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Introducción 
La hiperfuncionalidad de los linfocitos Th2 es una característica inherente a las enfermedades 
alérgicas, en las que encontramos una elevación de las interleucinas (IL) proinflamatorias, entre 
ellas IL4, IL5, IL10, IL13 e IL18,1-5 con una disminución de las interleucinas antiinflamatorias como 
la IL-2, interferón gamma (IFN-γ)?e IL12, producidas por los linfocitos Th1.6- 9 
Esta disfunción celular se ha podido estudiar mejor en la alergia respiratoria, especialmente en la 
sensibilización a los ácaros del polvo casero10 y al polen de abedul.11 Los pacientes que presentan 
rinitis alérgica (RA) o asma alérgica o extrínseca (AA) sensibles a estos alergenos han sido un buen 
modelo para estudiar los mecanismos celulares y moleculares que regulan estas alteraciones. 
La inmunoterapia específica es una importante opción de tratamiento en pacientes cuyas medidas 
de control del medio ambiente son ineficientes. La eficacia de la inmunoterapia a largo plazo se 
demostró en diversos estudios clínicos.12,13 
Se han logrado varias modificaciones en la respuesta inmune en enfermos sometidos a regímenes 
de inmunoterapia, se produce una estimulación de los linfocitos Th1 a expensas de una inhibición 
de los linfocitos Th2, lo que equilibra la inmunorregulación. Este efecto puede ser detectado 
midiendo la producción de sus respectivas citocinas.14-16 
Las interleucinas 4 (IL-4) y 10 (IL-10) son las citocinas más relevantes producidas por los linfocitos 
Th2, cuyos efectos se ven reflejados principalmente en la hipergammaglobulinemia de IgE y la 
agresión eosinofílica a los tejidos de los órganos blanco.17-19 El IFN-γ es uno de los más 
importantes mediadores de las células Th1, al estimular la proliferación y diferenciación de los 
linfocitos Th1 y neutralizar la hiperrespuesta Th2 que se presenta en este tipo de pacientes;20-24 en 
los pacientes con RA y AA está disminuido el IFN-γ y con la inmunoterapia se restablece. 
La inmunoterapia específica con el alergeno es el único método curativo en la alergia también 
específica tipo I.25-27 Los cambios en la respuesta en las células T ante sus antígenos respectivos en 
esta hipersensibilidad han sido ampliamente corroborados,28-30 por lo cual nosotros quisimos 
sumarnos a estos hallazgos que nos indican la regulación entre los linfocitos. 
 
Objetivos 
Contabilizar los niveles de linfocitos Th1 y Th2 inicialmente y evaluar la forma de regularse la 
respuesta después del tratamiento con inmunoterapia monoespecífica, mediante la cuantificación 
de citocinas intracelulares en pacientes con rinitis alérgica y asma extrínseca. 
 
Material y método 
Pacientes 
Se seleccionaron 10 pacientes (6 con rinitis y 4 con asma) diagnosticados clínicamente y por 
análisis de laboratorio con edades entre 15 y 45 años, de uno u otro sexo, habitantes de la ciudad 
de México. Se incluyeron 10 testigos sanos, sin antecedentes de alergia, dentro del mismo rango 
de edad y sexo. 
 
Tratamiento 
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Al grupo de pacientes se le administró por vía subcutánea dosis crecientes del alergeno D. 
pteronyssinus (10 000 AU/ml [Dome-Hollister Stier]) empezando con una dosis dos veces por 
semana de una dilución 1:10 000 hasta llegar a una dilución de 1:100, lo que logramos en 52 
semanas sin que los pacientes tuvieran efectos adversos. 
Se tomó una muestra de sangre periférica con anticoagulante antes del tratamiento y al finalizar 
éste. 
 
Evaluaciones inmunológicas 
Se midió la síntesis de citocinas intracelulares en los linfocitos T. Para los Th1 se midió IFN-γ -FITC 
(B-D). Para los Th2 la IL4 -PE (B-D), IL-10-PE (Serotec) e IL13 -PE (B-D). También se evaluaron 
los linfocitos que sintetizaban IL- 10, si expresaban CD4 (anti-CD4-FITC, B-D) o CD8 (anti-CD8-
FITC, B-D). Se utilizó citometria de flujo y anticuerpos monoclonales para hacer estas 
evaluaciones. 
 
Técnica para medir citocinas intracelulares 
1 -  
Obtener muestra de sangre periférica con anticoagulante (heparina). 
2 - Colocar 0.5 ml de la muestra y 0.5 ml de medio de cultivo AIM-V en cuatro pozos estériles de 
una placa de cultivo. 
3 - Adicionar a cada pozo los siguientes reactivos: 
a) PMA (Phorbol 12 Myristate 13 Acetate), (25 ng) e ionomicina (1 µg) 
b) PMA, ionomicina y brefeldina (10 µg) 
c) El estimulo antigénico (D. pteronyssnus), previamente estandarizado. 
d) Solo brefeldina (basal). 
4 - Incubar durante cuatro horas en atmósfera de CO2. 
5 - Transcurrido ese tiempo, tomar una muestra de 60 µl de cada pozo y colocarla en tubos a los 
cuales se les adicionó previamente el anticuerpo anti-CD3- PerCP. 
6 - Incubar 15 min a temperatura ambiente. 
7 - Adicionar el reactivo de lisis e incubar 10 minutos. 
8 - Centrifugar y después adicionar PBS, centrifugar y eliminar el sobrenadante. 
9 - Adicionar la solución permeabilizadora de la membrana e incubar 20 minutos. 
10 - Lavar con PBS y adicionar 5 µl de cada uno de los siguientes anticuerpos: 
a) Al primer tubo control de isotipo γ-1-FITC, γ-2 PE (B-D) y CD3 - PerCP (B-D), la muestra 
sanguínea se tomó del pozo a. 
b) Al segundo tubo, anti-CD69-PE (B-D), la muestra sanguínea se tomo del pozo b. 
c) Al tercer tubo, anti-IFN-γ-FITC y anti-IL-10 -PE, la muestra sanguínea se tomó del pozo b. 
d) Al cuarto tubo, anti-IFN-γ-FITC y anti-IL-10-PE, la muestra sanguínea se tomó del pozo c. 
e) Al quinto tubo, anti-IFN-γ-FITC y anti-IL-10-PE, la muestra sanguínea se tomó del pozo d. 
11 - Incubar 30 minutos a temperatura ambiente y lavar con PBS. 
12 - Resuspender en solución de paraformaldehído al 1 % en PBS. 
13 - Leer en el citómetro de flujo con un programa de tres colores. 
 
Resultados 
Los linfocitos Th2 de los pacientes –después de estimularlos con el alergeno sin haber sido 
sometidos a inmunoterapia– no sintetizaron IL-4 (0.89 ± 1.4) ni IL-13 (0.80 ± 1.3), únicamente 
IL-10 e IFN-γ, la IL-10 obviamente no se sintetizó en el grupo de testigos sanos. 
Los Th1 sólo produjeron bajas concentraciones de IFN-γ (Tabla I, Gráfica I). 
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En ambas subpoblaciones de linfocitos T después de empleo de la inmunoterapia específica 
encontramos que la IL-10 disminuye hasta en un 28.3% en comparación con el valor de 
estimulación con el alergeno (Tabla II, Gráfica II). 
 

 
 

 
 
Observamos que INF-γ se detectó en niveles bajos antes del tratamiento y disminuyó aun mas 
después de la inmunoterapia (tabla I, Gráfica II, tabla II, Gráfica II). 
Al realizar estudios in vitro estimulando los linfocitos con PMA encontramos que los pacientes 
tienen clones capaces de responder a un estímulo que los induzca a dividirse y sintetizar citocinas 
(Tablas III y IV) (Gráficas III y IV). 
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Lo que nos llamó la atención es encontrar que los linfocitos CD8 sintetizaron también IL-10 antes 
de iniciar la inmunoterapia (Tabla V, Gráfica V). 
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La diferencia que se encontró en el grupo de los pacientes respecto de los testigos sanos es 
notoria, tanto para los linfocitos T CD4 (diferencia basal 12.8%, alergeno 9.0%); como para los T 
CD8 (basal 18.0%, alergeno 11.1%); no así, cuando se compara con la basal del mismo grupo. 
Estos niveles no se midieron después de la inmunoterapia. 
 
Discusión 
De acuerdo con lo propuesto por Mosmann y Cofman,31,32 los linfocitos T cooperadores se pueden 
dividir en linfocitos T cooperadores (Th) 1 y 2, los resultados obtenidos por estos investigadores en 
modelos murinos también han sido aceptados y demostrados en humanos.30,31 
En los pacientes alérgicos se demostró la participación de linfocitos Th2 sintetizando principalmente 
las citocinas IL-4, IL-10, IL-13. La forma de evaluar la síntesis de estas citocinas ha sido por medio 
de la técnica de ELISA en suero, por ARNm (PCR); sin embargo, una forma más precisa de hacerlo 
es mediante la medición intracelular de las mismas en los linfocitos T usando citometría de flujo. 
Los resultados obtenidos en este estudio mediante citometría de flujo indican que la respuesta 
obtenida por los linfocitos Th2 se pudo medir únicamente mediante la síntesis de IL-10; se 
encontró que la IL-10 es sintetizada en forma basal y con el estímulo antigénico, tanto en el grupo 
de testigos sanos como en el de los pacientes. 
En los linfocitos Th1 se demostró su funcionalidad únicamente por la presencia del IFN-γ, que se 
encontró en bajas concentraciones. No se encontraron niveles basales o de fondo de IFN-γ, como 
sucedió para la IL-10. 
En el grupo de los pacientes, la IL-10 antes del tratamiento por hiposensibilización con D. 
pteronyssynus, no se encuentra en niveles altos, sin embargo, después del tratamiento su síntesis 
disminuye en forma notoria; si comparamos la lectura anterior al tratamiento con inmunoterapia y 
posterior a ello, para la IL-10 tenemos una diferencia de 28.3%, atribuimos esta diferencia al 
efecto de la inmunoterapia que lleva a una hipofuncionalidad de los linfocitos Th2. En cambio, para 
el IFN-γ producido por los linfocitos Th1, aunque está disminuido al inicio, nos llamó la atención 
que no se observaron cambios notorios, como los obtenidos para la IL-10. Estos datos nos hacen 
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plantear la hipótesis de que el proceso de regulación de la respuesta inmunológica hacia el 
alergeno, después de la inmunoterapia específica, se lleva a cabo a través de la disminución de la 
síntesis de la IL-10 (disminuye la participación de los linfocitos Th2); no pudimos demostrar la 
síntesis del IFN-γ y con esto la participación de los linfocitos Th1.3,13,14,21 
Uno de los controles de veracidad de la técnica fue el estimular los linfocitos de los pacientes y de 
los testigos con PMA e incubar bajo las mismas condiciones que con el alergeno; se obtuvo una 
buena respuesta tanto para el IFN-γ como para la IL-10. Esto indica que los linfocitos T de los 
individuos sanos incluidos en este estudio son capaces de responder a ese estímulo. 
El resultado esperado es que los linfocitos T CD4+ sean los únicos que sinteticen la IL-10, sin 
embargo, en esta investigación se encontró que los linfocitos TCD8+ la sintetizan también; esto 
nos lleva a la reflexión de que la producción de diversas citocinas no es exclusiva de un clon celular 
y que estamos trabajando en un terreno muy lábil como es el de la inmunorregulación, donde 
pueden intervenir diversos factores y en diferentes pasos de la respuesta inmune que influyan de 
tal manera que produzcan los resultados que estamos informando. 
Nos surge otra pregunta que consideramos más importante: 
¿Cuál es la participación de los linfocitos T CD8+, tanto en los individuos sanos como en los 
alérgicos? 
Probablemente sean linfocitos TCD8+ en la subpoblación Tc-2 los que sinteticen la IL-10. Se puede 
atribuir este resultado a que los linfocitos TCD8 citotóxicos, también se pueden dividir en Tc1 y 
Tc2, sobre la base de las citocinas que sintetizan; de acuerdo con los infromes de la literatura son 
las mismas que para los linfocitos T cooperadores. 
Aun así, queda la incógnita acerca de la presencia y la posible participación de los linfocitos TCD8+ 
en los individuos alérgicos, cuyos niveles se encuentran aumentados tanto en el nivel basal, como 
al estimularlos con el alergeno. 
 
Conclusiones 
Los linfocitos Th2 participan en la rinitis y el asma alérgica. 
La inmunoterapia de hiposensibilización disminuye la síntesis de la IL-10. 
El IFN-γ no se expresa después del tratamiento. 
Los linfocitos de los pacientes responden al PMA. 
Los linfocitos T cooperadores y citotóxicos, elaboran IL-10. 
La inmunoterapia produce cambios muy complejos en la inmunorregulación, que requieren 
estudios posteriores. 
 
 
Los autores no manifiestan “conflictos de interés”. 
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HIPERSENSIBILIDAD A LA FLUORESCEINA SODICA  

 

Columnista Experta de SIIC 
Dra. Débora J. Seigelshifer 
 
Jefa de Unidad de Alergia e Inmunología, Buenos Aires, Argentina  

 

La fluoresceína sódica (FS) se utiliza desde hace más de 40 años como medio de contraste 
endovenoso para la angiografía retiniana. Cuando en 1961 Novotny y Alvin publicaron en 
Circulation este procedimiento desconocían sus reacciones adversas.1 
Es así que en los años siguientes comenzaron a aparecer informes aislados de reacciones 
anafilactoideas con su uso endovenoso, tópico y oral. 
Posteriormente se publicaron trabajos retrospectivos sobre incidencia de reacciones adversas, y en 
la actualidad quienes estamos interesados en el tema comenzamos a investigar de qué forma se 
pueden predecir estas reacciones. 
La fluoresceína sódica, sintetizada en 1871 por Von Bayer, es una xantina dibásica, luminiscente, 
soluble en agua. Su peso molecular es 376.28, circula débilmente unida a las proteínas en un 80%, 
principalmente albúmina, y muestra un color verde fluorescente a un Ph mayor de 6. Es 
metabolizada en hígado y riñón y eliminada en orina dentro de las 24 a 48 horas.2,3 
Comparte estructuras semejantes con la eosina y el mercurocromo; la FDA autoriza su uso en 
cosmetología y en medicina para los estudios oftalmológicos.2 
En Oftalmología se la utiliza rutinariamente en forma tópica para evidenciar las lesiones de cornea 
y para la tonometría; en forma oral (en desuso) y endovenosa para la realización de 
retinofluoresceinografía (RFG). 
Las reacciones adversas se clasifican en leves, moderadas y graves.4 
Las leves son transitorias y resuelven espontáneamente: náuseas 3% a 15%; vómitos hasta 7%; 
prurito. Las moderadas resuelven con medicación, como urticarias 1:82; síncope 1:337; y otras 
como tromboflebitis, pirexia, necrosis tisular 1:769. Las reacciones adversas graves son aquellas 
que requieren intervención médica intensa, y pueden ser: respiratorias 1/3 800; cardíacas 1/5 
300; convulsiones 1:13 900; fallecimiento 1/221 781. 
Se han informado casos aislados de convulsiones durante la RFG;5 necrosis tisular por 
extravasación de la droga;6 crisis de dolor abdominal en un paciente con anemia falciforme 
después de realizada la RFG;7 rash, fiebre y escalofríos 2 horas después de realizada la RFG, 
descartándose bacteriemia o cualquier proceso infeccioso,8 erupción psoriasiforme posterior a la 
RFG,9 fotosensibilidad por exposición al sol durante las 24 horas posteriores al estudio.4 No se 
informaron reacciones adversas en embarazadas ni en el feto, principalmente durante el primer 
trimestre de gestación.4 
La etiología de dichas reacciones es hasta el momento desconocida. Los intentos en encontrar IgE 
específica para la droga fracasaron. Se encontró aumento de la histamina plasmática y de la 
triptasa sérica en pacientes que tuvieron reacción anafilactoidea y no en los controles. En una serie 
de pacientes, tanto los asintomáticos como los que tuvieron algún síntoma durante la RFG, 
tuvieron disminución del complemento. Queda claro por todas las publicaciones que se produce 
una activación masiva de los mastocitos con liberación de sus mediadores que lleva al shock 
anafilactoideo, pero se desconoce qué los activa.10 
Con la intención de predecir estas reacciones Matsuura y col. compararon el valor predictivo del 
prick test en relación con la intradermorreacción, ambos con FS al 1% y 10%. Entre 1 500 
pacientes con intradermorreacción registraon 686 positivos con fluoresceína al 10% y sólo 13 con 
FS al 1%; con el prick test sólo tuvieron 2 positivos con FS al 10%, y fue uno de estos dos 
pacientes el único que sufrió un shock anafilactoideo durante la RFG, al segundo no se le realizó el 
estudio. Por lo tanto concluyeron que el prick test con  
FS al 10% es predictivo del shock.11 
Por otra parte, la intradermorreacción dio alta incidencia de positivos y dichos resultados llevarían 
a contraindicar un estudio necesario para los pacientes. 
En 1998, López Sáez y col. publican el caso de un paciente que sufre un shock anafilactoideo en su 
quinta RFG; posteriormente se le realizó prick test con  
FS (200 mg/ml) e intradermorreacción (2 mg/ml), ambas fueron positivas. 
Además, en controles diabéticos que habían recibido FS y en sujetos sanos las pruebas fueron 
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negativas. Debido a la semejanza química con la eosina y el mercurocromo se realizaron pruebas 
cutáneas con estas sustancias, todas fueron negativas. También constataron elevación de la 
triptasa sérica en pacientes y no en controles.12 
En la Argentina, la RFG fue introducida por los doctores Arturo Alessandrini y Carlos Nicoli en 
1963.3 Si bien en nuestro país no existe un protocolo estandarizado para predecir estas reacciones, 
en el Servicio de Oftalmología del Hospital Eva Perón de San Martín (provincia de Buenos Aires) se 
realizan RFG desde 1995; inicialmente a todos los pacientes se los evaluaba previamente al estudio 
con una intradermorreacción con FS al 10% diluida 1/10 en solución fisiológica. 
En una ocasión (caso sin publicar) una paciente presentó eritema, edema, prurito local e inyección 
conjuntival con la aplicación tópica de FS, posteriormente fue remitida a la Unidad de Alergia, 
donde al realizársele la intradermorreacción se produjo una reacción de 18 mm con prurito 
generalizado. Si bien no son frecuentes, se publicó el caso de una paciente que presentó urticaria 
periorbitaria con la aplicación de FS tópica y otro de un shock anafilactoideo con FS por la misma 
vía.13,14 
Esta observación nos llevó a sospechar un factor humoral responsable de la reacción y nos motivó 
a reproducir en nuestro hospital la experiencia de Matsuura. 
Fue así que durante 2 años evaluamos con prick test con  
FS al 10% (Angiofluor TM 10%) a todos los pacientes que debían realizarse una RFG en el hospital. 
Aplicamos la prueba a 214 pacientes, presentaron prick test positivo sólo 4 de ellos, a quienes se 
les contraindicó el estudio. De los 210 que podían realizarse la RFG sólo 112 concurrieron a 
hacerse el estudio y, de éstos, solo 20 pacientes tuvieron alguna reacción adversa, que no requirió 
tratamiento. Si bien no se registró ningún shock anfilactoideo en estos 20 pacientes, 13 ya se 
habían realizado una o más RFG, lo que nos lleva a pensar que la repetición del estudio aumenta el 
riesgo de padecer alguna reacción adversa, al igual que con otras drogas cuyas reacciones son 
debidas a una IgE específica, aunque en este caso no pudo demostrarse.15 
Contradictoriamente, las pruebas de Prautznitz-Kustner realizadas para evidenciar la presencia de 
anticuerpos fueron negativas.10 
Se publicaron otros protocolos, como el del Servicio de Alergia del Hospital Clínico San Carlos, de 
Madrid, donde se realiza un prick test con  
FS 200 mg/ml e intradermorreacciones con diluciones 1/1 000, 1/100, 1/10, con controles de 
histamina y solución glicerinada. Si las pruebas cutáneas son negativas se realiza la provocación 
conjuntival. Durante 2 años se evaluaron 335 pacientes que –a excepción de 2– fueron negativos. 
Los 2 casos positivos fueron pacientes que en la primera RFG que se habían realizado sufrieron una 
reacción anafilactoidea grave que requirió tratamiento intensivo. A ambos pacientes se les realizó 
prick test posteriormente a la RFG, y ambos fueron francamente positivos. 
Nuevamente nos encontramos ante la relación prick test positivo con la aparición de shock.16 
Cabe destacar que en el examen oftalmológico de rutina se coloca fluoresceína en conjuntiva, por 
lo que en cierta forma todos los pacientes ya han sido sometidos a una primera provocación 
conjuntival antes de ser remitidos a los Servicios de Alergia para ser testeados, por lo que 
considero que en el protocolo del Hospital Clínico de San Carlos, de Madrid, con sólo realizar las 
pruebas cutáneas los pacientes se encontrarían bien estudiados. Por otra parte, si sucediera que un 
paciente tuviese pruebas cutáneas negativas y provocación conjuntival positiva, esta última prueba 
diagnóstica sería más sensible, lo que haría que las demás pruebas fueran innecesarias, y el 
diagnóstico lo harían los oftalmólogos al colocar las gotas de fluoresceína. 
Nucera y col. publicaron el caso de un paciente que presentó angioedema facial y en manos 
durante una RFG. Se le realizó prick test con  
FS 20%, que fue positivo (pápula de 4 mm), y test de parche, negativo. Como requería una 
segunda RFG, fue sometido a un procedimiento de desensibilización satisfactorio que permitió 
completar la RFG.17 
La probabilidad de repetir las reacciones adversas en las RFG posteriores es del 31% para las 
náuseas, 10.6% para los vómitos, y 5.6% para las urticarias; para las reacciones anafilactoideas 
no hay estadística publicada.10 
Con el advenimiento del láser la angiografía retiniana con FS es un procedimiento realizado cada 
vez más frecuentemente. Es habitual encontrar pacientes a los que se les practica este estudio 
varias veces, con los cual los alergistas debemos encontrar la forma más exacta de predecir y 
prevenir las reacciones adversas. La premedicación con corticoides y antihistamínicos demostró 
disminuir la intensidad de dichas reacciones, pero no las evita.18 
En el Hospital Eva Perón de San Martín (caso sin publicar) se presentó un paciente diabético, sin 
antecedentes alérgicos , en que el prick test previo a su segunda RFG, fue positivo, por lo que se le 
contraindicó el estudio; al año siguiente se le repitió el prick test, que nuevamente fue positivo, 
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pero como la RFG era indispensable se lo premedicó con 40 mg de metilprednisolona 13 h, 7 h y 1 
hora antes del estudio; 50 mg de difenilhidramina cada 8 horas desde 24 horas antes del estudio y 
una hora antes; 300 mg de ranitidina 24 horas antes del estudio, con lo que pudo realizarse la 
RFG. 
Con todo lo antedicho, hasta la fecha son varias las publicaciones donde el prick test con 
fluoresceína sódica al 10% o 20% fue útil para demostrar hipersensibilidad a la droga y descartó 
los falsos positivos que podrían generar las intradermorreacciones. 
En relación a qué conducta tomar en un paciente que ya sufrió una reacción anafilactoidea habría 
que plantearse cuál es la mejor opción a seguir, si la desensibilización o la premedicación, al igual 
que con los medios de contraste radiológicos iodados. 
En un futuro tendremos que aumentar la estadística y publicar todas nuestras experiencias para 
llegar a aunar criterios y establecer un protocolo uniforme a realizarse en todos los Servicios de 
Alergia. 
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