.13. DIAGNOSTICO ETIOLOGICO DE LOS DERRAMES
PLEURALES ESTUDIADQOS

Se presentan los diferentes diagnosticos de los derrames pleurales de la

poblacion estudiada en la figura 4.14.
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DIAGNOSTICOS

MALIGNOS BENIGNOS
(n=31) (n=25)
| |
- 22 (71%) - 12 (48%)
Adenocarcinomas Inespecificos
- 4 (13%) - 4(16%)
Linfomas Insuficiencia cardiaca
- 2(6,5%) - 3(12%)
Mesoteliomas Infeccioso (no TBC)
- 1 Epidermoide - 2(8%) TBC
-1 Microcitico - 2 (8%) Exposicion a amianto
- 1 Sarcoma mixoide - 1 Cirrosis
-1 Artritis reumatoide

Figura 4.14. Diagnosticos de los derrames pleurales de la poblacién de estudio.

4.1.3.1. DERRAME PLEURAL MALIGNO

De las setenta y una citologias realizadas, son positivas el 33,8% de ellas cuyo
diagnostico més frecuente es el adenocarcinoma (70,8%). Posteriormente, una
segunda citologia en quince pacientes (33,3% positivas) obtiene el diagnéstico
de dos nuevos adenocarcinomas. Una primera biopsia pleural transparietal no
guiada por ecografia es positiva en el 42,1% de los pacientes. En una segunda
aproximacion diagndstica con la misma técnica, se obtienen tres nuevos
diagndsticos (dos adenocarcinomas y un mesotelioma). Finalmente, en cinco
pacientes hay que realizar toracoscopia para llegar al diagndstico, que se obtiene
en dos casos (rendimiento 40%): un adenocarcinoma y un sarcoma mixoide
(figura 4.15).
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CITOLOGIA | Positivas | DIAGNOSTICO:
(n=71) | (n=24) | - 17 Adenocarcinomas
(33,8%) - 1 Epidermoide
- 4 Linfomas
- 1 Mesotelioma
- 1 Microcitico
A 4
22 CITOLOGIA No diagnostico DIAGNOSTICO:
(n=15) > previo (n=2) | - 2 Adenocarcinomas
A 4
BIOPSIA No diagnostico DIAGNOSTICO:
PLEURAL > previo (n=3) — - 2 Adenocarcinomas
(n=19) - 1 Mesotelioma
A 4
TORACOSCOPIA Positivas DIAGNOSTICO:
(n=5) (n=2) »| - Adenocarcinoma
(40%) - Sarcoma mixoide
Negativas DIAGNOSTICO:
> (n=3) > - Ipflamatprlas
(inespecificas)

Figura 4.15. Diagnostico del derrame pleural maligno.

En total, las técnicas pleurales empleadas tienen un redimiento global para el

diagndstico de derrame pleural maligno en 31 casos (43,7%).



4.1.3.2. TUMORES PRIMARIOS

En cincuenta y dos pacientes se pudo determinar el tumor primario, cuya

localizacion mas frecuente es el pulmén, tanto si el derrame pleural se clasifico

como maligno (51,6%) o como paramaligno (73,3%).

En seis derrames

pleurales se sospechd malignidad por tener tumores primarios conocidos, pero

finalmente han sido clasificados como benignos y, por tanto, sin relacion con el

tumor primario (figura 4.16)

TUMORES PRIMARIOS

(n=52)
|
| | |
MALIGNOS PARAMALIGNOS BENIGNOS
(n=31) (n=15) (n=6)
| | |
- 15 (48%) Pulmon - 11 (73,3%) - 2 Nodulos
-1 Pulmén y mama Pulmén pulmonares
- 2(6,5%) Mama - 1 Mama solitarios
- 2(6,5%) Ovario - 1 Ovario - 1Mama
- 2(6,5%) Pleura - 1Pancreas - 1 Gastrico
- 2(6,5%) - 1 Mediastino - 1 Intestinal
Mediastino - 1 Colon
- 1 Intestinal
- 1 Peritoneal
- 1 Pancreas
- 1 Linfoproliferativo
- 3(9,7%)

Desconocido

Figura 4.16. Tumores primarios de la poblacion de estudio.
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4.1.3.3. ETIOLOGIA BENIGNA

Veinticinco derrames pleurales tienen criterios de benignidad: 48%
inespecificos, 20% infecciosos y 16% secundarios a insuficiencias cardiacas
(figura 4.14).

4.1.4. EXITUS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

El seguimiento de toda la poblacién es de 640,4 + 242 dias. Méas de la mitad de
los pacientes (57,7%) fallecieron durante este periodo de seguimiento, de ellos
el 53,7% eran derrames pleurales malignos con un tiempo de supervivencia de
34 dias (mediana) y el 24,4% tenian derrame pleural paramaligno con un tiempo
de supervivencia de 74,5 dias (mediana). La causa mas frecuente de muerte fue

atribuida al tumor primario (tabla 4.15).
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Tabla 4.15. Exitus y tiempo de supervivencia y seguimiento de la poblacion de

estudio.
Total Malignos Paramalignos  Benignos Valor
(n=71) (n=31) (n=15) (n=25) de p
Exitus 41 (57,7%) 22 (71%) 10 (66,7%) 9 (36%) 0,023
IC95%  45,4-69,4 52-85,8 38,4-88,2 18-57,5
Causa
(cancer) 35(85,4%) 21(955%) 10 (100%) 4 (44,4%) 0,001
IC95% 70,8-94,4 77,2-99,9 13,7-78,8
Tiempo
(dias) 57 (1-719) 34 (1-575) 74,5(17-207) 371 (17-719) 0,001
IC95% 39,4-74,6 3,4-58,6 39,5-104,5 0-1130,7
No éxitus 30 (42,3%) 9 (29%) 5 (33,3%) 16 (64%) 0,022
IC95%  30,6-54,6 14,2-48 11,8-61,6 42,5-82
Tiempo
(dias) 640,4 £ 242 580,2 £ 258 581,2 £ 285 693,1 £ 223 0,206
IC 95% 549,9-731 381,4-779,1 227,3-935,1 573,9-812,3

Datos expresados en valor absoluto y porcentaje, mediana (minimo-maximo) o media + DE. IC (intervalo de

confianza). Test de chi-cuadrado, prueba de Kruskal-Wallis o test de ANOVA. Fue significativo p < 0,05.
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4.2. CORRELACION DE POBLACIONES LINFOCITARIAS Y NK DEL
LIQUIDO PLEURAL Y SANGRE PERIFERICA

Se ha encontrado una correlacion positiva significativa en todos los fenotipos
celulares, incluidas las subpoblaciones de NK, entre el derrame pleural y la
sangre periférica (tabla 4.16), a excepcion de NK CD56 bright, CD56 bright
CD16- y NKp44. NK CD57 roza la significacion estadistica.

Tabla 4.16. Correlacion de poblaciones linfocitarias y NK del liquido pleural y

sangre periférica.

Correlacion Valor
de Pearson dep

Linfocitos totales liquido*sangre 0,332** 0,005
Linfocitos B liquido*sangre 0,432** 0,001
Linfocitos T liquido*sangre 0,368** 0,002
NK liquido*sangre 0,575** 0,001
NK CD56 bright liquido*sangre 0,201 0,092
CD56brightCD16- liquido*sangre 0,184 0,125
CD56brightCD16+ liquido*sangre 0,666** 0,001
NK CD56dim liquido*sangre 0,433** 0,001
CD56dimCD16- liquido*sangre 0,293* 0,013
CD56dimCD16+ liquido*sangre 0,247* 0,038
NKCD16 liquido*sangre 0,276* 0,020
NKCD57 liquido*sangre 0,233 0,051
NKp44 liquido*sangre -0,024 0,841

*La correlacidn es significativa al nivel 0,05 (bilateral)

** La correlacion es signifivativa al nivel 0,01(bilateral)
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4.3. DIFERENCIAS EN LAS POBLACIONES LINFOCITARIAS ENTRE
LOS DERRAMES PLEURALES MALIGNOS Y BENIGNOS

4.3.1. DIFERENCIAS EN LAS POBLACIONES LINFOCITARIAS DEL
LIQUIDO PLEURAL ENTRE LOS DERRAMES PLEURALES
MALIGNOS Y BENIGNOS

No encontramos diferencias estadisticamente significativas en las poblaciones

linfocitarias de los derrames pleurales malignos y benignos (tabla 4.17).

Tabla 4.17. Diferencias en las poblaciones linfocitarias del liquido pleural entre

los derrames malignos y benignos.

Malignos Benignos Valor
(n=31) (n=25) de p
Linfocitos totales 53,5 + 28,7 56,1+ 27,4 0,748
IC 95% 43,7-64,2 47,3-67,7
L.B
(CD3- CD19+) 6,9 (0,9-61,9) 5,9 (0,8-30,2) 0,219
IC 95% 3,1-15,1 2,3-13,1
LT
(CD3+ CD19-) 80,5 (0,3-92,5) 84,7 (0,1-94) 0,061
1C 95% 79,6-93,9 80,4-94,1
NK
(CD3- CD56+) 4 (0,2-51,9) 4,9 (0,5-19,3) 0,723
IC 95% 1,2-10,8 1,7-11,7

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-méaximo). L (linfocitos), NK (natural

killer) IC (intervalo de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.

Tampoco las encontramos en las subpoblaciones de NK, subtipo de NK ni
receptor NKp44 del liquido pleural entre los derrames malignos y benignos

(tabla 4.18).
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Tabla 4.18. Diferencias en las poblaciones linfocitarias del liquido pleural entre

los derrames malignos y benignos. Poblaciones NK.

Malignos Benignos Valor
(n=31) (n=25) dep
NK CD56 bright 8,4 (0-55) 8,1 (0-57,3) 0,742
IC 95% 8,6-19,8 8,4-24
CD56bright CD16- 5,2 (0-54,7) 3,1(0-52,4) 0,473
IC 95% 1,9-13,2 0,8-10,3
CD56bright CD16+ 1,8 (0-22,6) 0,2 (0-36,9) 0,130
IC 95% 0,3-8,2
NK CD56 dim 89,8 (37,8-100) 91,9 (43,1-100) 0,288
IC 95% 74,8-88,6 77,3-93
CD56dim CD16- 30,6 (3,4-100) 32,7 (7,8-94,8) 0,520
IC 95% 26,3-47,6 29,6-51,7
CD56dim CD16+ 47,2 +£249 46,1 £+ 26,9 0,773
IC 95% 44,1-66,1 44,7-67,1
NK CD16+ 55,7+ 25,6 55,1+ 26,6 0,954
IC 95% 54,8-75,8 55,8-77,1
NK CD57+ 16,6 (0-50,8) 21,1 (1-60,7) 0,609
IC 95% 12,1-30,1 16,6-36,5
NKp44 0,5 (0-15,2) 0,4 (0-20,9) 0,779
IC 95% 0-6,4

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-méaximo). NK (natural killer) IC (intervalo

de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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4.3.2. DIFERENCIAS EN LAS POBLACIONES LINFOCITARIAS DE
LA SANGRE PERIFERICA ENTRE LOS DERRAMES PLEURALES
MALIGNOS Y BENIGNOS

Tampoco encontramos diferencias estadisticamente significativas en las
poblaciones linfocitarias de la sangre periférica entre los derrames pleurales
malignos y benignos (tabla 4.19).

Tabla 4.19. Diferencias en las poblaciones linfocitarias de la sangre periférica

entre los derrames malignos y benignos.

Malignos Benignos Valor
(n=31) (n=25) de p
Linfocitos totales ~ 17,9+12,1 19+9,.8 0,360
IC 95% 11,3-27,5 12,2-28,9
L.B
(CD3-CD19+) 8 (0,8-66,7) 6,9 (1,3-31,8) 0,378
IC 95% 4,1-17,5 3,3-15,9
LT
(CD3+CD19-) 65,5 (0,1-90,2) 73,3 (0,8-87,9) 0,129
IC 95% 66,4-85,2 74,5-90,9
NK
(CD3-CD56+) 11,6 (0,7-73,2) 7 (0,7-31,3) 0,299
IC 95% 7,4-23,1 3,3-15,9

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-méximo). L (linfocitos), NK (natural
killer) IC (intervalo de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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Sin embargo, la subpoblacion CD56 dim CD16- es mas frecuente en los

benignos, mientras que las poblaciones CD56 dim CD16 + y NK CD16+,

aparece mayoritariamente en malignos, tal como se observa en la tabla 4.14 en

el anélisis por grupos. EI NKp44 no se expresa en sangre periférica (tabla 4.20).

Tabla 4.20. Diferencias en las poblaciones linfocitarias de la sangre periférica

entre los derrames malignos y benignos. Poblaciones NK.

Malignos Benignos Valor
(n=31) (n=25) de p
NK CD56 bright 0,5 (0-12,7) 0,5 (0-31) 0,544
IC 95% 0,9-3,3 0,1-5,6
CD56bright CD16- 0,2 (0-2,7) 0,3 (0-17,8) 0,967
CD56bright CD16+ 0,1 (0-11,4) 0 (0-13,2) 0,156
NK CD56 dim 98,6 (81,5-100) 99,4 (65,9-100) 0,182
1C 95% 94,4-98 93,7-99,6
CD56dim CD16- 5,5 (0,3-92,1) 18,5 (2,5-100) 0,001
IC 95% 2,3-13 11,8-28,1
CD56dim CD16+ 90,7 (7,4-99) 81,4 (0-95,4) 0,001
IC 95% 87-97,7 71,9-88,2
NK CD16+ 95 (7,8-99,6) 86,5 (0-97,1) 0,002
IC 95% 92,8-99,8 78,8-92,9
NK CD57+ 48,6+20 54,4+14,5 0,245
IC 95% 40,2-60,8 43,7-64
NKp44 0 (0-0,5) 0 (0-5,4) 0,931

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-méaximo). NK (natural killer) IC (intervalo

de confianza). Test de T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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433. EFICACIA DIAGNOSTICA DEL ESTUDIO DE LAS
POBLACIONES LINFOCITARIAS DEL DERRAME PLEURAL DE
ETIOLOGIA DESCONOCIDA

Para determinar la eficacia diagndstica del andlisis de las poblaciones
linfocitarias del liquido pleural y de la sangre periférica que mostraron
diferencias para discriminar entre derrame pleural maligno y benigno, se ha

realizado un analisis de curva COR con célculo de area bajo la curva (ABC).

Las figuras 4.17 - 4.19 representan las curvas COR.

Curva COR

0,54

Sensibilidad
7

o
=
1

0,21

0o T T T T T T
00 0.2 04 05 038 10

1 - Especificidad

Area bajo la curva: 0,223

Figura 4.17. Curva COR del CD56dim CD16- en sangre periférica.
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Curva COR

0.6

Sensibilidad
7

o
e
1

0,2

0,0 T T T T T
0,0 02 04 06 08
1 - Especificidad

Area bajo la curva: 0,761

Figura 4.18. Curva COR del CD56dim CD16+ en sangre periférica

Curva COR
1,0
024
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n
o 06
=
w
=1
a
g4
0,2
D-C I T I T 1 I
00 02 04 06 08 10

1 - Especificidad

Area bajo la curva: 0,747

Figura 4.19. Curva COR del NK CD16+ en sangre periférica.
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4.4. RATIO DE NK Y SUS SUBPOBLACIONES ENTRE LIQUIDO
PLEURAL Y SANGRE PERIFERICA

4.4.1. RATIO LP/SP DE LOS DIFERENTES GRUPOS DE PACIENTES

Hemos analizado la ratio de las NK y sus subpoblaciones, asi como del receptor
NKp44 entre el liquido pleural y la sangre periférica de los distintos grupos.

Se observan diferencias estadisticamente significativas en la ratio LP/SP de la
subpoblacion CD56 bright CD16- y en la de la CD56 dim CD16 -, que son mas
altas. Es decir, existe un mayor porcentaje de células reguladoras y citotdxicas
respectivamente en liquido pleural en los derrames pleurales malignos vy

paramalignos que en los benignos (tabla 4.21).
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Tabla 4.21. Ratio LP/SP de NK y sus subpoblaciones en los diferentes grupos

de pacientes.

Malignos Paramalignos  Benignos Valor
Ratio LP/SP (n=31) (n=15) (n=25) dep
NK 0,3(0-5,3) 0,4(0,1-1,6) 0,7(0-11,1) 0,502
IC 95% 0,3-1,1 0,4-0,9 0,4-2,4
NK CD56 bright 9(1,7-193) 9,8(1,2-38,5) 5(0-144) 0,296
IC 95% 11,4-48,2 5,8-20,9 0-38,6
CD56brightCD16-  17,5(2,8-359,6) 19,4(2,2-62,2) 4,9(0-49,9) 0,013
IC 95% 8-68,7 11,1-34,1 3,2-18,5
CD56brightCD16+  3,3(0,8-49) 3,8(0,4-16,7) 5,5(0,4-123) 0,836
IC 95% 3,4-18,8 1,6-8,5 0-48,2
NK CD56 dim 0,9(0,4-1,2) 0,9(0,5-1) 0,9(0,4-1,1) 0,540
IC 95% 0,8-0,9 0,8-0,9 0,8-0,9
CD56dimCD16- 4,7(0,4-82,6) 6,1(1,4-64,6) 2,2(0,2-9,6) 0,003
IC 95% 4,3-16,5 4,3-26,2 1,6-3,6
CD56dimCD16+ 0,5(0-1) 0,4(0,1-0,9) 0,7(0-6,5) 0,100
IC 95% 0,4-0,6 0,3-0,6 0,4-1,7
NKCD16+ 0,6+0,3 0,5+0,3 0,7+0,4 0,165
IC 95% 0,5-0,7 0,3-0,7 0,5-0,9
NKCD57+ 0,4+0,3 0,3+0,2 0,4+0,4 0,220
IC 95% 0,3-0,5 0,1-0,4 0,3-0,6
NKp44 2,6(0-272) 6,1(0,2-23,3) 4,3(0,3-160,5) 0,961
IC 95% 0-123,1 0-24,9 0-97

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-méaximo). NK (natural killer) IC (intervalo

de confianza). Test de ANOVA o prueba de Kruskal-Wallis. Fue significativo p < 0,05.
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442. RATIO LP/SP ENTRE LOS DERRAMES PLEURALES
MALIGNOS Y PARAMALIGNOS FRENTE A BENIGNOS

Analizando conjuntamente los derrames pleurales malignos y paramalignos
frente a los benignos se siguen observando las mismas diferencias
estadisticamente significativas que en el analisis por grupos. Es decir, la ratio
LP/SP de la subpoblacion CD56 bright CD16- (p=0,003) y de la CD56 dim
CD16- (p<0,001) son mas altas en los malignos-paramalignos que en los

derrames pleurales benignos (tabla 4.22).
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Tabla 4.22. Ratio LP/SP de NK y sus subpoblaciones entre los derrames
malignos-paramalignos y benignos.

Malignos- No malignos Valor
Ratio LP/SP paramalignos dep
(n=46) (n=25)

NK 0,4(0-5,3) 0,7(0-11,1) 0,485

IC 95% 0,4-0,9 0,4-2,4

NK CD56 bright 10(1-230,6) 5(0-144) 0,088
IC 95% 11,8-37,3 0-38,6

CD56brightCD16- 17,5(2,2-359,6) 4,9(0-49,9) 0,003
IC 95% 12,5-55,5 3,2-18,5

CD56brightCD16+ 3,6(0,4-49) 5,5(0,4-123) 1,000
IC 95% 3,9-13,9 0-48,2

NK CD56 dim 0,9(0,4-1,2) 0,9(0,4-1,1) 0,284
IC 95% 0,8-0,9 0,8-0,9

CD56dimCD16- 4,9(0,4-82,6) 2,2(0,2-9,6) 0,001
IC 95% 6,8-17,2 1,6-3,6

CD56dimCD16+ 0,5(0-1) 0,7(0-6,5) 0,067
IC 95% 0,4-0,6 0,4-1,7

NKCD16+ 0,6+0,27 0,7£0,4 0,112
IC 95% 0,5-0,6 0,5-0,9

NKCD57+ 0,4+0,3 0,4+0,4 0,311
IC 95% 0,3-0,4 0,3-0,6

NKp44 3,9(0-272) 4,3(0,3-160,5) 0,964
IC 95% 0-81,6 0-97

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-maximo). NK (natural killer), IC (intervalo

de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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4.43. EFICACIA DIAGNOSTICA DE LA RATIO LP/SP DEL
DERRAME PLEURAL CON SOSPECHA DE MALIGNIDAD

Para determinar la eficacia diagnostica del analisis de la ratio LP/SP de las NK
y sus subpoblaciones que mostraron diferencias para discriminar entre derrame
pleural maligno-paramaligno y benigno, se ha realizado un andlisis de curva
COR con célculo de &rea bajo la curva (ABC).

Las figuras 4.20 y 4.21 representan las curvas COR.

Curva COR

0,5

Sensibilidad
T

=
e
I

0,2

00 T T T T
00 02 04 06 08 10

1 - Especificidad

Area bajo la curva: 0,757

Figura 4.20. Curva COR de la ratio LP/SP de CD56bright CD16-.
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Curva COR
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Figura 4.21. Curva COR de la ratio LP/SP de CD56dim CD16-.
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4.5. ARBOL DE DECISION PARA EL DIAGNOSTICO DEL DERRAME
PLEURAL DE ETIOLOGIA DESCONOCIDA

Para configurar el diagrama de arbol para el diagndstico del derrame pleural de
etiologia desconocida (figura 4.22), se han utilizado como variables
dependientes los derrames pleurales malignos, paramalignos y benignos.

Para la eleccion de las variables independientes se ha realizado una metodologia
paso a paso que ha dado como resultado las siguientes variables: antecedentes
personales de cancer, disnea, masa, engrosamiento pleural, pH y LDH en
liquido pleural, pero tras el analisis de éstas, las variables independientes
incluidas en el modelo final son: antecedentes personales de cancer, disnea,

masa y engrosamiento pleural.

En el arbol de decision creado, observamos que la variable dependiente
(porcentaje de malignos, paramalignos y benignos) se ramifica en dos nodos:
nodo 1 y 2 pertenecientes a la variable” MASA”, indicando que ésta es la

variable principal predictora.

A continuacion, el nodo 1, en el que su Chi-cuadrado es superior a la del nodo
2, nos indica que del 62% de los que no tienen masa, el 38,6% son malignos y

el 56,8% benignos.

Posteriormente, el nodo 1 se vuelve a ramificar en los nodos 3 y 4
pertenecientes a la variable “ENGROSAMIENTO PLEURAL”. Observamos
en el nodo 4 que hay mayor porcentaje de malignos en los que tienen
engrosamiento pleural, un 77,8% frente a un 28,6% del nodo 3 que no tienen

engrosamiento pleural.
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Figura 4.22. Diagrama de arbol para el diagnostico del derrame pleural de

etiologia desconocida.
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El modelo clasifica de forma correcta, al 71,8% de los pacientes en general. De
forma especifica para cada categoria de la variable dependiente clasifica al
58,1% de los malignos, al 66,7% de los paramalignos y al 92% de los benignos,
con una validacion cruzada de 0,059 (tabla 4.23).

Tabla 4.23. Clasificacion de los derrames pleurales estudiados (CHAID).

Pronosticado

Porcentaje
Observado Maligno Paramaligno Benigno  correcto
Maligno 18 3 10 58,1%
Paramaligno 3 10 2 66,7%
Benigno 2 0 23 92%
Porcentaje global 32,4% 18,3% 49,3% 71,8%
Validacion cruzada 0,059

Método de crecimiento: CHAID

Ademas, se han categorizado las variables cuantitativas mediante CHAID, lo
que permite establecer puntos de corte de estas variables categdricas. Hemos
realizado un segundo &rbol de decision (figura 4.23) para el diagnostico del
derrame pleural de etiologia desconocida en el que se han incluido todas las

variables del arbol de decision anterior y las nuevas variables categoricas.

Se han utilizado como variables dependientes los derrames pleurales
malignos, paramalignos y benignos y como variables independientes tras una
metodologia paso a paso: antecedentes personales de céncer, disnea, masa,
engrosamiento pleural, pH categdrico (mayor o menor a 7,38) y LDH en liquido
pleural categdrico (mayor o menor a 169 UI/L). Finalmente, las variables
independientes incluidas en el modelo son: disnea, masa, pH categorico
(mayor o menor a 7,38) y LDH en liquido pleural categdrico (mayor o
menor a 169 UI/L).
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En el arbol de decision creado, observamos que la variable dependiente
(porcentaje de malignos, paramalignos y benignos) se ramifica en dos nodos:
nodo 1 y 2 pertenecientes a la variable” MASA”, indicando que ésta es la
variable principal predictora.

A continuacion, el nodo 2, en el que su Chi-cuadrado es superior a la del nodo
1, nos indica que del 38% de los que tienen masa, el 51,9% son malignos y el

48,1% paramalignos.

Después, el nodo 2 se vuelve a ramificar en los nodos 5 y 6 pertenecientes a la
variable “pH”. Observamos en el nodo 6 que hay mayor porcentaje de
malignos en los que tienen un pH en liquido pleural <7,38, un 83,3% frente a
un 26,7% del nodo 5 que el pH es > 7,38. Hay un 73,3% de paramalignos

cuando su pH es > 7,38.

Si en los pacientes que no hay masa, tienen una LDH en liquido pleural < 169

UI/L, el 91,7% de los derrame pleurales son benignos.

Segun estos arboles de decision la determinacion de las poblaciones de NK en
liquido pleural no incrementa la posibilidad de un diagndstico de malignidad del

derrame pleural.
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Figura 4.23. Diagrama de arbol para el diagnostico del derrame pleural de

etiologia desconocida con las variables categoricas.
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El modelo clasifica de forma correcta, al 76,1% de los pacientes en general. De
forma especifica para cada categoria de la variable dependiente clasifica al
80,6% de los malignos, al 73,3% de los paramalignos y al 72% de los benignos,
con una validacion cruzada de 0,057 (tabla 4.24).

Tabla 4.24. Clasificacion de los derrames pleurales estudiados (CHAID con
variables categoricas).

Pronosticado

Porcentaje
Observado Maligno Paramaligno Benigno  correcto
Maligno 25 4 2 80,6%
Paramaligno 3 11 1 73,3%
Benigno 7 0 18 2%
Porcentaje global 49,3% 21,1% 29,6% 76,1%
Validacion cruzada 0,057

Método de crecimiento: CHAID

4.6. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA KAPLAN-MEIER

Como se observa en la figura 4.24, la probabilidad de vivir a los 90 y 100 dias
desde la toracocentesis diagndstica es aproximadamente un 10% en los
malignos y paramalignos respectivamente. Asi mismo, los derrames pleurales
malignos tienen un tiempo de supervivencia de 31 dias (mediana), los

paramalignos de 72 dias (mediana) y los benignos de 371 dias (mediana).

Existe una relacion estadisticamente significativa entre que el derrame pleural

sea maligno, paramaligno o benigno y el tiempo de supervivencia.
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Figura 4.24. Curva de supervivencia. Kaplan-Meier.

4.7. MODELO DE REGRESION DE COX CRUDO Y AJUSTADO

En primer lugar, se ha realizado el analisis crudo, es decir, para cada factor sin
ajustar. Asi, las poblaciones de NK gue se han asociado a riesgo de muerte son:
las NK CD56 bright CD16-, CD56 bright CD16+, CD56 dim CD16+ y las NK
CD16+ en liquido pleural y las CD56 bright, CD56 bright CD16- y las CD56
bright CD16+ en sangre periférica.

Sin embargo, son la ratio LP/SP de las NK CD16+ y de las NK CD57+ las que

alcanzan una mayor HR.

Por el contrario, los linfocitos totales, las NK CD56 dim y las CD56 dim CD16-
en liquido pleural y los linfocitos T y las NK CD56 dim en sangre periférica son

factores protectores.
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El riesgo de tener alterados los valores porcentuales de los fenotipos celulares
en los pacientes fallecidos frente a los que no fallecen estan representados en las
tablas 4.25 - 4.27.

Tabla 4.25. Modelo de regresion de Cox crudo de las poblaciones linfocitarias
del liquido pleural en funcion del riesgo de los pacientes fallecidos frente a los

que no fallecen.

Liquido pleural HR (1C 95%) Valor de p
Linfocitos totales 0,98 (0,97-1) 0,019
CD56brightCD16- 1,03 (1-1,06) 0,040
CD56brightCD16+ 1,09 (1,04-1,14) 0,001
NK CD56 dim 0,98 (0,96-1) 0,015
CD56dimCD16- 0,98 (0,96-0,99) 0,001
CD56dimCD16+ 1,01 (1-1,03) 0,046
NK CD16+ 1,02 (1,01-1,03) 0,009

HR (hazard ratio), IC (intervalo de confianza), NK (natural killer). Fue significativo p < 0,05.

Tabla 4.26. Modelo de regresion de Cox crudo de las poblaciones linfocitarias
de la sangre periférica en funcion del riesgo de los pacientes fallecidos frente a

los que no fallecen.

Sangre periférica HR (1C 95%) Valor de p
Linfocitos T 0,98(0,96-1) 0,038
NK CD56 bright 1,17(1,08-1,27) 0,001
CD56brightCD16- 2,2(1,5-3,35) 0,001
CD56brightCD16+ 1,18(1,08-1,3) 0,001
NK CD56 dim 0,88(0,82-0,94) 0,001

HR (hazard ratio), IC (intervalo de confianza), NK (natural killer). Fue significativo p < 0,05.
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Tabla 4.27. Modelo de regresion de Cox crudo de la ratio LP/SP de NK 'y sus
subpoblaciones en funcién del riesgo de los pacientes fallecidos frente a los que

no fallecen.

Ratios LP/SP HR (1C 95%) Valor de p
NK CD16+ 5,025(1,52-16,57) 0,008
NK CD57+ 2,936(1,04-8,28) 0,042

HR (hazard ratio), IC (intervalo de confianza), NK (natural killer). Fue significativo p < 0,05.

A continuacién, se calcularon las HR ajustadas por las variables que se
obtuvieron tras realizar una metodologia paso a paso en la que las variables son
seleccionadas con exclusion secuencial. Finalmente, las variables incluidas son:
antecedentes personales de cancer, masa y ratio LP/SP de las subpoblaciones
NK CD56 dim CD16- y NK CD16+. Ademas se afiadio la presencia de derrame

pleural maligno o paramaligno.

La ratio LP/SP de las NK CD16+ alcanza una HR de 6,1(tabla 4.28).

Tabla 4.28. Modelo de regresion de Cox ajustado en funcién del riesgo de los

pacientes fallecidos frente a los que no fallecen.

HR (1C 95%) Valor de p
Antecedentes
personales de cancer 2,13(0,94-4,81) 0,070
Masa 2,47(1,07-5,71) 0,035
Ratio LP/SP de CD56dimCD16- 1,03(1,01-1,05) 0,003
Ratio LP/SP de NK CD16+ 6,1(1,76-21,1) 0,004
Maligno 3,35(1,22-9,17) 0,019
Paramaligno 4,74(1,21-18,55) 0,025

HR (hazard ratio), IC (intervalo de confianza), NK (natural killer). Fue significativo p < 0,05.
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4.8. PAPEL DEL ANALISIS DE POBLACIONES LINFOCITARIAS EN
LIQUIDO PLEURAL Y SANGRE EN EL PRONOSTICO DEL
PACIENTE CON DERRAME PLEURAL

4.8.1. DIFERENCIAS EN LAS POBLACIONES LINFOCITARIAS DEL
LIQUIDO PLEURAL EN PACIENTES EXITUS DE LA POBLACION
DE ESTUDIO

Analizamos las diferencias existentes en el porcentaje de las diferentes
poblaciones linfocitarias y subpoblaciones de NK en liquido pleural en los
distintos grupos de pacientes (derrame pleural maligno, paramaligno y benigno)

en funcion del fallecimiento o no de los pacientes durante el seguimiento.
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4.8.1.1. DERRAME PLEURAL MALIGNO

No encontramos diferencias significativas en las poblaciones linfocitarias en

liquido pleural del derrame pleural maligno aunque roza la significacion

estadistica el porcentaje de las NK CD57+, que es mayor en los pacientes con

derrame pleural maligno que fallecieron durante el seguimiento (tablas 4.29 y

4.30).

Tabla 4.29. Diferencias en las poblaciones linfocitarias del liquido pleural del

derrame maligno en funcion del éxitus.

Maligno Exitus No éxitus Valor
(n=22) (n=9) de p

Linfocitos totales 49+28,1 64,3+28,9 0,183
IC 95% 43,1-64,4 55,7-75,3

L.B

(CD3- CD19+) 6,9 (0,9-24,9) 10,6(1,3-61,9) 0,433
IC 95% 3,1-15,1 6,1-20,4

L.T

(CD3+ CD19-) 81,4(0,3-92,5) 78,7(31,5-90,3) 0,500
IC 95% 79,6-93,9 77-92,3

NK

(CD3- CD56+) 4(0,2-20,3) 3,2(1-51,9) 0,811
IC 95% 1,2-10,8 0,7-9,2

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-méximo). L (linfocitos), NK (natural

killer) IC (intervalo de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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Tabla 4.30. Diferencias en las poblaciones NK del liquido pleural del derrame

maligno en funcion del éxitus.

Maligno Exitus No éxitus Valor
(n=22) (n=9) dep
NK CD56 bright 8,6 (0-20,7) 6,5(0,9-30,9) 0,663
IC 95% 4,2-16,4 2,2-12,6
CD56bright CD16- 4,8(0-54,7) 5,5(0,6-28,8) 0,761
1C 95% 2,2-14,7 2,1-14
CD56bright CD16+ 1,8 (0-22,6) 2,1(0-11,7) 0,793
1C 95% 0,3-9,2 0,3-8,7
NK CD56 dim 90,5(37,8-100) 78,2(47,1-99,1) 0,632
IC 95% 82,4-95,1 68,6-85,7
CD56dim CD16- 23,3(3,4-100) 33,5(15,4-98,4) 0,207
IC 95% 20,2-41,9 31,5-54,1
CD56dim CD16+ 50,6+24,6 38,9+25,1 0,241
1C 95% 48,7-71,6 37,4-60,2
NK CD16+ 59,8+24,6 45,5+26,4 0,160
IC 95% 46,7-66,9 42,8-63,1
NK CD57+ 21,8(0-50,8) 10,5(0,7-33,3) 0,050
IC 95% 14,3-31,4 4,9-17,6
NKp44 0,5(0-15,2) 1,2(0-10,9) 0,542
IC 95% 0-5,4 0-5,4

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-maximo). NK (natural killer), IC (intervalo

de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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4.8.1.2. DERRAME PLEURAL PARAMALIGNO

Hay una diferencia estadisticamente significativa en la subpoblacién NK CD56
bright en el liquido pleural del derrame paramaligno, siendo mayor en los éxitus
que en los que no fallecen. Roza la significacion estadistica las subpoblaciones
CD56 bright CD16-, que es mas alta en los pacientes éxitus, y NK CD56 dim
gue es mayor en los supervivientes (tablas 4.31 y 4.32).

Tabla 4.31. Diferencias en las poblaciones linfocitarias del liquido pleural del

derrame paramaligno en funcién del éxitus.

Paramaligno Exitus No éxitus Valor
(n=10) (n=5) dep

Linfocitos totales 58,1+17,1 67,848,1 0,260

IC 95% 49,9-70,3 60-79

L.B

(CD3- CD19+) 7,6(3,8-15,6) 9,2(4,2-15,1) 0,624

IC 95% 3,8-16,4 4,3-16,9

LT

(CD3+ CD19-) 81,7 (65,2-88,6) 83,7(60,6-87,4) 0,903

IC 95% 80,9-94,7 78,2-92,7

NK

(CD3- CD56+) 3,2 (1,4-16,4) 4,1(2,1-6) 0,713

IC 95% 0,7-9,2 1,1-10,2

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-méaximo). L (linfocitos), NK (natural

killer) IC (intervalo de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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Tabla 4.32. Diferencias en las poblaciones NK del liquido pleural del derrame

paramaligno en funcién del éxitus.

Paramaligno Exitus No éxitus Valor
(n=10) (n=5) dep

NK CD56 bright 14,9 (5-49,3) 7,4(0,4-14,6) 0,037

IC 95% 8,6-23,5 2,9-13,9

CD56bright CD16- 10,3(4,4-37,2)  6,8(0,4-7,2) 0,050

1IC 95% 5,9-20,8 2,9-13,9

CD56bright CD16+ 3,4(0-12,1) 0,6(0-7,4) 0,140

1IC 95% 0,7-10,1 0-5,4

NK CD56 dim 84,8(50,7-94,7)  92,1(85,2-97,8) 0,050

IC 95% 76,5-91,4 84,8-96,5

CD56dim CD16- 34,6(8,4-89,1) 79,2(4,5-83,9) 0,713

IC 95% 31-52,9 69,7-86,5

CD56dim CD16+ 39,2+21,7 40,1+36,6 0,951

1C 95% 31-52,9 11-26,9

NK CD16+ 48,6+23,6 44,8+38,9 0,819

IC 95% 40,8-61,1 13,5-30,3

NK CD57+ 6,6(0,9-40,8) 10(5,1-29,5) 0,270

IC 95% 2,9-13,9 4,9-17,6

NKp44 0,9(0-4,4) 0,7(0,1-1,7) 0,713

IC 95% 0-5,4 0-5,4

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-maximo). NK (natural killer), IC (intervalo

de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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4.8.1.3. DERRAME PLEURAL BENIGNO

Aunque tampoco hay diferencias estadisticamente significativas en las
poblaciones linfocitarias en el grupo del derrame pleural benigno, si la hay en la
poblacion NK CD16+ siendo mayor el porcentaje de estas células en el derrame
pleural benigno de los éxitus (tablas 4.33 y 4.34)

Tabla 4.33. Diferencias en las poblaciones linfocitarias del liquido pleural del

derrame benigno en funcidn del éxitus.

Benigno Exitus No éxitus Valor
(n=9) (n=16) dep

Linfocitos totales 46,4122 4 61,5+29 0,194
IC 95% 38,5-59,5 52,5-72,5

L.B

(CD3- CD19+) 6,1(0,8-30,2) 5,3(1,7-19,4) 0,821
IC 95% 2,4-13,5 1,7-11,6

L.T

(CD3+ CD19-) 80,2(0-90,9) 88,4(68,6-94) 0,070
IC 95% 77,3-92,3 83,1-95,7

NK

(CD3- CD56+) 6,4(0,8-13,2) 3,6(0,5-19,3) 0,282
IC 95% 2,4-13,5 1,1-10,2

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-méximo). L (linfocitos), NK (natural
killer) IC (intervalo de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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Tabla 4.34. Diferencias en las poblaciones NK del liquido pleural del derrame

benigno en funcion del éxitus.

Benigno Exitus No éxitus Valor
(n=9) (n=16) de p
NK CD56 bright  17,8(0-48,9) 5,6(0-57,3) 0,552
IC 95% 11-26,9 2,2-12,6
CD56bright CD16-  1,1(0-20,8) 3,9(0-52,4) 0,552
IC 95% 0-6,8 1,4-12,8
CD56bright CD16+  0,1(0-36,9) 0,3(0-15,3) 0,954
NK CD56 dim 90,2(50,6-100) 94,1(43,1-100) 0,955
IC 95% 82,4-95,1 87,4-97,8
CD56dim CD16- 18,7(9,2-67,7) 42,4(7,8-94,8) 0,113
IC 95% 14,9-34,6 42,8-65,9
CD56dim CD16+ 58,4+23,4 39,1+26,8 0,084
IC 95% 64,1-84 29,2-52,1
NK CD16+ 69,5+22,2 46,9+25,9 0,039
IC 95% 59-77,9 30,3-50,3
NK CD57+ 28,1(2,1-60,7) 16,4(1-47,1) 0,329
IC 95% 19,5-37,9 9,4-24,7
NKp44 0,7(0-20,9) 0,4(0-13,6) 0,713
IC 95% 0-5,4

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-maximo). NK (natural killer), IC (intervalo
de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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4.8.2. DIFERENCIAS EN LAS POBLACIONES LINFOCITARIAS DE
LA SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES EXITUS DE LA
POBLACION DE ESTUDIO

Analizamos las diferencias existentes en el porcentaje de las diferentes
poblaciones linfocitarias y subpoblaciones de NK en sangre periférica en los
distintos grupos de pacientes (derrame pleural maligno, paramaligno y benigno)

en funcion del fallecimiento o no de los pacientes durante el seguimiento.
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4.8.2.1. DERRAME PLEURAL MALIGNO

No encontramos diferencias significativas en las poblaciones linfocitarias en
sangre periférica del derrame pleural maligno pero si en el porcentaje de las NK
CD57+ que es mayor en los pacientes con derrame pleural maligno que
fallecieron durante el seguimiento (tablas 4.35 y 4.36).

Tabla 4.35. Diferencias en las poblaciones linfocitarias de la sangre periférica

del derrame maligno en funcion del éxitus.

Maligho Exitus No éxitus Valor
(n=22) (n=9) dep

Linfocitos totales 16+10,8 22,6+14,5 0,174
IC 95% 9,8-25,7 15,7-33,4

L.B

(CD3- CD19+) 7,6(4-21,2) 9(0,8-66,7) 0,965
IC 95% 4,2-17,9 5-19,2

LT

(CD3+ CD19-) 64,6(0,1-90,2) 68,2(26,4-79,1) 0,572
IC 95% 67-85,8 69,9-87,9

NK

(CD3- CD56+) 12(0,7-39,4) 8,4(2,7-73,2) 0,965
IC 95% 7,6-23,6 4,2-17,7

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-méximo). L (linfocitos), NK (natural
killer) IC (intervalo de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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Tabla 4.36. Diferencias en las poblaciones NK de la sangre periférica del

derrame maligno en funcién del éxitus.

Maligno Exitus No éxitus Valor
(n=22) (n=9) de p
NK CD56 bright 0,5(0-12,7) 0,2(0-4,8) 0,527
IC 95% 0-5,4
CD56bright CD16- 0,3(0-2,7) 0,1(0-0,7) 0,326
CD56bright CD16+ 0,2(0-11,4) 0,1(0-4,2) 0,446
NK CD56 dim 97,4(81,5-100) 99,1(94,5-99,9) 0,177
IC 95% 91,5-99,4 94,6-100
CD56dim CD16- 5(0,3-60,6) 6,6(0,7-92,1) 0,514
IC 95% 1,7-11,7 2,9-14,2
CD56dim CD16+ 90,5(38,1-98,7) 90,8(7,4-99) 0,896
IC 95% 86,9-97,7 85,8-97,1
NK CD16+ 95,3(60,9-99,6) 95(7,8-99,6) 0,896
IC 95% 88,7-98,4 88,7-98,4
NK CD57+ 53,618 36,6+20,3 0,030
IC 95% 44.7-65 26,6-46,2
NKp44 0(0-0,4) 0(0-0,5) 0,157

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-méaximo). NK (natural killer), IC (intervalo

de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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4.8.2.2. DERRAME PLEURAL PARAMALIGNO

Sin diferencias en poblaciones linfocitarias, si las hay en la subpoblacién CD56
bright CD16- en la sangre periférica del derrame paramaligno de los éxitus
aungue con muy poca expresion (tablas 4.37 y 4.38).

Tabla 4.37. Diferencias en las poblaciones linfocitarias de la sangre periférica

del derrame paramaligno en funcién del éxitus.

Paramaligno Exitus No éxitus Valor
(n=10) (n=b) dep

Linfocitos totales 19,317,6 14,7£7,5 0,286
IC 95% 12,5-29,5 8,9-24,2

L.B

(CD3- CD19+) 5,6(2,6-20,2) 13(1,3-16) 0,221
IC 95% 2,7-14,9 8,6-25,3

LT

(CD3+ CD19-) 67,6(28,4-74,7) 61,2(53,5-80,9) 0,624
IC 95% 70,9-88,7 62,7-82,6

NK

(CD3- CD56+) 10,7(1,7-16,2) 8,5(8,1-12,5) 0,540
IC 95% 6,7-22,2 5,1-19,6

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-méximo). L (linfocitos), NK (natural
killer) IC (intervalo de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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Tabla 4.38. Diferencias en las poblaciones NK de la sangre periférica del

derrame paramaligno en funcion del éxitus.

Paramaligno Exitus No éxitus Valor
(n=10) (n=5) dep
NK CD56 bright 2,4(0-9,1) 0,4(0-2,4) 0,085
IC 95% 0,2-7
CD56bright CD16- 1(0-2) 0(0-0,4) 0,016
1IC 95% 0-5,6
CD56bright CD16+ 1,1(0-8,1) 0,4(0-2,1) 0,387
1IC 95% 0-5,6
NK CD56 dim 96,4(91,6-100) 97,7(93,9-99,3) 0,806
IC 95% 90,1-98,9 93-99,8
CD56dim CD16- 5,6(0,3-24,4) 8(1,7-17,3) 0,713
IC 95% 2,3-12,9 3,6-15,5
CD56dim CD16+ 90,3(70,7-99) 89,7(82-96,9) 1,000
1C 95% 84,5-96,4 84,5-96,4
NK CD16+ 95,8(76,1-99,5) 95,3(82-98,1) 0,806
IC 95% 90,1-98,9 88,7-98,4
NK CD57+ 47,7+19,1 52,2+14,8 0,656
IC 95% 41,8-62,1 47,7-67,8
NKp44 0(0-4,6) 0(0-0,2) 0,753

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-maximo). NK (natural killer), IC (intervalo

de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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4.8.2.3. DERRAME PLEURAL BENIGNO

No encontramos diferencias estadisticamente significativas en las poblaciones
linfocitarias, en subpoblaciones NK ni en el receptor NKp44 de la sangre
periférica en el derrame benigno en funcién de fallecer o no durante el
seguimiento (tablas 4.39 y 4.40).

Tabla 4.39. Diferencias en las poblaciones linfocitarias de la sangre periférica

del derrame benigno en funcidn del éxitus.

Benigno Exitus No éxitus Valor
(n=9) (n=16) dep

Linfocitos totales 21,3+12,6 17,7+8,1 0,388
IC 95% 14,1-31,5 10,6-26,6

L.B

(CD3- CD19+) 7(1,3-31,8) 6,7(2,9-14,9) 0,865
IC 95% 3,4-16,2 3,2-15,4

LT

(CD3+ CD19-) 71,8(0,8-87,9) 74(46,7-85,6) 0,651
IC 95% 75,3-91,6 72,7-89,5

NK

(CD3- CD56+) 6,5(0,8-23,9) 8,9(0,7-31,3) 0,462
IC 95% 3,4-16,2 4,7-18,1

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-méaximo). L (linfocitos), NK (natural
killer) IC (intervalo de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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Tabla 4.40. Diferencias en las poblaciones NK de la sangre periférica del

derrame benigno en funcion del éxitus.

Benigno Exitus No éxitus Valor
(n=9) (n=16) dep
NK CD56 bright 0,5(0-31) 0,3(0-7,3) 0,451
IC 95% 0-5,4
CD56bright CD16- 0,3(0-17,8) 0,3(0-4,5) 0,643
CD56bright CD16+ 0 (0-13,1) 0(0-4,4) 0,843
NK CD56 dim 99,4(65,9-100) 99,5(91,9-100) 0,269
IC 95% 94,6-100 94,6-100
CD56dim CD16- 26,3(2,6-95,9) 14,1(2,5-100) 0,213
IC 95% 18,7-37,5 8-22,6
CD56dim CD16+ 67,9(3,5-84,2) 85,2(0-95,4) 0,113
IC 95% 61,4-80,4 77,4-92
NK CD16+ 76,7(40,9-97,1) 89,1(0-96,6) 0,282
IC 95% 67,5-84,8 81,2-94,4
NK CD57+ 48,1£15 57,9+13,3 0,104
IC 95% 35-55,3 49,7-69,7
NKp44 0(0-0,2) 0(0-5,4) 1,000

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-méaximo). NK (natural killer), IC (intervalo

de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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4.8.3. DIFERENCIAS DE LA RATIO LP/SP DE NK EN FUNCION DEL
EXITUS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Analizamos las diferencias existentes de la ratio LP/SP de NK y sus
subpoblaciones en los distintos grupos de pacientes (derrame pleural maligno,
paramaligno y benigno) en funcién del fallecimiento o no de los pacientes

durante el seguimiento.

4.8.3.1. DERRAME PLEURAL MALIGNO Y PARAMALIGNO

No encontramos diferencias estadisticamente significativas en la ratio LP/SP de
NK ni en el derrame pleural maligno ni en el paramaligno en funcién de ser o

no éxitus en el seguimiento (tablas 4.41y 4.42).

121



Tabla 4.41. Diferencias en la ratio LP/SP de NK del derrame maligno en

funcion del éxitus.

Maligno Exitus No éxitus Valor

Ratio LP/SP (n=22) (n=9) dep

NK 0,3(0-5,3) 0,4(0,1-1,9) 0,514
IC 95% 0,2-1,2 0,2-1

NK CD56 bright 10,3(2,4-230,6) 9,9(1,7-193) 0,707
IC 95% 8,7-62,6 0-114,8
CD56brightCD16- 18,5(2,8-147,9) 10,4(2,9-359,6) 0,309
1IC 95% 12,7-45,6 0-207,8
CD56brightCD16+ 2,9(1-46) 7,5(0,8-49) 0,853
IC 95% 0,7-17,3 0-45,7

NK CD56 dim 0,9(0,4-1,2) 0,8(0,5-1) 0,408
IC 95% 0,8-0,9 0,7-0,9
CD56dimCD16- 4,4(0,4-82,6) 5,1(1,1-45,4) 0,794
IC 95% 2,3-18 0,1-22,2
CD56dimCD16+ 0,6(0-1) 0,4(0,1-0,9) 0,139
IC 95% 0,5-0,7 0,2-0,6

NKCD16+ 0,7£0,2 0,5+0,3 0,145
IC 95% 0,5-0,8 0,3-0,7

NKCD57+ 0,4%0,3 0,3+0,3 0,296
IC 95% 0,3-0,6 0,1-0,5

NKp44 2,2(0-60,6) 8,2(0,7-272) 0,564
IC 95% 0-63,3 0-284,3

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-maximo). NK (natural killer), IC (intervalo

de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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Tabla 4.42. Diferencias en la ratio LP/SP de NK del derrame paramaligno en

funcion del éxitus.

Paramaligno Exitus No éxitus Valor

Ratio LP/SP (n=10) (n=b) dep

NK 0,4(0,1-1,6) 0,4(0,3-0,7) 0,903

IC 95% 0,3-0,1 0,3-0,6

NK CD56 bright 11(1,2-38,5) 8,5(4-33,2) 0,782
IC 95% 3,9-21,6 0-54,2
CD56brightCD16- 16,9(2,2-38,5) 40,8(19,4-62,2) 0,239
IC 95% 9,1-27,9 0-312,4
CD56brightCD16+ 4,2(0,4-11,5) 1,2(0,8-16,7) 0,838
1C 95% 1,6-7,7 0-28,8

NK CD56 dim 0,9(0,5-1) 1(0,9-1) 0,086
IC 95% 0,7-0,9 0,9-1
CD56dimCD16- 8,6(1,5-64,6) 4,6(1,4-49,1) 0,540
IC 95% 1,8-31 0-38,1
CD56dimCD16+ 0,4(0,1-0,8) 0,2(0,1-0,9) 0,713
IC 95% 0,3-0,6 0-0,9

NKCD16+ 0,5+0,2 0,5+£0,4 0,764
IC 95% 0,3-0,7 0-0,9

NKCD57+ 0,2+0,2 0,3+0,3 0,398
IC 95% 0,1-0,4 0-0,7

NKp44 7,4(0,2-23,3) 4,8(4,8-4,8) 0,655
IC 95% 0-39,7

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-maximo). NK (natural killer), IC (intervalo

de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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4.8.3.2. DERRAME PLEURAL BENIGNO

Las ratio LP/SP de las subpoblaciones CD56 bright CD16- y CD56 dim CD16-
en el derrame benigno son mayores en los que sobreviven, mientras las ratios
LP/SP de las CD56 dim CD16+, NK CD16+ y NK CD57+ lo son en los que
fallecen (tabla 4.43).

124



Tabla 4.43. Diferencia en la ratio LP/SP de NK del derrame benigno en funcion

del éxitus.
Benigno Exitus No éxitus Valor
Ratio LP/SP (n=9) (n=16) dep
NK 0,9(0-11,1) 0,3(0-5,6) 0,428
IC 95% 0-4,7 0,2-1,8
NK CD56 bright 2(0-144,4) 7,5(0-52,6) 0,340
IC 95% 0-72,8 2-29,8
CD56brightCD16-  1,7(0-6,9) 16,4(0-49,9) 0,020
1C 95% 0,3-4,8 4,7-30
CD56brightCD16+ 2,8(0,4-12,1) 6,2(0,5-123) 0,606
IC 95% 0-20,5 0-75
NK CD56 dim 0,9(0,7-1) 1(0,4-1,1) 0,955
IC 95% 0,8-1 0,8-1
CD56dimCD16- 0,7(0,2-3,9) 3(0,2-9,6) 0,024
1C 95% 0,3-2,1 2-4,7
CD56dimCD16+ 0,9(0,6-6,5) 0,4(0-5,3) 0,008
IC 95% 0,1-3 0,1-1,5
NKCD16+ 0,9£0,3 0,6x0,4 0,025
IC 95% 0,7-1,2 0,4-0,8
NKCD57+ 0,7£0,5 0,3£0,3 0,042
IC 95% 0,3-1 0,2-0,5
NKp44 82,5(4,6-160,5) 2,7(0,3-8) 0,165
IC 95% 0-1072,6 0-8,8

Datos porcentuales expresados en media + DE o mediana (minimo-maximo). NK (natural killer), IC (intervalo

de confianza). Test T de student o U de Mann-Whitney. Fue significativo p < 0,05.
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4.9. ARBOL DE DECISION PARA EL PRONOSTICO DEL DERRAME
PLEURAL DE ETIOLOGIA DESCONOCIDA

En nuestra poblacién, la supervivencia de los pacientes con derrame pleural
maligno o paramaligno no supera el 10% a los tres meses (figura 4.24). Nos
planteamos configurar un éarbol de decision mediante el método CHAID que
aproxime al prondstico del derrame pleural de etiologia desconocida.

Para configurar este diagrama de arbol (figura 4.25), se ha utilizado como

variable dependiente el éxitus.

Para la eleccidn de las variables independientes se ha realizado una metodologia
paso a paso gque ha dado como resultado las siguientes variables: disnea, pérdida
de peso, astenia, masa, engrosamiento pleural, pH y ratios LP/SP de las
CD56dim CD16- y CD56dim CD16+, pero tras el analisis de éstas, las
variables independientes incluidas en el modelo final son: masa, astenia y
ratio LP/SP de CD56dim CD16+.

En el arbol de decisién creado, observamos que la variable dependiente
(éxitus) se ramifica en dos nodos: nodo 1 y 2 pertenecientes a la

variable "MASA”, indicando que ésta es la variable principal predictora.

A continuacion, el nodo 1, en el que su Chi-cuadrado es superior a la del nodo

2, nos indica que del 62% de los que no tienen masa, el 45,5% son éxitus.

Posteriormente, el nodo 1 se vuelve a ramificar en los nodos 3 y 4
pertenecientes a la variable “Ratio LP/SP CD56 dim CD16+”. Observamos en
el nodo 4 que hay mayor porcentaje de éxitus en los que tienen una ratio
LP/SP > 0,43, un 63,3% frente a un 7,1% del nodo 3 en el que la ratio LP/SP es
<0,43. EI 92,9% de los que no fallecen tienen una ratio LP/SP es < 0,43.

Siguiendo el nodo 2, de los que tienen masa fallecen el 77,8% que si ademas

afiaden astenia, la probabilidad aumenta al 100% (nodo 6).
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Figura 4.25. Arbol de decision para el pronostico del derrame pleural de

etiologia desconocida.
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El modelo clasifica de forma correcta, al 74,6% de los pacientes en general. De
forma especifica para cada categoria de la variable dependiente clasifica al
97,6% de los éxitus y al 43,3% de los que no fallecen, con una validacion
cruzada de 0,059 (tabla 4.44).

Tabla 4.44. Clasificacion en funcion del éxitus del derrame pleural de etiologia
desconocida (CHAID).

Pronosticado
) Porcentaje
Observado No éxitus Exitus correcto
No éxitus 13 17 43,3%
Exitus 1 40 97,6%
Porcentaje global 19,7% 80,3% 74,6%
Validacién cruzada 0,059

Método de crecimiento: CHAID
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En resumen:

Los resultados obtenidos en el presente estudio son:

1.

La disnea es el sintoma mas frecuente en los pacientes con derrame pleural
maligno (87,1%). Dentro del sindrome constitucional, la pérdida de peso es
el Unico sintoma diferente estadisticamente entre grupos (mayor en

paramaligno).

Radioldgicamente encontramos la presencia de una masa pulmonar en el
TAC en el 86,7% de pacientes con derrame pleural paramaligno. Sin
embargo, en los pacientes con derrame pleural maligno predomina el

engrosamiento pleural sobre los otros grupos.

Encontramos un 21,1% de derrames pleurales paramalignos entre nuestros

pacientes cuya sospecha diagnostica inicial era de malignidad.

Los derrames pleurales malignos no se diferencian de los otros grupos por
tener un pH mas bajo ni una LDH maés alta; sélo la determinacién de

glucosa es mas baja en los malignos respecto a los otros grupos.

En todos los grupos de derrame pleural existe un predominio en el liquido
pleural en relacion con la sangre periférica de las subpoblaciones NK CD56
bright o reguladoras y de la NK CD56 dim CD16- (citotoxica no
dependiente de anticuerpo).

Hay una correlacion positiva significativa en la mayoria de los valores
porcentuales de los diferentes fenotipos celulares, incluidas las

subpoblaciones de NK, entre el derrame pleural y la sangre periférica.

La determinacion aislada del porcentaje de células NK y/o de sus
subpoblaciones en liquido pleural de los derrames pleurales de etiologia

desconocida no permite diferenciar entre malignos y benignos.
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10.

11.

12.

13.

14.

La determinacion aislada del porcentaje en sangre periférica de las
subpoblaciones NK CD56 dim CD16 + y NK CD16+, con funcion
citotoxica dependiente de anticuerpo, es un test diagnostico con una
capacidad aceptable para discriminar un paciente con derrame pleural
maligno de benigno (area bajo la curva de 0,761 y 0,747 respectivamente).

El receptor de citotoxicidad natural NKp44, especifico de la célula NK
activada, no aporta valor al diagnostico ni al pronostico de los pacientes con

derrame pleural, tampoco si es maligno.

La ratio LP/SP de las NK CD56 bright CD16- y NK CD56 dim CD16 -,
poblaciones reguladoras y citotdxicas respectivamente, tienen una
capacidad diagndstica aceptable para discriminar un derrame pleural
maligno o paramaligno del benigno (area bajo la curva 0,757 y 0,741

respectivamente).

La presencia de masa pulmonar en el TAC es el mejor predictor diagndstico

y pronostico de malignidad en pacientes con derrame pleural.

Segun nuestros arboles de decision la determinacion de las poblaciones de
NK en liquido pleural no incrementa la posibilidad de un diagndstico de
malignidad del derrame pleural. Es la combinacion de los hallazgos
clinicos, radioldgicos y de bioquimica del liquido pleural la que ayuda a

establecerlo.

Los derrames pleurales malignos tienen una mediana de supervivencia de
31 dias, los paramalignos de 72 dias y los benignos de 371 dias, existiendo
una relacion significativa entre el tipo de derrame pleural (maligno,

paramaligno o benigno) y el tiempo de supervivencia.

En el anélisis crudo, son la ratio LP/SP de NK CD16+ y NK CD57+ las que

mas aumentan el riesgo de muerte (HR de 5,025 y 2,936 respectivamente).
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15. En el derrame pleural maligno, el porcentaje de las NK CD57+ es mayor en
los pacientes que fallecieron durante el seguimiento, tanto en liquido pleural

(aunque en éste roza la significacion estadistica) como en sangre periférica.

16. El mejor factor prondstico de mortalidad en los pacientes con derrame
pleural maligno es la ratio LP/SP de la subpoblacion NK CD16+ (HR 6,1).
La presencia de masa pulmonar en el TAC es la segunda variable que mas

influye en el prondéstico, con una HR de 2,47.

17. Son los hallazgos clinicos (astenia), radiolégicos (masa pulmonar en el
TAC) y una ratio LP/SP de la subpoblacion NK CD56 dim CD16+
(citotoxica) < 0,43, las variables que mas influyen para establecer el

prondstico del derrame pleural de etiologia desconocida.
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5. DISCUSION
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5. DISCUSION

El derrame pleural maligno es un problema clinico comin en los pacientes con
enfermedad neopléasica. Su aparicion es un signo de enfermedad avanzada ya
que implica la afectacion del espacio pleural por parte de dicho proceso
maligno; ademas, asocia un deterioro sintomatico y un empeoramiento en la
calidad de vida que con frecuencia se acompafia de un mal prondstico, con una
supervivencia media que varia entre 3 y 12 meses desde el momento del
diagnéstico®®. Dado el mal pronéstico de estos pacientes y la repercusion
clinica que puede provocar esta entidad, el abordaje diagnéstico debe ser

precoz.

El estudio de la citologia del liquido pleural es la forma menos invasiva, rapida
y eficaz para establecer este diagnostico. Sin embargo, su sensibilidad oscila
entre el 40 y el 87%, y depende principalmente del entrenamiento del citélogo,
de la extension pleural de la neoplasia y de la estirpe tumoral (mayor en

adenocarcinoma)®.

La evaluacién citoldgica de los derrames se realiza de forma rutinaria para
detectar malignidad, pero un diagndstico definitivo no siempre es posible
solamente con la citologia. Por lo tanto, son necesarios métodos

complementarios que identifiquen células tumorales en los derrames pleurales®.

La citometria de flujo es una técnica que permite un analisis rapido, preciso y
reproducible de las células del liquido pleural, pudiendo complementar a la
citologia en el estudio de los derrames pleurales sospechosos de malignidad®.
Actualmente se utiliza de rutina en los derrames de predominio linfocitario en
los que se sospecha la existencia de linfoma®. El anélisis celular por citometria
de flujo tiene la ventaja de que puede estudiar tanto el tipo de celularidad como

la expresion de diferentes marcadores en un gran nimero y tipo de células.
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Con el objetivo de mejorar la precision diagndstica del derrame pleural maligno
seria muy util poder identificar marcadores que permitan confirmar o aumentar
la posibilidad diagnostica de la malignidad del derrame con el objetivo de
iniciar intervenciones terapéuticas precoces en un intento de reducir la

morbimortalidad de los pacientes.

En este sentido, puesto que las células NK estan implicadas en la primera linea
de defensa tumoral, teéricamente la determinacion de un elevado porcentaje de
células NK en el derrame pleural podria ayudar a establecer la naturaleza
neoplasica del mismo. No obstante, la cuantificacion de las NK en los derrames
pleurales, sean malignos o benignos, ha dado resultados contradictorios en

estudios previos’ ™ 76 77 78

, 'y sobre el valor pronoéstico de las células NK en los
derrames pleurales malignos aun no hay datos en la literatura, por lo que

tampoco esta definido su papel en relacion a la supervivencia de los pacientes.

Las células NK son uno de los componentes celulares especializados mas
relevantes de nuestro sistema inmune innato. Se caracterizan por presentar
capacidades citotdxicas e inmunorreguladoras. En este sentido, segin las
funciones que son capaces de realizar se han identificado subpoblaciones de
células NK atendiendo a la intensidad de expresién de los antigenos de
superficie CD56 y CD16 (tabla 1.2). Las NK CD56 bright son reguladoras por
su alta capacidad de produccién de citoquinas proinflamatorias y
antiinflamatorias® y las NK CD56 dim son citotoxicas por su alta actividad
litica. Ademas, si se acompafian de una alta expresion de CD16 las hace

eficientes mediadores de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo.

Aungue se ha observado el fenotipo de las NK reguladoras en tumores sélidos
como el carcinoma de pulmén no células pequefias, el carcinoma de células
renales y el cancer de mama, hay una limitada informacion sobre los fenotipos y
funciones de las células NK presentes en los derrames pleurales malignos de
pacientes con tumores primarios y metastasicos de diversos origenes. Un
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reciente estudio ha comparado una subpoblacién de NK, definida como CD56
bright CD16 low (alta expresion del antigeno CD56 y baja del CD16), y la
CD56 dim CD16+ del liquido pleural con sangre periférica en 25 pacientes (12
mesoteliomas y 13 tumores metastasicos de diferente origen) obteniendo como
resultado un predominio de la primera subpoblacién descrita en la pleura y de la
segunda en la sangre, por lo que parece demostrar que las células NK de los
derrames pleurales son capaces de producir grandes cantidades de citoquinas en

respuesta a la estimulacion tumoral®.

Tedricamente, por la presencia de células neoplasicas en el liquido o tejido
pleural, la actividad citotoxica deberia estar aumentada en los derrames
pleurales malignos respecto a los de otras etiologias. Se ha descrito un aumento
de CD16+ en derrames pleurales por metastasis de adenocarcinoma y en
mesoteliomas comparado con pacientes sanos y con exposicion a amianto®. No
hay informacion disponible sobre la expresion CD57+ de las NK, marcador con
potente potencial citotéxico, en el derrame pleural maligno. La determinacién
de las NK citotdxicas en el liquido pleural podria ayudar a identificar estos
derrames siendo una herramienta Util para el diagnoéstico de malignidad, asi
mismo podria contribuir al valor prondstico, no analizado con anterioridad a

nuestro trabajo, y a la respuesta al tratamiento de estos pacientes.

Las funciones de las células NK también van a ser determinadas por una
compleja interaccion entre los ligandos y un conjunto de receptores activadores
e inhibidores. Entre los receptores responsables de la activacion de las células
NK destacan el CD16 y los receptores de citotoxicidad natural (NCR) NKp46,
NKp44 y NKp30™, cuya caracteristica fundamental es que ademés de que se
expresan selectivamente por las células NK®, tienen importantes diferencias
identificativas del estado de activacion de las NK: mientras el NKp46 y el
NKp30 permiten una identificacion precisa de todas las células NK,

independientemente de si estdn en reposo o activas, el NKp44 se expresa
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selectivamente por la activacion de las células NK* y, a diferencia de otros
marcadores de activacion, estd ausente en las células T activadas. Por lo tanto,
NKp44 parece ser el marcador especifico de la célula NK activada. Por esta
especificidad, la familia de los NCR son considerados los prototipos y los
receptores mas importantes de la defensa antitumoral, pero muchos de sus
ligandos presentes en las células neoplasicas permanecen desconocidos, junto

con su mecanismo de accion.

5.1. CARACTERISTICAS DEL DISENO DEL ESTUDIO

El presente trabajo se ha planteado incluyendo pacientes consecutivos con
derrame pleural de etiologia desconocida pertenecientes al Departamento de
Salud Valencia-Hospital Universitario Dr. Peset con un area de influencia de
368.637 habitantes®, que van a ser sometidos a una toracocentesis diagnéstica

como un procedimiento incluido en el manejo habitual de estos pacientes.
Las consideraciones al disefio del estudio son:

1. Para el andlisis de poblaciones linfocitarias, subpoblaciones de NK y
receptor de citotoxicidad natural NKp44 sélo se ha incluido el liquido
pleural obtenido en la primera toracocentesis realizada al paciente para
evitar las posibles modificaciones en la concentracion de estos marcadores
durante la evolucion de la enfermedad. Asi mismo, se analiz6 la sangre

periférica extraida el mismo dia que la primera toracocentesis diagndstica.

2. Los resultados obtenidos en los pacientes con derrame pleural maligno se
han contrastado con los benignos, definiendo como tales los derrames
pleurales diagnosticados como tal o inespecificos aunque se sospechara
malignidad inicialmente, en los que se ha descartado razonablemente (por
técnicas de imagen / exploraciones previas / historia y evolucién clinica)

una etiologia tumoral.
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3. En el estudio del derrame pleural con sospecha de malignidad hemos
encontrado un tercer grupo de pacientes que comprende el 21,1% de
nuestra poblacién de estudio, que se diferencia tanto de los malignos como
de los benignos y que tienen un mal prondstico. Son los pacientes con
derrame pleural paramaligno, definido como aquel que es atribuible a un
proceso tumoral pero sin infiltracion pleural directa por el tumor y en el
gue no se ha podido demostrar células tumorales en el liquido ni en el
tejido pleural. Sin embargo, a pesar de que una considerable proporcién de
pacientes tiene este derrame paramaligno, esta poblacién ha sido excluida
en otros estudios®” % debido probablemente a que el comportamiento de
este derrame no es tan claro como el de uno maligno o benigno. No
obstante, por las caracteristicas propias del mismo, hemos visto necesario
la comparacion entre los tres grupos diferentes de pacientes mostrando un

mejor reflejo de la practica clinica habitual.

En nuestra serie, se justifica la exclusion de los infectados por VIH por el papel
gue desemperfian las NK en las infecciones por virus, que puede interferir con

el que ejercen frente a las células tumorales®.

5.2. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Los pacientes con derrame pleural deben estudiarse de forma sistematica. Para
ello, en primer lugar se debe realizar una anamnesis dirigida en la que, ademas
de valorar la existencia de otras enfermedades previas o actuales, se debe hacer
énfasis especial en el consumo de tabaco, antecedentes familiares y personales
de neoplasia y la exposicion a amianto, todo ello importante para establecer una

presuncion clinica de derrame pleural maligno®.

En nuestra serie, no hay diferencias en las comorbilidades, salvo en la EPOC,;

tampoco en los antecedentes de tabaquismo o neoplasia, ni en la exposicion a
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amianto, por lo que las caracteristicas basales de nuestra poblacién no

mostraron influencia en el andlisis de supervivencia de los pacientes.

Ademas, se preguntd especificamente si habian recibido la vacuna antigripal
anual ya que la molécula NKp44 es especifica para hemaglutininas de los virus

Influenza’®, sin encontrar diferencias entre grupos.

Por otro lado, aunque se ha descrito que con la edad se modifica el nimero de
células NK circulantes®, nuestra poblacién no muestra diferencias entre grupos,
por lo que tampoco influyen en nuestros resultados los cambios de la

celularidad que se producen con la edad.

5.3. SINTOMAS Y SIGNOS

En nuestra serie, el sintoma mas frecuente en los pacientes con derrame pleural
maligno es la disnea (87,1% de los casos). El dolor toracico debido a afectacién
de la pleura parietal, costillas o pared toracica lo padecen aproximadamente dos
tercios de los pacientes con derrame pleural maligno. Tal como describe la
literatura, estas manifestaciones clinicas son las propias de un gran derrame

pleural®.

La afectacion pleural maligna es indicativa de enfermedad muy avanzada por lo
que los pacientes con derrame pleural maligno también suelen presentar
sindrome constitucional. En nuestra poblacién, mas de un tercio de los pacientes
con derrame pleural maligno y paramaligno tienen pérdida de peso y astenia.
Sin embargo, es la pérdida de peso el Unico sintoma dentro del sindrome
constitucional que es diferente estadisticamente entre grupos (p=0,016) (figura
4.3), siendo més frecuente en los pacientes con derrame pleural paramaligno.
Este hallazgo puede explicarse porque méas de dos tercios de nuestros pacientes
con derrame pleural paramaligno tienen cancer de pulmon que se acompafia

frecuentemente de sindrome constitucional. Nuestros datos coinciden con los de
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la bibliografia®, que recoge que la enfermedad se manifiesta por pérdida de
peso y astenia aproximadamente en una tercera parte de los pacientes con

derrame pleural maligno.

Radiol6gicamente encontramos en un 60% de pacientes con derrame pleural
paramaligno la presencia de nédulo pulmonar solitario (p=0,024) (figura 4.4) y
hasta en un 86,7% una masa (p< 0,001), caracteristicas que hicieron sospechar
malignidad. Las adenopatias mediastinicas, como patologia subyacente, son
mas frecuentes en los grupos paramalignos y malignos (p=0,009), mientras la
atelectasia pulmonar lo es en los malignos y benignos (p=0,044). También hay
gue sospechar neoplasia si se observa engrosamiento difuso de la pleura
parietal®®, asi en nuestros pacientes con derrame pleural maligno predominé
sobre los otros grupos (p=0,031) (figura 4.5).

2,454 ‘mas de la mitad de los derrames

Tal y como se describe en las guias
unilaterales que ocupan dos tercios del hemitérax son malignos. Este hecho se
refleja en nuestros resultados, pues la mayoria de los derrames pleurales de la
poblacion del estudio son unilaterales, sobre todo los malignos y paramalignos

(p=0,014) (figura 4.6).

5.4, CARACTERISTICAS DEL LIQUIDO PLEURAL

El aspecto del liquido pleural proporciona una informacién muy Util para su
orientacion etioldgica. La malignidad es la causa méas frecuente de derrames
pleurales heméticos?’. En nuestra poblacién, aunque en los derrames pleurales
malignos predomina el aspecto serohematico y en los benignos y paramalignos
el ambarino, no encontramos estadisticamente diferencias significativas
respecto al aspecto macroscopico del liquido pleural (figura 4.7) probablemente
debido a que es necesario una muestra mayor que la nuestra para poder

establecer estas diferencias macroscopicas. Segin un estudio realizado sobre
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1040 pacientes con derrame pleural, un aspecto claramente sanguineo sugiere
enfermedad maligna, tromboembolismo pulmonar o traumatismo®, y en la serie
de Garcia Lujan®’ la causa mas frecuente de derrames pleurales hematicos

también fue la malignidad.

La determinacion del pH pleural es util en el diagndstico diferencial de los
exudados pleurales. En nuestra serie, la determinacion del pH no ha sido util
para diferenciar los tres grupos de derrames. No obstante, en los pacientes que
tienen una masa pulmonar visible radiol6gicamente, un pH menor de 7,38 en
liquido pleural clasifica al 83,3% de los derrames como malignos (figura 4.23).
En las grandes series, el punto de corte del pH es menor de 7,30 en los derrames
pleurales malignos y se asocia con peor pronostico, mayor rendimiento de la
citologfa y de la biopsia pleural y menor éxito de la pleurodesis quimica®. Por
contra, dos meta-analisis de méas de 400 pacientes con derrame pleural maligno
han mostrado que el pH no deberia usarse como criterio Unico para decidir la

conveniencia de la pleurodesis o para predecir la supervivencia® .

Los valores pleurales de LDH reflejan el grado de inflamacion de las superficies
pleurales. Aunque los valores de LDH del liquido pleural no muestran
diferencias entre los grupos estudiados, nuestros resultados muestran que si la
LDH pleural es menor o igual a 169 clasifica al 91,7% de los derrames pleurales
como benignos (figura 4.23). No encontramos diferencias entre malignos y
paramalignos porque en ambos procesos deben estar inflamadas las superficies
pleurales. Se ha descrito que en los exudados pleurales definidos Gnicamente

por la LDH se debe considerar el diagndstico de neoplasia®.

Se ha demostrado que los niveles bajos de glucosa son debidos al consumo
excesivo por parte del metabolismo celular®. Los derrames pleurales malignos
de nuestra serie tienen unos niveles de glucosa en liquido pleural més bajos que
el resto de grupos (p=0,021) (tabla 4.9). Estos datos coinciden con los
publicados sobre el descenso de glucosa, que se correlaciona ademés con un
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mayor rendimiento diagndstico de la citologia y un valor predictivo de peor

pronastico®.

La diferenciacion entre trasudados y exudados utilizando los criterios de Light®®
se considera el paso inicial en el diagnostico etiolégico de cualquier derrame

pleural®

. En un exudado, la pleura esta directamente implicada en el proceso
patoldgico, por lo tanto los derrames pleurales malignos deben ser exudativos
por definicién. En nuestro estudio, ademas del 100% de los derrames pleurales
malignos, son exudados el 93,3% de los paramalignos y el 80% de los benignos
(p=0,027) (tabla 4.9). Llama la atencién que encontramos una proporcion
elevada de exudados entre los derrames pleurales benignos; una explicacién
seria que solamente cuatro de estos derrames son debidos a insuficiencia
cardiaca, causa mas frecuente de trasudados®, siendo otras las etiologias

halladas en nuestros pacientes (figura 4.14).

El recuento celular es util en el diagnostico diferencial de los exudados
pleurales. En nuestra poblacion, ninguno de los componentes celulares del
liquido pleural de los distintos grupos ha mostrado diferencias significativas
(tabla 4.10). Segun la literatura revisada, en los derrames que predominan los
linfocitos los diagnosticos mas probables son las neoplasias y la tuberculosis
pleural®. Nuestros datos contrastan con esta afirmacion probablemente porque
encontramos muchos paramalignos, derrames debidos a un proceso tumoral, en
la poblacién de estudio. Otras causas serian que en el grupo de los benignos
encontramos dos pacientes diagnosticados finalmente de tuberculosis pleural
cuya presuncién diagndstica inicial era de malignidad, y que practicamente la
mitad de los derrames benignos son inespecificos. Todo ello hace que no
podamos diferenciar nuestros grupos (maligno, paramaligno y benigno) por el

predominio linfocitario carateristico del derrame pleural maligno.
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5.5. DIAGNOSTICO DE LOS DERRAMES PLEURALES

La rentabilidad obtenida de la primera citologia en las setenta y una muestras
analizadas es del 33,8%, y en los derrames pleurales malignos del 77,4%, cuyo
diagndstico mas frecuente es el adenocarcinoma (70,9%). EIl anlisis de
muestras citologicas secuenciales incrementa la rentabilidad hasta en méas del
30% en algunos estudios™ *®, En uno de ellos, la primera citologia result6
positiva en un 65%, la segunda afiadié un 27% y la tercera sélo un 5%*, lo que
apunta que no es rentable repetir la citologia mas de dos veces®. En nuestro
trabajo la segunda citologia s6lo afiade un rendimiento diagnéstico del 6,5%,
inferior a lo descrito. Este resultado podria explicarse por la dificultad para
diferenciar las células mesoteliales muy reactivas de las metéstasis por
adenocarcinoma®, etiologia mas frecuente del derrame pleural maligno en
nuestro trabajo. Por lo tanto, si se han confundido ambas células habra una mala

interpretacién tanto en la primera como en la segunda citologia.

La realizacion de una biopsia pleural transparietal estd recomendada cuando la
citologia no es diagndstica en un derrame pleural sospechoso de malignidad®.
Su sensibilidad es inferior a la de la citologia, y oscila alrededor del 50%%. Tan
solo el 7-12% de los pacientes con derrame pleural maligno pueden ser
diagnosticados por biopsia pleural cuando la citologia es negativa®™. El uso
conjunto de la citologia y la biopsia pleural ciega mejora el rendimiento
diagndstico, incrementando la sensibilidad hasta el 73%, por lo que se
recomienda afiadir toma de muestras mediante biopsia cuando se requiera una
segunda toracocentesis diagnostica®. En nuestro trabajo, aunque la mayoria de
las biopsias se realizaron junto a la segunda muestra citoldgica, sélo el 9,7% de
los pacientes con derrame pleural maligno fueron diagnosticados con la biopsia
pleural transparietal a ciegas cuando la citologia previa era negativa, cifra que
se aproxima a lo publicado®. La menor sensibilidad de la biopsia pleural se

debe a varios factores, como el estadio precoz con minima afectacion pleural, la
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distribucion parcheada del tumor en la pleura afectada y la dificultad en la
obtencién de muestras, bien por la técnica usada, bien por la experiencia del
médico que practica la biopsia. Si se observa un marcado engrosamiento pleural
difuso con escasa cantidad de liquido o presencia de grandes nddulos en la
pleura parietal mediante ecografia o TAC, el rendimiento puede llegar a un 85%

si se realiza puncion-biopsia guiada por estas técnicas de imagen®.

La toracoscopia esta indicada en un derrame pleural exudativo sin diagnostico
tras la realizacion de una toracocentesis diagnostica y una biopsia pleural
cerrada, o tras toracocentesis seriadas. Esta técnica tiene un rendimiento
diagnéstico superior al 95%2 con una sensibilidad en torno al 97%*. Ademas,
permite tomar bajo control visual amplias biopsias de la pleura parietal y
visceral (para inmunohistoquimica y otros estudios), valorar la carga tumoral en
la cavidad pleural, apreciar la existencia de tabiques y cdmaras residuales y
realizar el diagnostico y el tratamiento en el mismo acto, llevando a cabo una
pleurodesis quimica dirigida. En nuestra serie, cinco pacientes fueron sometidos
a toracoscopia y se han diagnosticado dos derrames pleurales malignos y tres
inespecificos. Factores como el entrenamiento del operador, un examen
incompleto de la superficie pleural por adhesiones, o una muestra insuficiente o

no representativa podrian haber influido en estos resultados®.

El diagndstico histolégico mas frecuente del derrame pleural maligno es el
adenocarcinoma® *’. Coincidiendo con la literatura, este es el tipo histolégico
mas frecuente en nuestro estudio (71%), seguido del linfoma (13%) y del
mesotelioma (6,5%). Pocos estudios han estimado la proporcién de derrame
pleural debido a mesotelioma: estudios de los afios 1975, 1985 y 1987
identifican mesotelioma en 1/271, 3/472 y 22/592 pacientes respectivamente®.
Pero, dependiendo de la exposicion a amianto, el mesotelioma puede llegar a ser

la tercera causa de derrame pleural maligno®®.
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La mayoria de los derrames pleurales malignos son producidos por metéstasis
pleurales, sobre todo de tumores pulmonares (méas de un tercio de los casos) y
de mama; ambos representan del 50 al 65% de los mismos®. Linfomas y, con
menos frecuencia tumores del tracto genitourinario y gastrointestinal entre
otros, también son causa de derrame pleural maligno®. Sin embargo, a pesar de
todas las técnicas diagnosticas, en torno al 7-15% de los derrames pleurales
malignos son de primarios desconocidos*® ®. En nuestra serie, la localizacion
mas frecuente del tumor primario es el pulmon, tanto si el derrame pleural se
clasific6 como maligno (51,6%) o como paramaligno (73,3%), y el porcentaje
de los primarios desconocidos corresponde al 9,7% de los derrames pleurales

malignos, cifras que coinciden con las referidas en la literatura.

5.6. PAPEL DE LOS FENOTIPOS CELULARES EN EL DIAGNOSTICO
DEL DERRAME PLEURAL DE ETIOLOGIA DESCONOCIDA

Con el objetivo de evaluar la utilidad de cuantificar las poblaciones linfocitarias,
especialmente las células NK y sus subpoblaciones, en los derrames pleurales
de etiologia desconocida como posible marcador de malignidad, se ha analizado
la correlacion existente entre liquido pleural y sangre periférica de estas células,
y las diferentes poblaciones entre los derrames malignos y benignos, asi como

entre los malignos y paramalignos frente a los benignos.

5.6.1. FENOTIPOS CELULARES EN LIQUIDO PLEURAL

El derrame pleural maligno suele ser un exudado en el que las células NK, cuya
funcién principal es la de identificar y destruir las células tumorales diana,
pueden tener un papel en la defensa local contra la invasion neoplasica de la
cavidad pleural. En nuestro trabajo, aunque centra la atencion en el estudio de
las células NK por ser mas especificas que los linfocitos T en la defensa
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tumoral, se han analizado los linfocitos B y T como componentes de las
poblaciones linfocitarias tanto en el liquido pleural como en la sangre periférica.
El andlisis de la celularidad linfocitaria del liquido pleural no muestra
diferencias en la expresion de una u otra estirpe celular entre nuetros grupos de
pacientes (tabla 4.11 y 4.13), ni entre malignos y benignos (tabla 4.17). La
cuantificacion de las poblaciones linfocitarias (linfocitos B, linfocitos T y
células NK) en los derrames pleurales ha dado resultados contradictorios en
estudios previos: respecto a los linfocitos B y T, Sikora y colaboradores’’ no
encontraron diferencias en el porcentaje de linfocitos B ni de linfocitos T entre
derrames malignos y benignos, mientras Atanackovic y colaboradores®, aunque
no en el porcentaje de linfocitos T, si hallaron un porcentaje de linfocitos B mas

alto en los malignos.

Respecto a las células NK, existen datos contradictorios: unos autores
observaron un aumento del porcentaje de células NK en derrame pleural

™ 7578 otros disminucion’’, e incluso algunos grupos no hallaron

maligno
diferencias entre derrames benignos y malignos’. Teéricamente, la
determinacion de un elevado porcentaje de células NK en los derrames
malignos podria ayudar a establecer su naturaleza tumoral. Sin embargo, los
datos publicados parecen indicar que no es suficiente determinar solamente las
NK totales para diferenciar derrames malignos de benignos. En este sentido,
puesto que las NK totales es una poblacién amplia, hemos considerado
interesante centrar la investigacion en el estudio de las subpoblaciones de NK
que se caracterizan por tener funciones mas especificas, reguladoras o

citotoxicas.

La presencia de células neoplésicas en el liquido o tejido pleural deberia reflejar
el aumento de la actividad citotoxica en los derrames pleurales malignos
respecto a los de otras etiologias. Disponemos de escasa informacion sobre las

diferencias de las subpoblaciones de NK entre derrames malignos y benignos:
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Scherpereel y colaboradores® compararon 38 derrames pleurales malignos por
adenocarcinoma, 30 benignos con lesiones pleurales asociadas a amianto, 79
mesoteliomas y 15 benignos, encontrando un aumento de CD16+ en liquido
pleural en todos los grupos salvo en los benignos sin lesiones pleurales.
Cornfield y colaboradores® analizaron 30 derrames malignos (pleurales,
pericardicos y asciticos) y 30 benignos sin encontrar diferencias en el porcentaje
de las NK totales ni en ninguna de las subpoblaciones estudiadas (NK CD16+,
NK CD56 bright CD16+ y NK CD56 dim CD16+). So6lo observaron un
aumento del valor absoluto (células/ul) de las NK CD16+ en los derrames
malignos. Por otra parte, aunque no era el objetivo del trabajo®®, Pace y
colaboradores encontraron que los porcentajes de las NKCD16+ de los
pacientes con derrame pleural maligno y los debidos a insuficiencia cardiaca
fueron similares, tanto en el liquido pleural como en la sangre periférica. En
nuestro estudio, atendiendo a la intensidad de expresion de los antigenos de
superficie CD56 y CD16 hemos analizado estas mismas subpoblaciones de NK,
afiadiendo la subpoblacion NK CD57+ por su actividad citotoxica, y no
encontramos diferencias entre grupos (tabla 4.12) ni entre malignos y benignos

(tabla 4.18) en ninguna de las células estudiadas en el liquido pleural.

A pesar de que las NKCD57+ tienen una alta actividad citolitica®, no hay
estudios publicados sobre este marcador en el derrame pleural maligno, siendo

el nuestro el primer trabajo que lo analiza.

La comparacion de nuestros hallazgos con los pocos estudios existentes sobre
este tema es complicada por la variabilidad de la metodologia utilizada.
Scherpereel y colaboradores® cuantificaron las células NK en funcién de la
etiologia del derrame, Cornfield y colaboradores® analizaron derrames
pleurales, pericardicos y asciticos y no solamente pleurales. Nuestros datos
coinciden con los de estos ultimos autores, que no encontraron diferencias en el

porcentaje de ninguna de las subpoblaciones de NK en liquido pleural. Respecto

148



a los resultados hallados por Pace y colaboradores®, por una parte incluyeron
s6lo a 19 pacientes con derrame pleural maligno y por otra, el grupo de
benignos (todos debidos a fallo cardiaco) es diferente al nuestro, que hay solo
cuatro pacientes diagnosticados de insuficiencia cardiaca siendo el resto otras
etiologias benignas.

Actualmente, son necesarios mas estudios que aclaren los datos previos debido
a la escasa informacion existente y a la importancia clinica que puede conllevar

el conocimiento de las subpoblaciones de las NK en el derrame pleural maligno.

5.6.2. FENOTIPOS CELULARES EN SANGRE PERIFERICA

En cuanto a la celularidad linfocitaria de la sangre periférica, las subpoblaciones
de las NK, tanto en el analisis por grupos como en el de malignos frente a
benignos, muestran que la subpoblacién CD56 dim CD16- es mas alta en los
benignos, y las subpoblaciones CD56 dim CD16 + y NK CD16+ aparecen
mayoritariamente en el grupo conjunto de malignos y paramalignos (tabla 4.14)
y en malignos aisladamente (tabla 4.20), lo que indica que una alta expresion de
CD16 las hace eficientes mediadores de la citotoxicidad celular dependiente de

anticuerpo® con expresion en sangre pero no en liquido pleural.

Estos hallazgos del estudio hacen plantearnos si hay una respuesta sistémica

mas importante que la local en los pacientes con derrame pleural maligno.

5.6.3. FENOTIPOS CELULARES EN LIiQUIDO PLEURAL Y SANGRE
PERIFERICA

Nuestros resultados se aproximan a los datos publicados con un porcentaje de

linfocitos B similar en liquido pleural (6,9%) y sangre periférica (8%), un
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predominio de linfocitos T en liquido pleural (80,5%) y de células NK en sangre
periférica (11,6%).

Un reciente estudio® sobre poblaciones linfocitarias en liquido pleural y sangre
periférica de 25 pacientes con derrame pleural maligno, muestra que el
porcentaje de linfocitos B era similar en ambas muestras con una media del 6%,
el de linfocitos T predomind en liquido pleural (media 72%) y respecto a las
células NK, igual que en las anteriores poblaciones, no hubo diferencias. Otros
autores también encontraron la misma distribucion de linfocitos en el liquido
pleural de los derrames pleurales malignos con parecidos porcentajes: 77%
linfocitos Ty 6,9% linfocitos B®.

En la misma linea que nuestros resultados, recientemente ha sido reportado que,
en pacientes con cancer pulmén y derrame pleural maligno, la media del
porcentaje de células NK en liquido pleural (7,7%) fue significativamente

inferior al de sangre periférica (15,2%)%.

Se han identificado subpoblaciones de células NK dependiendo de las funciones
que son capaces de realizar. Las células NK CD56 bright o reguladoras,
representan un 10% de las NK circulantes en sangre, siendo mas abundantes en
otros tejidos, como el pleural®® ® ® A diferencia, las NK CD56 dim o

citotdxicas predominan en sangre periférica en un 90%.

Aunque se han observado NK reguladoras en tumores sélidos como el
carcinoma de pulmon no células pequefas, el carcinoma de células renales y el
cancer de mama, hay escasa informacion sobre las subpoblaciones y funciones
de las células NK presentes en los derrames pleurales malignos de pacientes con
tumores primarios y metastasicos de diversos origenes. En este sentido, nuestros
resultados muestran un predominio de las subpoblaciones NK CD56 bright, NK
CD56 bright CD16- y NK CD56 bright CD16+ en liquido pleural en todos los
grupos. Asi mismo, también se ha observado una proporcion més elevada de las

NK CD56 bright en liquido pleural respecto a sangre periférica en un estudio de
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15 pacientes con derrame pleural maligno®. Recientemente se ha comparado la
subpoblacion definida como CD56 bright CD16 low (alta expresion del
antigeno CD56 y baja del CD16) y la CD56 dim CD16+ del liquido pleural con
sangre periférica en 25 pacientes (12 mesoteliomas y 13 tumores metastasicos
de diferente origen) obteniendo un predominio de la primera subpoblacion
descrita en la pleura y de la segunda en la sangre®.

Tanto los datos de nuestro estudio como los de las otras series® &

apuntan que
las células NK CD56 bright o reguladoras, capaces de producir grandes
cantidades de citoquinas probablemente en respuesta a la estimulacion tumoral,

predominan en el liquido pleural en relacion con la sangre periférica.

En nuestra serie, las subpoblaciones de NK con mayores porcentajes en todos
los grupos en la sangre periférica son: la NK CD56 dim CD16+, NK CD56 dim
y la NK CD16+. Estos resultados coinciden con los publicados en los que
observan una elevada proporcion de las subpoblaciones NK CD56 dim
CD16+%, NK CD56 dim® y NKCD16+°* ® ® en sangre periférica.

También encontramos un predominio de la subpoblacion NKCD57+ en sangre
periférica respecto al liquido pleural, siendo ésta la primera vez que se describe

este hallazgo.

Un solo articulo ha analizado el receptor de citotoxicidad natural NKp44 en los
pacientes con derrame pleural maligno observando una baja expresion tanto en
liquido pleural como en sangre periférica®. En nuestro estudio, aunque también
encontramos una escasa expresion de NKp44 en liquido pleural, en sangre
periférica esta ausente en todos los grupos. Esta situacion puede ser explicable
porque probablemente el estudio de los receptores de citotoxicidad natural en
fresco necesiten mayor sensibilidad en el citometro de flujo para detectarlos que
las poblaciones linfocitarias, es decir que esa sensibilidad sea mayor de 102-10°

(reconocimiento de un linfocito entre 100 — 1000 células). Se ha observado un
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aumento de la expresion de NKp44 cuando se cultiva con IL-2% ya que las
citoquinas 1L-2, IL-12, IL-15 e IL-18 junto con los interferones o y B activan a
las células NK. Nosotros descartamos realizar estimulacion con interleuquinas
porque perderiamos la ventaja de la rapidez de diagndstico que ofrece la
citometria de flujo de las muestras en fresco, ademéas de que supone un mayor

coste.

5.6.4. CORRELACION DE LAS POBLACIONES DE NK ENTRE
LIQUIDO PLEURAL Y SANGRE PERIFERICA

No hay datos en la literatura que hayan estudiado la relacion de las NK y sus
subpoblaciones entre el liquido pleural y sangre periférica.

Nosotros hemos  encontrado  correlaciones  positivas  significativas
principalmente en los valores porcentuales de las NK totales y de las
subpoblaciones NK CD56 bright CD16+ y NK CD56 dim (tabla 4.16), lo que
podria indicar que la respuesta sistémica y local van en el mismo sentido, es
decir cuando haya un aumento de las células NK en sangre periférica también lo

habré en el liquido pleural.

5.6.5. EFICACIA DIAGNOSTICA DEL ANALISIS DE LOS FENOTIPOS
CELULARES

Como se ha mencionado previamente, no es suficiente el estudio de las
poblaciones linfocitarias (linfocitos B, T y células NK totales) para diferenciar
derrames malignos de benignos. El analisis de las subpoblaciones NK podria
ayudarnos a establecer esta diferencia por la especificidad de sus funciones,
citotoxicas o reguladoras. Sin embargo, los pocos trabajos publicados son
metodoldgicamente distintos y por tanto dificiles de comparar. En nuestros
resultados, aunque no encontramos diferencias en las subpoblaciones de NK de
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liquido pleural para discriminar malignos de benignos, si las hallamos en las
subpoblaciones de sangre periférica: NK CD56 dim CD16-, NK CD56 dim
CD16 + y NK CD16+ (tabla 4.20). Por ello, para determinar la eficacia
diagndstica del andlisis de estas subpoblaciones en sangre se ha realizado un
andlisis de curva COR.

Las subpoblaciones con mayor éarea bajo la curva son la NK CD56 dim CD16+
(0,761) y la NK CD16+ (0,757). Es decir, la determinacion del porcentaje de
estas subpoblaciones en sangre periférica es un test diagnéstico con una
capacidad aceptable para discriminar un paciente con derrame pleural maligno

de benigno. Este resultado no ha sido reportado anteriormente.

No hay trabajos publicados que hayan analizado el valor que tienen las
subpoblaciones de NK en sangre periférica para diferenciar pacientes con
derrame malignos de benignos, por lo que nuestro resultado no hemos podido

contrastarlo con otros estudios.

5.6.6. RATIO LP/SP DE NK 'Y SUS SUBPOBLACIONES

Con la intencién de mejorar el rendimiento diagndstico de las subpoblaciones
de NK en liquido pleural y basandonos en que el estudio de componentes de
liquido pleural siempre se realiza en relacion a la sangre, es muy interesante
evaluar si la determinacion de la ratio LP/SP de las poblaciones de NK podrian

ayudar al diagndstico del derrame pleural maligno.

Nuestros resultados muestran que la ratio LP/SP de la subpoblacion CD56
bright CD16- y la de la CD56 dim CD16 - son mas altas, es decir encontramos
mayor porcentaje de células reguladoras y citotoxicas respectivamente en
liquido pleural respecto a la sangre en los derrames pleurales malignos y
paramalignos que en los benignos (tabla 4.21 y 4.22). Estos hallazgos no
pueden ser sustentados con la literatura porque no se han reportado antes.
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Solamente Atanackovic y colaboradores® han utilizado la ratio LP/SP de NK
totales (CD3- CD56+) no de subpoblaciones, para diferenciar derrames
malignos de benignos. Estos autores compararon la ratio de NK liquido (pleural
y peritoneal)/SP de 17 pacientes con derrame benigno (ascitico), 11 con
maligno peritoneal y 16 con derrame pleural maligno observando una
disminucién significativa de la ratio de células NK liquido/SP en los grupos de
pacientes con derrames malignos. En nuestro trabajo la ratio LP/SP de NK
totales no muestra diferencias entre grupos. Ambos resultados son dificiles de
comparar puesto que el grupo de los benignos es distinto, en su estudio son
liquidos asciticos debidos a cirrosis hepatica mientras que en el nuestro son

pleurales y ademas de diferentes etiologias.

Una ratio LP/SP de NK CD56 bright CD16- y NK CD56 dim CD16- elevada en
los derrames malignos y paramalignos frente a los benignos, ambas sin
expresion del antigeno de superficie CD16 responsable de la citotoxicidad
dependiente de anticuerpo, nos hace pensar que para el diagnéstico del derrame
pleural maligno y paramaligno aporta mas la capacidad citotoxica espontanea o
natural de las células NK, primera en actuar, que la depediente de anticuerpo, la
cual se lleva a cabo cuando el organismo ya ha desarrolado una respuesta

especifica humoral.

Para determinar la eficacia diagndstica de la ratio LP/SP de estas
subpoblaciones se ha realizado un andlisis de curva COR, cuya éarea bajo la
curva es de 0,757 para la ratio LP/SP de NK CD56 bright CD16- y 0,741 para la
de NK CD56 dim CD16-. Por lo tanto, la determinacion de la ratio LP/SP de
estas subpoblaciones parece ser un test diagndstico con una capacidad aceptable
para discriminar un paciente con derrame pleural maligno y paraneopésico de

benigno.
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5.6.7. ARBOL DE DECISION PARA EL DIAGNOSTICO DEL
DERRAME PLEURAL DE ETIOLOGIA DESCONOCIDA

Finalmente, puesto que el abordaje del diagnostico del derrame pleural mejora
al evaluar conjuntamente sus propias caracteristicas con otras variables clinicas,
radioldgicas y analiticas, hemos configurado un arbol de decision para el
diagnostico del derrame pleural maligno de nuestra serie mediante el método
CHAID. Para ello se han utilizado como variables dependientes los derrames
pleurales malignos, paramalignos y benignos, y como independientes, tras una
metodologia paso a paso, los antecedentes personales de cancer, la disnea, la

masa y el engrosamiento pleural.

El arbol de decision de la figura 4.22 muestra que:

e Lavariable “MASA” es el mejor predictor para el diagnostico del derrame
pleural de etiologia desconocida, con tres categorias: malignos,

paramalignos y benignos.

e EI 77,8% de los derrames pleurales seran malignos si cuando no hay masa
pulmonar visible, existe engrosamiento pleural. Si observamos una masa
pulmonar y el paciente refiere disnea la probabilidad de que sea maligno es
del 66,7%, que aumenta al 78,6% si tiene antecedentes personales de

cancer.

e La mayor probabilidad de que sea paramaligno (77,8%) se da entre los

pacientes que tienen masa pulmonar, pero no disnea.

Posteriormente, hemos realizado un segundo arbol de decision incluyendo las
variables cuantitativas de las pruebas realizadas en el andlisis del liquido pleural

categorizadas, es decir con puntos de corte establecidos mediante el método
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CHAID. Se han utilizado nuevamente como variables dependientes los
derrames pleurales malignos, paramalignos y benignos, y como variables
independientes la disnea, masa, pH categorico (mayor o menor a 7,38) y LDH
en liquido pleural categdrico (mayor o menor a 169 UI/L).

Este nuevo arbol de decisidn de la figura 4.23 muestra que:

o Lavariable “MASA” es el mejor predictor para el diagndstico del derrame
pleural de etiologia desconocida, con tres categorias: malignos,
paramalignos y benignos.

e La mayor probabilidad de que sea maligno en un 83,3% se da entre los
tienen masa pulmonar visible radiolégicamente y un pH < 7,38 en el
liquido pleural. Si el pH es > 7,38 lo mas probable es que sea paramaligno
en un 73,3% de los casos.

e La mayor probabilidad de que sea benigno (91,7%) se da entre los que no
tienen masa pulmonar y la LDH en liquido pleural es < 169 UI/L. Si tienen
una LDH en liquido pleural > 169 UI/L y disnea, la probabilidad de que sea

maligno aumenta hasta el 65,2%.

En resumen, estos arboles de decision nos indican que el hallazgo de una masa
pulmonar en las exploraciones realizadas al inicio del estudio es el mejor
predictor para el diagnéstico de malignidad del derrame pleural. Si nos fijamos
en las variables clinicas y radioldgicas podemos decir que si el paciente tiene
una masa pulmonar pero no disnea, lo mas probable es que el derrame pleural
sea paramaligno. En cambio si se acompafia de disnea aumenta la probabilidad
de malignidad. Si el paciente no tiene masa pulmonar, es mas probable que sea

maligno cuando observamos engrosamiento pleural.

En el andlisis del liquido pleural las variables que mas nos aportan en la
sospecha diagndstica de malignidad son el pH y la LDH. Si el paciente tiene

una masa pulmonar y un pH < 7,38 la probablilidad de que sea maligno es alta,
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pero si el pH es > 7,38 probablemente sea paramaligno. Cuando un paciente no
tiene masa pulmonar y la LDH en liquido pleural es < 169 UI/L lo mas probable
es que sea benigno, pero si la LDH en liquido pleural es mayor a 169 UI/L y
ademas asocia disnea aumenta la probabilidad de malignidad.

Segun estos arboles de decision la determinacion de las poblaciones de NK en
liquido pleural no incrementa la posibilidad de un diagnostico de malignidad del
derrame pleural, aunque seria necesario un mayor tamafio muestral para mejorar

la significacion estadistica de estos resultados.

No hemos encontrado ningln arbol de decision en la literatura que incluya el

y
nuestro estudio, son los hallazgos clinicos, radiolégicos y parametros

analisis de las células NK del liquido pleural. Tal como muestran las guias® %

bioquimicos del liquido pleural los que ayudan a establecerlo.

5.7. SUPERVIVENCIA DE LA POBLACION DE ESTUDIO

El derrame pleural maligno es un signo de enfermedad avanzada ya que implica
la afectacion del espacio pleural por parte de dicho proceso maligno, ademas,
asocia un deterioro sintomatico y un empeoramiento en la calidad de vida que
con frecuencia se acompafia de un mal pronéstico con una supervivencia media

que varia entre 3 y 12 meses desde el momento del diagndstico®.

En nuestro estudio, con un seguimiento medio de 640,4 + 242 dias, mas de la
mitad de los pacientes (57,7%) fallecieron. De ellos, el 53,7% eran derrames
pleurales malignos con una mediana de supervivencia de 31dias, y el 24,4%
tenian derrame pleural paramaligno con una mediana de supervivencia de 72
dias. Ademas, hemos observado una relacion significativa entre el diagnostico

del derrame (maligno, paramaligno o benigno) y el tiempo de supervivencia.
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Recientemente, Abrao y colaboradores han estudiado 86 pacientes con derrame
pleural maligno de diversos origenes en tratamiento paliativo, y encontraron que
la mediana de supervivencia era de 127 dias®. Asi mismo, Kasapoglu y
colaboradores evaluaron 199 pacientes con derrame pleural maligno y céncer de
pulmoén no células pequefias, reportando una mediana de supervivencia de 4,4
meses™. Sin embargo, otros autores analizan la supervivencia de 365 pacientes
también con cancer de pulmoén y derrame pleural maligno al inicio del
diagnéstico, y encuentran una mediana de supervivencia de 14,3 meses®.
Nuestros pacientes con derrame pleural maligno y paramaligno tienen un peor
prondstico que lo publicado en estas series. La extension tumoral, el desarrollo
del derrame pleural al diagnéstico de la enfermedad neoplésica o durante el
curso de la misma, asi como el retraso en iniciar el estudio del liquido pleural
gue se observa radiol6gicamente en pacientes con tumor primario derivados de
otras especialidades, son causas no analizadas en este trabajo que han podido

influir en la menor supervivencia hallada de nuestra poblacién.

Debido a la elevada mortalidad de los pacientes con derrame pleural maligno
seria muy util conocer si los fenotipos celulares contribuyen al prondstico.
Nuestros resultados (tabla 4.25, 4.26 y 4.27) muestran que el calculo de la ratio
LP/SP tiene una mayor rentabilidad para establecer el prondstico que el analisis
de las subpoblaciones de NK por separado en liquido pleural o sangre
periférica, siendo la ratio LP/SP de NK CD16+ y NK CD57+ las que mas
incrementan el riesgo de muerte (HR de 5,025 y 2,936 respectivamente).

En el derrame pleural maligno, el porcentaje de las NK CD57+, tanto en liquido
pleural (aunque en éste roza la significacion estadistica) como en sangre
periférica, es mayor en los pacientes que fallecieron durante el seguimiento
(tabla 4.30 y 4.36 respectivamente). Sin embargo, en el anlisis de regresién de
Cox ajustado la variable que més aumenta el riesgo de mortalidad es la ratio
LP/SP de la subpoblacion NK CD16+ con una HR de 6,1 (tabla 4.28). Tal como
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apuntan el analisis univariado y multivariado de nuestro estudio, los valores
elevados de la subpoblacion NK CD57+ y principalmente de la NK CD16+
tendrian un valor de mal prondstico en los pacientes con derrame pleural
maligno, hecho esperable porque ambas subpoblaciones tienen una potente
actividad citotoxica.

Existen datos en relacion con otros tumores y marcadores de enfermedad

maligna:

Se ha publicado que la expresion de CD16+ es un factor de buen pronéstico
respecto a la supervivencia de determinados tumores. Asi, en un estudio de
pacientes con cancer metastasico de estdbmago y pulmon, la HR del porcentaje
de la poblacion denominada NK T CD16+ (CD3+ CD56+ CD16+) en sangre
periférica es 0,499 (IC 95% 0,296-0,841)%, y en otro de pacientes con cancer
colorrectal la HR del porcentaje de CD16+ en tejido fue de 0,71 (IC 95% 0,6-
0,9)%.

Solamente un articulo® ha descrito la subpoblacién NK CD16+ en derrames
malignos, analizando 73 (53 peritoneales y 20 pleurales), la mayoria por cancer
de ovario, y observaron que la presencia de NK CD16+ en liquido pleural y
peritoneal se asocié a peor supervivencia por Kaplan-Meier respecto a los que
tenian NK CD16-. Sin embargo, en el analisis de regresion de Cox ajustado,

solo el estadio tumoral fue predictor de supervivencia.

En resumen, la subpoblacion NK CD16+, citotéxica, tiene un papel en el
pronostico en los pacientes con cancer. Segun lo publicado, esta subpoblacién
de NK en sangre periférica y tejido (cancer) es un factor pronostico favorable.
Sin embargo, tal como sucede en nuestra serie, en derrames malignos se asocia
a peor supervivencia. Basandonos en que la afectacion neoplasica de la pleura

implica enfermedad avanzada y mal prondstico, probablemente cuando
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aumentan las células NK CD16+ en liquido pleural el paciente tiene ya mucha

carga tumoral.

En la actualidad no hemos encontrado ningan estudio sobre el valor pronéstico
de la subpoblacion NK CD57+ en liquido pleural en los pacientes con derrame
pleural maligno. Villegas y colaboradores® analizaron si las células NK CD57+
que infiltraron los carcinomas escamosos de pulmon influyeron en la
supervivencia de los pacientes que se habian intervenido. El riesgo de muerte de
los pacientes con menos de cinco células NK CD57+ por campo fue 2,5 veces
mas alto que aquellos con méas de cinco por campo. Es decir, los pacientes con
un nimero mas alto de células NK CD57+ asociadas a tumor tuvieron mejor
prondstico, lo que indicaria que la respuesta citotéxica local sobre un tumor
pulmonar en estadio quirdrgico es efectiva, y por tanto, implica mayor
supervivencia. Sobre el derrame pleural maligno esta respuesta citotdxica
también estd presente pero, debido a la importante carga tumoral existente en
este estadio de la enfermedad, ya no es lo suficientemente eficiente para mejorar

el prondstico de estos pacientes.

Puesto que un ndmero elevado de células NK CD57+ en tejido se asocian a
mayor supervivencia y no hay informacion disponbible en la literatura sobre el
significado pronostico de esta subpoblacién de NK en liquido pleural que
nuestros resultados apuntan a un peor pronéstico, son necesarios mas estudios

que corroboren estos hallazgos.

5.7.1. ARBOL DE DECISION PARA EL PRONOSTICO DEL DERRAME
PLEURAL DE ETIOLOGIA DESCONOCIDA

En nuestra poblacion, la supervivencia de los pacientes con derrame pleural
maligno o paramaligno no supera el 10% a los tres meses. Nos planteamos

configurar un arbol de decision mediante el método CHAID que aproxime al
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pronostico del derrame pleural de etiologia desconocida. Para ello, se ha
utilizado como variable dependiente el éxitus y como independientes la
presencia de masa pulmonar, astenia y la ratio LP/SP de CD56dim CD16+.

El arbol de decision de la figura 4.25 muestra que:

e Lavariable “MASA” es el mejor predictor para el pronéstico del derrame

pleural de etiologia desconocida, con dos categorias: que sea 0 no éxitus.

e La mayor probabilidad de que sea éxitus en un 100% de los casos se da

entre los pacientes que tienen masa pulmonar visible y astenia.

e La probabilidad mas alta de que sobrevivan (92,9%) se da entre los que no
tienen masa pulmonar visible y la ratio LP/SP de NK CD56dim CD16+ es <
0,43.

Este arbol nos indica que la masa pulmonar es el mejor predictor para el
prondstico del derrame pleural de etiologia desconocida. Si nos fijamos en las
variables clinicas y radioldgicas podemos decir que cuando el paciente tiene una
masa pulmonar y astenia probablemente fallecera. Sin embargo, si no hay masa
pulmonar en el TAC y la ratio LP/SP de la subpoblacion NK CD56dim CD16+

esta disminuida, lo méas probable es que tenga mayor supervivencia.

El carcinoma de pulmén es la causa mas frecuente de derrame pleural
maligno®. Cuando metastatiza a pleura se asocia a mal prondstico con un
tiempo de supervivencia de s6lo unos meses®, por lo tanto, en pacientes con
derrame pleural la presencia de una masa pulmonar en el TAC y astenia (uno de
los sintomas del sindrome constitucional) indican una mayor probabilidad de

fallecer en poco tiempo.

No hemos encontrado en la literatura un arbol de decisidn sobre el prondstico
que incluya el andlisis de las células NK del liquido pleural por lo que no

podemos comparar nuestros resultados. Segun nuestro arbol, cuando la ratio
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LP/SP de la subpoblacion NK CD56 dim CD16+ (citotoxica) es < 0,43, punto
de corte establecido mediante CHAID, tendr4 mayor supervivencia debido
probablemente a que la presencia de menos células NK citotdxicas en liquido
indica una menor carga tumoral en la cavidad pleural, aunque seria necesario
aumentar el tamafio de la muestra para mejorar la significacion estadistica de

nuestros resultados.

5.8. LIMITACIONES DEL TRABAJO

La principal limitacion de este estudio podria ser el hecho de que hay una
considerable proporcion (21,1%) de los derrames pleurales incluidos que son

paramalignos. Otros estudios®” %

no incluyen este grupo de pacientes debido
probablemente a que el comportamiento de este derrame no es tan claro como el
de uno maligno o benigno. Puesto que tiene caracteristicas propias, se asocia a
mal prondstico y esta presente en una proporcion de pacientes con tumores
primarios, decidimos incluirlos para reflejar la préctica clinica habitual. Sin
embargo, aunque hemos aumentado el tamafio muestral calculado inicialmente,
probablemente necesitariamos un mayor numero de derrames pleurales
malignos para obtener resultados mas concluyentes sobre el valor de analizar las

NK 'y sus subpoblaciones.

Otra limitacion que nos hemos encontrado es la bibliografia inexistente, escasa
o metodolégicamente diferente que ha dificultado comparar nuestros resultados,

que por otra parte son inéditos hasta ahora.

5.9. IMPLICACIONES CLINICAS

Como ya hemos comentado, la citometria de flujo es una técnica que permite un

andlisis rapido, preciso y reproducible de las células del liquido pleural
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pudiendo complementar a la citologia y podria formar parte de nuestra practica
clinica habitual.

No obstante, el valor del andlisis aislado de las poblaciones linfocitarias en los
derrames pleurales, sean malignos o benignos, no esta clara en la literatura.
Actualmente, son necesarios mas estudios que aclaren el papel que pudieran
tener el estudio de los diferentes fenotipos celulares en el diagnostico de
malignidad del derrame pleural. La escasa informacion existente dificulta
valorar la importancia clinica que podria conllevar el conocimiento de las
subpoblaciones de las NK del liquido pleural en pacientes con derrame pleural
maligno. Sin embargo, nuestros resultados coinciden con la bibliografia en que
hay una proporcion méas elevada de las subpoblaciones NK CD56 bright o
reguladoras con alta capacidad de produccién de citoquinas en liquido pleural
respecto a sangre periférica en el derrame pleural maligno, situacion que se
produce cuando las células NK migran a la cavidad pleural en respuesta al

estimulo causado por las células tumorales.

Respecto al receptor de citotoxicidad natural NKp44, nuestros resultados
muestran que no aporta valor ni al diagnostico ni al prondstico del derrame
pleural ya que tiene escasa expresion en liquido pleural y nula en sangre

periférica en todos los grupos de pacientes estudiados.

La ratio LP/SP de determinadas poblaciones de NK reguladoras y citotdxicas
(NK CD56 bright CD16- y NK CD56 dim CD16 -) podria ayudar a discriminar

pacientes con derrame pleural maligno y paramaligno de benigno.

Dada la baja supervivencia de los pacientes con derrame pleural maligno en el
momento de su diagndstico, seria muy Util conocer si los fenotipos celulares
existentes en el liquido pleural contribuyen al prondstico. Existe escasa

literatura al respecto. Nosotros hemos encontrado que la subpoblacion NK
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CD16+, citotoxica, parece tener un papel en el prondstico de los pacientes con

derrame pleural maligno.

En la practica clinica habitual, es necesario tener en cuenta variables clinicas,
radioldgicas y analiticas del liquido pleural tanto en el diagndstico como para
establecer un pronostico del derrame pleural de etiologia desconocida. Ademas,
el arbol de decision nos indica que la ratio LP/SP de una subpoblacion de NK
citotoxica, la NK CD56 dim CD16+, también podria aportar valor al pronéstico

de los pacientes con esta patologia.
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6. CONCLUSIONES

A la vista de nuestros resultados, podemos concluir:

1.

La determinacion aislada del porcentaje de células NK en liquido
pleural de los derrames pleurales de etiologia desconocida no permite
diferenciar entre malignos y benignos. Tampoco la de sus

subpoblaciones incluyendo las que tienen funcion citotoxica.

La determinacion aislada del porcentaje en sangre periférica de las
subpoblaciones NK CD56 dim CD16+ y NK CD16+, con funcién
citotoxica dependiente de anticuerpo, es un test diagnéstico con una
capacidad aceptable para discriminar un paciente con derrame pleural
maligno de benigno, lo que sugiere una respuesta sistémica al tumor

mAas que una respuesta local.

La ratio LP/SP de las NK CD56 bright CD16- y NK CD56 dim CD16 -,
poblaciones de NK reguladora y citotdxica respectivamente sin
expresion del antigeno de superficie CD16 responsable de la
citotoxicidad dependiente de anticuerpo, tienen una capacidad
diagndstica aceptable para discriminar un derrame pleural maligno o

paramaligno del benigno.

El receptor de citotoxicidad natural NKp44, especifico de la célula NK
activada, no aporta valor al diagnéstico ni al prondstico en los pacientes

con derrame pleural, tampoco en el derrame pleural maligno.

El mejor factor prondstico de mortalidad en los pacientes con derrame
pleural maligno es la ratio LP/SP de la subpoblacion NK CD16+
(citotoxica dependiente de anticuerpo) incrementando el riesgo de

muerte 6,1 veces.
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6. La combinacion de los hallazgos clinicos, radiolégicos y de bioquimica
del liquido pleural ayudan a establecer el diagndstico de malignidad del
derrame pleural. El andlisis de la celularidad pleural no incrementa la

posibilidad de un diagndstico de malignidad en el arbol de decision.

7. En cuanto al pronostico, son los hallazgos clinicos (astenia),
radioldgicos (masa pulmonar) y una disminucion de la ratio LP/SP de la
subpoblacion NK CD56 dim CD16+ (citotoxica), las variables que mas

influyen para establecer el pronéstico del derrame pleural.
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ANEXO 1: HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y DOCUMENTO

DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: Valor de las subpoblaciones de las células
natural killer y del receptor de citotoxicidad natural NKp44 como
biomarcadores de malignidad en derrames pleurales.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dra. Susana Herrera Lara.
CENTRO: Hospital Universitario Dr. Peset (Servicios de Neumologia y

Hematologia).

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion
en el gque se le invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el
Comité Etico de Investigacion Clinica del hospital que es el encargado de
revisar los estudios de investigacién a fin de garantizar el rigor cientifico
del mismo vy las condiciones éticas y legales que protegen los derechos y

el bienestar de los pacientes.

Nuestra intencion es tan solo que usted reciba la informacion correcta y
suficiente para que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este
estudio. Para ello lea esta hoja informativa con atencion y nosotros le
aclararemos las dudas que le puedan surgir. Ademas, puede consultar con

las personas que considere oportuno antes de firmar este documento.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede
decidir no participar o cambiar su decision y retirar su consentimiento en
cualquier momento, sin que por ello se altere la relacién con su médico ni
se produzca perjuicio alguno en el diagnostico y tratamiento de su

enfermedad.
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NATURALEZA Y PROPOSITO DEL ESTUDIO

Le proponemos unirse a este estudio porque usted tiene en la radiografia de
torax un derrame pleural (liquido en la cavidad pleural) de origen todavia no
conocido por lo que debe someterse a un analisis del liquido para poder precisar
a qué se debe y darle el tratamiento mas adecuado. Aprovechando las muestras
de liquido que obtendremos en ese estudio imprescindible para saber la causa de
su derrame, realizaremos el analisis de determinadas células (se llaman NK) y
de sus marcadores con el fin de estudiar si este analisis que va mas alla del
rutinario, aumenta la posibilidad de establecer la causa del derrame pleural que
padece, con el objetivo de obtener un diagnostico mas precoz y poder iniciar

intervenciones terapéuticas lo antes posible.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Para el estudio del derrame pleural es necesario realizarle una toracocentesis
diagnoéstica (extraccién de liquido pleural); si con esta primera técnica no
obtenemos el diagndstico, los siguientes pasos serian la biopsia pleural ciega y
la toracoscopia. La informacion precisa de cada procedimiento asi como los
consentimientos informados de dichas técnicas se le entregarian antes de
realizarle cualquiera de ellas, con independencia de su participaciéon en este
estudio. Este es el protocolo de estudio estandar ante cualquier derrame pleural,
por tanto no se realizaran otros procedimientos invasores que no sean los

habituales.

El mismo dia que se realice la toracocentesis diagnostica, se realizard un
andlisis de sangre en el que, ademas de comprobar que no hay alteraciones en su
coagulacion que contraindicarian el procedimiento, se va a determinar mediante
citometria de flujo (técnica que permite un andlisis rapido, preciso y

reproducible de las células) la presencia de células NK (implicadas en los
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mecanismos de defensa del cuerpo humano), y su receptor de citotoxicidad
natural NKp44 (que expresa la actividad de las células NK), motivo de este
estudio.

Asi mimo, se le realizard una extraccion de sangre para serologia de VIH, todo
ello con el proposito de descartar que esta infeccion no detectada interfiera en
los resultados del estudio.

RIESGOS E INCONVENIENTES

Su participacion en el estudio no incrementa el riesgo de ninguno de los
procedimientos que, de manera habitual, son necesarios para establecer la causa

del derrame pleural que padece.

POSIBLES BENEFICIOS DEL ESTUDIO

La informacion de este estudio ayudara a conocer si existen alteraciones en la
cantidad y expresion de las células NK en los derrames pleurales malignos
frente a los benignos, y de ser asi, poder iniciar intervenciones terapéuticas mas

precozmente con el objetivo de mejorar el prondéstico de su enfermedad.

CONFIDENCIALIDAD

Si usted accede a participar, debe saber que sus datos personales y de su
situacion clinica asi como los resultados del estudio seran recogidos y
guardados de forma anénima y disociada, vinculandose a un cédigo (nimero de

paciente).

Sus datos seran incorporados a una base de datos informatizada de manera que

la informacion que se obtenga no pueda asociarse a persona identificada o
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identificable. Ningin dato serd accesible a ninguna persona que no sea
investigador de este estudio, ni podran ser divulgados por ningun medio,
garantizando en todo momento la confidencialidad de la relacion médico-
paciente (Ley Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos
Personales).

La informacion recogida podria ser revisada por profesionales dependientes de
las Autoridades Sanitarias, miembros del Comité Etico de Investigacion Clinica
y otras personas designadas por la ley para comprobar que el estudio se esta

llevando a cabo correctamente.

COMPENSACION ECONOMICA

Su participacién en el estudio no le supondra ningln gasto, asi como tampoco le

proporcionara ninguna compensacion econémica.
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: Valor de las subpoblaciones de las células
natural killer y del receptor de citotoxicidad natural NKp44 como

biomarcadores de malignidad en derrames pleurales.

(Nombre y apellidos del paciente)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con:

(Nombre y apellidos del investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera

2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

- Por todo ello, presto libremente mi conformidad para participar en el
estudio y doy mi consentimiento para el acceso y utilizacién de mis datos
en las condiciones detalladas en la hoja de informacién.

- Accedo a que las muestras de sangre y liquido pleural obtenidas para el
estudio puedan ser utilizadas en un futuro para nuevos analisis

relacionados con la enfermedad no previstos en el protocolo actual.
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- Doy mi consentimiento para que se pongan en contacto conmigo para
recoger informacion sobre mi estado de salud.

Firma del paciente: Firma del investigador:
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:
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ANEXO 2: BECA OTORGADA AL PROYECTO

Nuestro agradecimiento al apoyo recibido de la Fundacion de Neumologia de la
Comunidad Valenciana que ha otorgado la beca “Investigador Joven” en la
convocatoria de 2012 para la realizacion de este estudio. La dotacion econdémica
de esta beca ha sido integramente destinada a la adquisicion de material de
laboratorio para la determinacion del panel de anticuerpos monoclonales en

liquido pleural y sangre de los pacientes.

No hubo conflicto de intereses.
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