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Resumen

Se presentan dos pacientes (mujeres de 41 y 15 afios de edad) con ausencia del receptor para el

fragmento Fc de IgG, CD16, en neutrdfilos (fenotipo “null”). El caso 1 fue referida al laboratorio

con diagndstico de hemoglobinuria nocturna paroxistica y el caso 2) con diagnéstico presuntivo de neutropenia
inmune. En ambos casos se comprobo por citometria de flujo la ausencia de expresion de CD16, sin deficien-
cias en la expresion de otras moléculas del sistema de alloantigenos propios de neutréfilos ni defectos en el
anclaje a membrana por glicosil fosfatidil inositol (GPI). Las manifestaciones clinicas en ambas pacientes: ane-
mia en el caso 1y leucopenia en el caso 2 no pueden ser atribuidas exclusivamente a la carencia de CD16,, ya
que otros receptores para Fc de IgG (CD32 y CD64) podrian suplir la funcién de CD16,. Sin embargo, es impor-
tante tener en cuenta esta rara deficiencia (<1% en la poblacién) ante eventuales transfusiones y embarazos,
ya que es posible generar ioanticuerpos anti CD16, y neutropenia isoinmune natal transitoria en nifios nacidos
de mujeres con fenotipo “null”.
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Abstract Neutrophils without CD16, receptors. Occurrence of the rare CD16, deficiency (“null” phenotype)
in neutrophils from two female patients (41 and 15 years old) is reported. The first case was re-
ferred with a diagnosis of anemia related to paroxistic nocturnal hemoglobinuria and the second case, with pre-
sumptive diagnosis of immune neutropenia. In both cases, absence of CD16, expression was determined by
flow cytometry without deficiencies of other neutrophil alloantigens or defects of membrane anchorage through
glycosil phosphatydil inositol (GPI) linkage. Clinical manifestations in both patients could not be attributed exclu-
sively to the absence of CD16,, as other receptors for the IgG Fc fragment (CD32 and CD64) could compensate
this deficiency that occurs in <1% of the caucasic population. Nevertheless, it is important to take this rare defi-
ciency into account in order to prevent isoantibody formation after eventual blood transfusions, or transient neonatal
immune neutropenia in children born to women with the “null” phenotype.

Key words: neutropenia, neutrophils, CD16, receptors

Los receptores para el fragmento Fc de las inmuno-
globulinas (RFc) pertenecen a la superfamilia de las
inmunoglobulinas. La estructura les confiere una natura-
leza activadora de la cascada de fosforilacion, como en
el caso de RIFcy (CD64) y RllaFcy (CD32) que se encuen-
tran en macroéfagos, células dendriticas y en neutréfilos
polimorfonucleares (PMN) y eosinéfilos estimulados, o
bien una naturaleza inhibitoria como la que caracteriza
al RllIb1Fcy (presente en linfocitos B) y al RIla2Fcy!.

El RIlIFcy (CD16), es el Unico que presenta dos
isoformas: a) de transmembrana (RIllaFcy) con la capa-
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cidad de activar la cascada de fosforilacion, presente en
células natural killer, eosinofilos, macréfagos y mastocitos
y b), una isoforma correspondiente a un receptor ancla-
do a la membrana por el glicosil fosfatidil inositol (GPI)
CD16, (RIlIbFcy), cuya estructura no le confiere natura-
leza activadora ni inhibitoria®>. EI CD16, es un receptor
expresado con alta densidad en la membrana celular en
comparacién con el CD323, con la particularidad de que
en él se ubican antigenos especificos de los PMN: NA1,
NA2 y SH o HNA-1a, HNA-1b y HNA-1c respectivamen-
te, segun la actual nomenclatura: HNA (human neutrophil
alloantigens). Los fenotipos HNA-1a y HNA-1b difieren
por cuatro aminoacidos y los genes correspondientes por
cinco nucleodtidos. Se han encontrado variaciones en la
frecuencia de los genes en distintos grupos étnicos. En
la poblacién caucasica es mayor la frecuencia del HNA-
1b (75-90% vs. 44-74%), mientras que en la poblacién
asiatica (China, Japoén, Corea) y amerindia el HNA-1b es
menos frecuente que el HNA-1a (36-80% vs. 83-91%)* 5.
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Se han asociado las diferencias en la capacidad fagocitica
de los PMN con el alotipo HNA expresado en cada indivi-
duo. Previamente evaluamos el fenotipo HNA en 124 in-
dividuos sanos, donantes voluntarios, y en 24 pacientes
con diagnostico presuntivo de neutropenia inmune. Los
individuos sanos expresaron 73% HNA-1b vs. el 64% del
HNA-1a, y los pacientes el 67% HNA-1b vs. 58% HNA-
la (datos no publicados). Estas frecuencias son simila-
res a las observadas en la poblacion caucésica® ’. Otro
de los antigenos exclusivos de los PMN es el NB1 (HNA-
2a, CD177), una glicoproteina de membrana no anclada
al GPI presente con mayor intensidad en mujeres, con
una expresion variable’. La ausencia del receptor CD16,,
fenotipo “null™, se encuentra en muy baja frecuencia en
la poblacién caucasica (0-1.5%) y en menos del 1-2% en
la poblacion africana®. Ademas del receptor CD16, en
los PMN hay otras proteinas que se encuentran ligadas
a la membrana por el GPI, desempefiando importantes
funciones reguladoras, tales como la del factor acelera-
dor de decaimiento (CD55) y el factor que inhibe el en-
samblaje para la accion final del sistema complemento
(CD59). La deteccion de sub-poblaciones celulares con
menor expresion de membrana de ambos, tanto en PMN
como en eritrocitos, contribuye al diagnéstico de los pa-
cientes con hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN).
Esta enfermedad se describe como un desorden clonal
adquirido originado por mutaciones del Gen PIG-A en
células madre de la médula 6sea. En consecuencia, ante
el diagnostico presuntivo de HPN se requiere estudiar la
expresion de proteinas ancladas al GPI tanto en glébu-
los rojos como en PMN. Sin embargo, no siempre el des-
censo en la expresion del CD16, se asocia a un defecto
en el anclaje al GPI. En los PMN, la baja expresion de
CD16, puede relacionarse con el incremento de la
apoptosis. También la ausencia total del CD16, fue do-
cumentada y no relacionada con un defecto del anclaje
al GPI.

Presentamos el hallazgo de 2 individuos con fenotipo
“null”: el primero fue referido a nuestro laboratorio con
diagndstico presuntivo de HPN y el segundo con diag-
néstico presuntivo de neutropenia immune.

Caso 1

Sexo femenino de 41 afios de edad, que consulta en diciem-
bre de 2000 por anemia y cefalea. Presentaba metrorragias
reiteradas, ocasionadas por un fibromioma, y en tratamiento
con hierro parenteral. Fondo de ojo con hemorragias en “lla-
ma”. Manifestaba ademas gonalgia derecha, estando medi-
cada con antiinflamatorios. Hematocrito 26%, hemoglobina
7.7g/dl, leucocitos 2.8 x 10%I. (PMN 62%, linfocitos 28%,
monocitos 10%), plaquetas 25 x 10%I, LDH elevada, ferritina
12ng/ml. Proteina C reactiva sérica: negativa. Se le indica
meprednisona 60 mg/dia y hierro intravenoso, recuperando
los valores normales de plaquetas y hemoglobina. Seis me-
ses después se presenta con leucopenia y trombocitopenia
(leucocitos 4.0 x 10%I y plaquetas 75 x 10°%I. IgG asociada a
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plaguetas: normal. Biopsia de médula 6sea con cambios
displasicos leves. Estudio citogenético normal. Prueba de
Coombs Directa positiva (IgG) y presencia de anticuerpos irre-
gulares antieritrocitos (JKa) en suero. Complemento normal,
pruebas del latex para artritis reumatoidea, factor antinuclear
(FAN) y anti DNA negativos. Complejos inmunes circulantes
(CIC) negativos. Ac anticoagulante lGpico: negativo. Test de
Ham y de sucrosa negativos.

Se realizé la técnica de marcacioén directa de las protei-
nas de la membrana celular y lisis de los glébulos rojos. El
mismo procedimiento se realiz6 en la muestra del dador vo-
luntario sano del dia del estudio. Se utilizaron los anticuerpos
monoclonales anti CD55, anti CD59 y anti CD16 para eva-
luar la expresion en PMN, y anti CD55 y anti CD59 para de-
tectar la expresion en globulos rojos. Se empled un citometro
de flujo FACScan (Becton Dickinson). No se encontré dife-
rencias en la expresién de CD55 y CD59 en PMN ni en los
glébulos rojos del paciente en relacion al dador del dia. Sin
embargo, se encontr6 ausencia total del receptor CD16,. La
expresion de CD14 en monocitos fue normal. Luego de confir-
mar la ausencia del CD16, en PMN se emplearon anticuerpos
monoclonales especificos hacia el HNA-1a y el HNA-1b, y
ambos fueron negativos.

Caso 2

Referido por diagnoéstico presuntivo de neutropenia inmune.
Sexo femenino, de 15 afios de edad.

Datos clinicos: A los 4 meses de edad comenzé con una
onfalitis y luego infecciones en las vias respiratorias altas, con
anginas y faringo-amigdalitis reiteradas. En la edad escolar,
sufrié una varicela muy grave. A partir de la menarca, a los
10 afios de edad, las infecciones no fueron de gravedad. A
los 11 afios, a raiz de un sobrepeso brusco, se estudia des-
de el punto de vista hormonal, y como hallazgo de laborato-
rio se constato la leuco-neutropenia. Se efectuaron al menos
16 hemogramas, en un periodo de 4 afios, con variaciones
entre 3y 4.9x10° células blancas totales/I, con valores abso-
lutos de PMN 0.98 a 2.7x10° PMN/I, entre 24.7% y 58% de
PMN, 38% y 63.9% de linfocitos y 4 y 16% de monocitos. Las
evaluaciones arrojaron también recuento normal de plaquetas,
niveles normales de fosfatasa alcalina, de inmunoglobulinas
y de C3. No se detectaron anticuerpos antinucleares, ni se
encontré reactividad en el suero en la evaluacion para
toxoplasmosis, virus de Epstein Barr o Citomegalovirus. So6lo
fue positiva la serologia para Parvovirus B19.

Por marcacion y lisis se evalud la expresion de CD16,y se
determind el fenotipo de los PMN, en el paciente y en el da-
dor sano voluntario del dia del estudio. El 99.95% de la po-
blacion de PMN no expresé el CD16, comparado con el dador
del dia 0.63% (Fig. 1), que esta dentro del valor de referencia
del laboratorio: < 1.81% (X+ 2DS= 0.55% + 1.26% = 1.81;
n=81). Similar imagen e igual porcentaje para CD16, se en-
contré en el primer caso. En la Fig. 2 se muestra que también
es negativa la expresion de NA1 (HNA-1a) y NA2 (HNA-1b),
dado que estos antigenos estan localizados en el receptor
CD16,. En cuanto a otros antigenos propios del sistema HNA,
el NB1 (HNA-2 CD177) se encontr6 presente tanto en la mem-
brana de los PMN del paciente como en la del dador.

Discusion

El RllIbFcy es un receptor de baja afinidad para la
inmunoglobulina IgG que se expresa constitutivamente,
anclado a la membrana por el GPI en los PMN (CD16,)
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Fig. 1.— Expresion del receptor CD16, La region de neutrdfilos (R1) se ha definido
sobre el grafico de puntos FSC vs SSC. El histograma indica la expresién de
CD16,. Se ha aplicado un marcador (M1) sobre la region normal y M2 sobre el
area de baja expresion de CD16, y los valores estadisticos. En A se indican los
gréaficos del paciente, con 0.05% de expresién normal y un 99.95% con baja ex-
presion de CD16,. En B los resultados correspondientes al dador voluntario sano

del dia del estudio.

y como receptor de transmembrana en células natural
killer.

La funcion principal de los receptores para el fragmento
Fc de las inmunoglobulinas es la de desencadenar la
fagocitosis de patdgenos, lo que lleva a su destruccion
intracelular.

Este receptor CD16, participa de la citotoxicidad anti-
cuerpo-dependiente. Por si mismo el CD16, no envia
sefiales al medio interno celular; podria potenciar la union
de complejos inmunes al PMNX. La sefializacién a tra-
vés del CD16, involucra la familia Tec de las tirosina-
quinasas involucradas en la fosforilacion y en la movili-
zacion de calcio'. La remocion del CD16, en PMN trata-
dos con fosfolipasa C y factor de necrosis tumoral (TNFa),
si bien inhibe la activacion de PMN primados con com-
plejos inmunes solubles, no afecta la fagocitosis ni la
muerte de bacterias oposonizadas*?. Asimismo, en adul-
tos con periodontitis (AP), se ha demostrado que los
alotipos HNA-1a y HNA-1b interacttan en forma diferen-
te con particulas opsonizadas con IgG1 o IgG3. Ademas,
el estudio de funcionalidad del CD16, con previo blo-

queo del receptor CD32, sugiere que la heterogeneidad
del CD16 puede influenciar el curso clinico en AP.

Uno de los primeros hallazgos de la ausencia del re-
ceptor CD16, es el de una madre cuyo hijo recién naci-
do cursaba una neutropenia neonatal. Posteriormente
se detect6 otro individuo durante una rutina de evalua-
cion de antigenos especificos de los PMN. En estos in-
dividuos, la expresion de otras moléculas ancladas al
GPI (CD24, CD67, CD14) ademas de las ya menciona-
das fue normal. En 21 individuos de 14 familias con
deficiencia del CD16, se encontr6 que no expresaban
ni HNA-1a ni HNA-1b. Dos de ellos presentaban tiroiditis
autoinmune, cuatro habian tenido mdltiples episodios
de infeccidn, tres sélo infecciones incidentales y cator-
ce no habian sufrido infecciones serias*®. En otros 2 in-
dividuos, en forma casual se detect6 ausencia del CD16,
en PMN y monocitos y se confirmé la ausencia de estos
receptores en otros 2 miembros de la familia, padre y
hermana, todos ellos sanos, sin evidencia de incremen-
to en la frecuencia, ni severidad en las infecciones ha-
bituales.
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Fig. 2.— Antigenos especificos del neutréfilo. La region de neutréfilos (R1) se
ha definido sobre el grafico de puntos FSC vs SSC en A: células del pa-
ciente y los histogramas, sobre R1, en los que se observa la ausencia del
antigeno NA1 (HNA-1a) y NA2 (HNA-1b). Similarmente en B: células del
dador voluntario sano del dia con los histogramas sobre R1 que mues-
tran una expresion de ambos antigenos NA1 y NA2. Ademas ambos, el
paciente y el dador, expresan el antigeno NB1 (HNA-2a/CD177).

Como hallazgo de laboratorio, se comprobo la rever-
sién del fenotipo “null” en una paciente con leucemia mie-
loide, transplantada con médula 6sea de un hermano ge-
melo con idéntico HLA. También se ha demostrado que
los receptores CD32 y CD64 compensarian la falta de
CD16, por lo que no se encontraria afectada ni compro-
metida la defensa inmune del individuo deficiente®®.

En conclusion, si bien la ausencia del CD16, no afec-
taria el funcionamiento del sistema inmune por el efecto
compensador del receptor CD32, la importancia de nues-
tro hallazgo radica en la posibilidad de alertar a aquellos
pacientes con fenotipo “null” (<1% de la poblacién
caucasica) ante eventuales transfusiones dado que, po-
tencialmente, inducirian la sintesis de isoanticuerpos anti-
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CD16,. Del mismo modo éstos pueden, potencialmente,
ser la causa de la neutropenia neonatal isoinmune tran-
sitoria, en un bebé a cuya madre se le haya detectado
ausencia de CD16, en la membrana de los PMN.

Conflictos de interés: No hay conflictos de interés a de-
clarar.
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Una de las hermosas canciones de Atahualpa Yupanqui se titula "TU que
puedes, vuélvete". Si yo supiese hacerlo, escribiria una cancién complementa-
ria: "TU que puedes, quédate”. El motivo del consejo es el mismo: el transplante
es duro, porque se pierden amigos y porque, a menos que se emigre de joven,
siempre se le considera a uno como extranjero.

Es claro que no hay mas remedio que irse cuando peligra la vida o cuando
no se consigue, ni de lejos, trabajar en lo que a uno le gusta. Pero no vale la
pena correr el riesgo de naufragio cuando ya no hay violencia politica y cuando
la economia se esta recuperando rapidamente, sobre todo cuando se esta de-
teriorando en el lugar deseado. Hoy dia le es casi imposible conseguir trabajo a
un inmigrante en los EE.UU., Canada o Europa. El motivo es muy simple: no
hay puestos de trabajo ni siquiera para los nativos.

Tu que puedes, quédate. Vete solamente si temes por tu vida o si no consi-
gues trabajo, ni siquiera como presidente de la Republica. Te lo dice quien se
fue hace 45 afos y no ha vuelto porque no puede trabajar sin bibliotecas al dia,
pero sigue echando de menos no sélo al ombu y al tero, sino también el tipo de
amistad que so6lo se da alla: a toda prueba y para toda la vida.

Mario Bunge

En: N, Revista de Cultura, Clarin, 234, 22 marzo 2008, p 26



