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Introduccion

La neutropenia neonatal aloinmune es un cuadro andlogo a
la anemia hemolitica por incompatibilidad Rh, debido a sensi-
bilizacion materna por antigenos de | os polimorfonucleares neu-
tréfilos del feto durante la gestacion, lo que origina la respues-
tade 1gG especificaque atraviesala placentay produce la des-
truccion selectiva de los neutrdfilos fetales®.

La deteccion de anticuerpos antineutréfilos ha sido parti-
cularmente complicada por |as caracteristicas propias del gra-
nulocito, agregabilidad, modulacién de membranay escasez de
células. El empleo de la citometria de flujo ha simplificado en
gran parte estas dificultades, permitiendo el estudio de pacien-
tes con neutropenia®3. Hay pocos casos descritos en lalitera-
tura, aunque probablemente no sea tan infrecuente como se pien-
sa¥, pues labenignidad de la evolucion de lamayoria de los pa-
cientes, unido aladificultad parael trabgjo en el laboratorio con
estas células hace que muchos casos queden sin diagnosticar®.

Presentamos aqui € caso clinico de un neonato con neutro-
penia aloinmune en el que se identificd un anticuerpo con es-
pecificidad anti-NA1 en el suero de lamadre.

Material y métodos
Caso clinico

Vardn recién nacido, fruto de segundo embarazo de madre
sana de 37 afios, bien controlado, sin antecedentes de ingestade
farmacos. Amenorrea de 39 semanas. Peso al nacer, 2.430 g,
Apgar, 9-10-10.

Al ingreso presentaba aspecto pletérico, datos somatomé-
tricos por debajo de P10, siendo €l resto de la exploracion fisi-
canormal.

En el hemograma se observd leucopenia con neutropenia
(5.200 leuc/mm3, 260 neutrof/mms3) y policitemia (Hgb = 22,5
g%, Hto = 70,7%), por lo que se realizé exanguinotransfusion
parcial. Posteriores andlisis confirmaron la existencia de neu-
tropeniamientras que las cifras de Hgb y Hcto. se normalizaron.

No present6 datos clinicos de infeccion en ningiin momen-
to, siendo los cultivos realizados negativos. El examen de mé-
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dula dsea mostro hiperplasia de la serie blanca con predominio
de las formas inmaduras, sin interrupcion en el gradiente ma-
durativo. Laevolucion fue favorable normalizandose progresi-
vamente la cifra de neutréfilos a partir de la 32 semana de vida.

Deter minacion de anticuer pos antineutr 6filos por
inmunofluorescencia directay citometria deflujo

L os neutrofilos se obtuvieron de muestras de sangre com-
pleta anticoagulada (EDTA), de la que se eliminaron los hema-
tiesmediante e preparador de muestra Q-prep (Coulter Cientifica,
S.A.). Selavaron dos veces con tamp6n fosfato salino (PBS) y
se fijaron con paraformaldehido a 1% durante 5 minutos.
Posteriormente, tras dos lavados con PBS-alblimina, se gjusta
ron a10 x 10%/ml. Se dispensaron 100 pl de la suspension ce-
[ular por tubo y se afiadieron 100 pl de antiinmunoglobulinas
humanas (G, A, M) fragmento F(ab)’ 2 conjugado con fluores-
ceina hecho en cabra, dilucion final 1/60. Se incubaron en os-
curidad durante 30 minutos a 22°C. Se lavaron tres veces con
PBS-albiminay se analizaron en un citémetro de flujo EPICS-
profile [l (Coulter Cientifica, S.A.). Se considera una prueba po-
sitiva cuando el canal medio de fluorescencia de una pobla-
cion superaen a menos dos desviaciones estandar el canal me-
dio de lapoblacién control.

Deter minacion de anticuer pos antineutr éfilosen el suero
por inmunofluorescencia indirectay citometria deflujo

Se incubaron diluciones seriadas del suero durante 30 mi-
nutos con granulocitos neutréfilos de los componentes de la
familia, asi como frente a neutréfilos de fenotipo conocido. Se
lavaron con PBS-alblimina como se comentd antesy l0s si-
guientes pasos se redizaron de forma similar ala deteccion de
anticuerpos directos. Estas pruebas cruzadas, asi como €l in-
munofenotipaje de los granul ocitos de los miembros de la fa-
milia fueron realizadas en el Laboratorio de Inmunologia
Leucoplaquetar del Centro de Transfusiones de la Comunidad
Valenciana (Dra. N. Puig).

Resultados

Laevolucién delos valores leucocitarios, recogidosen lata
blal, muestra que la recuperacion de los neutrdfilos se produ-
ce apartir de latercera semana de vida, manteniéndose poste-
riormente en cifras normales tras el aclaramiento de los anti-
cuerpos maternos. Es de destacar la presencia de una discreta
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Evolucion de los valores de leucocitos en
sangre periférica (expresados por mms3)

Tabla |

Dia Leucocitos Monocitos Neutrdfilos Linfocitos Eosindfilos

0 5.200 520 260 4.212 104

7 7.650 1.683 275 4.972 76

21 11.460 1.375 1.840 6.761 962

30 14.910 1.461 4.380 7.231 1.058
Tabla Ill  Estudio de las subpoblaciones

linfocitarias en la madre y nifio
neutropénico por citometria de flujo (*)

Ch2 CD3 CD4 CD8 CD20 CD57 CD16

Madre 87 82 51 28 10 21 9
Hijo 82 80 56 26 14 1 3

(*) Se expresan |os porcentajes relativos de cada antigeno de
superficie en los linfocitos.

monocitosis que también se describe en alguno de los casos ci-
tados en la literatura®.

Deteccion de anticuer pos antigranulociticos en neutr 6filos
del neonato asi como en el suero materno

Se detectaron anticuerpos en los granulocitos del neonato
en la primeramuestra recibida, aproximadamente alos 20 dias
de evolucidn, en un 20% de los granulocitos, por inmunofluo-
rescenciadirectay andlisis por citometria (en este andlisislaci-
frade PMN era 1.840/ul). Posteriormente se realizé unanueva
determinacion en el dia 30 de evolucion, con resultado negati-
vo (lacifrade PMN en ese momento estaba en 4.348/ul) (tabla
). Asimismo se demostraron anticuerpos antigranulociticos en
el suero delamadre en prueba cruzada frente a granulocitos del
padrey del hijo, asi como a granulocitos de un panel de do-
nantres con fenotipo conocido, mostrando reactividad NA 1. El
suero materno titul hasta 1/16 con fendmeno prozonaen las
primeras diluciones. El tipaje de los granul ocitos de [os miem-
bros de la familia se recoge en latablall, junto alas pruebas
cruzadas. No se detectaron anticuerpos frente aantigenos HLA
en el suero materno, en ensayos de microlinfocitotoxicidad ni
por inmunofluorescencia. Tampoco se evidenciaron anticuer-
pos anti-NA1 en el suero del neonato, que fue recogido en la
tercera semanade vida

Evaluacion de subpoblacioneslinfocitariasen lamadrey en
recién nacido

Serealiz6 el estudio de subpoblaciones linfocitarias por me-
dio de una bateria de anticuerpos monoclonales marcados con
fluoresceina o ficoeritrina representativos de los diferentes CDs
encontrados en linfocitos de sangre periférica. Los resultados en
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Tabla Il  Pruebas cruzadas y fenotipaje de
granulocitos
Reactividad cruzada con
granulocitos de:
Suero Fenotipo  Madre Padre Hijo  NAL+
Madre NA2/NA2 - + + +
Padre NAL/NA1 - -
Hijo NALNA2 - -0

@ No se detecto reactividad frente a granulocitos del padre

porcentaje se muestran en latablalll. No hay alteraciones dig-
nas de comentario en este aspecto, solamente decir que el anti-
cuerpo monoclonal anti-CD16 (Leu 11c, Becton-Dickinson) no
reacciona practicamente con los neutrdfilos, siendo muy espe-
cifico delinfocitos NK;; se detect6 tanto en lamadre como en €
recién nacido, aunque en este Ultimo en un bajo porcentaje (2-
3%).

Discusion

La neutropenia neonatal aoinmune se caracteriza por pre-
sentar intensa neutropenia en el nacimiento y durante las pri-
meras semanas de vida. Clinicamente pueden aparecer infec-
ciones cuténeas y menos frecuentemente respiratorias, urinarias
0 sepsis. El diagndstico se realiza por la deteccion de anticuer-
pos antigranul ociticos identificados en el suero materno o enlos
propios granulocitos del paciente. Describimos un caso de NNA
por paso transplacentario de anticuerpos maternos contra neu-
tréfilos del hijo que expresaban el antigeno NA1 heredado del
padre.

El estudio de antigenos granul ociti cos esté Gltimamente co-
brando importancia, sobre todo los clasificados dentro delas dis-
tintas variantes del antigeno CD16, receptor para lgG de baja
afinidad (FcRIII). Se han descrito dos formas con diferente an-
claje alamembranacelular: Fclll-1 ligado a fosfatidil-inosi-
tol(8), y que se expresa principa mente por los polimorfonu-
cleares neutréfilos, con dos variantes alélicas que constituyen
los antigenos NA1y NA29); y el antigeno FcRIII-2 como pro-
teinatransmembranay con un diferente patrdn de glicosilacion®
expresado fundamentalmente por células NK y monocito-ma-
créfago, pero no por los polinucleares™?. Existen distintos anti-
cuerpos monoclonales en e mercado que discriminan entre las
formas del CD16 asociado aPMN y el CD16 especifico de la
poblacion NK. Nosotros disponemos del Leu-11c¢, especifico de
cdulas NK, que fue testado frente alinfocitos de lamadre y €
hijo, presentando en ambos casos, como era de esperar, cifras
porcentuales en limites de normalidad. En una reciente publi-
cacion se describe un caso de ausenciade Fclll-1 en los granu-
locitos de una madre (NA1-negativa, NA2-negativa) que desa
rrollé durante el embarazo anticuerpos frente alas regiones no
polimdrficas de lamolécula CD16, pero que no reaccionabacon
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linfocitos NK@),

En nuestro caso, pudo evidenciarse |la presencia de anti-
cuerpos antineutrofilo en los granulocitos del nifio afecto, asi
como en &l suero delamadre frente agranul ocitos del hijoy del
padrey de aguellos de fenotipo conocido NA 1+, Paraddjicamente,
no pudieron detectarse estos anticuerpos en el suero del nifio,
probablemente debido ala plasmaféresis realizada en los pri-
meros dias de vida que eliminaria la mayor parte de |os anti-
Cuerpos maternos circulantes.

El pronéstico de laNNA es generalmente bueno aunque se
han descrito algunos casos de exitus®. Nuestro paciente no pre-
sento, en ninglin momento, signos de infeccion aunque recibio
los primeros dias cobertura antibidtica por canalizacion umbili-
cal. Hastael momento han sido muy pocos |os casos de NNA con
identificacion del anticuerpo implicado comunicados en nuestro
pais®19, Consideramos de interés ladeteccion y diagnéstico etio-
[6gico de laNNA por su distinto significado clinico.
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