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Parte 1:

Test de laboratorio que apoyan el
diagnostico clinico de la en EM/SFC

Test de laboratorio empleados enmas
de 1000 pacientes que muestran anor-
malidades comunes a la enfermedad

en:
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Sangre

Biopsia estomacal
Test de heces
Saliva

Orina

-SANGRE:

Velocidad de sedimentacién baja
Anemia

HCT normal

Hematocrito elevado

Leve Eosinofilia

Trombocitosis

PCR normal, PCR hs aumentada.

Acido tirico bajo — Th2 (sefiala la
gravedad de la enfermedad)

Cobre / ceruloplasmina: aumen-
tado

AST / ALT: aumentado (aumen-
to de la actividad de células de
Kupffer)

Gamma GT: esteatosis hepatica
Vit D3 (OH) / Vit D 1,25 diOH

Fosfatasas alcalinas: puede llegar
a ser muy baja

Ferritina (alta o baja)

IgG1 / IgG3 deficiencia (adquiri-
da)

Electroforesis de proteinas anor-
males

INMUNOFENOTIPO:

Numero total de linfocitos: bajo 10
- 20%
Alteracion del ratio CD4/CD8

3-5% menos de 510/mm * CD4 +
linfocitos T

20% menos de 230/mm ? linfocitos
T CD8 +

Ratio de las células NK (CD3-CD-
16CD56+ linfocitos / NK células T
(CD3 +CD16CD56+linfocitos)

Células B(CD19+/CD5+ CD19+)

CD14 Soluble: incrementado en
el 90% de los pacientes —correla-
cionado con la severidad de la en-
fermedad.

Bajo nimero de linfocitos CD57

en la mayoria de los pacientes con
ME/SFC.

Actividad leucocitaria de la
elastasa: Incrementada en un
subgrupo de pacientes

C4a! incrementado en el 80 % de
los pacientes.

Expresion de la Perforina mRNA
IgM, IgG / PCR zoonosis: Bar-
tonella henselae> Borrelia> Cox-
iella> Rickettsia

IgG / Micosis /moho: Aspergillus
Niger> Cladosporium> Penicilli-
um> Candida albicans> Aspergil-
lus fumigatus> Alternia alternata

CITOCINAS (NIVELES SERICOS
DE CITOQUINAS):

IL-8, MCP1, MIP-1 beta
IL-6, IL-10

1L-12

TGF-betal

TNF alfa

INTOLERANCIA A 1.OS ALIMEN-
TOS PANEL DE IGG

caseina

gluten

lactosa y otros

Transglutaminasa tisular y los

anticuerpos antigliadina (IgA /
1gG3)

Gen de la lactasa defectuoso (ho-
mocigotos)

DETECCION DE _GAMARETROVI-

RUS

- XMRVc (Lombardi et al.)

Env
Gag
XMRV serologias (Lombardi et
al.)

+ MLV (Lo et al.)

* 50 controles sanos: 14 % positivos
84 pacientes de ME/SFC: 57 %
positive

* 26 pacientes de EM que tuvieron

una transfusién de sangre previa
a su enfermedad: 61% son +
14 pacientes de EM que donaron
sangre posterior a su enfermedad:
43% son positivos.
En 61 pacientes de EM / SFC (Bél-
gica, Noruega, Australia, Suecia,
Islandia, Paises Bajos, Luxem-
burgo)
XMRYV serologia / XMRVc / MLV
al menos uno de las pruebas son
positivas en el 73,6%

2. BIOPSIA ESTOMACAL

El retrovirus XMRV se replica
preferentemente en la mucosa in
vivo: ;Relevancia en la posible
transmisiéon de XMRV?

Francois Villinger et al. Retrovi-
rologia 2011, 8(Suppl 1): A219

Fremont et al. (en preparacién)

84 pacientes de EM / SFC (PCR
negativa / cultivo/ serologia)

10 + XMRV PCR biopsia géstrica
(utilizando 3 primers diferentes)




DETECCION DE REDOX POR PRPC

————y? ALTERED REDOX stalus

PRPC: FUNCIONALIDAD

Transporte de cobre

Calcio: Tipo-L canal cerrado de
tensién

Eje-HPA

Proteccién neuronal

Transduccién de
sefiales(ERK,MAPK)

Flujo de salida de las bombas de
PgP / MRP asociacién

Otros

PRPC-DISTRIBUCION DEL TEJIDO

cerebro
hipocampo
intestino

Las células linfoides (alta ex-
presion en las células NK)

estomago
bazo

musculos

METODOLOGIA

4
Se incubaron PBMC S en un tampén
apropiado, en presencia de una sonda
quimiluminométrica (CLP).

A continuacién, se anade un dis-
parador PrPc redox que provoca
la estimulacién mediada reactiva
del oxigeno (ROS) que es propor-
cional al estado activo de la PrPc
y en la cual ROS reacciona con
CLP para producir luz (Lb) que
puede ser detectadas frente a un
fotomultiplicador .

En una muestra idéntica y un
CLP un disparador adicional se

.

agrega que estimulan las células
para producir ROS a la capacidad
méxima (Lmax).

Lmax / Lb define un indice de
PrPc funcional (SI) que se puede
comparar a los diferentes tejidos
y las células de los controles y las
poblaciones de pacientes

OBJETIVOS:

Las proteinas pridnicas celulares
(PrPc) son pequeiias glicoprotei-
nas unidas a la hoja exterior de
la membrana plasmatica de las
células mamarias por un ancla
de glycosylphopsphatidyl. La iso-
forma de la proteina pridnica se
expresa en células hematopoyéti-
cas, células neuronales, células B
y T, células NK, los musculos del
tracto intestinal, el bazo, las glan-
dulas suprarrenales, las células
endoteliales y plaquetas.

El PrPc que se une cobre, juega
un papel en la absorcién de cal-
cio, protegen las células contra
el estrés oxidativo, evita que las
células de la apoptosis, interactia
con el virus (unién gp-120), estd
implicado en la neuroproteccion y
juega un papel importante en la
respuesta inmune y la angiogéne-
sis.

Por lo tanto, estima que las cara-
cteristicas principales de la EM/
SFC, tales como el estrés oxida-
tivo, las canalopatias de calcio, la
disfuncién de las células T, los
cambios en la absorcién de cobre,
alteracién de la morfologia de los
glébulos rojos y el transporte de
oxigeno, la coagulacién y la respu-
esta hormonal (eje HPA), asi como
la entrada del virus podria ser
atribuido a una funcién PrPc ab-
errante.

ENSAYO DE_ LA FORMACION

ANORMAL DE PROTEINA

Luminiscencia aberrante.

RE

SULTADOS:

Los PBMC, obtenidos a partir de
pacientes de EM / SFC muestran
SI's aberrantes (extremadamente
bajo SI <3 o extremadamente al-
tas S> 20 en comparacién con los
controles

(SI=10+/-3)

NCLUSIONES:

CO

La funcionalidad PrPc de PBMC
esta alterada en los pacientes con
ME / SFC. El andlisis quimilumi-
nometrico proporciona una her-
ramienta util para desarrollar y
explorar pruebas funcionales de
PrPc y plataformas de interaccién
de medicamentos de PrPc (descu-
brimiento de firmacos) en la ME /
SFC y otras enfermedades créni-
cas (fibromialgia, artritis reuma-
toide, el autismo, el cancer).

3. ANALISIS DE HECES:

hongos

Pariésitos: por ejemplo, Blastocys-
tis hominis

Agentes patdgenos

Antigeno de Giardia

Antigeno de Cryptosporidium

IgA en heces: 98% de los pacientes
de EM / SFC tienen niveles ex-
tremadamente bajos

Anti-quimotripsina en heces (coli-
tis)

Quimotripsina en heces (funcién
pancredtica exocrina)

Sangre oculta en heces

ANALISIS MICROBIANA DE HEC-
ES:

Crecimiento excesivo de Entero-
coccus / Streptococcus

Crecimiento excesivo de Prevo-
tella

H2S / d bacterias productoras de
lactato




4. ANALISIS DE SALIVA:

*  cortisol
Ameba histolytica IgA
Helicobacter pylori IgG

+  gliadina IgA

5. ANALISIS DE ORINA
Th1/Th2 Balance

REDCX STATUS
Thalpes, Neussnal,
APC calsan

OBJETIVO:

*  Desarrollar un autotest sencillo
que permita a los pacientes para
determinar su perfil Th1/Th2 y
realizar el seguimiento sobre el
efecto de cualquier tratamiento
para equilibrar su estado de Th1/
Th2.

METODOLOGIA:

*  Mediante el andlisis de un ntime-
ro masivo de primeras orinas de
la manana las muestras obteni-

das de pacientes que tienen sit-
uaciones con un brazo hiperac-
tivo de la Th2 (colitis ulcerosa, el
autismo, el envenenamiento por
mercurio, las infecciones virales)
nos encontramos con un prin-
cipio de reaccién que utiliza un
color del sustrato colorimétrico
para cambiar al reaccionar con
los metabolitos contenidos en las
muestras de orina: de color ama-
rillo (neutral) color verde claro
(moderado Th2) y de color morado
oscuro y negro (Elevado Th2).

El desarrollo del color depende del
tiempo y la cantidad.

5. Obeerve color cheeges. Berficolor » podithee sample

Thi Neuirsl Moderste

Th2

FarTh2

Percentage Response to NMT
Urine Test

ma3S9 Patisnt sseples

RESULTADOS DE TLAS MUESTRAS

DE PACIENTES CON EM / SEC

El 80% de las muestras de orina
obtenidas de pacientes con EM /
SFC produce un cambio cuanti-
tativo en funcién del tiempo en el
color, en comparacién con el 4% de
los controles (controles perfecto
estado de salud)
CONCLUSION

El principio de prueba de orina
que hemos desarrollado ofrece
una forma facil de determinar
y dar seguimiento en el balance
Th1/Th2 en la salud y la enferme-
dad y a la vez que proporciona
una prueba mas de que el SFC /
EM es una condicién asociada a
una sobreactividad del brazo Th2.

Parte 2:

Estrategia de terapias y estudios de
tratamientos noveles

DIETA:
*  malabsorcién de fructosa

* intolerancia a la lactosa

*  Gluten / gliadina intolerancia
* caseina intolerancia

*  hipersensibilidad histamina

TRATAMIENTO PARA LA DISBIOSIS IN-
TESTINAL

+  Antibioterapia pulsada (con cubi-
erta entérica) adaptado a los re-
sultados del analisis de microbios
fecales

Los probidticos elegidos en base
a resultados de analisis microbi-
oldgicos fecales

Los prebidticos / lactoferrina

*  Enzimas/ HCI, si es necesario
biofilm eliminacién

+  Sila actividad elastasa es alta —
antibiéticos betalactamicos

ESTRATEGIA DE TRATAMIENTO ANTI-
INFLAMATORIO:

*  No por via oral NSAID/ .M. si es
necesario

+  Artesunate (NF kappa B blo-
queantes)

*  Curcumina




*  ONOO-: Hidroxocobalamina /
metilcobalamina

*  Muchas otras opciones

PRPC

- DMSO

+  Oxigeno - 51 02/min - 4 horas al
dia

+ Otros

ISOPRINESINE

*  Funciona mejor en aquellos con
Th1—Th2 cambiado

*  Bajos niveles séricos de acido uri-
co

* 1/ 3 pacientes “respondedores”

KUTAPRESSIN

Tratamiento de pacientes con EM us-
ando Kutapressin con Hepapressin
Complex basado en el ciclo de la meti-
lacién. Estudio de Doble Ciego (Eland-
er, NY, 2011)

GCMAF (USO COMPASIVO)

+ 108 pacientes con EM / SFC (edad
18-65 aios):

+ 34 MLV+
54 XMRVc+
* 20 XMRV serologia+

*+  GcMAF: 100 nanogramos en un
ml de suero fisiolégico

+ LV.o0 S.C. una vez por semana

*  Dosis: 25 - 100 nanogramos Ge-
MATF por semana (3 / 4 tuvieron
una dosis completa)

*  Duracién del tratamiento: 5 a 40

semanas (un promedio de 15 se-
manas)

DATOS PRELIMINARES CON EL

RESULTADO DE 68 DE LOS 108 PA-
CIENTES REPORTANDO MEJORAS
SIGNIFICATIVAS:

*  Disminucién o ausencia de Fatiga
44/68

Suefio de mejor calidad 39/68

*  Disminucién o ausencia del dolor
35/68

*  Mejora de la funcién neurocogni-
tiva 27/68

*  Recuperacién més rapida tras es-
fuerzo 42/68

* Disminucién o ausencia de la in-
tolerancia ortostatica 22/68*

*  Disminucién o ausencia de prob-
lemas digestivos 36/68

*  No todos los pacientes informaron
de este sintoma antes de iniciar el
tratamiento

ANTIVIRALES

*  Valcyte - en pacientes selecciona-
dos (HHV®6)

*  Valtrex - en pacientes selecciona-
dos (EBV)

* Aciclovir - en pacientes seleccio-
nados (herpes 1/ 2)

BENEFICIO DEL AGOTAMIENTO DE
LOS LINFOCITOS B CON EL USO
DEL ANTI-CD20 RITUXIMAB EN PA-
CIENTES CON EM / SEC. UN ESTUDIO
DE DOBLE CIEGO CONTROLADOS
CON PLACEBO.

*  n@ystein Fluge et al.

*  nHaukeland University Hospital,
Bergen

METODOS:

*  Doble ciego, controlado con pla-
cebo, fase II del estudio

* 30 pacientes con SFC fueron se-
leccionados aleatoriamente para
recibir Rituximab 500 mg/m? o
bien una solucién salina como
placebo, dos veces cada 2 sema-
nas, con seguimiento durante 12
meses

+ El XMRV no se detect6é en ningu-
no de los pacientes.

RESULTADOS:

+ Las respuestas por lo general
afectaron a todos los sintomas del
SFC.

*  Respuesta global importante o
moderada, que se define como me-
joras duraderas en la autovalor-
acidn del estado de fatiga durante
el seguimiento, que se observé en
10 de los 15 pacientes (67%) del
grupo de rituximab y en 2 de cada
15 (18%) en el grupo placebo de
control.

* La duracién media de respuesta
dentro del periodo de seguimien-

to de los 10 que respondieron a
Rituximab fue de 25 semanas. 4
pacientes con rituximab tuvieron
duraciones de respuesta clinica
mas alla del periodo de estudio.

CONCLUSIONES

La respuesta tardia a partir de 2-7
meses del tratamiento con Rituximab,
a pesar de una rapida depleciéon de
células B, sugieren que el SFC es una
enfermedad autoinmune y puede ser
consistente con la eliminacién gradual
de los anticuerpos que preceden a las
respuestas clinicas.




