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Santos Lagresa. M. N. y otros: Aspectos inmunoldgicos en la enfermedad celiaca.

Se estudian ocho pacientes con enfermedad celiaca. siete de los cuales se eacontraban
sin tratamiento y uno con dieta libre de gluten. Se les evalué la inmunidad celular. hu-
moral, niveles de oligoelementos y funcién leucocitaria. Los niveles de lgA sérica osta
ban elevados en el 37.5% de los casos, lo que coincidid con la presencia de inmuno-
complejos circulantes. Se indica que los estudios celulares mostraron una baja respuesta
a la fitohemaglutinina y la concanavalina A en comparacion con los controles. Los valores
disminuidos de transformacién bléstica coincidieron con bajos niveles de hierro y zinc
an el 75 v el 635% de los casos respectivamente, El incide fagocitico del polimortonu-
clear se encontré deprimido en el 625 v el 37.5% de los pacientes presentaron altera.
ciones en la reduccion del azul de nitrotetrazolio. Los resuyltados obtenidos sugieren la
necesidad de ampliar el estudio, particularmente en aquel'os pacientes con niveles de
hierro y zinc normales.

' Meédico Especialista de | Grado en Inmunologia, In=titulo de Hematologia ¢ Inmu-
nologia.

** Licenciado en Bloguimica. Jefe Sszccién Inmunologia. Instituto de Hematologia e
inmunologia.

""" Licenciado en Microbiologia, Jefe Seccidn Produccdn Reactives Bioldgicos. Ins.
tituto de Hematologia e Inmunologia.

"**  Médico Especialista de | Grado en Bioguimica Clinca, Jefe de Departamento de
Anemins Mutriclonales. Instituto de Hematologia & Inmunologia,

*t*** Médico Especlalista de | Grado en Pediatria, Jefe Seccién de Inmunologia Clinica,
Instituto de Hematologia e Inmunologia.

trreer Médico Especialista de Il Grado en Pediatria, Jefe 12l Servicio de Pediatria, Ins.
tituto de Gastroentarologia.



INTRODUCCION

La enfermedad celizca es una enfermedad del intestino delgado carac-
terizada por trastornos funcionales y cambios estructurales que pueden
llegar a la atrofiz completa e infiltrado inflamatorio.'

Hace mas de 25 ahos se demostré que el gluten era el agente causal
y se plantearon dos teorias sobre el origen de la misma. La primera plan-
tea una deficiencia enzimatica, y la segunda, que la enfermedad ocurre
por una reaccion de hipersensibilidad al gluten, o a alguno de sus compo-
nentes al nivel de la mucosa intestinal.? Diversas investigaciones han de-
mostrado alteraciones inmunolégicas en pacientes con esta enfermedad,®’
como son trastornos en la funcién del linfocito T, en los niveles de inmu-
noglohulinas y la frecuencia de inmunocomplejos circulantes; muchos de
estos parémetros han sido evaluados aisladamente en diferentes individuos
con estadios clinicos heterogéneos.

El objetivo de nuestro trabajo fue estudiar un grupo de pacientes celia-
cos para lograr una evaluacion integral del sistema inmune en estos en-
fermos, asi como la determinacion de oligoelementos y acido fdlico.

MATERIALES ¥ METODOS

Se estudiaron 8 pacientes (4 masculinos y 4 femeninos) con una edad
promedio de 7 ahos (rango de 6-11 anos) con el diagnéstico de enfermedad
czliaca, provenientes del Servicio de Pediatria del Instituto de Gastroente-
rologia. Uno de los pacientes tenia dieta libre de gluten, el resto se encon-
traba sin tratamiento.

La inmunidad celular se evalué a través de la formacién de roseta es-
ponténea (RE) y la roseta activa (RA)® que permiten cuantificar los linfo-
citos T.

Las células B se estudiaron con sueros antiinmunoglobulina humana:
anti total (anti -. anti «, anti 1), anti IgA (anti «) y anti IgM (anti ) marca-
dos con isocianato de fluoresceina (Hyland Lab. USA) y la roseta mediada
por complemento (EAC).F

Los linfocitos con receptores Fc se evaluaron por la técnica de roseta
mediada por eritrocitos y anticuerpos (EA)® y la roseta con hematies hu-
manos del grupo O™ © sensibilizados con suero humano anti D* C' (roseta
tipo Ripley).'°

La actividad funcional de los linfocitos T se estudi¢ por la respuesta a
los activadores policlonales fitohemaglutinina (FHA) (Wellcome. HA-15,
USA) y concanavalina A (Con A) (Sigma Lab. USA).'' Para la evaluacion
del porcentaje de blastos se utilizé la coloracién con naranja de acridina.

La funcién de los leucocitos polimorfonucleares se evalué por la reduc-
cién del azul de nitrotetrazolio (NBT),'? el indice fagocitico con Candida
albicans'® y la adherencia a fibra de nylon por una combinacién de técnicas
descritas por McGregor't y Klempner.'

L= niveles de inmunoglobulinas séricas se evaluzron por el método de
inmunodifusién radial simple,' utilizando plaeas de cuantificacion comer-
cigles [Behring Institute, RFA)
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El complemento hemelitico total se determing por la técnica propuesta
por Mayer'? y los niveles de C.. C.; y C., por inmunodifusion radial simple
empleando antisueros especificos. {Central Laboratorie of Blood Transfu-
sion, Holanda). :

Los inmunocomplejos circulantes se midiercn por la técnica de inhibi-
cion de la roseta EAC,'”® presencia de inmunoconglutininas,” actividad
complementaria?® y precipitacién con polietilenglicol 6 000 a2 una concen-
tracion final de 3,75% .2

Los niveles de ccbre, zinc, calcio, y magnes o se dsterminaron por es-
pectrofotometria de absorcién atémica.??-2%

El hierro sérico, la capacidad total e indice de saturacion por el método
descrito por Lorfe.”® El dcido félico sérico por la técnica de Watora®

Los valores normales de roseta y actividad funcional del linfocito se
obtuvieron de 30 nifios normales; los de inmunoglobulinas de superficie
del linfocito en 13 nifios evaluados paraielamente con los pacientes. Los
valores normales del resto de los parametros proceden del estudio dz 30
individuos sanos con edades comprendidas dentro d=l rango de los pe-
cientes investigados.

RESULTADOS

La tabla 1 muestra la distribucién de los paciantes por edad, sexo, raza
y los resuitados obtenidos en los pardmetros evaluados en la inmunidad
celular, donde se obsarva una disminucién cuantitativa de la poblacién to-
tal de linfocitos T a través de la roseta espontdnea (56,3 = 11.7%) y la
roseta activa {30.0 = 10.0%) en comparacidn con los controles normales
(73.8 -~ 8,8% vy 40,2 = 6.9 respectivamente) lo cuval es estadisticamente
significativo (p</0,001). Esto coincidié con una depresidn en la funcidn de
estas células en respuesta a la estimulacion con la FHA (33.1 = 8.9%) v
la Con A (328 - 14,8%) al compararlas con los controles que fueron de
450 = 6,0% vy 43,5 = 6,5% respectivamente (p<0,001).

La poblacién de linfocitos B se encontré deniro ce los valores norma-
les evaluadas mediante la determinacién de inmunoglobulinas de superfi-
cie; mientras rfue las subpoblaciones de linfocitcs con recentores para C.
y F¢ se encontraron disminuidas en el 62,5 v 100% de los casos respecti-
vamente,

En el 50% de los pacientes se demostraron inmunccomplejos circulan-
tes. lo que coincidi6é con valores bajos de C; y un aumente en el producto
de ruptura C.d (tabla 2).

En la tabla 2 se observa que las concentraciones de zinc y hierro se
encontraron por dehajo de los limites normeles en el 625 y 75% de los
pacientes respectivamente el indice de saturaciin fue bajo en el 87.5%
en cambio los niveles de Acido falico fueron normales.

Los niveles de inmunoglobulina sérica fueron normales. excento en tres
de los casos que presentaron un aumento de lgA

La funcidon leucocitarin més efectuada fue e indice fagocitico er un
68.5% de los pacientes a los 15 y 60 minutos (iabla 5).
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Tabls © Poriuetios celulares estudiados en pacientes con enfermedad coiiaca

R T P cm e —— e e

Transformacion

Saxo Marcadores ) inmunoglohulinas de superficic blastica
Pacieate [ Edad Reza RE RA REAG REA PIPLEY  Antitonal  Anti lgA  Anti IgM 'FHJ‘I. f‘nn i
Mo { Aiios) % L % % (%) (%) (%) (%) (%) (")
oo 5 i o6 20 16 7 i< te L o 24 wy
" ] L] B 54 16 B 11 13 25 19 T K] a0
3 Moo H G4 25 5 i? in 30 28 4 33 30
1 | 5 B 55 45 i 12 0 8 18 15 35 27
5 E 7 8 20 26 i5 17 G 18 16 15 28 a?
fy I & M i 3 2 i3 G 27 20 [ 26 LH]
¥ b B B Fil 32 i | 1" 1 10 18 8 20 10
[ ] M 70 40 5 1 13 11 16 14 50 58
Pacientes y = DS 5684117 30 =10 1265 24 123+ 24 01F 49 18 + 84 187+ 40 98+ 42 321+ 89 3284148
Rengn 446--630 20 40 42200 23147 42--140 96264 147-227 56140 242420 18 478
Controlas 5 = DS 735+ 88 402= 69 25 == 00 2 % 60125+ 65 165+ 85 12555 12440 4560 3565
Normales Raiww Ga =026 333 -Iﬁ”l 16 -3¢ 18 -3 6--190 3 --250 7 —1BD 8 —16 39 —51 37 —50
X+:DS: media = desviacidn estindar - FHA: fitohemaglutining
RE:  roseta espontdnea Cond: concanavalina A

RA:  roseta activa
REAC: roseta mediada por complemanio
REA: roseta mediada por la porcion FC de la IgC



Tabla . mweccompleios cirewlantes y niveles de complemento en pasientes con enlermedsd celiacas

Inmunocomplejos clroulantes Complemanto
Inhibi-
cidn Rose- Actividad Precipitacién Titulo Complemento
Pacicnte  taEAC  Anticomplementaria PEG B 000 inmunocon-  hemolitico total C4 C3 Cid
(Nn. {%)  (Uds.CHg, Residuales) (Uds.D.O.) glutininas {CHs,) {mg/di} (mg/dl) (ugfdl)
1 Q 1,25 001 1: 64 ©a87 25 60 121
2 40 1,10 0,04 1:128 265 19 36,5 18,2
3 50 0,98 .06 1:128 288 28 K1) 20.5
4 10 1,35 0,018 i; 32 268 30 70 Eh
5 35 0,56 0025 1:128 256 183 42 168
6 20 1,15 0,65 1: G4 3.0 40,1 G3 14
7 38 1,25 002 1:128 221 25 38 NR
8 12 140 002 102 278 35 35 e
Controlr.
normales <. 25 105 — 1,60 0,004 — o022 = 1: 64 21 —34 20—35 50 — 120 T4~ 14

U.D.0.: Unidades de densidad dptics
MR: No repllzado



Tabla 3; Niveles dol oligoglemento en pacientes con enlermcdad celiaca

Canacidad

Towilics el

S

Paciente Calcio Magnesio Cobre ine Hiarro Testal Saturacion Frlico
No. frgfl) {rmy fell ] fug/dl; fpapfelf] {invggfdll) (mg fdi} (%) fogial)
1 g2 1.4 G2 61 38 383 10 4
2 G0 &2 1100 8.5 KlH AGd B KEH
3 86 232 Y46 722 1 an 4 54
A BA 1.9 96,8 85,1 k1| 3wy 8.2 it
& 93 20 LU a3 40 365 b 5.3
+1 08 21 1004 86,2 L 374 12 &6
7 a1 19 g6 8.1 G5 4653 4.7 5.1
B 8.5 21 100,2 w22 B3 450 17 i
Controles
normalas 10-12 1.8-2.5 H0- 130 50-130 G0-160 250-400 16-50 3-20

NR: Noorealizadn,



Tabla 4: Concentracion de fzs inmunoglofidine: sdéricas wn pocoontes con ensfosmoedad

coliacs
Paciente ) lgG o fga lghd
MNo, {mg/dij fmg it} {mg/dl)
1 |00 150 120
2 50 550 55
3 1050 600 58
4 1200 200 a5
& 950 330 52
51 1000 H00 a0
T 1320 150 220
8 8950 230 130
Controles
normales B800-1800 G0-451) 60-250

Tabla 5: Funcién leucocitaria en pacientes con enfermedad celiaca

Paciente Indice fagocitico WBT Adherencia
{No.} {%%) {%a) (Y
t- 0 = 100
i t-15 = 70 1 89.8
{-60" = 64
t- 0" = 100
2 t-15 = 68 75.7
60 = T3
- 0 = 100
3 t-15° = 100 ’ 75.1
60" = 85
t- 0F = 100
4 t- 5 = 663 1 80.1
60" = 434
t- 07 = 100
5 15" — 45 & 794
60" = 121
- 0 = 100
[ t-15° = 50 £ 80.3
t-60" — 9.8
t- 0" = 100
7 t-15° = 221 1] 88,8
t-60" = 9.2
t- 0" = 100
8 t-15" = 474 e 88.0
60" = 66,2
Controles
normales t- 0F = 100
15 = 2559 412 78100
60" = 1020

t- 0" fagocitosis inicial
t-15": fagocitosls a los 15 minutos
t- 60" fagocitosis a los 60 minutos
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DISCUSION

Los principaics 1osultados ¢ nuestro wrabajo tueron la disniinucion en
lz poblacion de linfocitos T v las aiteraciones funcionales en respuesta a
la FHA; también se encontraron variaciones en las subpoblaciones de lin-
focitos con receptores para Cs y Fe, lo que plantea un trastorno general
de las células inmunocompetentes en estos pacientes.

Es importante seinzlar las alteraciones demostradas en el suero, las
cuales pudieran explicar los trastornos en el linfocito T, como son: la dis-
minucion de hierro y zinc en el 75 y 62% de los casos respectivamente, y
es interesante el resuitado obtenido en el paciente nimero 8, e! cual tenia
una inmunocompetencia normal con valores adecuados de los mencionados
cligoelementos. Esto plantea la necesidad de ampliar el estudio con un
mayor nimero de pacientes con niveles normales de estos oligoelementos,
pues ha sido demostrado el papel central de los mismos para un funcicna-
miento adecuado de les linfocitos T, existiendo experiencias en las cuales
con tratamiento de hierro y zinc se logra un restablecimiento de la inmu-
ridad celular de tipo T en individuos desnutridos.?®

Otro dato interesante es la demostracién de inmunocomplejos circulan-
tes, lo que puede estar en relacién con la alteracion funcional del linfo-
cito.?~* La presencia de complejos solubles brinda la oportunidad de eva-
lsar el componente antigénico del mismo, lo que pudiera facilitar el estudio
cel papel del sistema inmune en la patogenia de esta enfermedad.

Las alteraciones de la funcidn leucocitaria pueden ser secundarias a
las bajos niveles de lus oligoelementos,*® a la presencia de los complejos
circulantes que pueden alterar la funcién de estas células a través del blo-
queo de sus receptores para inmunoglobulinas, o bien a ambos factores.

Consideramos que nuestro trabajo ofrece una visidn integral acerca de
las alteraciones inmunologicas en la enfermedad celiaca, lo cual puede
contribuir a un mejor manejo clinico. Es recomendable continuar este es-
tudio en un mayor numero de pacientes,

SUMMARY

SHantos Lagresa, M. N. et ol. Immunologic aspects in the celisc disease.

Fight patients undergoing celiac disease are studied. Seven of the patients have not
treatment and one has free gluten diet. Tolthem, cell and humoral inmunity, oligoelement
levels and leukocyte function were evaluated. Serum IgA levels were high in 37.5% of the
cases, which agreed with vccurrence of circulating immunocomplexes. Cell studies showed
a4 poor response to phytohemagglutinin and concanavilin A when are compared with tha
sontrols. Decreased blastic transformation values were related to low Iron and zing levels
n 75% and 63.5% of the cases, respectively. Polymorphonuclear phagocytic index was
‘ound to be lower in 62,5 of the cases, and 37.5% of the patients presented alterations
n nitroblue tetrazolium roduction. Results obtained suggest the need of extending the
study, particularly in those patients with normal iron and zinc levels.

RESUME

Santos Lagresa. M. M. et al. Aspects immunologiques dans las maladie coeliaque.

L'étude a porté sur huit sujets atteints de maladie coeliague, dont sept étaient sans
traitement et un sulvait un régime libre de gluten. On a évalué l'immunité cellulaire,
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numoraie, les taux d'oligoéléments et i fonction leucocytaire. Les taux dlgA secmgua
élaient éleves dans 27.5% des caz, <2 qui o coincidéd avee la poésonce dimmunoaconsiores
circulanis. Les &tudes collulawes ont monird Lne fafole répunss B la phylshén aggio
tinine et & la concanavaline A par rapport aux tdimoing. Lo vaieurs diminudss de transion-
mation blastique ont ccincidé avec de faibles taux de fe- et de zinc dans 75 et 53.5%
des cas, respectivement. Lindice phagocytaire du polymorohonucidaire était déprimé dans
62,5% des cas et 37,5% des malades ont présenté des sltérations dans la réduction du
bleu de nitrotétrazolium. Les résultats obtenus suggérent le besoin d'approfondir I'étude,
notamment chez los malzdes ayant des taux de ler et de zinc rormaux.

BIBLIOGRAFIA

1. Fontaine, J. L. y cofaboradores: Small intestinal biopsy in cow’'s milk protein zllergy
in infancy. Arch Dis Child 50: 357, 1975.

2. Ferguson, A.: lnmurciogical aspects of the liver and gastroiriestinal tract. Feryuson,
A. [Ed), mMaASC B, N.. MTP Fress, Loadon, 134, 1976,

3. Brown, I. L. y coleboroderes. Avtoantibodies in children with coclize disease. Clin Exp
Inmunol 13: 373, 1973,

4, Blecher, T. £. y coisboradores. Serum immunoglobuling and lymphocyte itrans orma-
tion studies in coeliac disease. GUT 10: 57, 1862,

5. Bach, J. F.: Evaluation of T ceils and tymic serum factors in man using the rosette
technigus. Transplant Rev 16: 196, 1973,

6. Felsburg, P. J. y colaboradores: The aclive E-rosette test. A sensitive in vitro corro-
late for human delayed iype hypersensitivity. J. Immunel 118: 62, 1577.

7. Hudson, L. vy colaborederes: Practical immunology. Hudson, L, F. C. Hay [Eds). Black-
well Scientific publications. Oxiord, London, Edinburgh, Meiburne. 1973, P. 46,

8. Ehlen Berger, A. G. y colaborogores: In vitro methods in cell-mediated an tumor im-
munity. Blom 3. F., J. R. Dovid; (ids). Academic Press. New “ork. San Franciscc, Lon-
don. 1976. P. 123.

4. Gutiérrez, F. v coleboradores: Citotoxicidad dependiente de anticuerpos en seres hu-
manos. Aelacién entre células linfoides con recepteres Fo y ADCC. Sangre 24: 135,
1979,

10. Santos, M. N. y colaboradores: Técnica de roseta para ia identificacion de finfocitus
con receptores Fc para anticusrpos Rh anti ©°D° (manuscritc en preparacion)

11. Galeazzi, R. y colaboradoras: Cyclic variation in the response of lymphocyte to ahyto
hemagglutinin in healthy individuals. Transplantation 13: 550, 1973.

12. Okamura, K.: An improved nitro blue tetrazolium test and his correlation with toxic
neutrophils. Am J Clin Path 62: 27, 1974,

13. Lelih, P. C. J. y colaboradores: vingtics of phagocytosis and intracellular killing o Can-
dida albicans infection and immunity, 17: 313, 1977.

14. MeGregor, R. R. y colsboredores: inhibition of granuviccyte adherence by ethanol,
prednisone and aspirin measured with «n assay system. N Engl J Med 291: 642, 1974,

15. Klempner, M. 5. y colaboradores: Sepa:cilon and functional characterization of hu-
man enutrophil subppopulations. Blood 51: 659, 1978

16. Mancini, G. y cofahoradores: Immunochemical quantitation of antigens by single ra-
dial immunaodiffusion. Immuncchamistry, 2: 235, 1865.

Mayer, M. M.: Complament and complement fixation. Zxperimental lmmuncchemistry.
Kahat, E. A.; M. M. Maver (Eds.) Springfield, lllinols, Charles C, Thomas, 1961. F. 133

RC.P.
MAYO-JUNID, 1985 204



18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29,

Rec:

Hayward. A. R. y colgboridores: Inhibition of complement dependent lymphocyte ro-
sette formation. Ann Rheum Dis 35: 23, 1977.

Hautaneu. A. y colaberadc-es: Use of Elisa for measuring irunuaccongiutinins. J lmm
\Methods 21: 4, 1978.

Jlohnson, A. y col.: Detection of circulating inmunecomplexes in pathological sera.
Lancet 1: 762, 1975.

Haskowd, V. y colsboradores: Simple method of circulating immune complexes detec-
tion in human serz by polyethyleneglycol precipitation. Imewn Forsch 154: 399, 1978.

fehida, T. y colaboradore:: Determination of serum copper with atomic absorption
spectrophotometry. Clin Chem Acta 14: 294, 1969,

Hackley. B. M. y coleboredores: A simplified method for plasma zinc determination
by atomic absorption Spectrophotometry. Clin Chem 14: 1, 1968.

Willis, J. B.: The determination of metals in blood serum by atomic absorption spec-
troscopy. |l Magnesium. Spectrochim Acta 16: 273, 1960.

Willis, J. B.: The determination of metals in blood serum by atomic absorption spec-
troscopy |. Calcium. Spectrochim Acta 16, 259, 1960.

Loria, A. y colaboradores: Técnicas de dosificacién sérica de hierro y capacidad de
fijacion de hierro. Rev Invast Clin (México) 20: 34, 1966.

Watara, A. H. v colaboradores: Studies on the folle zcid activity of human serum.
J Clin Path 14: 335, 1961

Chandra, R. K.: Deficiencies of minerals and trace elements. Arnold, D. (Ed.). The
Camelot Press Ltc. South ampton. London, 1980. P. 45.

Moore, D. L. y colaboradores: PHA induce lymphocyte transformations in leukocyte
cultures from malarious, malnourished and control gamblam children. Clin Exp Im-
munol 17: 647, 1974,

Moore, D. L. y colaboraduvres: Effects of autologous plasma and lymphocyte transfor-
mation in malaria and acute protein-energy malnutrition. Comparison of purified lym-
phocyte and whole blood cultures. Immunology 33: 777, 1877.

bido: 4 de abril de 1984

Aprobado: 18 de mayo de 1984

Dra

Maria Nila Santos Lagresa

Instituto de Hematologia e Inmunologia
Apartado 8070

Ciudad de La Habana 8

Cuta

R.C.P.
MAYO-JUNID. 1585



