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Abstracto 
 
Antecedentes 
El Síndrome de Fatiga Crónica/Encefalomielitis Miálgica (SFC/EM) se caracteriza por una fatiga 
severa y prolongada, y disminuciones de las funciones cognitivas y otras fisiológicas, que 
resultan en una severa pérdida de la calidad de vida, difícil manejo clínico y altos costes para el 
sistema sanitario. Hasta la fecha no hay ningún demostrado patomecanismo que explique 
satisfactoriamente este desorden. Estudios han identificado anomalías en la función inmune 
pero estos datos son inconsistentes. Hemos investigado el perfil de los marcadores del 
funcionamiento inmune (incluyendo marcadores nuevos) en pacientes con SFC/EM. 
 
Métodos 
Hemos incluido 95 SFC/EM pacientes y 50 controles sanos. Se valoraron todos los participantes 
por sus actividades citotóxicas de las células natural killer (NK) y las CD8+T, el perfil de 
citocinas Th1 y Th2 de las células CD4+T, la expresión del vasoactivo intestinal péptido 
receptor 2 (VPACR2), el nivel de los fenotipos de los NK (CD56bright y CD56dim) y las células-T 
reguladoras que expresan el factor de transcripción FoxP3. 
 
Resultados 
En comparación con las personas sanas, los pacientes con SFC/EM mostraban significativos 
incrementos de las células IL-10, IFN-γ, TNF-α, CD4+CD25+ T, FoxP3 y la expresión de la 
VPACR2. La actividad citotóxica de las NK y las CD8+T y los fenotipos de las NK, en particular las 
células NK CD56bright estaban disminuidos de manera significativa en los pacientes con 
SFC/EM. Adicionalmente, la expresión de la granzima A y la granzima K estaba reducida, 
mientras que los niveles de expresión de la perforina estaba significativamente incrementado 
en la población con SFC/EM en relación con la población control. Estos datos sugieren una 
significativa desregulación del sistema inmune en los pacientes con SFC/EM. 
 
Conclusiones 
Nuestro estudio encontró anomalías inmunológicas que pueden servir de biomarcadores en 
pacientes con SFC/EM con un potencial de ser aplicado como herramienta diagnóstica. 
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Antecedentes 
 
El Síndrome de Fatiga Crónica/Encefalomielitis Miálgica (SFC/EM) sigue siendo un desorden 
médicamente inexplicado a pesar de numerosas investigaciones científicas que se hacen en 
todo el mundo. Se estima que el ratio actual de prevalencia en el mundo de SFC/EM es  de un 
0.5% [1] con una prevalencia más alta en las mujeres en comparación con los hombres, con un 
ratio de hasta 6:1 [2]. El gasto anual para el tratamiento y el manejo de SFC/EM en los EEUU se 
estima en 319 millones de US$, siendo el gasto directo de 7.406 US$ por paciente [3]. 
Generalmente los pacientes con SFC/EM experimentan severa fatiga, alteraciones 
neuropsicológicas y otros síntomas estilo gripe asociados antes de conseguir un diagnóstico 
firme de SFC/EM [4]. Se ha observado que SFC/EM persiste durante más de seis meses durante 
los cuales los síntomas pueden disminuir, seguir estables o empeorar [3].  
La estrategia diagnóstica actual para los profesionales de la salud se basa en la definición del 
caso, aunque este no es el método más ideal porque permite diagnóstico erróneo.  
SFC/EM puede compartir homología con ciertos desordenes clasificados como desordenes 
relacionados con la fatiga, en los que las personas experimentan fatiga y uno o más de los 
síntomas relacionados con SFC/EM. Aparte de esto, no hay biomarcadores disponibles para 
afirmar el diagnóstico, complicando así el tratamiento. 
Estudios basados en la población han sugerido un vínculo entre infecciones, disfunciones 
neurológicas y neuroinmunes y clínicas en SFC/EM [5-10].  
La inmunidad ha sido ampliamente investigada en pacientes con SFC/EM, pero los resultados 
de estos estudios son inconsistentes, reportan diferentes cantidades de células linfocíticas y 
distribuciones de citocinas en pacientes con SFC/EM.  
No obstante, hallazgos en inmunoglobulinas, marcadores de complementos y activación de 
moléculas en SFC/EM, pueden demostrar una infracción subyacente de la función inmune [8, 
11, 12]. La disminuida función de los linfocitos, en particular la actividad citotóxica de las 
células Natural Killer (NK) en pacientes con SFC/EM en comparación con controles sanos, 
parece ser un hallazgo consistente [13-16]. La capacidad funcional de otras células inmunes, 
como las células T, y la contribución de otras moléculas en el mecanismo patofisiológico de 
SFC/EM, sigue sin determinarse. En particular, el papel de subgrupos de poblaciones de células 
CD4+T y CD8+T no ha sido estudiado del todo en SFC/EM.  
Es importante que recientes datos de la distribución de citocinas en pacientes con SFC/EM 
apunten a un incremento de citocinas proinflamatorias lo cual sugiere la presencia de una 
subyacente prevalencia viral en estos pacientes [17, 18] y esto puede ir en detrimento de los 
procesos inflamatorios inmunes. 
Es ampliamente conocido que los neuropéptidos regulan la inmunidad. Relevante entre estos  
son los neuropéptidos vasoactivos (VNs), específicamente el péptido vasoactivo intestinal (VIP) 
y el polipéptido pituitario adenilato activador de la ciclasa (PACAP). Regulan y suprimen 
procesos inmunes proinflamatorios mediante la vía PKA/cAMP [19]. Su papel en SFC/EM sigue 
sin aclararse, aunque hay sugestiones de que se les puede implicar en actividades relacionadas 
con las células CD4+T, como la secreción de citocinas y la expresión de FoxP3 [20]. 
 
La cantidad de células inmunes no necesariamente son indicadores de estados de enfermedad, 
como declarado previamente se ha demostrado que son inconsistentes en SFC/EM. No 
obstante, la capacidad funcional de estas células durante la progresión de la enfermedad 
puede proporcionar una mejor comprensión del mecanismo asociado con desordenes 
inexplicados, como SFC/EM. Alternativamente, esto puede ayudar a identificar específicos  
parámetros inmunes que se pueden utilizar como marcadores diagnósticos para SFC/EM.  
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Este estudio explora, por esto, anomalías inmunológicas que pueden servir de biomarcadores 
para diagnosticar SFC/EM. Adicionalmente, este es el primer estudio que examina el papel de 
VNs, VIP y PACAP y la expresión de FoxP3 en SFC/EM. 
 
Métodos 
El proyecto fue revisado con un procedimiento (Expedited Review Procedure) y consiguió una 
beca por el Bond University Human Research Ethics Committee (BUHREC). Todos los 
participantes del presente estudio firmaron un consentimiento informado aprobado por el 
Bond University Human Research Ethics Committee (BUHREC). 
 
Participantes 
Todos los participantes, tanto los con SFC/EM como los controles no-fatigados, fueron 
reclutados en los estados de Queensland y New South Wales en Australia mediante los grupos 
de pacientes de SFC/EM, periódicos y anuncios por email para un estudio prospectivo, como 
casos (pacientes con SFC/EM) o como controles no-fatigados (voluntarios sanos). Los 
participantes eran elegibles si tenían entre 25 y 65 años. Antes de su inclusión, todos los 
participantes completaron un formulario de consentimiento y un cuestionario sobre el 
Síndrome de Fatiga Crónica basado en la definición del caso del Centre for Disease Prevention 
and Control (CDC 1994) [4]. Fueron excluidos del estudios, los participantes previamente 
diagnosticados con desordenes autoinmunes, psicosis, epilepsia, enfermedad cardiaca, o que 
estaban embarazadas o amamantaban. 
 
Preparación de la muestra y mediciones rutinarias 
Se tomaba una muestra de 25ml de sangre de la vena antecubital de los participantes 
heparinizada en litio y en tubos EDTA entre las 9am y las 11am. Las muestras de sangre se 
analizaban antes de 12 horas después de sacarlas. Se hacían recuentos rutinarios de sangre 
para las células sanguíneas rojas, los linfocitos, granulocitos y monocitos con un contador 
celular automático (ACT Differential Analyzer, Beckman Coulter, Miami, FL). 
 
Valoración de la actividad citotóxica de las NK 
Se aislaban las células NK de las muestras completas de sangre con Ficoll-Hypaque (GE 
Healthcare Life Sciences; Milan, Italy) density gradient centrifugation. Se valoraba, como 
previamente descrita la actividad citotóxica de los linfocitos de las NK [21]. Brevemente, se 
etiquetaban las células aisladas con 0.4% PKH-26 (Sigma, St Louis, MO). Se incubaban las 
células NK con células K562 como efector con un ratio diana de 25:1, durante 4 horas a 37°C 
en 95% aire, 5% CO2. Se medía la apoptosis de las células tumorales mediante FACS Calibur 
citometría de flujo con el Cell Quest Software (Becton Dickinson (BD), San Diego, CA), con 
Annexin V-FITC y el reagente 7-AAD (BD Pharmingen, San Diego, CA). Se calculaban los % de 
lisis de las células K562 como previamente descrito [21].  
 
Valoración de la actividad citotóxica de los linfocitos CD8+T 
Se aislaban las células mononucleares de la sangre periférica (PBMCs) de las muestras 
completas de sangre con Ficoll-Hypaque (GE Healthcare Life Sciences; Milan, Italy) 
centrifugación gradiente de densidad. Los linfocitos CD8+T eran aislados preferencialmente de 
las PMBCscon el kit de aislamiento de células CD8+T (Miltenyi Biotec GmbH; Bergisch-
Gladbach, Germany) según las instrucciones del fabricante. En breve, se manchaban las células 
con un cóctel biotin-anticuerpos para células CD8+T, incubándolas durante 10 minutos y luego 
se teñían con un cóctel micorbead para células CD8+T durante 15 minutos. Luego se pasaban 
las células por columnas de separación donde se recogían las células de interés para ser 
analizadas a continuación. Se hacía citolisis como descrito previamente utilizando las células  
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P815 como células diana [22]. Resumiendo, se teñía las células P815 con 0.4% PKH-26 y se 
activaba con anti-CD3 (BD Bioscience, San Diego, CA). Luego se incubaban las células Diana con 
células CD8+T en un efector con un ratio Diana de 25: 1, durante 4 horas a 37°C en 95% de aire 
y 5% de CO2. Se empleaba la citometría de flujo Annexin V-FITC para la detección de apoptosis 
para valorar la muerte celular de las células tumorales. Se calculaba como descrito 
previamente el % de la lisis de las células P815 [22]. 
 
Expresión génica en células NK y CD8+T 
Aisor las células NK y CD8+T se hizo con MACS separación (Miltenyi Biotec GmbH; Bergisch-
Gladbach, Germany), como especificado por el fabricante. La pureza se determinaba con el 
citometro de flujo mediante el software Cell Quest. Para determinar la pureza de las células 
NK, se revestían las células NK aisladas con anticuerpos monoclonales PE-CD56CD16 y FITC-
CD3 (BD Pharningen, San Diego, CA). Para establecer la pureza de las células CD8+T, se teñían e 
incubaban las células CD8+T con anticuerpos monoclonales PE-CD8 y FITC-CD3 (BD 
Pharmingen, San Diego, CA). Se congelaban rápidamente las células en nitrógeno líquido y se 
mantenían congeladas a menos 80 grados para más valoraciones. Se hicieron extracciones de 
ARN total con el RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) y se cuantificaron con el NanoDrop 
3300 (Thermo Scientific, Wilmington, DE). Se sintetizaba el ARN en cDNA con el SuperScriptTM 
III First-Strand síntesis SuperMix para qRT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA) tal como especificaba 
el fabricante y se almacenaba a menos 20 º C para su análisis posterior. Se hizo RT-qPCR con IQ 
SYBR Green Super Mix (Bio-Rad, Hercules, CA) con GAPDH como housekeeping gen. Se 
reunieron los niveles de expresión de granzima A, granzima K, perforina e interferón (IFN)-γ 
(GZMA, GZMK, PRF1 and IFN-G) genes y se cuantificaron con iQCycler (Bio-Rad, Hercules, CA). 
 
Cuantificación de los fenotipos NK 
Se valoró la distribución de los fenotipos de las células NK como previamente descrito [23]. Se 
aislaron los linfocitos de las NK de la sangre complete mediante selección negative con 
RosetteSep Human Natural Killer Cell Enrichment Cocktail (StemCell Technologies, Vancouver, 
BC) y se etiquetaron con anticuerpos monoclonales CD56-FITC y CD16-PE (BD Pharmingen, San 
Jose, CA). 
 
Estimulación de VPACR2 
Las muestras de la sangre entera (10mL) diluidas con 1x PBS fueron distribuidas en capas sobre 
Ficoll-Hypaque para aislar las células mononucleares de la sangre periférica. Se estimularon las 
células con o sin 1μg de Lipopolisaharida (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se cultivaron durante 48 
horas. Se teñían las células con vasoactivo intestinal peptide receptor 2 (Sigma, St Louis, MO), 
FITC-IgG (Sigma, St Louis, MO) y anticuerpos CD4-PE antimouse monoclonales y se analizaron 
en el citometro de flujo para detectar monocitos y linfocitos que expresan VPACR2 [24]. Se 
grababa el porcentaje de células que expresaban tanto CD4-PE, como VIP2-FITC en estas  
poblaciones para determinar el nivel de VPACR2 expresado en estas células. En el gate de los 
linfocitos se hacía específica referencia para las células CD4+T. 
 
Determinación de citocinas 
PBMCs aisladas se estimularon de manera mitogénica con 1μg de fitohemaglutinina y se 
cultivaron con una concentración de 1x106 células/mL durante 72 horas. Después de la 
incubación, se apartaron los supernatantes y se almacenaron a -800C para una valoración 
posterior. Se investigaron las expresiones de citocinas de las T helper (Th)1, Th2 y Th17 con el 
kit citométrico bead array (BD Pharmingen, San Diego, CA) [25] para determinar los niveles de 
interleukina (IL)-2, IL-4, IL-6, IL-10, factor de necrosis tumoral (TNF)-α, INF-γ y IL-17A. Las 
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citocinas seleccionadas para este estudio - aunque no conclusivas – eran suficientes para 
determinar los mecanismos de Th1/Th2/Th17 en los pacientes con SFC. 
 
Valoración reguladora de células T 
Se determine la expresión de FoxP3 Tregs en las células CD4+CD25+. Se tiñeron las células 
PBMC con anticuerpos monoclonales FITC-CD4 y APC-CD25 (BD Pharmingen, San Diego, CA) y a 
continuación las células se permeabilizaron y tiñeron con anti-FoxP3 y PE-Foxp3 
respectivamente y se analizaron con citometría de flujo [26]. 
 
Análisis estadísticas 
Se hicieron Análisis estadísticas con SPSS software versión 16.0 (SPSS Inc, Chicago, USA). Se 
requirió una muestra de 59 participantes por grupo para obtener resultados estadísticamente 
significativos con un tamaño de efecto de 0.5 y una fuerza de 85%. Todos los representados en 
este estudio se reportan como media plus orminus standard error de la media (±SEM). Se 
hicieron valoraciones comparativas entre los participantes (los sujetos con SFC/EM y los 
controles) con el análisis del test de variación (ANOVA) y el t-test de muestra independiente. 
Todos los resultados estadísticamente significativos tenían p-valores menos que o igual a 0.05. 
 
Autorización ética (Ethical Clearance) y selección de participantes 
La aprobación de este estudio se consiguió después de la revisión por el Comité Ético de 
Investigaciones Humanas de la Universidad de Bond (Bond University Human Research Ethics 
Committee = RO852A). 
 
Resultados 
De los 168 participantes reclutados, 95 cumplían los criterios del CDC para SFC/EM y 50 
cualificaron como controles sanos. Se rechazaron 23 participantes por no cumplir los criterios 
de inclusión de SFC/EM (Figura 1). El 58.2% de los pacientes con SFC/EM indicaron que 
experimentaron 6 o más de los síntomas listados en la lista de criterios del CDC y el 21.4% solo 
experimentaron 4 síntomas. Las características base de los participantes son ilustradas en la 
Tabla 1. 
 
Actividad citotóxica de los linfocitos 
La actividad citotóxica de las NK y de las CD8+T (n=71), medida como la habilidad de las células 
NK y CD8+T para lisar efectivamente las células K562 y P815 estaba respectivamente 
disminuida de manera significativa (p< 0.05) en los pacientes con SFC/EM en comparación con 
los sujetos control (Figura 2). Similarmente, la expresión de la granzima A estaba disminuida de 
manera significativa, tanto en las células NK, como en las CD8+T en la población con SFC/EM. 
No obstante, la IFN-γ y la granzima K solamente estaban disminuidas en las células NK del 
grupo con SFC/EM en comparación con los controles sanos, como muestran Figuras 3A y 3B. 
 
Alterados perfiles de NK en SFC/EM 
Para este estudio se clasificaron los fenotipos de las NK en dos, las células CD56brightCD16- y 
las CD56dimCD16+NK. La cantidad de células NK que expresaban CD56brightCD16- era 
significativamente más baja (p< 0.001) en los pacientes con SFC/EM en comparación con los 
sujetos control (Figura 4C). Sin embargo, las células CD56dimCD16+NK estaban sin cambios en 
todos los grupos (Figura 4C). Los datos en bruto se presentan en 4A y 4B. 
 
Perfil de células citocinas CD4+T y VPACR2 en SFC/EM 
Después de 72 horas de cultivo, las secreciones de las citocinas Th1 y Th2 eran 
considerablemente diferentes entre los grupos, pero la citocina Th17 IL-17A seguía sin 
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cambios. No obstante, la producción de IL-10, IFN-γ y TNF-α era elevada de manera 
significativa en el grupo con SFC/EM en comparación con el grupo control (Figura 5). 
 
Otras citocinas, IL-2 y IL-6, aunque incrementadas en la población con SFC/EM, no eran 
estadísticamente diferentes entre los grupos (Figura 5).  
IL-17A era similarmente y no significativamente diferente entre dos grupos. La secreción FoxP3 
por Tregs era significativamente más alta en el grupo con SFC/EM en comparación con los 
participantes sanos (Figura 6). Incidentalmente, los recuentos de células Treg eran también 
más altas en el grupo SFC/EM en comparación con la población sana (0.77±0.10 vs. 0.24±0.02). 
La expresión de linfocitos de VPACR2 era significativamente más alta en los pacientes con 
SFC/EM en comparación con el grupo control (Figura 7). 
 
Discusión 
Este es el primer estudio que demuestra niveles significativamente más altos de receptores 
VPACR2, expresión de CD4+CD25+Tregs y FoxP3+Treg en los pacientes con SFC/EM en 
comparación con los controles sanos. Además, los pacientes con SFC/EM tenían niveles 
significativamente más altos de citocinas antiinflamatorias IL-10 y proinflamatorias IFN-γ y 
TNF-α. Este perfil refleja una significativa e importante desregulación inmunológica que podría 
explicar algunos de los síntomas clínicos, por ejemplo la experiencia incesante de estar 
enfermo de los pacientes con SFC/EM. 
Este es el primer estudio que proporciona una investigación a fondo del perfil de las células 
CD4+T en pacientes con SFC/EM mediante la valoración de la secreción de citocinas y de los 
niveles de las proteínas reguladoras, en particular los receptores VPACR2 y la expresión de 
FoxP3.  
Las citocinas son proteínas solubles con efectos o antiinflamatorios, o proinflamatorios. Se han 
reportado patrones equívocos de expresión de citocinas en pacientes con SFC/EM sin una 
definitiva identificación respecto qué citocinas pueden estar específicamente vinculados con 
SFC/EM.  
Posibles explicaciones de las inconsistencias en la distribución de citocinas en los estudios son 
la naturaleza heterogénea del desorden y las diferencias en los métodos analíticos utilizados. 
 
No obstante, se han desarrollado ensayos más nuevos y más sensible desde que se reportaron 
los resultados conflictivos [17]. Se ha sugerido que el mecanismo subyacente a SFC/EM puede 
implicar un cambio de la producción de citocinas que lleva a un perfil de citocinas 
predominante Th1 o bien Th2 [27-29].  
En el sistema inmune adaptivo, subgrupos de células CD4+T, Th1, Th2, Th17 y células 
reguladoras T (Tregs) son los reguladores más importantes de la secreción de citocinas y de la 
respuesta inmune inflamatoria.  
 
En este estudio se observó una respuesta bimodal Th1/Th2. Una respuesta inmune 
predominante Th1 y Th17 ha sido vinculado con el desarrollo o con la presencia de una 
enfermedad autoinmune, mientras que incrementos de citocinas Th2 sugieren la presencia de 
otros desordenes sistémicos [30, 31].  
 
Las células Th1 segregan citocinas IFN-γ y IL-2, mientras que las células Th2 segregan citocinas 
IL-4 y IL-10 [32] y las Th17 segregan las proinflamatorias IL-17a, IL-17f y IL-22 [33, 34].  
 
Recientes datos sobre las redes de citocinas en SFC/EM demuestran un perfil predominante 
Th2/antiinflamatorio en SFC/EM, con un perfil Th1 debilitado [17].  
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Este estudio apoya la presencia de un posible desequilibrio de la respuesta Th1/Th2 en SFC/EM 
caracterizado por un significativo incremento de la IL-10, junto con significativos incrementos 
de IFN-γ y TNF-α. Semejantes incrementos de la IL-10 son sugestivos de un persistente estado 
de infección crónica y pueden ser asociados con una amortiguación de la respuesta inmune de 
las células NK y CD8+T [22].  
Otros han demostrado que la IL-10RA se expresa de manera diferencial en pacientes con 
SFC/EM, destacando un potencial compromiso de la función de la IL-10 o de su receptor en 
pacientes con SFC/EM [35, 36].  
No obstante, niveles incrementados de IL-10, IFN-γ y TNF-α indican la presencia de infección 
por hongos, bacterias o virus [37]. Incidentalmente, en el VIH, la elevación de IL-10, IFN-γ y 
TNF-α denota la presencia de una crónica infección y esto correlacionaba con la carga viral 
[38].  
 
Similarmente, en el SFC, semejantes alteraciones en estas citocinas también pueden sugerir un 
incremento de la carga viral y la ocurrencia de síntomas estilo gripe. Un incremento de la IL-10 
también puede contribuir a la disminuida actividad citotóxica observada en las células NK y 
CD8+T [39, 40].  
El incremento de citocinas proinflamatorias, como la TNF-α, también puede dibujar la 
presencia de un intestino inflamado o del síndrome de colon irritable en algunos pacientes con 
SFC/EM [41]. La inflamación intestinal puede alterar el sistema nervioso central [42, 43] y 
afecta a varios mecanismos fisiológicos, incluyendo los neuropéptidos. 
 
Los cambios, tanto en las respuestas Th1, como en las Th2, pueden sugerir cambios en la 
función del VN receptor VPACR2, el cual es un promotor y estimulador clave de citocinas 
antiinflamatorias, como las IL-10 [44]. 
 
Es importante denotar que VNs, VIP o PACAP jamás fueron valoradas previamente en SFC/EM. 
Estos importantes neuropéptidos incrementan la expresión génica de IL-10 mediante la vía 
cAMP response element DNA binding complex; por esto cambios en las VNs, como elevaciones 
en la VPACR2 pueden sugerir un incremento de la IL-10 [45]. Además, un incremento de la 
TNF-α y la IFN-γ sugieren una incapacidad del aumento de VPACR2 para suprimir la secreción 
de TNF-α y IFN-γ, porque se sabe que estos neuropéptidos suprimen las citocinas 
proinflamatorias y a la vez favorecen las secreciones de citocinas antiinflamatorias [46]. 
 
Adicionalmente, incrementos de la VPACR2 sugieren potencialmente cambios de la cAMP 
asociados con la respuesta inmune inflamatoria en SFC/EM. Aunque nuestro estudio no valoró 
los niveles de la cAMP presentes en pacientes con SFC/EM, se sabe que el sitio de unión de VIP 
con su receptor, en este caso VPACR2, estimula la presencia de FoxP3+ la cual asiste la 
regulación de la respuesta de las células T. Por esto es consistente que el aumento del nivel de 
la VPACR2 se traducirá en un aumento de la expresión de la FoxP3. La FoxP3+ Tregs también 
segrega IL-10 la cual mantiene la expresión de la FoxP3 en Tregs [47].  
El incremento de la expresión de la IL-10 y la expresión relativamente más alta de la FoxP3, 
junto con significativos incrementos de la actividad supresora de CD4+CD25+Tregs sugiere un 
requerimiento para hacer frente a una significativa respuesta proinflamatoria en estos 
pacientes.  
 
Aunque que no se midieron los niveles de antígenos virales en este estudio, estas 
observaciones pueden sugerir una plausible prevalencia de antígenos virales, adyuvantes o 
autoanticuerpos de la circulación periférica de los pacientes con SFC/EM [48, 49]. 
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La actividad citotóxica de las NK en SFC/EM ha recibido mucha atención, aunque solamente un 
estudio ha examinado la actividad citotóxica de las células CD8+T. La mayoría de estudios han 
encontrado significativas disminuciones de la actividad de las NK, y solo un estudio encontró 
una disminuida actividad citotóxica de las células CD8+T en una población con SFC/EM en  
comparación con un grupo control. Estos hallazgos son confirmados en nuestro estudio. En un 
estudio previo [13], y en este estudio, en una población más grande, hemos encontrado que la 
actividad citotóxica de las NK y los fenotipos de las CD56bright NK están disminuidos en 
pacientes con SFC/EM. Estas respuestas citotóxicas atípicas pueden estar vinculadas con las 
vías de muerte celular mediadas por las granulas comprometidas que implican mediadores, 
perforina y granzimas apoptósicos. 
 
La perforina forma estructuras estilo poras (“pore-like”) para facilitar la entrada de granzimas 
en la célula diana [50], y las granzimas activan varias vías de apoptosis que aseguran el 
asesinato efectivo de la célula diana [51]. 
Se ha demostrado que la perforina y las granzimas están disminuidas, tanto en las células NK, 
como en las CD8+T en SFC/EM [16, 52]. Al contrario, tanto la granzima A, como la granzima K 
estaban disminuidos de manera significativa, mientras que los niveles de perforina estaban 
elevados, tanto en las células NK, como en las CD8+T de los pacientes con SFC/EM.  
Por esto la reducida actividad citotóxica puede ser un importante componente de la 
desregulación inmune que se ve en SFC/EM. 
 
Conclusiones 
Estos resultados ilustran que en SFC/EM hay un mecanismo inmunomodulador severamente 
comprometido, donde los intentos para regular o restaurar la homeostasis inmune parecen 
estar deteriorada.  
Estos hallazgos sugieren que ciertos biomarcadores inmunológicos, como demostrado en este 
estudio, pueden ser únicos para SFC/EM. Hasta la fecha no se han identificado marcadores 
inmunológicos inmunes clínicos disponibles de manera rutinaria que caracterizan SFC/EM, 
resultando en un pobre reconocimiento y manejo de los pacientes.  
Las anomalías inmunológicas identificadas en nuestro estudio pueden posiblemente llenar 
este vacío como biomarcadores potenciales y ayudar a los médicos clínicos y a los pacientes a 
diagnosticar y manejar esta condición debilitadora severa. Estos biomarcadores pueden incluir 
fenotipos de las NK, actividad de las NK, actividad de las células CD8+T, IL-10, IFN-γ TNFα, 
FoxP3 y VPACR2. Estos marcadores, que parecen ser únicos en los pacientes con SFC/EM 
podrían ayudar a identificarles como una población distinta, permitiendo una gestión clínica 
más apropiada e investigaciones científicas con objetivos más adecuados en relación con los 
patomecanismos subyacentes a esta enfermedad. 
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Tabla 1. Características de los participantes de este estudio  

Parámetros medidos SFC (n=95) Controles (n=50) Valores p 

Sexo Femenino 70,5% Femenino 57,7%  

 Masculino 29,5% Masculino 42,3%  

Prom. Edad 46,47±11,7 41,9±9,6 0,11 

Altura (cm) 167,47±13,2 167,9±8,9 0,16 

Peso (libras) 169,8±140,7 159,8±46,5 0,11 

Glóbulos Blancos 5,8±1,4 6,3±1,8 0,68 

Linfocitos (%) 38±5,7 33,6±7,9 0,03 

Monocitos (%) 5,90±1,4 5,6±2,2 0,30 

Granulocitos (%) 56,3±7,1 60,8±8,2 0,06 

Linfocito (x10
3
/µL) 2,3±0,8 2,03±0,6 0,24 

Monocitos (x10
3
/µL) 0,8±4,2 0,34±0,2 0,51 

Granulocitos (x10
3
/µL) 3,3±1,0 3,87±1,5 0,21 

Glóbulos Rojos (x10
6
/µL) 4,3±0,5 4,56±0,4 0,08 

Hemoglobina (g/L) 131,6±12,4 137,0±11,7 0,15 
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Figuras 
 
 
Figura 1. Proceso de selección para los grupos experimentales. 
Los participantes del presente proyecto fueron agrupados en SFC/EM, o grupos control no 
fatigados, en base a la definición de criterios de síntomas de caso CDC 1994. Los participantes, 
es decir, tanto los SFC/EM, como los controles no fatigados, consistían en hombres y mujeres 
seleccionados mediante anuncios y grupos de apoyo de SFC/EM. Los controles no fatigados 
fueron aleatoriamente seleccionados en la población general mediante anuncios en periódicos 
y emails. El esquema de flujo arriba ilustra el proceso utilizado para generar la población final 
de la investigación. 
 
Figura 2. Reducida función lítica de células citotóxicas en SFC/EM. 
La valoración In vivo de la lisis de las células NK y CD8+T (actividad citotóxica) de las células 
tumorales en líneas K562 y P815 respectivamente en SFC/EM (barras negras) en comparación 
con controles (barras blancas). La actividad lítica es representada como por ciento (%) de lisis 
en el eje y. *Denota resultados estadísticamente significativos. Datos presentados como media 
± SEM. 
 
Figura 3. Expresión mRNA de moléculas citotóxicas en células NK y CD8+T. 
La transcriptase reversa cuantitativa (RT)-PCR demostró la relativa expresión de granzima A, 
granzima K, perforina y IFN-γ en las células NK (A) y CD8+T (B). En las células NK y CD8+T los 
niveles de expresión celular de GZMA, GZMK y IFN-G estaban disminuidas en SFC/EM (barras 
negras) en comparación con los controles (barras blancas). La PRF1 estaba sin embargo 

incrementada en el grupo SFC. *Denota resultados estadísticamente significativos (P≤0.05). 
Datos presentados como media ± SEM. 
 
Figura 4. Distribución de fenotipos de NK. 
Los fenotipos de las NK que fueron examinados están denotados como NK Bright 
(CD56brightCD16-) o NK Dim (CD56dimCD16+). (A). Los box plots representan los datos brutos 
de células NK Bright en ambos grupos. Los pacientes con SFC/EM estaban más disminuidos en 
la cantidad de células para este particular fenotipo de NK. (B). 
Sin embargo, los datos brutos de células CD56dimCD16+NK que fueron examinados en los 
grupos control y SFC/EM, se encontraron similar. (C). Se dedujeron los recuentos totales de las 
células NK utilizando los datos brutos de los resultados de la citometría de flujo. Tramando 
estas mediciones con las barras de los gráficos, las células CD56brightCD16-NK están más 
reducidas en el grupo SFC/EM (barras negras) en comparación con los controles barras 

blancas). *Denota resultados estadísticamente significativos (P≤0.05). Datos presentados como 
media ± SEM. 
 
Figura 5. Examen de niveles de expresión de citocinas relacionadas con células CD4+T en 
SFC/EM después de estimulación mitogénica. 
Células CD4+T, niveles de citocinas Th1, Th2 y Th17 en SFC/EM (barras negras) y participantes 
control (barras blancas) medidas después de estimulación mitogénica con PHA. Las 
concentraciones de las citocinas se midieron en pg/mL. Tanto las citocinas antiinflamatorias 
(IL-10), como las proinflamatorias (IFN-γ, TNF-α) estaban incrementadas en el grupo SFC/EM 
después de la estimulación mitogénica. *Resultados estadísticamente significativos con 
p<0.05. Datos presentados como media ± SEM. 
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Figura 6. Expresión FoxP3 y células CD4+CD25+T en SFC/EM. 
El porcentaje de células CD4+T que expresa marcadores CD4+CD25+FoxP3+ está representado 
en el gráfico de barras. Tregs de interés en este estudio fueron los positivos para FoxP3 e 
CD4+CD25+ en SFC/EM (barras negras) y participantes control (barras blancas). *Resultados 
estadísticamente significativos con p<0.05. Datos presentados como media ± SEM. 
 
Figura 7. Células inmunes VPAC2R en SFC/EM. 
Se valoró la expresión VPAC2R en las células CD4+T en SFC/EM (barras negras) y en controles 
(barras blancas). Los datos presentados aquí están basados en los porcentajes de células 
positivas para CD4 y VPACR2. *Resultados estadísticamente significativos con p<0.05. Datos 
presentados como media ± SEM. 
 
 


