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Resumen La neutropenia inmune se diagnostica por la presencia de auto o aloanticuerpos reactivos con los
neutréfilos. La neutropenia aloinmune neonatal es consecuencia de la sensibilizacion materna a
los antigenos especificos de los neutréfilos paternos que afectan al neonato al atravesar la barrera placentaria.
Se presentan 4 casos de nifios, 2 de ellos hermanos consanguineos con doble vinculo. Se estudiaron los sue-
ros de los pacientes y sus padres. Por citometria de flujo se establecen los valores de referencia de la 1gG
sérica reactiva con los neutréfilos en voluntarios sanos, para 3 diluciones (1/2, 1/5y 1/20) en reaccion autéloga
(suero y células de un mismo individuo) y heteréloga (suero y células de diferentes individuos). Los resulta-
dos se expresan por un indice definido como el cociente entre la mediana de la intensidad de fluorescencia
media del suero incognita y la de un suero utilizado como referencia. Por leucoaglutinacién se evalu6 la dilu-
cion del suero 1/20. Se determiné el nivel de complejos inmunes circulantes. Se determin6 el fenotipo, para
los epitopes HNA-1a, HNA-1b y HNA-2a. En los 4 nifios se encontr6 IgG reactiva y/o factores aglutinantes;
2/3 sueros maternos fueron reactivos con los neutréfilos del conyuge y de los hijos. Los complejos inmunes
circulantes fueron positivos en 2/4 sueros negativos en 3/3 sueros maternos. Se encontr6 incompatibilidad
materno-infantil en los 4 casos. Las 3 madres tenian igual fenotipo: homocigotos NA1/NA1, NB1+. En sintesis,
se presenta el hallazgo de 4 casos con neutropenia inmune: 3/4 auto-inmune, 1/3 se asocia a complejos
inmunes circulantes y 1/4 con neutropenia neonatal aloinmune.

Palabras clave: neutropenia inmune, anticuerpos anti neutréfilos, leucoaglutinacion, citometria de flujo
Abstract  Autoimmune-alloimmune neonatal neutropenia. Serum reactive IgG and neutrophil-specific
phenotype detected by flow cytometry. Auto or alloantibodies reactive with neutrophils define
immune neutropenia. Alloimmune neonatal neutropenia is caused by maternal sensitization to paternal neutrophil
antigens, resulting in 1gG antibodies that are transferred to the fetus through the placenta. We present the
studies in 4 children from 3 families with neutropenia of unknown origin (two of them were brothers). They
were evaluated by flow cytometry in parallel with leukoagglutination. Reference values were established for
serum reactive IgG in healthy volunteers for three dilutions (1/2, 1/5 and 1/20), both for the autologous reaction
(serum and cells of the same individual) and for the heterologous reaction (serum and cells of different
individuals). Results were expressed by an index defined by the quotient of the mean fluorescence intensity
of the patient’s serum divided by that of the reference serum. Serum reactive/agglutinant factors and circulating
immune complexes were evaluated in patients and parents serum. Neutrophil specific phenotypes were
determined for HNA-1a, HNA-1b and HNA-2a. Reactive IgG/agglutinant factors were found in 4 children. Two
maternal sera were reactive against paternal and/or children neutrophils. Circulating immune complexes were
detected in 2/4 children sera and were negative in 3/3 maternal sera. Maternal/children incompatibility was
detected in the four cases. The three mothers had the same phenotype: homozygous NA1/NA1, NB1+.
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La neutropenia (Np) se define como el descenso del
numero de los neutréfilos circulantes. Es leve cuando el
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valor absoluto es menor de 1500 neutréfilos/ul, mode-
rada entre 500 y 1000 y severa cuando es menor a 500.

La Np puede asociarse con un mecanismo inmune
humoral (NplIH), por la presencia de anticuerpos anti
neutrofilos® 2 asi como puede asociarse con un mecanis-
mo celular en virtud que los neutréfilos expresan altos
niveles de Fas y éste es un mediador de la apoptosis®.
Los complejos inmunes circulantes (CIC) representan otro
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mecanismo humoral asociado con la Np porque pue-
den inducir también apoptosis®. Los anti-neutrofilos y
los CIC se asocian con otras enfermedades como se ha
indicado en la bibliografia® * ®.

Hace cuarenta y siete afios Payne et al® detectaron
en el suero de mujeres multiparas factores séricos capa-
ces de aglutinar leucocitos de sus hijos neutropénicos,
al mismo tiempo que se comprobaba su transferencia
pasiva a través de la barrera placentaria’, lo cual sugeri-
ria un efecto patogénico de los factores. El pasaje de
IgG de la madre al feto es significativamente importante
a partir del tercer trimestre de gestacion®. En la Np
neonatal aloinmune (NpNA), descripta por Parviz Lalezari
y col®, los valores absolutos de los neutréfilos pueden
ser inferiores a 500 Ne/pl. Si bien la NpNA se resuelve
espontdneamente a partir de la 82 semana de nacidos,
en algunos casos puede persistir hasta las 28 semanas?.

Lalezari y col identificaron a los antigenos especifi-
cos que dieron lugar a los sistemas NA, NB de los
neutrofilos®. El sistema NA, localizado en el Fc y recep-
tor lllb (CD16b), esta anclado a la membrana por el glicosil
fosfatidil inositol (GPI)*2. La deficiencia del gen del CD16b-
fenotipo “null’- puede ser la causa de Np neonatal
isoinmune?®.

A partir de 1999 se oficializ6 una nueva nomenclatura
HNA (Human Neutrophil Antigen) que incluye ademéas
antigenos no especificos de los neutréfilos'4 15,

Se ha descripto la presencia de anti-HLA y anti-Ne en
el suero de pacientes con dafio pulmonar agudo pos-
tranfusional y en sus donantes'® 17:18, Popovsky y col® 2°
sugieren la transferencia pasiva de esos anticuerpos. En
consecuencia, fue necesario realizar controles de cali-
dad de las técnicas utilizadas para evaluar anticuerpos
anti-Ne?. Por los resultados obtenidos en el primer con-
trol se propuso utilizar en paralelo dos técnicas: la
leucoaglutinacion (LA), primera técnica descrita?? y con
la que comenzamos a evaluar factores séricos en pa-
cientes con Np idiopéatica®, y la marcacion inmunofluores-
cente por Citometria de Flujo (CF)?. Hasta la fecha no
se dispone de un patrén de referencia internacional, por
lo tanto cada laboratorio establece sus propios valores
de referencia y las modificaciones técnicas necesarias.

El objetivo de este trabajo es presentar los estudios
de tres familias con cuatro pacientes infantes que fueron
derivados por Np de etiologia no conocida, y a los que
se les diagnostic6 NplH por la presencia de factores
séricos reactivos con neutrofilos e incompatibilidad
fenotipica materno infantil.

Materiales y métodos

Pacientes A-l): Dos hermanos consanguineos de doble vin-
culo, H1: Sexo masculino. Se detect6 Np grave (<200
neutréfilos /ml) a los 3 meses de vida, sin antecedentes toxi-
cos o farmacolégicos. Durante 6 semanas se realizaron 3
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hemogramas por semana, sin observarse ciclos, a excep-
cion de una sola elevacidon de neutréfilos durante la in-
tercurrrencia. En la puncion aspiratoria de médula 6sea no
se observaron elementos ajenos a la misma y se descarta-
ron retinoblastoma y neuroblastoma. Al no encontrarse una
causa primaria ni secundaria que justificase la persistencia
del estado neutropénico se solicitd, a los 5 meses y 11 dias
de edad, evaluar anti-neutréfilos. A-11): H2: Sexo femenino,
hermana de H1. Sin alteraciones hematol6gicas periféricas,
en ninguno de los controles efectuados desde el inicio. A
los 39 dias de nacida, ante un episodio de Np febril (390
neutréfilos/ml) se solicit6 el estudio de anti-neutrdéfilos. B) H3:
Sexo femenino. A los 7 meses de edad con ectima en piel,
present6 sindrome febril y Np grave (<200 neutré6filos/ml),
sin infeccion viral, HVS 1-2- se realiz6 la evaluacion de anti-
neutréfilos. Con 15 meses de edad, al persistir la Np se trato
con G-CSF durante cuatro meses. C) H4: sexo femenino.
A los 9 meses de edad presentd impétigo con lesion en
cuero cabelludo con cultivo positivo para Pseudomona, mien-
tras cursaba el final del periodo costroso de varicela. No
tenia antecedente de neutropenia hasta 12 dias antes de
su consulta por la lesién. Se realiz6 puncién aspiratoria y
biopsia de médula 6sea en la que se observé aumento de
la serie granulocitica con elementos en todos los estadios
madurativos y presencia de algunas mitosis. Si bien el re-
cuento de leucocitos fue normal, la Np fue grave (<500 neu-
trofilos /ml) y requirié tratamiento con factor estimulante de
colonias granulociticas (G-CSF) siendo internada en varias
oportunidades por cuadros infecciosos. A las 24 hs de re-
cibir G-CSF (3 a 5 pcg/kg/dosis) los controles realizados
revelaban leucocitosis neutrofilica y Np entre los 3 y 5 dias
posteriores a la suspensién del tratamiento. Debido a la
persistencia de la Np con requerimiento de G-CSF, a los
15 meses de edad se realiz6 el estudio para determinar la
presencia o no de anti-Ne.

Para la realizacion de todos los estudios se obtuvo el
consentimiento de los padres de los pacientes.

Muestras: a. Sangre entera (SaE): La sangre fue obtenida
por puncion venosa y en EDTA al 5%. Se retiré el plasma
rico en plaquetas y se reconstituyé el volumen inicial con
solucion salina tamponada (SST) pH 7.2 (SaERe).

b. Sueros: Se extrajo sangre por puncién venosa en tubo
seco. Los sueros fueron separados por centrifugacion a 400 g.

Complejos inmunes circulantes (CIC). Se utilizé la téc-
nica de precipitacion con polietilenglicol (3.5%) descrita por
Creighton WD y col®®. Los resultados se expresaron en uni-
dades de densidad optica (UDO,, ).

Leucocitos totales (LT): Fueron aislados a partir de
SaERe por sedimentacion con Dextran 6% (Dextran 500
Amersham Biosciences) preparado en SST. Los eritrocitos
fueron lisados por shock hipoténico. Se realizé un lavado
adicionando 2 ml de SST y por centrifugacion (300 g) se
obtuvo el sedimento de LT. Las células fueron resuspen-
didas a una concentracion de 5x10° neutréfilos/ml, en SST
con EDTA 10mM pH 7.5 (SST-EDTA).

Inmunofluorescencia por citometria de flujo (IFCF): La
IgG sérica reactiva con Ne evaluada por CF se estudié en
tres diluciones de suero en reacciones autélogas (suero y
LT del mismo individuo) y en reacciones heterélogas (sue-
roy LT de individuos diferentes). Para ello en cada tubo
(Falcon 352008- BD) se colocé 50, 20 o 5 pl de suero in-
cégnita o de un mismo suero humano normal de referencia
(SHRef) equivalente a las diluciones 1/2, 1/5 y 1/20 respec-
tivamente. Luego se agreg6 50 pl de la suspension celular
autéloga o heteréloga. Con SST-EDTA se complet6 el volu-
men final (100 pl). Se agit6 cada tubo de reaccion y se in-
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cubé durante 30 minutos en bafio de hielo. Después de
adicionar 2 ml de SST-EDTA, se centrifugd y se descarto
el sobrenadante. A cada sedimento celular se agregé 10 pl
de una dilucion 1/5 de la fraccion F (ab’), de inmuno-
globulinas de cabra, anti fragmento Fc de IgG humana,
conjugado con PE de Immunotech y 5 pl de una dilucién 1/
20 del colorante vital 7-aminoactinomycin D (7-AAD A9400
SIGMA). Después de 20 minutos a 4 °C en oscuridad, se
lavé cada sedimento celular y se lo resuspendié en 300 pl
de la solucion de lectura (FACSFlow, BD). En un equipo
FACScan (BD), con LASER de 488 nm, se adquirieron por
lo menos 5000 eventos de la interseccion entre las regio-
nes R1 de neutréfilos y R2, que se delimit6é sin incluir célu-
las contaminantes ni células 7AAD positivas (no viables).

Valores de referencia: Para determinar el rango normal
de factores séricos reactivos con neutrdéfilos, por CF, se es-
tudiaron 30 muestras de dadores voluntarios normales y se
procedié como se indic6 en el parrafo anterior. En 10 dado-
res se pudo evaluar la reaccion autdloga para dos dilucio-
nes: 1/2 y 1/20, y en 30 dadores ademas la dilucion 1/5. En
25 dadores se estudio la reaccion heteréloga en las tres di-
luciones.

Leucoaglutinacién (LA): Se realizé con algunas modifi-
caciones?®. Los LT fueron resuspendidos en RPMI 1640 su-
plementado con 10% de SFB y EDTA 10 mM, pH 7.6 (RPMI-
SFB-EDTA). Se estudi6 soélo la dilucion 1/20 de cada suero
incognita. A 100 pl de la dilucién 1/10 de cada suero, prepa-
rada en RPMI-SFB-EDTA, se adicioné 100 pl de la suspen-
sion celular correspondiente (autéloga o heteréloga). Como
control positivo se utilizé un suero anti neutréfilos, proveniente
de conejo (obtenido en nuestro laboratorio). Como control
negativo se evalu6 el SHRef. Los tubos de reaccién se agi-
taron e incubaron comenzando con 2 horas a 37 °C y segui-
dos de 18 horas a 4 °C. Antes de evaluar la actividad agluti-
nante, cada tubo se agit6 fuertemente y se extrajo una ali-
cuota para ser observada al microscopio optico. Tres fue el
ndmero minimo de Ne en contacto requerido para conside-
rar que los neutrofilos estan aglutinados. Los datos se ex-
presaron cualitativamente. Asi con 4+ el 75 al 100% de los
Ne estan aglutinados, con 3+ entre el 50 % y menos del 75%;
con 2+ entre 25% y menos del 50%; con 1+ cuando se ob-
serva menos del 25%.

Ag especificos de los neutréfilos: Se agregaron dilucio-
nes pre-establecidas de Anti NA1 (anti- HNA-1a) (CLBMI
390 Accurate Chemical), de anti- NA2 (anti- HNA-1b) o de
anti-NB1 (anti-HNA-2a) (BD Pharmingen) a 100 pl de SaERe.
Se incubaron a temperatura ambiente, 30 minutos, se lava-
ron y a cada tubo de reaccion se le adicioné un volumen
del suero anti Ig de ratén, preparado en conejo y conjugado
con PE (Dako RO439). Después de 30 minutos a tempera-
tura ambiente se agregé 2 ml de una dilucion 1/10 de la
solucién lisante (FACS™ Lysing Solution de BD). Se incubd
10 minutos a temperatura ambiente y se lavé y se centrifugo
(300g). A cada sedimento celular se le adicioné un volumen
de solucion de lectura Se adquirieron 5000 células de la
region de neutréfilos (R1) y los datos se guardaron para el
anélisis posterior.

Células contaminantes en la region de neutrofilos: Se
utilizé el anticuerpo monoclonal dirigido hacia el antigeno
CD49d conjugado con FITC (Immunotech). Esta integrina
o4 que no esta presente en neutrofilos?, se asocia en for-
ma no covalente, con la integrina 31 para formar el comple-
jo VLA4 —very late antigen4—. Como ha sido publicado? los
eosindfilos, ademéas de los monocitos, pueden contaminar
la region de neutréfilos. En este trabajo, a partir de la mar-
cacion directa con anti-CD49dFITC/anti-Fc 1IgG PE/7AAD de
LT, de un dador voluntario normal, se detecta la contamina-
cion de eosindfilos en la region R1 de neutrdfilos.
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Resultados
Células contaminantes en la regién de neutrdfilos

Se muestra, en LT, Fig. 1-A, laregion R1 de neutrdfilos,
que se dibujé en el grafico de puntos FSC (tamafio) ver-
sus SSC (complejidad). Las células contaminantes en
R1 se identificaron a partir de la marcacién con anti-
CD49dFITC/anti-FclgG PE/ 7AAD. Los neutrofilos viables,
que no expresan el CD49d, se localizan en el origen de
las coordenadas del grafico anti-CD49dFITC vs 7AAD.
Los eosindfilos autofluorescen y expresan CD49d %. Se
localizan entre 10* y 102 como se indica con la flecha en
Fig. 1-B.1y del grafico de puntos anti-FCPE vs 7AAD en
Figura 1-B.2, los neutrdéfilos (que expresan el CD16b) se
ubican entre 102y 10%. El receptor FcyRIII (CD16), segun
la bibliografia se encuentra en el citoplasma de los
eosindfilos. Estos lo expresan sobre la membrana des-
pués de ser activados y luego lo liberan rapidamente al
medio®. Se observa en la Fig. 1-B que las células no
viables captan el colorante 7AAD y se localizan entre
10%y 10* sobre el eje de las Y.

La 1gG sérica reactiva es revelada por la marcacion
con anti-Fc IgG-PE sobre Ne viables y en ausencia de
células contaminantes. Como se ha indicado en Mate-
riales y Métodos, se estudiaron 3 diluciones de cada suero
(1/2, 1/5, 1/20) en las reacciones celulares autélogas y
heterdlogas.

A partir de R1, area de neutrdfilos, presentes en LT
(Fig. 1-Cy D) se dibuja una nueva region de neutrdfilos,
R2 de células viables que incluye (C.1y D.1) o excluye
(C.2 y D.2) los eosindfilos. Con las herramientas del
programa CellQuest se define la ventana logica R1
AND R2 y se grafican los correspondientes histo-
gramas. En D.1 se presenta como una curva bimodal
por la presencia de esosindfilos (M2) y la presencia de
neutréfilos, con mayor IFM para anti-FclgG, (M1). En
D2, como se han excluido los eosindfilos, se obtiene
una curva unimodal que representa sélo a los neutro-
filos.

La Fig. 1-C2, y D2 de la Fig. 1, muestran como se
procede para la adquisicion de datos. El mismo esque-
ma se aplica para el posterior analisis de los datos. Se
utiliza el valor de la mediana de la IFM, del histograma
de la interseccion entre R1 y R2 en cada caso que se
estudia. Se determina un indice (I) definido como el co-
ciente entre la mediana de la IFM del suero incognita
sobre la del SHRef.

Valores de referencia

Se determin6 en 30 dadores voluntarios normales la
IgG sérica reactiva con Ne propios y con Ne no propios.
Se procedid para la adquisicién y el andlisis segun se
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. 1.— A. Muestra pediatrica: Sobre el grafico FSC (tamafio celular) versus SSC (complejidad celular) de los leucocitos
totales de la muestra se delimita la region (R) que contiene los neutréfilos (R1). B. Eosindfilos contaminantes en R1: Los
leucocitos totales de dador voluntario normal: se marcaron con CD49dFITC/anti-FclgG PE/ 7AAD. Sobre el eje X en B1,
se muestra la presencia de eosindfilos (flecha) que expresan CD49d, entre 10 y 102. Los neutréfilos se localizan en el
origen de las coordenadas. Sobre el eje Y, entre 10% y 10* se detectan las células no viables, positivas para 7AAD. En B2,
la marcacion con anti- FclgG PE, permite ubicar a los neutréfilos que expresan el CD16b. Se muestra en el grafico entre
10? y 10°. Los eosindfilos (flecha) entre 10! y 102 como células contaminantes de la R1. C. Eosinéfilos en R1 de la muestra
pediatrica: Se muestra el grafico de puntos de R1, sobre el eje X, anti-FclgG PE, versus 7AAD, sobre el eje de las Y.
Luego se dibuja R2 como se observa en C1 se incluyeron los eosiondfilos y se excluyeron en C2. D. Interseccion de R1y
R2: Se define la interseccion empleando las herramientas del programa CellQuest como R1 AND R2 y se determinan las
coordenadas anti-FclgG PE sobre el eje X y el nimero de eventos sobre el eje Y. En D1 se observa un histograma para
anti-FclgG PE bimodal en M1 se identifica a los neutréfilos y en M2 la contaminacion de eosindfilos. D2 se observa la
curva unimodal que representa los neutréfilos en ausencia de los eosindfilos. Para evaluar la presencia de anticuerpos
anti-neutrofilos se procede como se ha indicado en C2 y en D2.
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detallé previamente (Fig. 1-C2 y D2). Para cada una de
las combinaciones se obtuvo el valor de la mediana de
la IFM, del histograma interseccion entre R1 y R2. Se
calculd el valor del | medio y su desvio estandar (DE)
para cada reaccion y para cada dilucion de suero. Los
valores de referencia se presentan en la Tabla 1. Los
sueros incognitas cuyo | superaba el valor de referencia
fueron considerados positivos.

Factores séricos reactivos con neutréfilos

Se encontré en los 4 sueros pediatricos actividad sérica
por una o por ambas técnicas (ICFC y LA) y en 2/4 se
detecto la presencia de CIC.

1gG sérica reactiva con neutrofilos evaluada por ICFC:
Solo 3/4 sueros fueron positivos: H1, H2 (hermanos, con-
sanguineos doble vinculo) y H3. En la Fig. 2 se mues-
tran los histogramas de superposicion entre el SHRef
(linea gruesa) y el suero en estudio (linea débil). No fue
posible estudiar la reaccion autéloga en H1 pero se de-
tectdé positiva la reaccion heterdloga en dos diluciones
de suero 1/2 y 1/5 (I= 3.72 e |= 3.59 respectivamente)
como se muestra en Fig. 2- A1 y B1. Para H2, en la
reaccion autologa, el | fue igual a 1.83 y a 2.55 para las
diluciones del suero 1/2 y 1/5 respectivamente (Fig. 2

TABLA 1.— IgG sérica reactiva en dadores voluntarios
normales

Valores de referencia
Mediana de la IFM del suero incégnita

Indice =
Mediana de la IFM del SHRef
Diluciones Reaccién autéloga Reaccion heteréloga
del suero I= X+2DE I=X+DE
1/2 0.83+0.69= 1.52 0.68+0.72 = 1.40
(n=10) (n=25)
1/5 0.95+0.30=1.25 0.95+0.64 = 1.59
(n=30) (n=25)
1/20 1.02+0.47=1.49 0.92+0.92=1.84

(n=10) (n=25)

A partir de leucocitos totales de dadores voluntarios normales, se evalué
la reactividad sérica en tres diluciones 1/2, 1/5 y 1/20, con neutréfilos
propios (reaccion autéloga) y con neutréfilos no propios (reaccion
heteréloga). Para la adquisicion y andlisis de los datos se procedio
como se indicé en Materiales y Métodos y como se detall6 en Figura
1-C2 y D2. Se defini el indice como el cociente entre la mediana de
intensidad de fluorescencia media (IFM) para el suero incégnita y la
mediana de la IFM para el suero de referencia (SHRef). Para cada
combinacion se determiné la media (X) de los indices y el desvio
estandar (DE) correspondiente. Con la letra “n” se indica el nimero de
muestras de dadores normales evaluados.
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A2y B2). En H3 la reaccion fue también positiva. No se
detecto reactividad sérica materna al momento del estu-
dio del paciente H1 pero fue reactiva con los neutréfilos
del segundo hijo, H2, 1I=1.91 en la dilucion 1/2 y también
con los Ne de su conyuge, en la dilucién 1/5 1= 2.96
(Figura 2 A3y B3). Se encontro reactividad entre el sue-
ro materno de H3 y los neutréfilos de su cényuge. No se
detect6 reactividad en el suero materno de H4 con los
neutréfilos de su conyuge.

Factores aglutinantes con neutrdfilos
estudiados por LA

En el suero de H1 se detectd actividad aglutinante con
sus propios neutrofilos indicada como 3+ (aglutinacion
entre <75% y el 50%). Fue muy débil para H2, + (agluti-
nacion < 25%). En H3 no se evaluo la reaccion autéloga,
pero se detect6 capacidad aglutinante con los neutréfilos
maternos 3+. En H4 se encontr6 capacidad aglutinante
con sus propios neutréfilos, 2+. En la Fig. 3 se muestra
un ejemplo de como se observan las células aglutinadas
junto a una célula libre.

Determinacioén del nivel de CIC

Los niveles de CIC fueron superiores al valor esperado
en H1y H3 (0.39 y 0.29 UDO,,, respectivamente, Valor
de referencia X+ 2DS = 0.18 + 0.05= 0.23, n= 165. No se
detectd la presencia de CIC en ninguno de los sueros
maternos.

Fenotipo especifico de los neutréfilos

En la Tabla 2 se ha indicado la nueva nomenclatura
oficial para designar los diferentes sistemas antigénicos
del neutréfilo: HNA-1, HNA-2, HNA-3, HNA-4 y HNA-5.
En este trabajo aun se emplean también los acronimos
(NAL, NA2, NB1).

La expresion fenotipica se determiné por marcacion
indirecta, en los 4 nifios y sus padres. Como se ha indi-
cado en Materiales y Métodos, se evaluaron soélo dos de
los tres epitopes, el HNA-1a y HNA-1b del Sistema HNA-
1y el NB1 (HNA-2a) del Sistema HNA- 2.

A partir de LT, para cada muestra se dibujo la region
de neutrdfilos R1 sobre el gréafico de puntos FSC vs SSC
y se graficé el histograma de R1. Se encontr6 que las 3
madres expresaban sobre CD16b (receptor especifico
del neutrdfilos), sélo el epitope HNA-1a -homocigoto y
fueron positivas para NB1. Como ejemplo se muestra en
la Fig. 4-A el fenotipo de la madre de H1 y H2. En la Fig.
4-B se muestra el fenotipo de los Ne de H1, H2 y del
padre. Los neutrdéfilos de la paciente H3 y los neutrdéfilos
de su padre expresan solo el HNA-1b (homocigoto). H4
expresa ambos epitopes en tanto que su padre es
homocigoto para HNA-1b y todos NB1 positivos.
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Fig. 2.— Se observan los corrimientos entre el histograma control, con el suero humano normal de referencia —SHRef-
(linea gruesa), versus el histograma incégnita con el suero en estudio (linea fina). A. Se dibujaron los histogramas de
las reaccion del suero en la dilucién 1/2 con neutréfilos propios o no, en la dilucion 1/2 del SHRef, superpuesto con los
histogramas del suero incognita. En B se ubicaron los histogramas de las reacciones con dilucién de suero 1/5. Al y
B1. Reaccion heteréloga del suero del paciente H1 con los neutréfilos paterno. A2 y B2: Reactividad del suero de la
paciente H2 con sus propios neutréfilos. A3. - La reactividad del suero materno con los neutréfilos de H2 y en B3 con

los neutréfilos de su coényuge.

Discusion

Las Np pueden clasificarse por alteraciones en las célu-
las mieloides o en los progenitores o bien por causas
externas?®. En este Ultimo grupo se encuentran aquellas
Np mediadas por anticuerpos, tema que nos ocupa en
este articulo.

La Np NA se debe a la produccion de anticuerpos
maternos contra antigenos de los neutréfilos del feto, en
general dirigidos a epitopes que se encuentran en el
receptor Fcylll, estos anticuerpos son IgG que cruzan la

barrera placentaria y destruyen los neutrofilos del neo-
nato mientras que la Np neonatal isoinmune se debe a la
ausencia del receptor Fcylll (null)®®. La sensibilizacion
materna se produce en cualquier momento durante la
gestacion y puede presentarse en el primer embarazo®.

La Np NA generalmente se presenta al nacer, pero
puede ser reconocida entre el primer y tercer dia. La
mayoria de los nifios recién nacidos con Np NA son
asintomaticos, con Np autolimitadas; algunos presen-
tan onfalitis, desprendimiento tardio del corddn, infec-
ciones dermatoldégicas moderadas o neumonia en las
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Fig. 3.— Los factores aglutinantes se evaluaron sobre
leucocitos totales, resuspendidos en RPMI 1640 suple-
mentado con suero fetal bovino y en presencia de EDTA
10mM, ph 7.6 en una concentracion de 5x10° neutréfilos/
ml como se ha indicado en Materiales y Métodos la
reactividad de cada suero con la combinacion de células,
antologas y heterélogas, se evalué en una diluciéon 1/20
final de suero. Después de las incubaciones (2 horas a
37 °C y 19 horas a 4 °C) una alicuota se observo al mi-
croscopio 6ptico, después de haber agitado fuertemente
las células para limitar la lectura a los aglutinados que re-
sisten la disociacion. Aqui se muestran 3 y 5 neutrofilos
aglutinados y uno libre (60X).

primeras semanas de vida®!. El neonato presenta fiebre
cuando la Np es severa y las infecciones generalmente
son causadas por Staphylococcus aureus, Staphylo-
coccus beta Hemolitico y/o Escherichia coli *°.

Desde hace varios afios® se realizan estudios en
pacientes con Np de etiologia desconocida a fin de de-
terminar la naturaleza inmune de la misma por la pre-
sencia o ausencia de factores séricos (IgG) reactivos y/
0 aglutinantes.

Por citometria de flujo, la imposibilidad de hallar los
anti-neutréfilos puede deberse a un reducido nivel de
anticuerpos circulantes al momento de la evaluacién, a
la baja afinidad anticuerpo-antigeno o bien a razones
técnicas. Inicialmente empledbamos sélo una dilucion
final 1/5 del suero, luego evaluamos dos mas (1/2, 1/
20). Delimitamos el analisis a la region de neutréfilos
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TABLA 2.— Nuevo sistema antigénico del neutréfilo y sus

acrénimos
Sistema Antigeno  Acrénimo Localizacion
antigénico
HNA-1 HNA-1la NA1 Receptor Illb Fcy
HNA-1b NA2 Receptor Illb Fcy
HNA-1c SH Receptor Illb Fcy
HNA-2 HNA-2a NB1 Glicoproteina 50-64
HNA-3 HNA-3a 5b Glicoproteina 70-95
HNA-4 HNA-4a MART CD11b
HNA-5 HNA-5 OND CD11la

Se muestra la nueva nomenclatura para los antigenos de los neutrdfilos:
HNA (Human Neutophil Antigen). Antigenos especificos: HNA-1,
localizados en el receptor Fcylllb. HNA-2 y HNA-3 glicoproteinas de
la membrana celular. Antigenos no especificos de los neutréfilos: HNA-
4y HNA-5 receptores de membrana CD11b y CD11a.
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Fig. 4.— Fenotipo especifico de los neutréfilos: En esta ima-
gen se muestra el resultado de determinacion del fenotipo
en el grupo familiar de H1 y H2. A. Fenotipo materno: a
partir de la regién R1 de neutrdfilos en el primer histograma,
la intensidad de fluorescencia media aproximadamente de
102, revela la presencia del epitope HNA-1a. El segundo
histograma revela la ausencia del HNA-1b. El tercer
histograma muestra la presencia de HNA-2a (NB1). B.
Fenotipo de los hijos y del conyuge: En el primer y segun-
do histograma de la derecha se confirma la expresion de
ambos epitopes, anti- HNA-1a y anti HNA-1b, sobre el re-
ceptor especifico de los neutréfilos, CD16b. En el tercer
histograma se muestra la presencia de HNA-2a (NB1).
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libre de células no viables y/o de eosindfilos por la incorpo-
racion a la reaccion del colorante vital 7AAD, que no ha
sido introducido por otros autores. El objetivo de agregar
al estudio las distintas diluciones del suero fue para evitar
los fendmenos de prozona, y el agregado de EDTA, para
que la accion de la via alterna del complemento no interfie-
ra con la reaccion, ya que podria disociar de la membrana
celular los complejos anticuerpos-antigeno. Para conside-
rar un resultado positivo de IgG reactiva con los neutrdfilos,
por lo menos en una de las tres diluciones el indice de la
mediana debe ser superior al valor de referencia.

Ademas de calcular el valor del indice de la mediana,
se puede evaluar el indice de la media. También se puede
realizar el analisis de los datos considerando el 10% de la
poblacién de neutréfilos con mayor IFM de anti-FclgG-PE
y confrontarlo con el histograma del suero incégnita tal
como lo indicaron Robinson JP y col*2. Mencionamos es-
tas alternativas de analisis porque pueden ser utilizadas
para lograr, en una primera evaluacion, detectar la pre-
sencia o0 no de los anticuerpos anti-neutrofilos.

Si bien la técnica citométrica, segun la bibliografia,
es mas sensible respecto a la leucoaglutinacion, ésta
permite detectar anticuerpos que no siempre se logran
por IFCF, tal como se ha indicado para el antigeno HNA-
3a —acronimo: 5b—8. Por tal razén una combinacion de
IFCF y LA sigue siendo lo mas indicado para la detec-
cion de anti-neutréfilos®. En consecuencia, un suero
sera positivo para anti-lgG anti-neutroéfilos si por lo me-
nos una de ambas técnicas es positiva. Este resultado
no nos indica hacia qué antigeno(s) del neutrofilo estan
dirigidos.

Uno de los factores humorales en la Np inmune es la
presencia de anti-neutrofilos. Un segundo factor es el
hallazgo de CIC. Cuando estos Ultimos estan presentes
ambas reacciones, la IFCF y la LA, son francamente
positivas porque los CIC se unen al RFcylllb indepen-
dientemente del fenotipo de los neutréfilos. Se observa
en consecuencia en esos sueros con CIC que el valor
de la media y de la mediana de la IFM es muy superior al
valor de la media y de la mediana de la IFM del suero
humano normal de referencia.

Considerando los resultados presentados aqui, en
su conjunto, el indice obtenido por IFCF fue superior al
valor de referencia en 3/4 casos y LA en 4/4, pero en H2
la LA fue débil (1+). En 2 pacientes se encontr6 un nivel
de CIC superior al normal.

En particular, en el paciente H1, la Np se presenté a
las 12 semanas de nacido, en la proximidad al estado
fisiologico, segun se lo llama, de la inmunodeficiencia
que ocurre aproximadamente en esas 12 semanas pos-
teriores al nacimiento. La reaccion autéloga por IFCF,
en H1 no se pudo estudiar, pero por LA fue positiva
cuando se evalud con sus neutréfilos. Su suero ademas
fue positivo con los neutrdéfilos del padre por IFCF y por
LA (reaccion heter6loga). El suero de H1 fue reactivo,
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por IFCF, con neutrofilos de 3 dadores, independiente-
mente del fenotipo de los neutréfilos (datos que no se
incluyeron). La presencia de CIC (0.39UDO,, ), detec-
tados en el suero de H1 por precipitacion con PEG 6%
explicaria la reactividad observada porque se unen
inespecificamente al CD16. Esto permite diagnosticar
en H1 una Np inmune humoral.

La NpIH en H2, hermana de H1, se asocia con Np
neonatal aloinmune, porque fue estudiada a los 39 dias
de nacida, con incompatibilidad materno-infantil y con
reactividad sérica materna positiva, al momento del es-
tudio, con los neutréfilos del cényuge, a diferencia de lo
observado en H1, primogénito del matrimonio. En el suero
de lamadre, después del segundo embarazo y en el suero
del neonato (H2) se detectan anticuerpos anti-neutréfilos
gue reaccionan con los neutréfilos de H2 y con los del
padre, porque ambos expresan un epitope HNA-1b (Fig.
4 B) que no esté presente en los neutréfilos de la madre.

Los resultados de la paciente H3 sugieren que la NpIH
se puede asociar con auto-inmunidad. Fue evaluada a
las 44 semanasy 8 dias de nacida, se encontro reactividad
con sus propios neutrdfilos por citometria de flujo. Se ob-
servo, por LA, que su suero fue reactivo selectivamente
porque sélo aglutind los neutréfilos de la madre, homo-
cigoto NAL, lo cual indicaria la presencia de anti-NA1; en
paralelo, el suero de H3 no aglutind a los neutréfilos de
su padre, homocigoto NA2. En este paciente H3 la Np
seria auto-inmune. Considerando que el nivel de CIC
detectado fue levemente superior al valor normal (0.28 vs
0.25 UDOQ,,) y que el suero no fue reactivo por IFCF con
otros neutréfilos, de diferente fenotipo, comportamiento
que difiere del observado con el suero de H1, en el que
se detectd un nivel de CIC superior.

La NpIH en H4 se puede asociar con Np auto inmune.
Fue evaluada a los 15 meses de edad, luego de 6 meses
de evolucién de su neutropenia y de haber recibido trata-
miento durante ese periodo con G-CSF. Sélo se detectod
aglutinacion autéloga positiva y CIC negativos. Se ha
dicho que la Np autoinmune es la mas dificil de evaluar?,
porque en general sélo se emplea la reaccion heteréloga,
es decir suero del paciente y neutréfilos de un dador vo-
luntario. En este trabajo se realizé también la reaccion
autéloga y ello permitid determinar la presencia de IgG
reactiva con sus propios neutréfilos viables, aun cuando
no sea facil determinar hacia qué antigeno esta dirigida.
El suero materno de H4 fue reactivo con los neutrofilos
del conyuge, que se corresponde porque son de diferen-
te fenotipo. El estudio en cada grupo familiar de los pa-
cientes (H1, H2 y H3) revel6 también incompatibilidad
materno-infantil. Segun consta en la bibliografia, la me-
dia de la duracion de la Np en estos casos es de alrede-
dor de 8 semanas con un maximo de 6 meses® 34,

En ninguno de los sueros maternos estudiados en
este trabajo se detect6 la presencia de CIC. Por lo que
se deduce que la reactividad en los sueros maternos de
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H2 y H4 se puede asociar con anticuerpos anti-IgG li-
bres. Minchinton y col demuestran que el tratamiento
con cloroquina remueve los HLA de Clase | de la mem-
brana de los neutrdfilos, sin dafar los antigenos especi-
ficos del neutréfilo®. De este modo puede determinar la
presencia de anti-neutrofilos especificos aun cuando
haya anti-HLA. Hemos probado la técnica, pero no fue
aplicada en el estudio de los pacientes que se presen-
tan aqui. Pero se analizd, en forma similar a la indicada
para los neutrdfilos, la reactividad del suero en la region
de linfocitos y en la de monocitos, pero no se detect6 en
ninguno de ellos la presencia de 1gG reactiva con estas
poblaciones celulares.

En forma rutinaria no es posible utilizar un panel de
neutréfilos con fenotipo conocido, si bien en casos pro-
gramados se trata de hacerlo. En algunos pacientes, que
no se muestran, se pudo evaluar, por LA, la presencia
del antigeno 5b; disponemos de un suero patrén por
gentileza de Lalezari, pero no disponemos del mono-
clonal para evaluar el HNA- 1c (acrénimo SH). En los
pacientes pediatricos estudiados se determiné el
fenotipo del grupo familiar.

Zupanska y col *¢ evaluaron el riesgo de la formacion
de anticuerpos anti HNAla y HNA1b durante el embara-
zo y su relacion con la NpNA. Encontraron que en 195
madres con incompatibilidad materno-fetal sélo 9/195
sueros positivos; 6 dirigidos hacia el HNA-1 (4 anti HNA-
lay 2 anti HNA1b) y 3 hacia otros epitopes. En ninguno
de los recién nacidos detectaron descenso de neutrofilos
ni signos de infeccion.

Los pacientes que se han presentado en este trabajo,
no tienen actualmente ninguna manifestacién clinica.

El tratamiento en estos pacientes se realiza con
antibidticos para la infeccion aguda. La profilaxis con
cotrimoxazol puede ser una intervencion de eleccion en
pacientes con Np crénica®. En los pacientes con Np
mediada por anticuerpos la IVIG puede ser utilizada para
corregir el numero de neutrofilos; por ejemplo, como tra-
tamiento adyuvante en infecciones con riesgo de vida® o
ante la presencia de infecciones muy recurrentes?.

Las Np autoinmunes, no asociadas a otras enferme-
dades como el lupus eritematoso sistémico (LES), se
observan frecuentemente en nifios y adultos sin etiolo-
gia conocida asociada con el Parvovirus B19%*. Las Np
autoinmunes secundarias son raras en pediatria y pue-
den estar asociadas con sindromes autoinmunes linfo-
proliferativos®. La Np autoinmune en la infancia es la
causa mas frecuente de Np cronica. La edad media al
diagnostico es de 8 a 11 meses. Pueden presentar in-
fecciones leves (respiratorias, otitis, piel) y ocasional-
mente neumonia o sepsis. En el hemograma se detecta
Np moderada a grave generalmente con monocitosis o
eosinofilia relativas, sin alteracién de la serie eritroide ni
plaquetaria. La médula 6sea presenta celularidad nor-
mal o aumentada con disminucién de los neutrofilos
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maduros y cayados, a veces con arresto madurativo en
estadios mas tempranos?. Los anticuerpos generalmen-
te son dirigidos contra el sistema HNA, sin embargo su
ausencia no excluye el diagndstico®. Dentro de las en-
fermedades asociadas con Np autoinmune se debe di-
ferenciar: 1. las enfermedades autoinmunes (Sindrome
de Evans, LES, Sindrome de Felty, de Sjéngren, escle-
rodermia y cirrosis biliar primaria). 2. Las Np secunda-
rias a infeccion (mononucleosis, VIH, otros virus). 3. Aso-
ciadas a enfermedades malignas (leucemia, linfoma,
enfermedad de Hodgkin). 4. Asociada a hipogamma-
globulinemias. 5. Enfermedad de Castleman. 6. Asocia-
da a drogas. Estas enfermedades deben diferenciarse
ademas de los defectos intrinsecos de la mielopoye-
sis (Np congénita grave, Np ciclica, sindrome de
Shwachman)®.

Una retrospectiva sobre el total de nifios evaluados
hasta la fecha, (de 39 dias a 22 meses de edad, n=13),
permitié diagnosticar neutropenia inmune humoral sélo
en estos 4 nifios que representan 3 familias y que se
presentan en este trabajo. Es de interés considerar que
el dato de la incompatibilidad materno-infantil en H1, puso
en alerta al pediatra al momento de atender a la pacien-
te H2, segunda hija del mismo matrimonio, lo cual deter-
mind el hallazgo de este caso de NpNA, ya que por la
naturaleza de la muestra estudiada en nuestro laborato-
rio no es posible analizar la incidencia de la NpNA que,
segun la bibliografia, es inferior a 1/1000* *. Excepcio-
nalmente, como en este caso, se pueden estudiar los
pacientes que presentan neutropenia en las primeras
semanas de vida.

En concordancia con lo comunicado por Lalezari,
pensamos que hay varias razones por las cuales las
NpAN no son inferiores a 1/1 000 nacimientos. Primero,
los recuentos hematol6égicos en neonatos no son he-
chos rutinariamente; cuando se realizan consideran sélo
los recuentos leucocitarios. Si falta el recuento diferen-
cial de leucocitos, un recuento normal puede estar eclip-
sando un caso de neutropenia con linfocitosis y mono-
citosis. En consecuencia, los pediatras que no se en-
cuentran familiarizados con esta enfermedad pueden
no darse cuenta de la ausencia de neutréfilos cuando el
recuento leucocitario es normal. Por ello se sugiere con-
siderar la posibilidad de realizar el estudio en forma
temprana al tener la sospecha diagnéstica, ya que el
nivel de anticuerpos disminuye en el tiempo y dificulta la
interpretacion de los resultados.
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