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Abstracto

Antecedentes: Estudios del Sindrome de Fatiga Crénica (SFC) de nuestro y de otros¢laboratorios
describen una disminuida citotoxicidad de las células natural (NKCC) y una elevada proporcién de
linfocitos que expresan el marcador de activacion, la dipeptidil peptidasa IV (DPPIV),—=también conocida
como CD26. No obstante, ni estos ensayos, ni otros tests de laboratorio se aceptamampliamente para el
diagndstico o la prognosis del SFC. Este estudio buscé determinar si la NKCC ola'BRPIV/CD26 tienen una
exactitud diagndstica para el SFC.

Métodos/Resultados: los sujetos incluian mujeres y hombres cen SFE.y. controles sanos. Se midid la
funcion de las células con un biochip, mediante células K562,y liberacion de 51Cr. La DPPIV/CD26
asociada con linfocitos se estudid con citometria de flujo,cualitativa y cuantitativa. Se midid la
DPPIV/CD26 en suero con ELISA. Andlisis con la curva receiver gpeating characterist (ROC) valord el
potencial del biomarcador. La funcion citotéxica de las Células NK para 176 sujetos con SFC era
significativamente mds baja que en los 230 controles. _Segun el andlisis ROC, la NKCC era un buen
predictor del estado del SFC. No habia una significativa diferencia en el recuento de las células NK entre
los casos y los controles. El porcentaje de linfocitos CD2+ (células-T y células NK) positivos en DPPIV/C26
era elevado en los casos con SFC, pero habia uha disminucién en la cantidad de moléculas (rMol) de
DPPIV/C26 expresadas en las células-Tey.a NKyy una disminucion de la forma soluble de la enzima en el
suero. Anadlisis con las curvas ROCtindicaron que las 3 mediciones de la DPPIV/CD26 demostraron
potencial como biomarcadores, para el SFC. Ninguno de los chips de DPPIV/C26 correlacionaba
significativamente con la NKCE.

Conclusiones: Mediante’analisissROC, la NKCC y tres métodos para medir la DPPIV/C26 examinados en
este estudio tenian potenciakcomo biomarcadores para el SFC. De estos, NKCC, %CD2+CD26+ linfocitos
y rMol CD26/CD2+# linfocito, requirieron citometria de flujo, sangre fresca y el acceso a un laboratorio de
alta complejidad. "ka” soldble DPPIV/C26 en suero con un chip estandar ELISA, o con otros factores
solubles endin tipormultiplex de ELISA.

La dipeptidil peptidasa IV en linfocitos o en suero no era predictiva de la NKCC lo cual sugiere que se
deberia cansiderar estos como biomarcadores no-redundantes.

Lasranomalias de la DPPIV/CD26 y del funcionamiento de las células NK tienen particular relevancia para
el pesible‘papel de la infeccion en la iniciacidn y/o la persistencia del SFC.
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El Sindrome de fatiga crdnica (SFC) se caracteriza por fatiga persistente e inexplicada que
resulta en un grave deterioro del funcionamiento diario y se define por sintomas, discapacidad
y exclusién de condiciones médicas y psiquidtricas que podrian explicar la fatiga [1,2].
Estudios basados en la poblacidn estimaron la prevalencia del SFC en 0,23% a 0,41% [3,4]. Los
costos para la economia de los EE.UU. se estiman anualmente en 9 mil millones ddlares en
pérdida de productividad y hasta $ 24 mil millones de ddlares en gastos sanitarios [5—7].

Las complicaciones y las comorbilidades pueden ser severas. Por ejemplo, el sindrome de
fatiga crénica se ha asociado disfuncidn crénica o episddica autondmica y cardiovascular [8].
Recientes resultados de nuestro grupo han demostrado un descenso del volumen sistélico y
del gasto cardiaco en los pacientes mas severamente afectados del SFC [9]. Hay infermes que
sugieren un mayor riesgo de cancer y de suicidio [10,11]. El SFC afecta a todes, les‘grupos
étnicos y estratos socio-econémicos de la sociedad aunque como minimo de,2.a%4 veces mas
mujeres que de hombres sufren de esta enfermedad [3,12,13]. El diagndstico mediante la
definicion de caso [1] requiere la exclusidn de cualquier otra explicacién médica para estos
sintomas, produciendo un proceso lento, ineficaz y propenso a erteres.\Esto también es
costoso porque el diagndstico clinico actual suele implicar especialistasidetatencién terciaria.

Al igual que muchas enfermedades crénicas la fisiopatologiaydel\ SEC es compleja y afecta a
varios de los principales sistemas de regulacién del cuerpo.“Hay considerable literatura que
describe la disfuncién inmune en el SFC [14-16], aunque las, revisiones de la inmunologia del
SFC sefialan que no se ha logrado un acuerdo universal sobre las alteraciones inmunoldgicas,
en gran parte debido a las diferencias en las metédologias, las definiciones de caso y la calidad
de los estudios [17,18].

Sin embargo, redundantes informes apoyan,1).reduccion de la funcién de las células natural
killer (NK) [14,19] con deficiencias en la perforina y en las granzimas en las células NKy en los
linfocitos T CD8 + [20], 2) inflamacién [21,22], 3) alteracion de los perfiles de citoquinas [9,10]
con elevacidn de las citoquinasg#preinflamatorias [11,12] y de polarizaciéon [11,13] de Th2
(célula ayudante T tipo 2) y 4) activacion linfocitaria crdnica [14,16].

Los esfuerzos actuales de investigacion estdn orientados hacia la identificacién de un marcador
individual o de una eémbinacion de marcadores asociados suficientemente con el SFC para
facilitar el diagndsticoobjetivo y el manejo del SFC. Anteriormente informamos que los
pacientes con SFC eon una pobre funcidn NK tenian mas fatiga, menos vigor, mds disfuncién
diurna y mads.deterioro cognitivo. Estos resultados preliminares proporcionaron pruebas en
apoyo defla utilizacion de la NKCC como marcador de subgrupo para la severidad de la
enfermedad en el SFC [23].

Ema) superficie de muchas células, incluyendo en los linfocitos, se encuentra presente la
DPPIV//CD26, una glicoproteina transmembrana y una serina peptidasa que escupe dipéptidos
prolina de la N-terminal de los polipéptidos, incluyendo quimiocinas y neuropéptidos. Se
encontré en el suero una forma soluble enzimaticamente activa. Hemos observado una
elevada proporcién de linfocitos que expresan este marcador de activacion en pacientes con
SFC en comparacién con los controles [14]. No hay disponibles pruebas de laboratorio
ampliamente aceptadas para el diagndstico o el prondstico del SFC. Este estudio busco
determinar la exactitud con la que las mediciones de la NKCC o la DPPIV/CD26 distinguen
entre personas derivadas con diagndstico clinico del SFC y controles sanos.
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Métodos

Objetivos

El trabajo previo indicd el funcionamiento defectuoso de las células NK y una alto por cien de
células T y células NK que expresan el marcador de activacion DPPIV/CD26 en casos de SFC. El
objetivo de este estudio fue determinar el potencial de la NKCC y del DPPIV/CD26 como
biomarcadores para el SFC.

Participantes

Los pacientes con Sindrome de Fatiga Crénica (edades entre 18 y 60, edad media 44; 83%
mujeres) procedian de la Universidad de Miami, Facultad Miller de Medicina, Clinica dexSFC y
Inmunodeficiencia, después de ser diagnosticados con SFC con los criterios desdiagnostico
clinico de los CDC [1,2] (Tabla 1).

Todos eran participantes en estudios de investigacion (NIH, Asociacion, de Fatiga Cronica y
Sindrome de Inmunodeficiencia (CFIDS) o de la Universidad de Miami)., ‘Los criterios de
exclusidn incluian cualquier condicion médica activa que podia explicaria“presencia de fatiga
crénica, incluyendo diabetes, el uso actual de inmunomodiladores o antibidticos, y un
diagndstico psiquidtrico pasado o presente de psicosis (por ejemplojesquizofrenia), demencia,
trastorno depresivo mayor con sintomas psicéticos o melahcolicos, “trastorno bipolar, anorexia
o bulimia nerviosa, abuso de alcohol/sustancias en los dos afios'siguientes a la aparicién de la
fatiga o en cualquier momento posterior.

Los sujetos con SFC fueron estudiados 2 a 25 afios después de la aparicion de los sintomas, con
un inicio promedio de 10 anos. Los controles‘sanos (Tabla 1) (edad 23-74, edad media de 41
afios, mujeres 86%) procedian de la Universidadide Miami, o de estudios financiados por NIH
o CFIDS. Cada uno completd un historial clinico y psiquidtrico que incluia medicamentos y
abuso de alcohol/sustancias. Las personas con activas condiciones médicas o psiquiatricas,
medicamentos inmunomoduladores‘o*abuso de alcohol/sustancias fueron excluidos.

Recoleccidn de la sangre. Se recelectaron muestras de sangre por la mafiana. Para los chips de
la funcion linfocitaria y para\la,citometria de flujo, se utilizaron tubos de heparina de sodio. Las
muestras se manteniafi*a temperatura ambiental y se entregaban al laboratorio dentro de las 4
horas. Para el hemograma.completo, se recogia la sangre en acido tetra acético de etileno
diamina y se entregabajal laboratorio dentro de las 4 horas. Se separaba el suero del coagulo
de sangre deftro'de las 4 horas de la recogida en un tubo de tapdn rojo y se guardaba a -202C
hasta quefser analizado.

Citotoxicidad> de células b Y as@sihas naturales¢ .UEl biochip de la NKCC se realizaba con
sangre completa antes de 8 horas después de la recogida en un ensayo de liberaciéon de cromo
comondescrito previamente [24]. Se utilizaba la linea celular eritroleucémica sensible de la
K562 como célula diana. El ensayo se realizaba por triplicado en cuatro ratios target-to-
effector cell con incubacién de 4 horas. Se utilizaba el % de citotoxicidad en cada ratio target-
to-effector y el nimero de células CD3-CD56 + (NK) por unidad de sangre para expresar los
resultados como % de citotoxicidad con un ratio de target-to-efector cell de 1:1.

Determinacion de los subgrupos de linfocitos y evaluacion de las concentraciones de
proteinas en la superficie de la célula por fluorescencia cuantitativa. Para la evaluacion de
subpoblaciones linfocitarias y para los estudios cuantitativos de intensidad de la fluorescencia
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de los antigenos en la superficie celular se utilizé un método de lisis de sangre entera [25]. La
sangre entera las muestras se tifieron en 4 combinaciones de colores, con concentraciones
optimizadas (Saturacion) de las concentraciones de anticuerpos, se lisaron los eritrocitos y se
fijaron las células con el reactivo Optilyse C (Beckman-Coulter Corp., Hialeah, FL). Se determiné
la determinacién de las poblaciones de linfocitos, monocitos y granulocitos mediante

dispersion de luz y la vuelta a inyectarla (1“1 g h't scatt erentfldresdzraiz k

para la poblacidn CDA45 brillante y la CD14 negativa con un citometro de flujo de Beckman
Coulter multiparametro. El control de isotipos fue la referencia para los eventos negativos. A
diario se establecia la compensacion espectral. El control de calidad incluia la optimizacién de
la recuperacion de los linfocitos, la pureza del gate del analisis, el linfosum y la repéticién de
las determinaciones.

Los anticuerpos marcados con ficoeritrina (PE) se utilizaron para las determinaciones
cuantitativas de fluorescencia y se registraba la intensidad media de, la, fluorescencia en
ecuacién de regresion lineal derivada del analisis de las normas de intensidad‘de fluorescencia
QuantiBrite (Beckton Dickenson, San Jose, CA). Esto permitid la conversion de valores de
intensidad de fluorescencia a nimeros medianos de moléculas,PE vinculadas por célula PE
(cantidad relativa de moléculas proteina expresadas por“células.con concentraciones de
saturacidén de anticuerpos; rMol/célula). Esta técnica n@s permitié determinar la cantidad
relativa (r) de moléculas (Mol) de CD26 en los linfocitos CD2 +/(células-T y células-NK) (Figura
S1).

Tabla 1. Citotoxicidad de células Natural killer y dipeptidil peptidasa IV/CD26 en casos de sindrome de
fatiga cronica ° comparada con controles e,

Variable N° de axsde SFC Media (355th percentil® 8 ontrats sans Media(25 75th percentil) p

NKCC% 176 12 (8-21) 230 28 (20-37) .000
% CD26+CD2+ Cells 75 61 (55-66) 100 52 (47-59) .000
sCD26 in Serum (ng/ml) 73 489 (396-643) 122 671 (496-871) .000
rMol CD26/CD2+ Cell 4, 77 3625 (2844-4633) 102 4388 (3600-5388) .001

s 8 (ujtves;mdad media 48;

sy 8\Mjkwes,mdad media 47.

Determinaciéon del CD26 soluble. Se evalud el CD26 soluble en suero con un kit ELISA de
Bender MedSystems (Viena, Austria). Este ensayo tiene una sensibilidad de 7,26 ng / ml y una
precision del 4,6%.

Cuestiones éticas. Todos los sujetos firmaron un consentimiento informado aprobado por la
Junta Institucional de Revisiones de la Universidad de Miami. Los participantes hablaban Inglés
con un nivel de al menos de octavo de primaria para asegurar que eran capaces de
comprender el consentimiento informado, y de leer y completar los cuestionarios.
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Métodos estadisticos. Se utilizé el test no-paramétrico de Mann-Whitney para determinar las
magnitudes de diferencias entre los grupos. Para determinar las correlaciones se utilizd la
prueba no-paramétrica de Spearman. Los v a)0sose¢ censiderdren espadisticamente
significativos. La precision diagndstica de los biomarcadores fue evaluada en términos de
verdaderos positivos (sensibilidad) frente a verdaderos negativos (1-especificidad) usando los
an al insparametfic“receiver operating characteristics = ROC) [26] disponibles en el
software Statistical Package for Social Sciences (SPSS) para Windows (SPSS Inc, Chicago, IL). El
plot ROC no-paramétrico utiliza todos los datos, no hace suposiciones paramétricas y
proporciona estimaciones imparciales de sensibilidad y especificidad, lo que indica la
capacidad de una prueba para discriminar entre dos estados alternativos de salud, en, este
caso, casos con SFC y controles sanos. El cdlculo de la superficie debajo de lageurvay(AUC),
proporciona un nimero Unico conveniente.

Una AUC.0.5 indica que la prueba no muestra diferencias entre los dos grupos,'mientras que se
encuentra AUC = 1.0 si la prueba da una perfecta separacién entre los grupos. kas‘¢oordenadas
de las curvas (COC), que ofrecen todo el espectro de parejas de sensibilidad/especificidad y
una imagen completa de exactitud de la prueba, se dan en los archivos ecomplementarios para
cada plot del ROC.

Resultados

Citotoxicidad células asesinas naturales (citotoxicidad de las natural Killer)

Los valores de la NKCC fueron significativamente, inferiores en los casos que en los controles
(p, 0.000) (Tabla 1). La cantidad de células NK.no‘era diferente entre el SFC y los controles. Los
valores de CD3-CD56+ linfocitos/cumm (expresados en mediana (percentil 25ta-75a) eran: 176
(134-256) para el SFC y 236 (151-336)%para los controles. De acuerdo con la curva ROC no-
paramétrica de las 406 muestrasy tal*como se muestra en la Figura 1, la NKCC fue un buen
predictor del estado del SFC. Los valores mas bajos de NKCC indicaban evidencia de un estado
real positivo (SFC). El area baja'la.curva (AOC) se muestra en la Tabla 2. Las coordenadas de la
curva (COC) se dan en la.tablaS1.,

Dipeptidil peptidasaV/CD26

Medimos este peptidasa en las superficies celulares y en el suero de un subconjunto de las
muestras detlas que habiamos estudiado la NKCC. Los resultados mostrados en la Tabla 1,
comparando SEC cen controles, indicaron una elevacidn del porcentaje de los linfocitos CD26 +
CD2 +, pero una‘disminucién de la cantidad de moléculas de CD26 en las células Ty NK y una
disminuciéh de la forma soluble de CD26 en el suero. El analisis de la curva ROC y la AUC, que
se'muestra en la Tabla 2 y las Figuras 2, 3 y 4 indicd que las tres mediciones de CD26 tienen
potencial como biomarcadores para el SFC (véase COC en las tablas S2, S3 y S4). El chip de
citrometria de flujo cualitativo para la concentracion de CD26 + en los CD2 + linfocitos y la
prueba de ELISA de sCD26 en suero eran buenas predictores. El método de flujo cuantitativo
para la concentracion de CD26 en los linfocitos CD2+ fue menos preciso. El analisis Spearman
mostré que ninguno de los ensayos de CD26 correlacionaba significativamente con la NKCC
(datos no mostrados).
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True Poshives (Seasitivity)
b d

. Figura 1. Se utilizaron los andlisis ROC para evaluar la NKCC como
predictor del SFC. El plot no-paramétrico ROC (curva azul)
/ indicaba la capacidad de la NKCC para discriminar entre los casos
! SFC y los controles sanos. Valores mas pequefios de NKCC
estaban asociados con casos SFC. La linea de 45 grados (verde)
indica el plot tedrico de un test sin discriminacion entre SFC y
controles.
doi:10.1371/journal.pone.0010817.g001
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Trwo Nogatives (1 - Spacificity)

Discusion

Los datos de este y de otros estudios anteriores dan apoyo:ereible a la disminucién de la
funcidn NKCC en el SFC. Estas células efectoras del sistema ‘inmune innato tienen un papel
importante en la inmunidad antiviral, antibacteriana y“antitumoral, pero resultan deficientes
como indican las mediciones por citdlisis directa de las células diana, y como determinado por
la medicion de las proteinas liticas intracelulares [14,20]. En 60 a 80% de las muestras
publicadas, el SFC presentaba con un inicio agudoe ‘deda enfermedad, con sintomas sistémicos
similares a la infeccidn de una gripe que no‘desaparecid [14]. El inicio subito, los sintomas de
mialgias, artralgias, dolor de garganta_y adenopatias provocaron el surgimiento de una teoria
de enfermedad inducida por infeccion\[14,27]. Los informes publicados tanto apoyan, como
niegan asociadas infecciones microbianas, reactivacion de infecciones por latentes herpes
virus y/o infecciones por retrovirus.en‘el SFC [28-35]. Es interesante el hallazgo por Glaser y
colegas que los efectos inmunolégicos adversos de infecciones persistentes con Epstein Barr
(EBV) no exigen la sintesis, del, ADN viral [36]. Algunos trabajos publicados sugirieron la
posibilidad de un elevado riesgo de cancer en pacientes con SFC [10-11], aunque hasta la fecha
no ha habido muchoswestudios a largo plazo de la historia natural para evaluar este riesgo con
precision.

Tabla 2. Anilisisidela curva ROC: Area debajo de la Curva (AUC) para citotoxicidad células natural
killer y dipeptidil peptidasa IV/CD26 en casos de SFC comparado con controles.

Variables Area Std. Error Asymptotic Stg Asymptotic 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound

NKCC% 776 .24 .000 729 .823
CD2+CD26+% 746 .037 .000 .674 .818

sCD26 ng/ml 732 .036 .000 .652 794
rMolCD26/CD2+ cell .650 .042 .001 .568 733

aCon sposicién nparamétricaHipotesis Nudkea verdadera = 6.80i:10.1371/journal.pone.0010817.t002

6
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Anteriormente hemos demostrado que la proporcién de linfocitos (células NK y T) que expresa
el CD26 se encuentra elevado en los casos con SFC [14]. En el presente estudio encontramos
reducida en los pacientes con SFC la densidad de DPPIV/CD26 en la superficie de los linfocitos
y la concentracidon de la enzima en plasma, en comparacién con los controles. Nosotros
postulamos que esta reduccion se debe a la crdnica activacién de linfocitos en los pacientes
con SFC. El presente estudio se suma a la evidencia de la pérdida de la funcién inmune innata 'y
de la activacién inmunoldgica crdnica, resultantes de la presencia a largo plazo de estimulos
antigénicos, ya sea propio u extrafio. En comparacidn con los controles sanos, los pacientes
con hepatitis C crénica tenian una disminucidn significativa de los niveles séricos de la CD26
soluble [37].

En otro estudio se compard la infeccién aguda, autolimitada con la vacuna de la.gripe.en vivo y
la infeccidon crénica con un antigeno persistente, como por ejemplo con ‘citomegalovirus
(CMV), EBV o el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), mediante citométtia‘de flujo con
multiples parametros y tecnologia tetramero. Estos andlisis identificaron\tn ‘patrén Unico de
alta densidad de expresion DPPIV/CD26 entre las células especificas T CD8 de la influenza, pero
no en células T CD8 especificas para CMV, EBV (Tres epitopos diferentes) o el VIH [38]. Estos
resultados fueron interpretados como indicacién de que “awexpresion de CD26 (alta) es
caracteristica de una célula de memoria, presente en la infeceion aguda, pero no en infeccion
crénica.

La dipeptidil peptidasa IV/CD26 clava la N-terminal de os dipéptidos X-Pro de los péptidos. La
peptidasa controla la vida media en vivo del factor-1)(SDF-1) derivado de células estromales,
quimioquinas proinflamatorias. Ratones deficientes en DPPIV/CD26 exhibian mayores niveles
circulantes de SDF-1 activo, asociado con un incremento de la cantidad de células positivas
para e SDF-1 receptor (CXCR4) que infiltran articulaciones artriticas [39].

o Figura 2. Se utilizaron andlisis ROC para evaluar el % de linfocitos

i d CD26+CD2+ como predictor de SFC. El plot no-paramétrico ROC
o (curva morada) indicaba a capacidad de % de linfocitos CD26+CD2+
para discriminar entre casos de SFC y controles sanos. Valores mds
i altos de % de linfocitos CD26+CD2+ se asociaban con casos de SFC.
_J'l La linea de 45 grados (verde) indica el plot tedrico de un test sin

[ discriminacion entre SFC y controles.

doi:10.1371/journal.pone.0010817.g002

0

Figura 3. Se utilizaron anadlisis ROC para evaluar la dipeptidil
re peptidasa 1V/CD26 en suero como predictor del SFC. El plot no-
§ paramétrico ROC (curva roja) indicaba la capacidad de Ia
1 rE ,} dipeptidil peptidasa IV/ CD26 en suero para discriminar entre
Y ’i' casos de SFC y controles sanos. Se asociaron valores mas bajos
1 . § con casos de SFC. La linea de 45 grados (verde) indica el plot
— Z tedrico de un test sin discriminacién entre SFC y controles.
iy L ) 2 doi:10.1371/journal.pone.0010817.g003
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En un estudio clinico de los mismos investigadores, los niveles plasmaticos de DPPIV/CD26 de
pacientes con artritis reumatoide estaban significativamente disminuidos en comparaciéon con
los de pacientes con artrosis y presentaban correlacidn inversa con el nivel de la proteina C-
reactiva. Postularon que la disminucién del nivel en circulacién de la DPPIV/CD26 soluble con
artritis pueda influir en la regulacién mediada por DPPIV/CD26 del eje quimiotactico SDF-
1/CXCRA4. Estos pacientes tienen una elevada cantidad de células T que expresan DPPIV/CD26 'y
una reduccion de la actividad enzimatica DPPIV y del antigeno DPPIV/CD26 en plasma en
comparacién con los controles [39,40].

La dipeptidil peptidasa IV/CD26 causa la degradacidn del péptido glucagén-like 1 (GLP-1), una
hormona de la incretina [41].

Los inhibidores de la DPPIV/CD26, como la sitagliptina, que impiden la degradacién‘del, GLP-1
[42], se comercializan ahora para el tratamiento de la diabetes mellitus tipod 2. (T2DM).
Teniendo en cuenta que la DPPIV/CD26 tiene un papel clave en la regulacionidel sistema
inmune, como molécula de activacién de las células-T y en los trastornos, mediados por el
sistema inmune, cabe sefialar que no se han investigado de manera @xtensa los efectos de la
inhibicién de la DPPIV/CD26 sobre el sistema inmune. Hay informes ‘de incrementos de
infecciones después del tratamiento con sitagliptina [43]. Hastalahora sélo se han medido las
variables de seguridad rutinarias de laboratorio en ensayos controlados aleatorios publicados.

La administracion de inhibidores de la DPPIV/C26 para_tratar a*pacientes con T2DM puede
influir en la funcién inmunolégica, incluyendo en la NKCC. Un estudio del gen CD26 en ratones
knock-out llegd a la conclusidn que la DPPIV/C26 contfibuye a la regulacion del desarrollo, de
la maduracion y de la migracién de células T €D4,"NKJy NKT, a la secrecién de citoquinas, a la
produccién de anticuerpos dependientes_.de, las células-T y al cambio isotipo de
inmunoglobulina de las células B [44].

Un primer diagndstico del SFC no se hatia en el paciente con una evidente T2DM. Sin embargo,
se desconoce la frecuencia de laapariciénde diabetes tipo 2 después de diagnosticar el SFC -
ni se conocen los efectos de un inhibidor de DPPIV/C26 en el paciente con SFC.

Es tipico que la duracidn dg la\enfermedad exceda los 10 afios. La persistencia puede implicar
una interaccion compleja de,la regulacién inmune, autondmica y neuroendocrina y sigue
siendo poco comprendidas Essimportante recordar que la inflamacién crénica asociada puede
tener importantesg€onsecuencias sobre el metabolismo de energia mediante la promocién de
la resistencia adla isulina [45]. Este estado inflamatorio crénico también podria apoyar una
concurrente tesplesta Thl de bajo grado al inhibir los efectos protectores del subgrupo de
células-T #eguladoras mediante el aumento de la expresion de la IL-6. La disminucién de la
NKCC ytlas manifestaciones anormales de la DPPIV/C26 en el SFC serian compatibles con la
hipdtesis'quer el sistema inmune de las personas afectadas estd sesgado hacia el patrdn tipo
ayudante-T2 (T-helper =Th2) o patrén de citoquinas orientado hacia la inmunidad humoral.

Los datos obtenidos sobre la funcién de las células NK, la activacion inmune y la DPPIV/C26 en
las superficies celulares y en el suero, son consistentes con una etiologia viral para el SFC. La
elevada proporcion de células-T CD4 y CD8 activadas y de deficiente NKCC en los casos del SFC
sugiere que las células-T estdan metabdlicamente limitadas en el ejercicio de sus funciones de
ayudantes. Las anomalias observadas pueden tener aplicaciones con otras enfermedades
complejas, créonicas y mal comprendidas, incluyendo la fibromialgia, enfermedad de la guerra
del Golfo, enfermedades reumatoldgicas y esclerosis multiple - aunque la constelacidn precisa
de los patrones observados con estos biomarcadores puede ser diferente en cada una.
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Sin embargo, el panel especifico que hemos identificado aqui probablemente sea util como
marcadores objetivos para diagnosticar el SFC, determinar subgrupos, seguir los pacientes con
el tiempo y como diana para estrategias terapéuticas. Estos indicadores son parte de un
sistema complejo e integrado y hay que abordar su inter-dependencia [46].

A consecuencia de esto nos dedicamos actualmente a la cartografia de la estructura de la red
de interacciones neuroendocrinas-inmunes en el SFC.

Limitaciones

Las limitaciones obvias de este estudio son que cada muestra de pacientes representa un
Unico punto en el tiempo. Para solucionar esto, estamos llevando a cabo un=amplie_estudio
longitudinal para seguir a mas de 150 pacientes durante 18 meses. Las muestras sé,recogen en
tiempos de relativa remisién y de exacerbaciéon de sintomas. La terminacién®del estudio
permitira correlacionar los sintomas relacionados con el SFC con la fanciényila activacion de
los linfocitos. Debido a que el SFC es una enfermedad que afecta a las mujeres de manera
desproporcionada, mas del ochenta por ciento de los casosten el presente estudio eran
mujeres. El estudio mds grande tendra suficiente fuerza para‘permitir hacer un subestudio de
los patrones de los biomarcadores en hombres con SFC.

Conclusiones

El predominio de las pruebas que indican que las pefrsonas con SFC tienen disminucién del
funcionamiento de las células NK y activaciénianotmal de las células-T y NK fue apoyado por
este estudio. El objetivo del estudio fue determinar la utilidad de estas mediciones como
biomarcadores.

Mediante el analisis ROC se identificaron la NKCC y la dipeptidil peptidasa/CD26 como
potenciales biomarcadores parasel\SEC, a» través de la demostracién de su exactitud para
discriminar a pacientes con SFC de‘controles sanos.

La dipeptidil peptidase/CD26 endlos linfocitos o en el suero no se correlacionaba con la NKCC,
lo que sugiere que se trata de ,biomarcadores no redundantes. Los tratamientos actuales para
el SFC se dirigen a la”reduccidon de la severidad sintomdtica, pero no existe cura para esta
enfermedad.

Los hallazgos de”este estudio dan apoyo a la idea que causa y/o fisiopatologia del SFC estan
relacionadas‘an infeccion. Estos hallazgos pueden conducir a enfoques terapéuticos.

El espectfa. deslas enfermedad infecciosa hace mas hincapié en la importancia de esta
investigacion'para la salud publica.

Informacién de Apoyo

Figura S1. llustracion de la técnica utilizada para convertir los valores de intensidad de la
fluorescencia en nimeros medios de moléculas PE por célula vinculada (cantidades relativas
de moléculas de proteina expresadas por célula en concentraciones de saturacién de
anticuerpos; rMol / celular). Se encuentra en: doi: 10.1371/journal.pone.0010817.s001 (TIF
0,38 MB)

Cuadro S1 Coordenadas de la curva de NKCC.
Se encuentra en: doi: 10.1371/journal.pone.0010817.s002 (0,23 MBDOC)

2.010


http://www.plataformafibromialgia.org/

_' [ ‘ .. . .,
| \ Plataforma para FM, SFC, SQM. Reivindicacién de derechos

www.plataformafibromialgia.org

Tabla S2 Coordenadas de la curva ROC para CD26 + + CD2. Los linfocitos en el SFC comparados
con controles.
Se encuentra en: doi: 10.1371/journal.pone.0010817.s003 (0,20 MB DOC)

Cuadro S3 Coordenadas de la curva ROC para sCD26.
Se encuentra en: doi: 10.1371/journal.pone.0010817.s004 (0,17 MB DOC)

Tabla S4 Coordenadas de la curva para rMolCD26CD2 +.
Se encuentra en: doi: 10.1371/journal.pone.0010817.s005 (0,28 MB DOC)
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