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DIAGNOSTICO BIOLOGICO (LABORATORIO)

Diagnodstico de neutropenias, aportacion de los estudios moleculares.
Del laboratorio basico a la practica clinica
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Julidn Sevilla-Navarro
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Introduccion

Puede definirse la neutropenia como una reduccién
del nimero absoluto de neutréfilos en sangre periférica
a cifras inferiores a 1,5 x 10%/ul. Se denomina profunda
cuando es inferior a 0,5 x 10%/ul y crénica si su dura-
cion es mayor de 3 meses (ya sea intermitente o per-
manente)'. La etiologia de la neutropenia es amplia y
heterogénea, incluyendo causas hereditarias, infeccio-
sas, medicamentosas o autoinmunitarias, entre otras.
A continuacion, revisamos el diagndstico diferencial
de la neutropenia a través de un enfoque
préactico centrado en casos clinicos, haciendo énfasis
en el papel que los estudios moleculares pueden tener
actualmente.

Casos clinicos

El primer caso es el de una nifa de 10 afios derivada
a hematologia desde atencidn primaria por el hallazgo
incidental de una neutropeniamoderada (0,6-0,8 x 103/ul)
en una analitica por estudio de dolor abdominal. Aporta
analiticas previas con cifras de neutrdfilos dentro de la
normalidad. No tiene clinica de infecciones de repeti-
cién ni antecedentes personales ni familiares de interés
desde el punto de vista hematoldgico. En esta paciente
podriamos incluir en el diagndstico diferencial y como
primera posibilidad la neutropenia autoinmune, ya que
se trata de una nifa de 10 afos, con neutropenia
adquirida, sin antecedentes familiares ni personales.
Sin embargo, al revisar detenidamente su hemograma,
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observamos que la neutropenia no es la Unica altera-
cién presente, puesto que ademas tiene una monocito-
penia absoluta (0 x 10%ul). Este dato levanta la
sospecha de que pueda tratarse de una neutropenia de
origen genético, por lo que tempranamente se solicita-
ron un estudio de médula 6sea y un estudio genético,
en este caso mediante exoma completo. La médula
6sea fue globalmente hipocelular, con moderados ras-
gos displasicos mas evidentes en megacariocitos y en
linea granulocitica. Por otra parte, el exoma se analizd
centrando el estudio en genes asociados a neutropenia
y fallo medular, detectandose la variante c.1187G>A
(p-Arg396Gin) en heterocigosis en el gen GATA2, de
caracter patogénico y descrita muchas veces en la lite-
ratura en casos de deficiencia de GATA2.

La deficiencia de GATA2 es una enfermedad genética
autosémica dominante que cursa con inmunodeficien-
cia, riesgo de infecciones oportunistas y predisposicion
al desarrollo de diversas neoplasias hematolégicas. El
espectro clinico de la enfermedad es muy amplio,
habiendo pacientes que ademds presentan sordera
congénita y linfedema en el llamado sindrome de
Emberger, mientras que otros permanecen asintomati-
cos durante anos y se diagnostican de forma tardia en
la edad adulta cuando ya han desarrollado alguna com-
plicacién, como la leucemia mieloide aguda®. En este
caso, la monocitopenia absoluta, tan tipica de esta
enfermedad, fue la pista que llevd a un diagndstico
temprano, y el caso nos sirve para abordar el diagnés-
tico de las neutropenias de origen genético.
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Dentro de las neutropenias congénitas, tradicional-
mente se ha hecho una distincidn en subgrupos segun
el fenotipo, distinguiéndose aquellas que cursan sin
manifestaciones extrahematopoyéticas y las que si
pueden tener otras manifestaciones sistémicas. Las
que cursan con neutropenia aislada estan asociadas a
un reducido grupo de genes, como son ELANE, CSF3R,
WAS o CXCR2, mientras que los casos de neutropenia
congénita que presentan clinica extrahematopoyética
tienen una base genética mas amplia (Tabla 1)'. De
todos ellos, las afecciones mas frecuentes
son las debidas a mutaciones en ELANE (50-60%) y
en HAX1 (30%)°.

Esta clasificacion de acuerdo con el fenotipo tenia
su relevancia al elegir cudl seria la mejor técnica diag-
nostica para estudiar las neutropenias hereditarias, en
funcién de si Unicamente se iba a analizar un grupo
reducido de genes (siendo en ese caso factible la
secuenciacion Sanger) o si era necesario testar grupos
amplios de genes (lo que puede hacerse hoy mas efi-
cazmente con el desarrollo de las técnicas de secuen-
ciacion de nueva generacion [NGS]). Sin embargo, la
disponibilidad creciente de las técnicas NGS y el con-
tinuo avance cientifico en la fisiopatologia de estas
enfermedades hacen que hoy sea habitual recurrir
directamente a estas técnicas independientemente de
la forma de presentacion clinica.

Dentro de los distintos tipos de estudios de NGS
disponibles, la primera aproximacién y hasta ahora
mas extendida es el uso de paneles de genes rela-
cionados con enfermedades hematoldgicas heredita-
rias. Estos paneles cubren un numero limitado de
genes y estan restringidos al conocimiento cientifico
disponible en el momento del disefio del panel. Por
ello, el exoma clinico surge como una alternativa de
interés para estudiar cualquier patologia de origen
germinal, ya que cubre toda la secuencia de ADN
codificante y permite analizar de forma selectiva las
regiones de interés en cada caso, pudiendo ampliar
la busqueda o reanalizar en el futuro teniendo en
cuenta los descubrimientos genéticos para aquellos
casos no concluyentes.

El siguiente caso clinico que presentamos es el de
una nifia de 6 semanas de vida, natural de la Republica
Dominicana, nacida a término y sin complicaciones,
remitida desde el servicio de pediatria de otro centro
por el hallazgo de neutropenia moderada (0,68 x 103/ul)
en una analitica realizada como parte de un estudio
por estancamiento ponderal. En este caso, aunque no
es un cuadro tipico, seria util descartar una neutrope-
nia aloinmune.

La neutropenia neonatal aloinmune se debe a una
incompatibilidad antigénica feto-materna, producida
por anticuerpos maternos que atraviesan la placenta y
van dirigidos a antigenos leucocitarios fetales hereda-
dos del padre, la gran mayoria del sistema antigénico
HNA. Si bien lo habitual es que se resuelva esponta-
neamente en 6 semanas, la neutropenia puede durar
hasta 6 meses. El diagndstico se establece demos-
trando la presencia de anticuerpos anti-HNA en suero
materno, genotipificando al padre y al paciente, e ideal-
mente demostrando la reactividad in vitro entre los
anticuerpos detectados y los neutréfilos del padre®.

Sin embargo, en nuestra paciente este estudio fue
negativo. No habia presentado episodios infecciosos
de gravedad ni tenia manifestaciones extrahematoldgi-
cas, por lo que se considero la posibilidad de la clasi-
camente llamada neutropenia étnica benigna. Este
término viene derivado de la observacion de que indi-
viduos con antepasados africanos tienen, en condicio-
nes normales, una menor cifra absoluta de neutrdfilos
que los individuos caucasicos, sin evidencia de enfer-
medad ni predisposicién a infecciones (en otras pala-
bras, es una variante de normalidad). En la actualidad
se sabe que este fenotipo clinico esta fuertemente
asociado a la presencia de un polimorfismo en la
regiéon promotora del gen ACKR7 o DARC, que codifica
para una proteina de membrana que es un receptor de
citocinas y a su vez constituye el grupo sanguineo
Duffy5®. De ese modo, el polimorfismo c¢.1-67T>C
(rs2814778) impide la transcripcion del gen, generando
un fenotipo Duffy nulo (Fy a- b-). Debido a que el feno-
tipo Duffy nulo es una ventaja selectiva frente a la
infeccion por Plasmodium vivax, no es de extrafar que
la distribucion geografica de este polimorfismo sea
principalmente en Africa (80-100% de prevalencia),
pero también en el Caribe y Oriente Medio. Por ello,
en esta paciente realizamos un fenotipo eritrocitario,
que demostré que se trataba de Duffy nulo, compro-
bando por genotipo que presentaba el mencionado
polimorfismo en el promotor del gen ACKR1, y fue
diagnosticada de neutropenia hereditaria asociada al
fenotipo Duffy nulo.

El ultimo caso que presentamos es el de una paciente
de 5 afios en el momento de su derivacion a nuestro
centro, que consulta para una segunda opinién por
neutropenia cronica que ha tenido multiples cuadros
infecciosos (infecciones otorrinolaringoldgicas de repe-
ticion, neumonias con ingreso hospitalario, estomatitis
aftosa, abscesos perianales...), sin manifestaciones
extrahematopoyéticas acompafantes. Ante un cuadro
clinico como este, con infecciones recurrentes, algunas



A.S. Rupérez et al. Diagndstico molecular de neutropenia

Tabla 1. Genes més frecuentemente implicados en neutropenia congénita

ELANE
CSF3R
WAS

CXCR2
Sindrome WHIM

SBDS

Shwachman Diamond

EFLT

GATA2

G6PC3

SLC37A4
Glucogenosis Ib

TAFAZZIN
Sindrome de Barth

CXCR4
Sindrome WHIM

JAGN1

VPS13B
Sindrome Cohen

GFI1
HAX1

Enfermedad de Kostmann

AP3B1

Hermansky Pudlak tipo 2

LAMTOR2
USB1
VPS45
TCIRG1

EIF2AK3

Sindrome Wolcott-Rallison

CLPB

STK4
SMARCD2

Neutropenia congénita sin manifestaciones extrahematopoyéticas

Elastasa de neutréfilos
Receptor de G-CSF
Homeostasis del citoesqueleto

Receptor IL8

AD
AR

AR

Neutropenia congénita con manifestaciones extrahematopoyéticas

Biogénesis ribosomal

GTPasa, ensamblaje ribosomal

Factor de transcripcion

Glucosa-6-fosfatasa

Transportador de glucosa-6-fosfato

Transacilasa mitocondrial

Receptor de quimiocinas

Proteina del reticulo endoplasmatico

Transporte de proteinas en el reticulo
endoplasmatico

Represor transcripcional

Proteina antiapoptdtica

Biogénesis de organelas

Ensamblaje lisosomal

Fosfodiesterasa de snRNA

Trafico de moléculas

V-ATPasa (regulador de pH lisosomal)

Modulador mitocondrial

ATPasa, modulacién proteica

Cinasa serina/treonina

Complejo regulador cromatinico

AR

AR

AD

AR

AR

AD

AR
AR

AD
AR

AR

AR
AR
AR
AD
AR

AD

AR
AR

Insuficiencia pancreéatica exocrina, displasia 6sea,
retraso mental

Insuficiencia pancreéatica exocrina, displasia 6sea,
retraso mental

Linfedema, sordera, infecciones por micobacterias
y VPH

Sistema venoso superficial prominente,
alteraciones cardiacas auriculares, uropatia

Hipoglucemia, acidosis lactica en ayuno,
sobrecarga de glucogeno hepatico

Miocardiopatia hipertrofica, sindrome miopético,
aciduria metilglutaconica

Linfocitopenia, trombocitopenia, cardiopatia,
tetralogia de Fallot

Anomalias 6seas y pancreaticas exocrinas

Retraso psicomotor, torpeza, microcefalia, facies
tipica, hipotonia, laxitud articular, miopia

Linfocitopenia, alteraciones del oido interno

Retraso mental, epilepsia

Albinismo

Albinismo

Poiquilodermia

Megalias (renal, hepatoesplénica), retraso mental
Angiomatosis cutanea

Diabetes neonatal dependiente de insulina

Retraso mental y catarata congénita, aciduria
metilglutaconica

Defectos atriales

Diarrea crénica, anomalias 6seas, orejas de
implantacion baja

AD: autosomico dominante; AR: autosomico recesivo; VPH: virus del papiloma humano; X: herencia ligada al X.

graves que han requerido ingreso hospitalario, la sos-
pecha principal en esta edad es una neutropenia del cuadro, es obligatorio realizar un estudio orientado
hereditaria. No obstante, si los recuentos previos no a descartar una neutropenia autoinmune. En nuestro

permiten aclarar la naturaleza congénita o adquirida
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centro se realizd esta aproximacion, pero se descartd
al no presentar marcadores de autoinmunidad y ante
la negatividad de anticuerpos antineutréfilo. Se amplié
el estudio con puncion de médula dsea, que morfolo-
gicamente mostraba como principal alteracion un parén
madurativo de la serie granulocitica en los mielocitos.
Por ello, se considerd que podria tratarse de un cuadro
hereditario y se estudiaron primero los genes ELANE
y HAX1, que no mostraron mutaciones. Este caso
corresponde a aquellos tiempos en los que el estudio
dirigido no era accesible en la practica habitual.
Posteriormente, una vez que esta aproximacion se hizo
mas habitual, se amplié el estudio mediante panel NGS
y se detect6 la variante ¢.3G>A (p.Met1lle) en homoci-
gosis en el gen JAGN1, el cual codifica para una pro-
teina del reticulo endoplasmatico que es critica para la
diferenciacién y la supervivencia de los neutrdfilos.

La neutropenia congénita grave por mutacion en
JAGNT1 es una enfermedad autosomica recesiva que
cursa con neutropenia grave e infecciones de repeti-
cion, y suele asociar anomalias dseas o insuficiencia
pancredtica exocrina’. Pese a que nuestra paciente
Unicamente presentaba neutropenia, con este resul-
tado se establece el diagndstico y se instaura trata-
miento con G-CSF periddico, con evolucion favorable
y disminucién de los episodios infecciosos y de su
gravedad.

Actualmente la paciente tiene 18 afios y sigue con
neutropenia cronica grave, con buen control sintoma-
tico con el tratamiento. Sin embargo, tras mas de 10
afhos de seguimiento, surge la preocupacion acerca del
riesgo de transformacion maligna. Por ello, reciente-
mente se realizé un estudio de médula dsea, en el que
persiste el paron madurativo en granulocitos a nivel de
mielocitos, sin otros hallazgos resefables. Sobre dicha
muestra se llevd a cabo un estudio molecular para
descartar mutaciones somaticas en genes asociados
a patologia mieloide (mediante panel NGS), en el cual
se detecto la variante ¢.1782C > A (p.Cys594Ter) en el
gen ASXL1, con una frecuencia alélica del 3,06%, pro-
bablemente patogénica. Este caso, por tanto, nos sirve
para revisar la evolucion clonal y la transformacién
maligna en los pacientes con neutropenia congénita.

La incidencia de neoplasias mieloides en los pacien-
tes con neutropenia congénita es mucho mayor que en
la poblacion general, afectando al 10-60% de los
pacientes, siendo del 1/10.000 en poblacién sana, y se
considera actualmente la principal causa de mortali-
dad®. Este riesgo varia en funcién de la mutacién cau-
sante del cuadro, estimandose que a 30 afios de
seguimiento es del 60% en pacientes con GATA2, del

30% en mutaciones SBDS y del 15% en ELANE'.
Habitualmente acontece tras afos desde el diagndstico
de la neutropenia congénita, salvo en los pacientes
afectos de GATA2, en los que puede ocurrir que la
primera manifestacion de la enfermedad sea la leuce-
mia aguda. El tratamiento con G-CSF a dosis altas, en
particular en aquellos poco respondedores, se consi-
dera un factor de riesgo para transformacion leucé-
mica®. Las alteraciones genéticas mas frecuentes en
este contexto son la monosomia 7, las anomalias del
cromosoma 21y las mutaciones en CSF3Ry RUNX1°11,
presentando un perfil genémico diferencial del de la
leucemia mieloide aguda de novo. Si bien existe con-
senso acerca de que el mejor tratamiento para los
pacientes con neutropenia congénita que desarrollan
leucemia mieloide aguda es la induccion de la remision
y la consolidacion con trasplante alogénico de proge-
nitores hematopoyéticos, no estd tan claro cudl es el
manejo adecuado para aquellos casos en los que se
detectan mutaciones somaticas antes de la transfor-
macion maligna. A pesar de que existe evidencia
acerca de la ganancia de mutaciones somaticas previa
al desarrollo de leucemia mieloide aguda, sigue sin
haber consenso acerca de en qué momento se esta-
blece la indicacion de trasplante alogénico de proge-
nitores hematopoyéticos, puesto que las complicaciones
asociadas al procedimiento en estos pacientes siguen
siendo altas.

Conclusiones

A través de los tres casos clinicos presentados
hemos repasado el diagndstico diferencial de la neu-
tropenia, centrandonos en las neutropenias heredita-
rias, que si bien son con diferencia mucho menos
frecuentes que las neutropenias secundarias a téxicos
o infecciones, son en las que mas papel tienen los
estudios moleculares y suponen un reto diagndstico.
Repasando los casos clinicos presentados, podriamos
definir un perfil de paciente en el que estaria indicado
hacer el estudio genético. Deberia sospecharse espe-
cialmente en pacientes pediatricos con neutropenia
grave junto con otras manifestaciones acompanantes
que puedan ser hereditarias, en aquellos en los que
tienen repercusion clinica significativa en forma de
infecciones de repeticion, y por norma general como
segunda linea de pruebas complementarias una vez
descartadas las causas mas frecuentes en el resto de
los pacientes'2. En pacientes adultos sera excepcional
el debut de la neutropenia una vez pasada la infancia,
a excepcion de aquellos con deficiencia de GATA2.
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