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RESUMEN 
 

 

En los inicios de la enfermedad pandémica por coronavirus (COVID-19), causada por el síndrome 

respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2) presenta una gravedad variable desde 

episodios asintomáticos hasta muy graves. El COVID-19, de la familia Coronaviridie, afecta 

principalmente a las vías respiratorias que produce tos seca, fiebre, mialgia, dolor de cabeza, fatiga 

hasta una neumonía intersticial e insuficiencia respiratoria grave.  

Sin embargo, algunos de estos pacientes registraron manifestaciones cutáneas y lesiones del sistema 

vascular fuera de la esfera respiratoria como síndromes autoinflamatorios severos (fiebre 

mediterránea familiar, dermatosis neutrofílicas), erupciones vesiculares, urticarianas y 

maculopapulares, livedo, necrosis y otras formas de vasculitis o síndromes DRESS conocidos por 

reacciones adversas hacia fármacos. Se desconocen los mecanismos por el que se lleva cabo estas 

lesiones cutáneas que se han ido relacionando con mayor frecuencia dentro del cuadro infeccioso 

COVID-19. Estos síntomas pueden estar provocados por una infección viral, una respuesta adversa 

hacia el fármaco o ambos. Además, estos signos clínicos pueden empeorar acorde a la 

susceptibilidad de los pacientes ligada a los antígenos leucocitarios humanos (HLA) que pueden 

provocar una tormenta inmune que causa un daño multiorgánico e incluso la muerte. 

El objetivo principal de este Trabajo de Fin de Grado consiste en estudiar la importancia del papel 

de la respuesta celular en las lesiones cutáneas inducidos por virus y por fármacos a través de la 

prueba de transformación de linfocitos (LTT). Estos basados en la capacidad de las células T de 

memoria del paciente específicas del fármaco para que proliferen una vez que hayan sido 

estimuladas por un antígeno. Los resultados obtenidos muestran si los linfocitos han proliferado 

sobre los diferentes tratamientos genéricos que se usaron en la primera oleada COVID-19: 

Azitromicina, Amoxicilina, Ácido Clavulánico, Hidroxicloroquina, Lopinavir y Ritonavir. De modo 

que en presencia de proliferación nos puede aportar información para acercarnos el origen de las 

lesiones cutáneas descritas de los pacientes. 

Aunque aún desconocemos el mecanismo molecular, los datos obtenidos en este trabajo permiten 

apoyar la idea de que los ensayos LTT no se correlaciona con las pruebas cutáneas y de provocación 

y parece tan solo asociarse con la exposición hacia fármacos.
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CAPÍTULO 1: INTRODUCIÓN Y OBJETIVOS 

 
La pandemia por COVID-19 golpeó con fuerza en el hospital Ramón y Cajal, siendo el único 

hospital de Madrid con dermatólogos de guardia 24 horas donde se recopilaron manifestaciones 

cutáneas en los pacientes con la enfermedad viral.  Por entonces, no existía más que dos casos 

reportados en la literatura sin descripción. La experiencia dermatológica indicaba que algunos de 

estos pacientes presentaban más que un cuadro infeccioso COVID-19 que recordaban a síndromes 

autoinflamatorios severos o a reacciones farmacológicas con eosinofilia y síntomas sistémicos 

(DRESS). En estos síndromes se produce una reacción adversa severa a algunos medicamentos 

caracterizada por erupción generalizada en la piel, fiebre, y aumento del número de 

algunas células de la sangre como los eosinófilos (eosinofilia) y los linfocitos (linfocitosis). 

También se observaban fenómenos vasculares en pacientes graves sugerentes de vasculitis cutáneas 

proponiendo algo más que un cuadro de distress respiratorio. Las lesiones cutáneas (erupciones, 

sabañones, vasculitis entre otros) aparecían de forma tardía y eso llevó al servicio de dermatología 

a recopilar numerosos casos con afectación cutánea generalizada, donde se realizaron biopsias 

cutáneas que demostraron que no existía ARN vírico en la piel. Esto puede ser por escasas cantidades 

de ARN o que el virus no infecte células de la piel, sin descartar que pueda encontrarse en otros 

compartimentos celulares. Por ello se le empezó a dar más importancia a los fármacos que se 

emplearon durante la pandemia con la sospecha de que fuesen los responsables de las lesiones 

cutáneas como una reacción alérgica. En la literatura recopilada, no se ha considerado esta 

posibilidad y sólo se encontraron referencias aisladas, aunque se ha visto que los tratamientos 

empleados son conocidos por producir reacciones cutáneas que puede conducir a una reacción 

inflamatoria descontrolada sistémica que puede conducir a la muerte hasta en un 20% o 40% de los 

pacientes. 

 

1.1. Coronavirus: Aspectos generales  

Los coronavirus (familia Coronaviridae) son virus de forma esférica, de aproximadamente 125 nm 

de diámetro con picos que le sobresalen desde la superficie y se asemeja como una corona (1,2) .Su 

genoma es ARN de sentido positivo monocatenario (++ssARN) que oscila entre 26–32 kpb (3). 

Dentro de la familia Coronaviridae del orden Nidovirales se encuentran dos subfamilias: el 

Orthocoronavirinae y el Torovirinae. Dentro de la primera familia incluyen cuatro géneros: 

alfacoronavirus (α-CoV), betacoronavirus (β-CoV), gammacoronavirus (γ-CoV) y 

deltacoronavirus (d-CoV)(4) (Figura 1). Son patogénicos para los humanos produciendo 

enfermedades en las vías respiratorias, intestino, hígado y sistema nervioso. Algunos miembros de 

la familia de los coronavirus pueden infectar las vías respiratorias superiores y otros pueden afectar 

a las vías respiratorias inferiores incluyendo neumonía y cursos mortales con infectividad 

respiratoria y fecal-oral (5). 
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Figura 1. Clasificación de Coronavirus Humanos. Tomada de Malik, 4. 

El virus SARS-CoV-2, siendo el miembro más estudiado de esta familia pertenece al género beta-

coronavirus (β-CoV) dentro de la subfamilia Orthocoronavirinae que presenta un 51,8% de 

identidad con MERS-CoV y un 96% de identidad en todo el genoma con un coronavirus de 

murciélago, suponiendo el reservorio natural del SARS-CoV-2 (5). Este virus marcó el inicio de una 

nueva pandemia llamada enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) desde la detección de 

numerosos casos de neumonía de 425 pacientes iniciales de etiología desconocida en la Ciudad de 

Wuhan, provincia de Hubei, China conocido como síndrome respiratorio severo (SDRA) (6). 

 

1.2. El virus SARS-CoV-2 

 

1.2.1. Estructura y morfología del virión 

El virus consta de cuatro proteínas estructurales principales que incluyen la glicoproteína de pico 

(S), la glicoproteína de envoltura pequeña (E), la glicoproteína de membrana (M) y la proteína de la 

nucleocápsida (N) (Figura 2) (7). La glicoproteína S o también denominado la espiga, es una proteína 

de transmembrana de 150 kDa que se encuentra en la parte externa del virus. La proteína S forma 

homotrímeros que se sobresalen en la superficie viral y facilita la unión de la envoltura del virus a 

las células huésped gracias a la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) que se expresa 

solamente en la superficie apical de las células epiteliales que recubren las vías respiratorias 

conductoras, así como las células epiteliales alveolares(8). El virus entra por el citosol del huésped a 

través de la vía ácida proteolítica que produce la escisión de la proteína S gracias a una serin proteasa 

transmembrana de tipo II (TMPRSS2) de tipo furina que se encuentra en la membrana celular 

produciéndose la fusión de la envoltura del virus con la célula (9). 
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Figura 2. Estructura del virus SARS-CoV-2. Representación esquemática del virus SARS-CoV-2. Tomada de Novak et al.5 

La proteína N, también conocida como nucleocápside, es el componente estructural del virus que se 

localiza en el retículo endoplásmico- región de Golgi que estructuralmente se une al ácido nucleico 

del virus. Se encuentra unida al ARN, la proteína participa en procesos relacionado con el ciclo de 

replicación, el genoma viral y la respuesta celular de las células huésped a las infecciones virales 

(10). Esta proteína se encuentra fosforilada que junto a los dominios N – terminal (NTD) y dominio 

central (CTD), facilita la unión al ARN de forma óptima (4). La glicoproteína M, juega un papel 

importante en la determinación de la forma de la envoltura del virus y tiene la capacidad de asociarse 

a las demás proteínas estructurales. Participa en la finalización del ensamblaje viral al estabilizar el 

complejo N (proteína N + ARN) dentro del virión interno. La proteína E participa en la producción 

y maduración de este virus(11). 

1.2.2. Ciclo infectivo 

El virus SARS-CoV-2 puede introducirse en el cuerpo humano través de sus receptores ACE2 que 

son expresados por las células CD8+, natural killer (NK) en reposo y activadas, células epiteliales 

alveolares de tipo II, células endoteliales vasculares, macrófagos, monocitos y adipocitos(12). Por 

ello la nariz y epitelio nasal juegan un papel importante en la propagación del virus ya que muestran 

la expresión más alta del gen ACE2. Sin embargo, se ha observado que en la lengua presenta una 

alta expresión del gen ACE2 en las células endoteliales de la mucosa oral, por lo que podría 

proporcionar una entrada al virus y se declararía la cavidad oral como un órgano potencial de alto 

riesgo viral de un individuo a otro(13). De forma genérica, ACE2 se distribuye por el intestino 

delgado, los testículos, los riñones, el corazón, la tiroides y el tejido adiposo que presentan una alta 

expresión del gen. La unión de SARS CoV a ACE2 regula a la baja la expresión del gen e influye 

en el papel principal del ACE2, la regulación del sistema renina-angiotensina. Por ello, esto conlleva 

a una desregulación del equilibrio de los factores solubles, electrolitos y la presión arterial 

combinada con un aumento de la permeabilidad e inflamación vascular. 
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El ciclo infectivo del COVID-19 (CoV) se divide en cuatro etapas: entrada, transcripción y 

replicación del complejo de replicasa-transcriptasa (RTC) de las proteínas subgenómicas, traducción 

de las proteínas estructurales M, S, E y N y exocitosis. (Figura 3.) 

El proceso de entrada del coronavirus a la célula huésped comienza con la unión de la proteína S de 

la superficie del virus al receptor ACE2. Después de la fusión del virus, la TMPRSS2 que está 

presente en la superficie de la célula huésped eliminará la ACE2 y activará a las proteínas S unidas 

al receptor. Tras esa activación provoca una serie de cambios conformacionales que permite al virus 

que ingrese en la célula. De este modo las proteínas ACE2 y TMPRSS2 son determinantes para la 

entrada del virus.  

 

Figura 3. Ciclo infeccioso del virus SARS CoV-2. (Adaptada de Astuti y Ysrafil (11)). 

Tras la escisión entre pp1a y pp1ab en proteínas no estructurales (nsps), muchos de ellos forman 

posteriormente el complejo RTC en vesículas de doble membrana (DMV), que son principalmente 

un ensamblaje de ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) y subunidades que contienen la 

helicasa. Además, el complejo RTC transcribe una plantilla de genoma endógeno de entrada viral a 

genes de sentido negativo tanto del genoma de la progenie como del ARN subgenómico como 

productos intermedios y seguido posteriormente de la transcripción a ARNm de sentido positivo 

mediados por RdRp(14). Dichas proteínas subgenómicas se traducen en las proteínas estructurales M, 

S y E. A continuación, se aíslan en el retículo endoplásmico y luego se traslada al compartimento 

intermedio (IC) del retículo endoplásmico-Golgi (ERGIC) (Figura 3.) siendo esto un sello general 

de los CoV(15). Por otro lado, la proteína N se involucra en la forma de la nucleocápside y pasar al 
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compartimento ERGIC donde se asocia con el resto de las proteínas estructurales formando 

pequeñas vesículas en forma de “libro” que se exportará fuera de la célula a través de la exocitosis.(11)  

Los viriones pleomórficos del CoV muestran un tamaño que van de 100 a 160 nm de diámetro. Esto 

consiste en una nucleocápside interna y una bicapa lipídica, que proviene del IC durante el proceso 

de gemación donde da lugar el proceso de incorporación de las proteínas estructurales S, M y E 

sintetizados en los ribosomas del RE. Múltiples copias de la proteína N se unen en forma de perlas 

en una cuerda al ARN genómico monocatenario formando nucleocápsides citoplasmáticos (Figura 

4. – Paso 1). La ribonucleoproteína resultante se pliega sobre sí misma, formando la correspondiente 

nucleocápside helicoidal (16). Las proteínas estructurales se empaquetan en vesículas de transporte 

para su entrega en el IC. La proteína S se encuentra ligada a la proteína N donde posteriormente se 

sobresale de la envoltura dando al virión su forma de corona, clave para la unión y entrada celular. 

La proteína M, principal componente proteico de la envoltura viral, tras su homooligomeración e 

interacción con las proteínas N, S y E, y por tanto con el ARN genómico, da forma al virión.  

 

Figura 4. Ensamblaje del virus por gemación en las membranas del compartimento intermedio ubicadas cerca de 
retículo endoplásmico ERES. (Adaptado de Saraste y Prydz, (15)). 

Por último, la proteína E que se encuentra modificada por palmitoilación, presenta un papel 

importante en el ensamblaje del virus, interactuando con la proteína M podría provocar la curvatura 

de la membrana durante la gemación o actuar como proteína de escisión para completar el 

ensamblaje del virus. En ausencia de la proteína se ha observado que se producen CoV 

recombinantes lisados o una progenie incompetente incapaz de infectar (4) (Figura 4. - Paso 2). 

Después de la entrada en el lumen de IC, las partículas de virus están preparadas para moverse por 

la membrana plasmática. Mientras tanto los componentes del IC sirven de portadores de transporte 

móviles (Figura 4. – Paso 3). Finalmente, la proteína E presenta un papel crucial para la liberación 

de los virus gracias a la formación de un canal iónico pentamérico (viroporina) que facilita la 

exocitosis. (15) 
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1.3. Respuesta inmunitaria a la infección por coronavirus. 

La respuesta inmunitaria hacia los virus SARS-CoV-2 y SARS-CoV son similares al estar mediada 

por citocinas(17). En base a los primeros 425 pacientes de Wuhan se reveló de forma genérica un 

aumento de neutrófilos, interleucinas 6 (IL-6) y proteínas c reactivas, disminución de linfocitos, 

mayor expresión de citocinas proinflamatorias y quimiocinas IP-10, MCP-1, MIP-1A y factor de 

necrosis tumoral alfa (TNF α)(18). Estas condiciones se pueden llegar a correlacionar con la gravedad 

y la mortalidad de esta enfermedad. La respuesta inmune innata del huésped se desencadena con la 

entrada viral a través de las células presentadoras de antígeno (APC) como células dendríticas y 

macrófagos como primera línea de defensa del sistema inmune(19). Las células APC tienen receptores 

de reconocimiento (PRR) que incluyen receptores de tipo Toll (TLR), receptores de tipo NOD 

(NLR), receptores de tipo RIG-I (RLR) que pueden llegar a reconocer los patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMPs) que son compuestos por ácidos nucleicos, restos carbohidratos, 

glicoproteínas, lipoproteínas y otras moléculas que se encuentran en componentes estructurales de 

virus o productos intermedios como dsRNA e inducen señales en cascada inflamatoria del sistema 

inmune.  

 

Hirano y Murakami (20) propusieron un mecanismo potencial de la infección a través de la vía de 

ACE2. El receptor 4 tipo Toll (TLR-4) puede llegar a reconocer el pico de proteína (S) de CoV. 

Mediante la MyD88, desencadenará la activación de los factores de transcripción NF-κB y quinasas 

activadas por patógenos (MAPK) para inducir proteínas proinflamatorias. Debido a la ocupación del 

receptor ACE2 en la superficie celular provoca una reducción de la expresión de ACE2, seguida de 

un aumento de angiotensina 2. Esto resulta junto con la activación de NF-κB, la inducción de TNF-

α y la forma soluble de IL6-Ra (sIL-6Ra) a través de la desintegrina y la metaloproteasa 17 

(ADAM17) (21). IL-6 se une a sIL-6Ra a través de gp130 para formar el complejo IL-6-sIL-6R, que 

pueden activar el transductor de señal y el activador de la transcripción 3 (STAT3) en células no 

inmunes. Consecuentemente, se produce una amplificación de IL-6 que induce una liberación de 

citocinas proinflamatorias como TGFβ (factor de crecimiento endotelial), la proteína 

quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), IL-8 e IL-6 (22).  Por otro lado, la activación de receptores 

endosomales como TLR-3 podrían reconocer el genoma ARN o dsRNA del virus que provoca el 

reclutamiento de la proteína TRIF que posteriormente activa los factores de transcripción IRF3 y 

NF-κB para inducir citocinas proinflamatorias como el interferón-α y el TNF- β. A través de TLR-

4, también la introducción de PAMP puede reclutar proteínas adaptadoras TRIF(11). Mientras tanto, 

el INF tipo I activará las vías JAK-STAT que junto con la fosforilación de las quinasas JAK1 y 

TYK2 se activaba aún más STAT1 y 2 que junto con IRF9, migran al núcleo para iniciar la 

transcripción de genes estimulados por IFN,  conduciendo la supresión de la replicación viral y 

mitigando la gravedad de la enfermedad(23).  
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Por otro lado, se produce una liberación excesiva de citocinas proinflamatorias como IFN --α, IFN-

γ, IL-1β, IL-6, IL-12, IL-18, IL-33, TNF-α, TGFβ y quimiocinas CCL2, CCL3, CCL5, CXCL8, 

CXCL9, CXCL10 de las células efectoras inmunes dando lugar a una tormenta de citocinas que 

posteriormente conducirán al síndrome severo respiratorio (SDRA)(24) . Las células APC presentarán 

el antígeno de CoV a los linfocitos T CD4+ mediante el MHC de clase I, y esto conduce a la 

liberación de IL-12 y como consecuencia se estimulan las células Th1. Además, el aumento de IL-

12 e IFN- α produce la expresión del MHC de clase I y la activación de las células NK para evitar 

la replicación viral y producir la eliminación de las células infectadas por el virus. A raíz de ello, se 

producen citocinas proinflamatorias a través de NF-Κb, como la IL-17 que es un fenómeno 

indicativo de infección por SARS-CoV-2. Como consecuencia del aumento de citocinas, provoca el 

reclutamiento de neutrófilos, monocitos CD14dim CD16+ patrulleros, macrófagos CD68+ al sitio de 

infección y producirán a su vez varias citocinas y quimiocinas proinflamatorias, incluidas IL-1, IL-

6, IL-8, IL-21, TNF-β y MCP-1 resultando en una respuesta exacerbada del sistema inmune 

incontrolable. 

 

Con la activación de las células Th1 se estimulan las células T CD8+ que las responsables del ataque 

hacia las células infectadas con CoV. Mientras tanto, las células T CD4+ podrían estimular la 

respuesta inmunitaria humoral mediante la producción de anticuerpos específicos de antígeno 

mediante la activación de las células B (19). En una primera fase se producirán anticuerpos IgM 

durante las primeras 12 semanas y en una respuesta más tardía IgG. La exposición del virus junto 

con la formación de anticuerpos provoca la producción de células T CD4+ y CD8+ con memoria 

que pueden llegar a durar 4 años(25).  

 

1.3.1.  Hipersensibilidad a Fármacos 

El síndrome de hipersensibilidad inducida por fármacos (DiHS) o reacción farmacológica con 

eosinofilia y síntomas sistémicos (DRESS) respecto a otras reacciones adversas a fármacos, la 

reactivación viral es un signo característico que aparece al inicio de la enfermedad. Entre los 

síntomas en su etapa inicial se encuentran las erupciones agudas, leucocitosis linfocitos atípicos y 

eosinofilia. El origen de las enfermedad coincide en que varios pacientes presentaron una infección 

viral previa antes de los síntomas descritos, teniendo los virus un papel relevante en la generación y 

activación de células T específicas del fármaco(26). Dicho esto, se ha observado en ciertos pacientes 

que presentaron virus respiratorios como la influenza, rinovirus o incluso los coronavirus que 

posteriormente provocaron asma dando una pista del aumento de la sensibilidad alérgica en aquellos 

pacientes con infecciones virales previos(27). 

 

DRESS/ DiHS comienza con un exantema morbiliforme maculopapular con cierta fiebre, semanas 

después de la introducción del fármaco responsable. Las lesiones cutáneas se clasifican en máculas 
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eritematosas, lesiones pustulosas que a menudo adquieren un color púrpura cuya distribución reside 

en las zonas cutáneas del tronco y extremidades. También se ha visto en superficies mucosas junto 

con las palmas de las manos y las plantas de los pies. Tras la supresión de la administración de los 

fármacos usados, puede producirse un empeoramiento de los síntomas mencionados a los 3-4 días, 

que en ocasiones se podría confundirse con enfermedad infecciosa grave y daría el comienzo de una 

segunda terapia antibiótica. Dichas terapias pueden empeorar aún más los síntomas e incluso nuevas 

reacciones por el riesgo de reactividad cruzada a múltiples medicamentos. De este modo, se han 

informado erróneamente que la segunda terapia sea la responsable de la aparición de los síntomas 

de DRESS/ DiHS(26).  

 

En la fase aguda de la enfermedad se observa la disminución significativa de células NK CD56+ y 

las células BCD 19+ y el aumento de las frecuencias de CD4+, CD25+, FoxP3+ y células T 

reguladoras (Tregs). Las poblaciones de monocitos se pueden clasificar en distintos subconjuntos: 

CD14+ CD16- monocitos clásicos (cMO) y CD14 dim CD16+ monocitos patrulleros (pMO), los 

responsables de la búsqueda de infecciones en todo el cuerpo controlando el desarrollo de las Tregs. 

Respecto estas poblaciones, los pMO se agotan en la fase aguda de la enfermedad y por tanto un 

aumento de las frecuencias de cMO. También se ha visto una disminución de los niveles de 

inmunoglobulinas (Ig), particularmente los niveles de IgG caen a 300-600 mg/dL en la fase aguda. 

Tras la recuperación clínica del paciente, todos los niveles alterados vuelven a la normalidad(28). La 

prueba de transformación de linfocitos (LTT) es un método in vitro que se utiliza para la 

confirmación del fármaco causante de las erupciones farmacológicas. Para los síndromes 

DRESS/DiHS, se ha propuesto que las LTT se realicen tras dos meses, en la fase de recuperación.(29) 

 

La patogenia de estos síndromes sigue siendo un misterio, pero de forma genérica se consideran una 

hipersenbilidad mediada por células T. En ese sentido, se planteó una hipótesis de que el deterioro 

de la inmunosupresión mediada por Tregs es debido a una regulación alterada de los subconjuntos 

de monocitos. Durante la fase aguda de DRESS/DiHS el nivel de Tregs activados/inducidos 

aumentan considerablemente, donde posteriormente se destaca la diferenciación de Tregs a Th17 en 

la resolución clínica (fase de recuperación) que coincide con la disminución de Tregs. Como se ha 

descrito anteriormente, se ha observado que las pMO se agotan y las cMO se mantienen inalteradas 

durante la fase aguda provocando una capacidad de inducir a las Tregs a través de la producción de 

IL-10. Tras una semana se ve una recuperación de la población de pMO que induce un cambio en 

las poblaciones de Tregs hacia Th17 por la producción diferencial de la IL-6(26,30). Por ello la prueba 

LTT solo se realiza en los casos de resolución clínica por la presencia de poblaciones Th17 en la 

fase de recuperación. De este modo se debate entre un equilibrio de Tregs y Th17 respecto a las 

secreciones de IL-10 o IL-6 respectivamente, que puede explicar que a la semana de la 

administración del fármaco se produzca una variedad de respuestas inmunes durante la resolución 
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clínica. Esto unido a la tormenta de citocinas que provoca el SARS-CoV-2, puede llegar a producir 

una respuesta desmedida hacia aquellos fármacos que se incluyen en el tratamiento por la secreción 

excesiva de IL-6 por parte de los monocitos pMO que resulta en lesiones cutáneas como indicativos 

de los síndromes DRESS/DiHS, aunque se necesita la confirmación de más estudios debido a la falta 

de conocimiento de la patogenia que se lleva a cabo. 

 

1.3.2.  Transmisión y síntomas 

La transmisión viral reside en las gotitas respiratorias de una persona infectada, de modo que, 

durante el habla, se puede llegar a emitir gotas en grandes cantidades que permanecen hasta 8-14 

minutos(31). El período promedio de incubación hasta la aparición de los síntomas es de 4 a 11 días(32). 

Entre ellos incluyen tos seca, fiebre, mialgia, dolor de cabeza, anosmia (pérdida de olfato) y ageusia 

(pérdida de gusto) y dependiendo de la gravedad de la enfermedad puede afectar al sistema renal, el 

sistema cardiaco o el tracto gastro intestinal (33). 

Más allá de los síntomas mencionados, se han observado lesiones cutáneas y lesiones del sistema 

vascular en varios pacientes siendo el 1% al 20% de los síntomas de la enfermedad. Entre ellas se 

han observado erupciones vesiculares, exantemas macupapulares, erupciones de urticaria, necrosis 

y sabañones (placas violáceas dolorosas).(5) 

 

1.3.2.1.  Exantemas maculopapulares 

Los exantemas maculopapulares son reacciones de hipersensibilidad pruriginosas caracterizados 

morfológicamente por la aparición de una pápula sobre una mancha. Raramente se ha observado en 

estas lesiones presencia viral, siendo posible diferenciar de un exantema viral del exantema inducido 

por fármacos en pacientes con SARS-CoV-2 en base a las características histológicas y los cambios 

inmunológicos de la piel. Alrededor del 7% de los pacientes hospitalizados desarrollan reacciones 

de hipersensibilidad al fármaco de gravedad variable y se produce en el 2%-3% de estos casos 

exantemas maculopapulares. En el caso de un exantema viral es inducido por el virus con la 

activación de anticuerpos e interacción con las células inmune, reclutamiento de células activadas 

de la piel, extravasación de eritrocitos a través de los vasos sanguíneos, producción de citocinas y 

con la posterior apoptosis de los queratinocitos y afines y, por tanto, cambios en la dermis y la 

epidermis acompañada de una fiebre maculopapular (Figura 6, panel izquierdo). Por otro lado, el 

exantema inducido por fármacos es derivada de una hipersensibilidad de tipo IV mediada por células 

T activadas, extravasación de eritrocitos, infiltrados perivasculares, citocinas de perforina y 

granzima B y Th1. Además, como la secreción de diferentes quimiocinas, reclutamiento de células 

T y eosinófilos provocando cambios en la dermis y la epidermis (Figura 6, panel derecho). (5)  

 

También se puede llegar a distinguir a través de las características histológicas en las biopsias de 

piel de los pacientes con CoV. En el caso de un exantema viral no se observan eosinófilos, se observa 
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una dermis sin edema, un infiltrado inflamatorio perivascular que se extiende focalmente a la capa 

basal, provocando un leve daño vacuolado e incontinencia pigmentaria. Se muestra una epidermis 

con hiperqueratosis leve, ocasionalmente multinucleadas, que recuerda a un daño citopático. (Figura 

5A-Virus). Por otro lado, en el caso de un exantema inducido por fármacos, se observa un infiltrado 

linfohistiocítico perivascular sutil con o sin infiltración en la dermis superior con una mezcla de 

pocos granulocitos eosinofílicos (Figura 5B-Drug).(5) 

 

Figura 5. Características inmunológicas en la piel del exantema maculopapular. DC, célula dentrítica, B, célula B, Mo, 
Monocitos, Eo, eoisnófilos. (Adaptada de Novak et al. (5)) 

 

Figura 6. Características histológicas de las biopsias de piel de dos pacientes con COVID-19 positivo con erupciones 
maculopapulares. Tomada de Novak et al. (5) 

1.3.2.2. Erupciones urticarianas 

La urticaria y las erupciones son dermatitis que provocan descamación, picazón o irritación, 

presentes hasta en un 50% de las infecciones respiratorias del tracto superior mediadas por la 

activación del complemento y la enfermedad del suero inducida por antígenos virales en el que se 

da a lugar la activación de mastocitos mediada por inmunocomplejos de antígenos e IgE en la 

urticaria (5) (Figura 7.). 
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Figura 7. Características inmunológicas en la piel de erupciones de urticaria. M, mastocitos, T, células T. Tomada de 
Novak et al. (5)) 

En el caso de erupciones inducidas por fármacos sigue un mecanismo inmunológico muy similar al 

caso de inducido por virus, en el que se considera como una reacción de hipersensibilidad de tipo I 

mediado por IgE (Figura 7.). También se involucran los otros mecanismos ya mencionados como la 

formación y/o precipitación de inmunocomplejos, la activación del complemento o además la 

interacción con las vías metabólicas de fármacos como el metabolismo del ácido araquidónico(34). 

De este modo, esta reacción cutánea puede ser inducida por ARN viral, por fármacos o una mezcla 

de ambos.  

 

 

Figura 8. Histología (tinción H&E) de la piel de DRESS. (Adaptado de Novak et al. (5)) 

1.3.2.3. Vasculitis 

La vasculitis es una inflamación que afecta a arterias (pequeños, medianos o grandes), capilares, 

venas o una combinación de todos los tipos de vasos sanguíneos. Los mecanismos pueden ser de 

reacción de tipo III o mediadas por complejos mediadores inmunes a antígenos virales o parte de 

antígenos virales. De modo que los complejos mediadores inmunes pueden precipitar y acumularse 

dentro de los vasos que conducen a una lesión vascular. Una causa de vasculitis puede ser un 

infiltrado inflamatorio en la pared de los vasos dérmicos o subcutáneos (pueden ser neutrófilos, 

linfociticos o granulomatosos), extravasación de glóbulos rojos, necrosis fibrinoide variable de las 

paredes de los vasos y detritos nucleares (35). (Figura 9A.) 
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La hipersensibilidad mediada por células, en exposición a antígenos virales inducen en el 

reclutamiento de linfocitos que liberan citocinas proinflamatorias atrayendo a macrófagos y 

posteriormente a más linfocitos dando lugar a una respuesta exacerbada que provoca un daño tisular 

de los vasos como causa de una vasculitis infecciosa (Figura 9B). Como una tercera causa de 

vasculitis, puede ser debido a una desregulación del sistema inmune anormal que provoca una 

expresión diferente de moléculas de adhesión y citocinas en el endotelio vascular debido a la 

invasión del virus o la estimulación directa del sistema inmune por agentes infecciosos (Figura 

9C).(5) 

 

 

Figura 9. Las diferentes causas inmunológicas de vasculitis de vasos pequeños, medianos y grandes. Tomada de 
Novak et al. (5) 

Vasculitis o livedo racemosa púrpura como resultado de una reacción de hipersensibilidad a los 

fármacos pueden llegar a representar de un 10% al 20% de las reacciones cutáneas. Existen 

numerosos fármacos que puede provocar vasculitis, mediadas por reacciones de hipersensibilidad 

de tipo III, depósitos de inmunocomplejos con exceso de antígeno en arterias, arteriolas, vénulas o 

capilares, aunque algunos medicamentos también pueden inducir la producción de anticuerpos(5). 

De este modo sigue un mecanismo similar a un infiltrado inflamatorio en la pared de los vasos, 

mencionado anteriormente (Figura 9A)(36).  

 

1.3.3. Tratamiento de enfermedades relacionadas con el SARS-CoV-2 

Desde el inicio de la pandemia y la oleada de pacientes con COVID-19 llegando al Hospital 

Universitario Ramón y Cajal, la experiencia dermatológica indicaba que en ciertos pacientes 

mostraba algo más que un cuadro clínico de SARS-CoV-2. En ese momento no existía ningún 

tratamiento específico para la erradicación del virus CoV y por tanto, se tuvo que basar en el enfoque 

terapéutico de los tratamientos de otros coronavirus como el SARS-CoV o MERS-CoV(11). Algunas 

terapias que se manejaron en la primera oleada son la azitromicina, la amoxicilina junto con el ácido 

clavulánico, la hidroxicloroquina y el Lopinavir junto con el Ritonavir entre otros.  
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1.3.4. Azitromicina 

Antibiótico de la familia de fármacos de macrólidos con actividad antibacteriana y antivírica e 

inmunomoduladora siendo propiedades interesantes para las infecciones virales por COVID-19. 

Puede llegar a interferir en la unión del virus a la célula ya que provoca la subida de pH en la red de 

Trans – Golgi alterando la glicosilación de ACE2 inhibiendo la infección de SARS-CoV, también 

incrementa el pH de los lisosomas, responsables en el proceso de endocitosis del virus donde entra 

el papel de la furina o las catepsinas implicadas en la escisión de la proteína S del virus. Suprime la 

activación de las células T CD4+ y participa en la reducción de la producción de citocinas 

proinflamatorias y quimiocinas IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-γ, IP-10 y TNF-α evitando una 

excesiva actividad de la respuesta inmune. De este modo, puede lograr cambiar la polarización del 

fenotipo a antinflamatorio a los macrófagos alveolares e incrementando la apoptosis, también con 

la reducción de TGF- β con actividad antifibrótico favoreciendo la lucha contra el virus(37). 

 

1.3.5. Amoxicilina y ácido clavulánico.  

Considerado un antibiótico de acceso básico por la Organización Mundial de la Salud (OMS), usado 

desde la década de 1970, es la penicilina más usada en combinación con el ácido clavulánico, 

inhibidor de la β-lactamasa. La amoxicilina se une a la proteína fijadora de penicilina (PBP) 1A, una 

enzima esencial para la síntesis de la pared celular bacteriana. El anillo β-lactámico que contiene la 

amoxicilina se abre para acilar el dominio C-terminal de la transpeptidasa de PBP 1A provocando 

esta unión irreversible la inactivación de PBP 1A. De este modo la bacteria no puede sintetizar 

peptidoglucano, un componente integral de la pared celular bacteriana, responsable de la 

permeabilidad de la pared celular conduciendo a la lisis y muerte celular. La administración de este 

fármaco viene derivada de la eficacia que presenta en los tratamientos de neumonía. Esta 

administración suele venir acompañada del ácido clavulánico, denominado también como 

clavulanato en su forma de sal, que no presenta la suficiente eficacia como antibiótico, pero actúa 

como inhibidor suicida, que se une de forma irreversible a las enzimas β-lactamasas y por tanto evita 

que se hidrolice la amoxicilina y otras penicilinas. De este modo ayuda a mantener la función 

farmacológica de la amoxicilina(38). 

 

1.3.6. Hidroxicloroquina 

La hidroxicloroquina y la cloroquina son medicamentos que se han utilizado para los tratamientos y 

la profilaxis de la malaria. Además, se sabe que estos que fármacos antipalúdicos presentan efectos 

antiinflamatorios y antivirales y se han usado en enfermedades crónicas como el lupus eritematoso 

sistémico. Entre los mecanismos antiinflamatorios destacan la acidificación lisosomal y la 

presentación de antígenos, inhibición del receptor de tipo Toll (TLR), inhibición de los receptores 

de células T y B, la disminución de la producción de citocinas por macrófagos como la IL-1, IL-6 y 

TNF -α disminuyendo de este modo el daño tisular y la inflamación endotelial. La interacción con 
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los receptores de tipo Toll y los receptores de células T hace que el fármaco sea eficaz en la cascada 

de señalización en la respuesta inflamatoria favoreciendo la autoinmunidad sin inmunodeprimir al 

paciente(39). En múltiples estudios se han observado que la cloroquina puede inhibir la replicación 

de SARS-CoV-2 con la reducción de la glicosilación terminal del receptor ACE2 en la unión del 

virus con la célula huésped y por tanto inhibe la activación de la proteína quinasa MAPK afectando 

a la cascada de señalización(40).  

 

1.3.7. Lopinavir y Ritonavir 

El fármaco Lopinavir es un inhibidor selectivo y potente de la proteasa del VIH tipo 1(VIH-1), una 

enzima esencial para la producción de virus infecciosos maduros siendo la función principal del 

Lopinavir, la prevención de infecciones posteriores en células susceptibles. Por tanto, no tiene efecto 

sobre las células con ADN viral ya integrado. En la eliminación presistémica (primer paso hepático) 

del fármaco se ve atenuada la actividad farmacológica, pero en caso de coadministración con 

Ritonavir inhibe la inactivación metabólica. De modo que resulta en una coformulación de Lopinavir 

con dosis bajas de Ritonavir suficientes para suprimir el 50% de la replicación viral en células CD4+, 

monocitos/ macrófagos, siendo los principales reservorios humanos de la infección por VIH-1(41).  

 

1.4. Diagnóstico con ensayos de Test Transformación Linfocitaria (LTT) 

En el Servicio de Alergología del Hospital se realizan de forma rutinaria pruebas in vivo cutáneas 

por punción (SPT) y pruebas intradérmicas (IDT). Estas pruebas in vivo se basan en el desarrollo de 

una respuesta inflamatoria localizada sustentado en la activación de células T o en reacciones 

mediada por IgE. Para la detección de reacciones mediadas por IgE (hipersensibilidad de tipo I) se 

usan pruebas in vivo cutáneas por punción (SPT) y pruebas intradérmicas (IDT) que se tratan en la 

introducción del fármaco diluido en pequeñas marcas en la espalda (patch) o en el antebrazo (prick) 

donde al paso entre 15 minutos y 1 hora se produce una respuesta como indicativo de reacción 

mediada por IgE. Por otro lado la prueba in vivo con parches cutáneos que se trata de un ensayo para 

observar si la sustancia está causando inflamación alérgica en la piel ( dermatitis de contacto) 

durante 48 horas resultando en pacientes sensibilizados la formación de vesículas, pústulas y pápulas 

para confirmar la detección de una reacción retardada mediada por células T (hipersensibilidad de 

tipo IV)(42) 

 

La prueba más usada para determinar la sensibilización de células T a fármacos son los ensayos de 

transformación linfocitaria o Lymphocyte Transformation Test (LTT), que mide la incorporación de 

3H-timidina al DNA de las células T en división. Para ello se aíslan las células mononucleares de 

sangre periférica (PBMC) mediante gradiente de Lymphoprep y se incuban en presencia de 

diferentes concentraciones de los fármacos a analizar. Se consideran ensayos in vitro seguros y más 

útiles que las pruebas cutáneas mencionadas(43), concretamente en las reacciones severas como 
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DRESS o reacciones mediadas por IgE en el caso de las anafilaxias graves, para confirmar la 

hipersensibilidad hacia al fármaco concreto. Sin embargo, la determinación de la causalidad del 

fármaco es con frecuencia un problema en las reacciones adversas, dado que la opción de 

reexposición no es factible por razones de seguridad(44). Los ensayos LTT son pruebas donde se 

basan en la capacidad de la memoria de células T específicas de antígeno y que se activen tras la 

estimulación con el antígeno en pacientes sensibilizados siendo la prueba más utilizada. Las células 

T desempeñan un papel central en la defensa inmunitaria incluyendo la secreción de citocinas IL-4 

e IL-13 en reacciones mediadas por IgE , IL-5 en inflamación eosinofílica, IL-8 (CXCL-8) en 

inflamación neutrofílica, GM-CSF y IFN γ , TNF α y otras citocinas para el reclutamiento de 

macrófagos y neutrófilos(42,45).  Este ensayo presenta una buena sensibilidad y especificidad siendo 

una herramienta fiable para el diagnóstico de la causalidad del fármaco, principalmente cuando se 

realiza en la fase de recuperación en el síndrome DRESS, aunque puede llegar a ser informativos en 

reacciones agudas en otros síndromes como el síndrome de Stevens-Johnson (SJS)/ necrólisis 

epidérmica tóxica (NET). La prueba más usada para detectar la sensibilización de células T hacia 

los fármacos es la prueba de proliferación, que mide la captación de 3H-timidina de las células en 

división. 

 

Como alternativa al LTT, existe la prueba de activación de basófilos (BAT) considerado como una 

herramienta útil in vitro para facilitar el diagnóstico de alergia a fármacos mediada por IgE en caso 

de probabilidad de anafilaxia. En un ensayo que se trató la hipersensibilidad tipo I a amoxicilina y 

ácido clavulánico llegó a mostrar un valor predictivo positivo de 92%(46). 

 

OBJETIVOS 
 

El objetivo general de este Trabajo de Fin de Grado consiste en el estudio de la importancia de 

establecer el origen de las lesiones cutáneas de los pacientes infectados por el virus SARS-Cov-2. 

Este objetivo se estudiará a través de los siguientes propósitos: 

 

• Evaluar la utilidad del test de transformación de linfocitos (TTL) para el diagnóstico de la 

hipersensibilidad tardia a fármacos en pacientes con COVID-19 
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CAPÍTULO 3: MATERIALES Y MÉTODOS 
 

1.1. Pacientes 

Los pacientes del presente trabajo se reclutaron en el Servicio de Dermatología del Hospital 

Universitario Ramon y Cajal en el proyecto “Caracterización de las manifestaciones cutáneas en 

pacientes ingresados por Enfermedad COVID-19 y su asociación con la infección y la reacción 

inmune o con la reacción a fármacos usados en tratamiento: mecanismos subyacentes” financiado 

por  los Fondos Supera COVID financiado por Crue/Santander cuyo IP es Montserrat Fernández 

Guarino del Servicio de Dermatología del Hospital Universitario Ramón y Cajal. 

 

En una primera fase transversal del estudio, se seleccionaron 53 pacientes ingresados por COVID-

19 con lesiones cutáneas asociadas y se llevó a cabo realización estudios séricos y biopsias cutáneas 

de las lesiones y estudios histológicos e inmunohistoquímicos para la caracterización de la respuesta 

inmune, incluyendo la activación endotelial y la detección del virus en la muestra cutánea. Una vez 

dados de alta los pacientes, se realizaron una anamnesis detallada sobre los fármacos que tomaron 

los pacientes previos a su ingreso, los que se le administraron durante sus estancias hospitalarias y 

la cronología respecto la aparición de las lesiones cutáneas. Posteriormente, se realizaron pruebas 

de exposición controladas donde los pacientes se sometieron a pruebas epicutáneas, tests de 

transformación linfoblástica y a la determinación de los antígenos leucocitarios humanos (HLA). 

Para este estudio se seleccionaron 3 pacientes que dieron positivo en la exposición controlada o 

prueba epicutáneas y 3 pacientes con pruebas negativas. 

 

1.2. Reactivos 

 

1.2.1.  Soluciones químicas y anticuerpos. 

• DMSO: dimetilsulfóxido, C2H6OS 

• Lymphoprep: Diatrizoato de sodio (9.1% p / v), Polisacárido (5,7% p / v) 

• Dynabeads: Gránulos superparamagnéticos con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28. 

• 3H-timidina: Nucleósido de timina. 

• ULTIMA-FLO M: fenilxililetano y alquilbenceno lineal (líquido de centelleo) 

• Azul de tripano: Diamina derivada de la toluidina C34H28N6O14S4 

 

1.2.2. Medios de cultivo 

Los cultivos celulares se crecieron en medio sin suero Gibco AIM-V (Gibco) que contiene L- 

glutamina y los siguientes antibióticos: sulfato de estreptomicina a 50 µg / ml y sulfato de 

gentamicina a 10 µg / ml. Medio de cultivo útil para la activación de células T para los tests de 

proliferación de linfocitos (LTT). 
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1.2.3.  Fármacos 

Los fármacos empleados en el ensayo se diluyeron según su solubilidad en medio acuoso (Tabla 1.). 

En el caso de Lopinavir y Ritonavir dada su baja solubilidad en medio acuoso se disolvieron en 

Dimetilsulfóxido (DMSO). En este caso, para evitar los efectos adversos que pueda tener el DMSO 

sobre las células se mantuvo a una concentración del 0.044%, que en estudios previos se ha 

demostrado no tener efecto. Para los ensayos de LTT se debe recurrir a sustancias puras para evitar 

la interferencia de los excipientes en los ensayos modificando los contados de centelleo. Por ello, en 

los fármacos Dolquine y el Kaletra, se optaron por adquirir las sustancias puras que en este caso 

corresponderían a Hidroxicloroquina del Dolquine y Ritonavir y Lopinavir del Kaletra. El resto de 

los fármacos, Azitromicina, Amoxicilina y Ácido Clavulánico no contienen excipientes. De este 

modo se emplearán 6 sustancias puras relevantes del tratamiento para la enfermedad del COVID-

19.  

 

 

1.3. Metodología 

 

1.3.1. Cultivo y diseño de ensayo 

Presentamos una serie de 6 pacientes que dieron positivo en COVID-19 (50% mujeres) procedentes 

de la Unidad de Alergias del Hospital de Ramón y Cajal con lesiones cutáneas en los que incluyen 

reacciones leves como exantemas maculopapulares y urticarias de tipo pruriginosas. Ninguno de los 

pacientes presentaba antecedentes de reacción a otros fármacos. Tres pacientes dieron positivo en 

las pruebas epicutáneas y de provocación oral controlada y los otros tres pacientes dieron negativo 

en las pruebas correspondientes. Se procedió a la realización de los ensayos LTT empezando con la 

extracción de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de muestras de sangre fresca 

con anticoagulante (heparina de litio) y aislamiento a través del separador de gradiente de densidad 

Lymphoprep. Una vez recogida la fase celular del gradiente, se cuantifican los PBMCs en la cámara 

de Neubauer a una dilución 1:16 con medio de cultivo y con azul de tripano para el conteo de células. 

En base a la disponibilidad celular se recogen las células en una densidad 2 × 10 6/ ml y se siembran 

en pocillos de fondo plano (100 μ l) suplementado con medio AIM-V donde se adicionarán otros 

100 μ l del fármaco correspondiente diluido en medio AIM-V en una placa de 96 pocillos. El ensayo 

se diseñó por triplicado para respetar un error estándar de <30% con las distintas concentraciones 

de fármacos (Tabla 2.) reuniendo un total de 23 condiciones incluyendo el control positivo por 

Dynabeads, control negativo DMSO y control negativo. Las Dynabeads presentan anticuerpos CD3 

Fármacos ( Principios Activos) Diluyentes Nombre Comercial Procedencia

Azitromicina Solución Salina (NaCl) Zitromax 500mg inyectable-vial polvo Farmacia del Hospital Ramón y Cajal

Amoxicilina Agua de Inyección Clamoxyl-GSK ( Amoxicilina 1 g - polvo disolvente) Farmacia del Hospital Ramón y Cajal

A.Clavulanico Agua de Inyección DIATER 5 mg Farmacia del Hospital Ramón y Cajal

Hidroxicloroquina Agua de Inyección Dolquine comprimidos 200 mg Sigma-Aldrich

Lopinavir DMSO Kaletra (200 mg/50 mg Comprimidos) Sigma-Aldrich

Ritonavir DMSO Kaletra (200 mg/50 mg Comprimidos) Sigma-Aldrich

Tabla 1. Resumen de los fármacos empleados 
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y CD28, receptores de los linfocitos T humanos que nos aseguran de este modo, de su activación de 

toda la población de células T. Tras el reparto de células se incuban durante 5 días en una incubadora 

ventilada con CO2. (5%) a 37ºC. A partir de entonces, se agrega 3H-timidina al ADN de las células 

T durante toda la noche. En el día 6 de ensayo de recolectarán con un recolector de células y 

mediante el líquido de centelleo ULTIMA-FLO M para detectar la radiación β en un contador de 

centelleo TRI-CARB 2800 TR. Esta técnica conocida como centelleo líquido consiste en la 

detección de la luz emitida por un líquido centelleador debida a la interacción de las radiaciones 

ionizantes con este. La sustancia radiactiva 3H-timidina se mezcla con dicho líquido en un vial de 

vidrio o plástico emitiendo una cantidad determinada de luz detectada por los fotomultiplicadores 

dando cuentas por minuto (cpm) en proporción a la cantidad proliferativa de células T hacia un 

determinado fármaco (47).  

Tabla 2. Concentraciones empleadas de los fármacos 

 

1.3.2.  Análisis de resultados.  

A raíz de estos resultados, podemos obtener el índice de estimulación (SI) que se calcula por 

proliferación (cpm) con fármaco / proliferación (cpm) sin fármaco.  Los ensayos se consideran 

positivos a partir de un determinado SI dependiendo de ciertas variables, como el número de células 

precursoras de un fármaco, el tipo de reacción (las células Th1 en reacciones de hipersensibilidad 

parecen proliferar más que las Th2) y la afinidad del receptor de células T por el antígeno (TCR) 

por el fármaco. Según los resultados del control negativo de fondo (por ejemplo 2000 cpm) en 

respecto a los resultados con fármacos (por ejemplo 4000 cpm) podemos concluir un SI de 2 

mostrando un resultado débilmente positivo. En base a eso si el SI > 3, el LTT se considera 

fuertemente positivo, aunque depende mucho de la naturaleza del fármaco a analizar ya que otros 

fármacos pueden mostrar mayor proliferación que en otros. En base al control positivo con 

Dynabeads dependiendo del resultado obtenido podemos concluir si un fármaco puede significar 

una sensibilización sustancial o, todo lo contrario. De forma genérica se opta por un LTT positivo 

si su SI > 3 considerándose negativas los que no superen dicho valor. (48) 

1.4. Análisis Estadístico  

El análisis estadístico de los datos aplicados para determinar el índice de estimulación (SI) de cada 

concentración de fármaco, se realiza mediante la desviación estándar y la media de cada triplicado. 

Respecto a la media del control negativo, con las medias de cada concentración de fármaco se calcula 

el SI.  

Fármacos ( Principios Activos)

Azitromicina 0,1 µg/µl 1 µg/µl 10 µg/µl -

Amoxicilina 100 µg/µl 200µg/µl 500µg/µl -

A.Clavulanico 1 µg/µl 10 µg/µl 100 µg/µl -

Hidroxicloroquina 1 µg/µl 10 µg/µl 100 µg/µl -

Lopinavir 0,02 µg/µl 0,1 µg/µl 0,5 µg/µl 2,5 µg/µl 

Ritonavir 0,04 µg/µl 0,2 µg/µl 1 µg/µl 5 µg/µl 

Concentraciones
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CAPÍTULO 4: RESULTADOS 

 
Se estudiaron un total seis pacientes ingresados en el Hospital Universitario Ramón y Cajal por en 

la primera ola de la pandemia, entre marzo y abril de 2020. La mayoría presentaban neumonía 

bilateral por infección por SARS-CoV-2, eran pacientes de avanza edad (>50 años) y durante el 

tratamiento presentaron lesiones cutáneas.  Una vez dados de alta los pacientes, se analizó la 

evolución de las lesiones y se procedió a la realización de un estudio alergológico.  Para ello, se 

realizaron pruebas epicutáneas y de provocación oral o de exposición controlada de los fármacos 

que se administraron durante el tratamiento para comprobar si presentaban reacciones especificas o 

alergias. De los 53 pacientes incluido en el estudio, tres presentaron pruebas positivas para alguno 

de los fármacos. Como controles se seleccionaron 3 pacientes que habiendo presentado también 

lesiones cutáneas durante el tratamiento infección por SARS-CoV-2, fueron negativos en las pruebas 

epicutáneas y de provocación. Para demostrar la causalidad de la reacción cutánea se realizaron 

pruebas de transformación de linfocitos (LTT) a todos los pacientes basándose en la capacidad de 

proliferación de las células T de memoria específicas del fármaco una vez que han sido estimuladas 

por un antígeno. La prueba se considera positiva con un índice de estimulación (SI) ≥ 3 calculado 

en base a la proliferación (cpm) con fármaco/ proliferación (cpm) sin fármaco siendo un indicativo 

de sensibilización(48).. Se analizo la respuesta proliferativa de Ritonavir y Lopinavir (principios 

activos del Kaletra), hidroxicloroquina (principio activo del Dolquine), ácido clavulánico y 

amoxicilina (principios activos del Augmentine) y Azitromicina.  

 

1.1. Paciente 1 

Mujer de 60 años sin síntomas cutáneos previos de interés, empezó un tratamiento con Dolquine y 

azitromicina por infección de SARS-CoV-2. Durante el tratamiento presentó exantemas 

micropapulares pruriginosos generalizados en las palmas de las manos y plantas de los pies. Ninguna 

muestra de arteriosclerosis ni otra sintomatología asociada, se paró el tratamiento y se le administró 

antihistamínicos. Los síntomas se disiparon a los 15 días, sin descamación ni lesiones residuales.  

 

Se sometió a las pruebas epicutáneas con azitromicina 5% y 10% y dolquine 5% y 10%. Todas las 

pruebas resultaron negativas a las 48 horas y 96 horas. También se realizaron pruebas de tolerancia 

oral controlada a azitromicina e hidroxicloroquina que resultaron negativas. Se realizaron las 

pruebas de LTT simultáneamente al paciente 2 y por motivos de poco rendimiento en la extracción 

de PBMCs se realizaron las pruebas por duplicado en vez de triplicado. y se suprimió las 

concentraciones de 0,04 µg/µl de Lopinavir y 0,02 µg/µl de Ritonavir. Tomando como punto de 

corte un SI de 3, se observó reacción positiva a la dosis de hidroxicloroquina 10 µg/µl (Figura 10.) 
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Figura 10. Índice de Estimulación (SI) del test de transformación de linfocitos (LTT) del Paciente 1. 

1.2. Paciente 2  

Hombre de 59 años ingresado por neumonía bilateral de COVID-19 que presenta entre sus 

antecedentes familiares la Diabetes Mellitus por parte de su parental materno y neoplasia de próstata 

por parte del parental paterno y presentaba antecedentes de hipertrofia benigna de próstata sin 

tratamiento, hiperuricemia asintomática, angiomas hepáticos y colelitiasis. Recibió un tratamiento 

para la enfermedad vírica con Kaletra, Dolquine, ceftriaxona y azitromicina desde su ingreso. 

Durante el tratamiento empezó a presentar lesiones cutáneas de tipo pruriginosas generalizadas y se 

le administró loratadina cada 8 horas y corticoides. Los síntomas cutáneos mejoraron a los días.  

Se sometió a las pruebas epicutáneas con hidroxicloroquina 5% y 10%, Kaletra 1% y 5%, 

ceftriaxona 10% y azitromicina 5%. Las pruebas salieron negativas a las 48 y 96 horas. Además, se 

realizaron pruebas de exposición controlada con dolquine y kaletra a dosis terapéuticas con 

resultados negativos y se probó de forma controlada con azitromicina con un resultado positivo a 

una cantidad de ¼ de 500 mg donde presentó exantemas cutáneos en la espalda, tórax, cara y cuello 

de tipo mácula eritematosas pruriginosas. Se le realizó el ensayo LTT en conjunto con el Paciente 

1, por tanto, se realizó la prueba por duplicado y se suprimieron las concentraciones de 0,04 µg/µl 

de Lopinavir y 0,02 µg/µl de Ritonavir. Se observa que el paciente no presenta ningún valor superior 

de SI ≥3 (Figura 11.) 
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Figura 11. Índice de Estimulación (SI) del test de transformación de linfocitos (LTT) del Paciente 2. 

1.3. Paciente 3 

Hombre de 51 años sin síntomas cutáneos previos, ingresado por neumonía de COVID-19. Se le 

empezó a administrar hidroxicloroquina, kaletra, azitromicina, tocilizumab y amoxicilina/ ácido 

clavulánico. Durante el tratamiento aparecieron lesiones cutáneas tipo maculopapulares 

morbiliformes en el cuello, axila y en el costado derecho extendiéndose hacia al tronco.  Se le 

empezó a administrar diproderm y los síntomas remitieron.  

 

Se sometió a las pruebas epicutáneas con Kaletra, azitromicina e hidroxicloroquina resultando todas 

negativas. También se le sometió a la provocación oral con kaletra, azitromicina, hidroxicloroquina 

y amoxicilina siendo los resultados negativos. Además, se le sometió a una prueba de provocación 

con augmentine (amoxicilina y ácido clavulánico) dando un positivo tardío a las 6 horas con la 

aparición de exantemas pruriginosos en los brazos, zona cervical y lumbar. Se realizaron las pruebas 

de LTT de los simultáneamente al paciente 4, que por motivos de disponibilidad insuficiente tras la 

extracción de PBMCs para las condiciones propuestas, se procedió a realizar el ensayo por duplicado 

manteniendo todas las concentraciones postuladas. En los resultados del paciente 3 se puede 

observar hasta 2 fármacos sensibles: la azitromicina 10 µg/µl y en el Ritonavir las concentraciones 

5 µg/µl y 0.04 µg/µl en base a la condición propuesta de un índice de estimulación SI ≥ 3. (Figura 

12.) 
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Figura 12.. Índice de Estimulación (SI) del test de transformación de Linfocitos (LTT) del Paciente 3. 

 

1.4. Paciente 4 

Mujer sin aparentes síntomas ni fiebre se le sometió a un tratamiento con azitromicina, kaletra y 

dolquine por infección de SARS-CoV-2. Durante el tratamiento se le diagnosticaron placas 

eritemato-edematosas por el tronco y en las extremidades sin llegar a presentar edema facial, 

ampollas y lesiones palmo-plantares. En la mucosa yugal llegó a presentar lesiones blanquecinas 

que señalaba una posible candidiasis.  

 

Se le realizaron pruebas epicutáneas con azitromicina 10 % y 20 %, kaletra 5% y 10 %, dolquine 

5% y 10% resultando en todos los casos respuesta negativa a las 48 y 96 horas. Además, se le sometió 

a una provocación oral controlada con azitromicina, dolquine y kaletra con resultados negativos. 

Como se ha mencionado en el caso del paciente 3, se realizó el ensayo LTT de forma conjunta, de 

modo que se procedió por duplicado en base al poco rendimiento celular. En los resultados obtenidos 

del ensayo se pueden observar la sensibilidad en dos fármacos: El Ritonavir con la concentración 

0.2 µg/µl y el Lopinavir con la concentración 0.1 µg/µl. (Figura 13.) 
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Figura 13. Índice de Estimulación (SI) del test de transformación de linfocitos (LTT) del Paciente 4 

 

1.5. Paciente 5 

Hombre de 64 años ingresado por neumonía bilateral por SARS-CoV-2. Presentaba antecedentes de 

síndrome de apnea hipopnea de sueño e hipertensión arterial. Para la infección se le administró 

hidroxicloroquina, azitromicina y kaletra (se suspendió su administración por temor a efectos 

secundarios cardiovasculares). Durante el tratamiento aparecieron pápula-vesículas 

paucissintomáticas diseminadas por el tronco. Se suspendió el tratamiento e inició tratamiento con 

antihistamínicos.  

El paciente se sometió a pruebas epicutáneas con kaletra, azitromicina e hidroxicloroquina 

resultando negativas. También se le realizaron pruebas de exposición controlada a kaletra y a 

azitromicina resultando esta última positiva.  Como en el resto de los ensayos, se procedieron en el 

mismo día las pruebas de LTT en los pacientes 5 y 6 y por problemas de escasez de rendimiento 

celular tras la extracción de PBMCs para cumplir todas las condiciones propuestas, se procedió a 

realizar el ensayo por duplicado manteniendo todas las concentraciones. Se puede observar en los 

resultados de la LTT que el paciente presenta una sensibilidad a los fármacos de hidroxicloroquina 

1 µg/µl y azitromicina 10 µg/µl en base a la condición propuesta de SI ≥ 3 como indicativo de 

sensibilidad. (Figura 14.) 
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Figura 14. Índice de Estimulación (SI) del test de transformación de linfocitos (LTT) del Paciente 5 

 

1.6. Paciente 6 

Mujer ingresada por sospechas de la enfermedad de COVID-19, se le administró un tratamiento con 

azitromicina y dolquine. Durante el tratamiento se le diagnosticaron exantema cutáneo papular en 

la espalda, tórax y abdomen no pruriginoso con cierto escozor. Por ello, se paró el tratamiento y se 

le empezó a administrar prednisona como antihistamínico mejorando los síntomas. 

Se sometió a pruebas de parches de dolquine y azitromicina que resultaron negativas. No hay indicio 

de realización de pruebas de provocación oral o de exposición controlada como el resto de los 

pacientes. En conjunto con el paciente 5 en el ensayo de LTT, se procedieron seguir el mismo camino 

con la realización del ensayo por duplicado. En los resultados del paciente 6 se puede ver varios 

fármacos sensibles: Ritonavir de concentraciones de 0.2 µg/µl y 0.04 µg/µl, Lopinavir de 0.1 µg/µl, 

hidroxicloroquina de 100 µg/µl y 1 µg/µl y por último azitromicina 0.1 µg/µl (Figura 15.).  

 

Figura 15. Índice de Estimulación (SI) del test de transformación de linfocitos (LTT) del Paciente 6 
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CAPÍTULO 5: DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN 

 
El 12 de marzo de 2020, la Organización Mundial de la Salud (OMS) declaró la enfermedad de 

nuevo coronavirus (COVID-19) una pandemia mundial, causada por el virus SARS-CoV-2(49). 

Desde la llegada de pacientes al Hospital Universitario Ramón y Cajal, se registraron diversas 

manifestaciones cutáneas que se han ido informando cada vez más frecuentemente reportadas 

en el contexto de la enfermedad de CoV y que incluyen exantemas maculopapulares o 

urticarianas, erupciones, vasculitis como lesiones cutáneas purpúricas. En este contexto ganan 

relevancia el papel de los dermatólogos en respuesta a la pandemia a pesar de la escasez de datos 

debido a la falta de consultas dermatológicas de rutina. Las lesiones cutáneas aparecen en el 

0,2% al 20,4% de los pacientes que dieron positivo en SARS-CoV-2(50), en los cuales algunos 

se han asociado a patrones clínicos cutáneos distintos al cuadro de la enfermedad COVID-19(50). 

Hasta ahora, los mecanismos fisiopatológicos detrás de las lesiones cutáneas que ocurren en la 

enfermedad viral son especulativos, podrían estar relacionado con el virus, el fármaco o ambos.  

 

Recientemente, como se ha mencionado, la entrada viral a la célula huésped se realiza por el 

receptor ACE2, que se expresan en las células endoteliales en la que se ha mostrado la presencia 

de elementos virales, junto con células inflamatorias, en su interior. Esto podría explicar las 

endotelitis en diferentes órganos, incluida las manifestaciones cutáneas, como un posible efecto 

directo de presencia viral y respuesta inflamatoria. Según estas afirmaciones podemos especular 

que las lesiones cutáneas pueden presentarse en dos grandes grupos según el origen patológico: 

características clínicas similares a exantemas virales como resultado de una respuesta inmune a 

DNA viral y por otro lado las erupciones cutáneas secundarias como consecuencia de la 

patogenia sistémica del virus incluyendo vasculitis entre otros patrones vasculares(51). Sin 

embargo, en los pacientes descritos, todos los síntomas cutáneos tardíos, aparecen durante el 

tratamiento tras previamente ya haber mostrado síntomas respiratorios comunes como tos seca, 

fiebre, mialgia, anosmia como ageusia típicos de un cuadro COVID-19. 

 

Ante el desconocimiento de las causas que derivan en lesiones cutáneas durante el tratamiento, 

se realizaron pruebas epicutáneas y de exposición controlada en los 53 pacientes seleccionados 

para la primera fase transversal del estudio. Los pacientes 1, 4 y 6 fueron recopilados como un 

grupo control que no presentaron respuesta respecto a los pacientes 2, 3 y 5 que conforman el 

grupo de pacientes que dieron positivo. Las pruebas epicutáneas in vivo sean por punción (SPT) 

o intradérmicas (IDT) y las pruebas de provocación oral miden el diagnóstico de la 

hipersensibilidad de tipo I mediada por IgE siendo el estándar de oro para las pruebas de 

diagnóstico de alergia inmediata a medicamentos(52). Como alternativa, la prueba in vitro de 
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activación de basófilos (BAT) es un método como hemos mencionado que muestra ser útil para 

numerosas alergias mediadas por IgE(46).  

 

Por otro lado, para el diagnóstico de las reacciones adversas de tipo IV mediado por la activación 

de linfocitos T, se ha usado la prueba in vivo del parche como procedimiento estándar para las 

reacciones retardadas. Sin embargo, estas pruebas ofrecen un rendimiento bajo debido a la 

posibilidad de falsos positivos ya sea por el excipiente o el vehículo (por ejemplo, vaselina sin 

fármaco) utilizado en el ensayo. La sensibilidad del parche varía considerablemente, según el 

fenotipo clínico específico inmunológico de la reacción retardada o la metabolización del 

fármaco alcanzando una sensibilidad aproximada de 50%. Además, de que se puedan producir 

falsos negativos que no excluyen una reacción de hipersensibilidad, pero en el caso de darse 

positivo se considera un indicador fiable(52). Como alternativa se sitúa las pruebas in vitro de 

transformación de linfocitos (LTT), un ensayo útil para la detección de reacciones retardadas 

facilitando el diagnóstico para identificar el fármaco responsable(48).  

 

Empezando por la paciente 1 no presentó respuesta en las pruebas cutáneas y las de exposición 

oral, pero en el ensayo LTT dio positivo con SI de 3,15 el fármaco hidroxicloroquina a una 

concentración de 10 µg/µl dando a entender de una reacción retardada hacia el fármaco que 

debido a la presencia viral previa se agudizó la respuesta inmune de linfocitos T hacia el fármaco 

generando una respuesta desmedida provocando las lesiones cutáneas correspondientes. Algo 

similar ocurre en los pacientes 4 y 6. En el caso del paciente 4, dio negativo en todas las pruebas 

realizadas y presentó en los ensayos LTT reacciones hacia el Ritonavir con la concentración 0.2 

µg/µl y el Lopinavir con la concentración 0.1 µg/µl, indicativo de una reacción retardada hacia 

el fármaco Kaletra. La paciente 6 como en los anteriores casos, no presentaron respuesta en las 

pruebas in vivo y se observó en los ensayos LTT proliferación linfocitaria hacia el Ritonavir de 

concentraciones de 0.2 µg/µl y 0.04 µg/µl, Lopinavir de 0.1 µg/µl, hidroxicloroquina de 100 

µg/µl y 1 µg/µl y por último azitromicina 0.1 µg/µl, indicativo de una reacción retardada como 

en el caso de los pacientes 1 y 4 por presencia viral que enmascara el sistema inmune generando 

mayor reactividad hacia los fármacos empleados. No obstante, en el caso del paciente 6 presenta 

reacciones retardadas en varios fármacos, siendo posible que se tratasen de falsos positivos de 

LTT por una excesiva proliferación de linfocitos debido a la química del fármaco o factores 

genéticos inmunológicos ligada a la HLA. Esto se ha visto en numerosos ensayos con el 

paracetamol o algunos medicamentos antinflamatorios no esteroideos (AINE) que ha 

demostrado que presenta la capacidad de inhibir la síntesis de prostaglandina natural E 2 (PGE2) 

que provoca la reducción de IL-2 conduciendo a una proliferación de células T(48,52). Prueba de 

ello, el paciente 3 que presentó respuesta hacia el augmentine (amoxicilina y ácido clavulánico) 

en la prueba de provocación oral y en los ensayos LTT dió proliferación en los fármacos de 
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azitromicina 10 µg/µl y en el Ritonavir las concentraciones 5 µg/µl y 0.04 µg/µl destacando una 

vez más la presencia de proliferación en el Ritonavir. De este modo, en los pacientes 3, 4 y 6 

(50 %) presentan una destacada proliferación de linfocitos en los principios activos del fármaco 

Kaletra dando la posibilidad de que pueda estimular a los linfocitos T y por ello se debe realizar 

más ensayos LTT hacia el Lopinavir y Ritonavir para confirmar dicho efecto proliferativo. 

 

El paciente 5 dió positivo en las pruebas de exposición controlada en azitromicina y dió lugar 

en el ensayo LTT correspondiente proliferación en los fármacos de hidroxicloroquina 1 µg/µl y 

azitromicina 10 µg/µl. De esta manera, se puede confirmar la hipersensibilidad de tipo IV 

específica hacia la azitromicina apoyado por dos diferentes pruebas de diagnóstico in vivo e in 

vitro además de la reacción hacia la hidroxicloroquina.  

 

El paciente 2 fue positivo en el fármaco de azitromicina en las pruebas de exposición controlada 

dando lugar a un ensayo LTT negativo para todas las concentraciones. Esto sugiere una posible 

reacción temprana mediada por IgE excluyendo la opción de una reacción retardada de tipo IV. 

Para confirmar este hecho, se propone realizar la prueba BAT para confirmar que se trata de una 

reacción mediada por IgE a través del suero del paciente y observar por inmunofluorescencia el 

receptor CD63+ de los basófilos. Similar a lo que ocurre en las pruebas de exposición oral hacia 

el Augmentine del paciente 3, que se dieron a las 6 horas cuestionando si se trata de una reacción 

retardada sino una reacción mediada por IgE en la cual se le debería someter a una prueba BAT. 

En los ensayos LTT del paciente 3 como ya he mencionado, presenta proliferación en los 

fármacos de Ritonavir y Azitromicina, y no los principios activos del Augmentine (Ácido 

clavulánico y amoxicilina) dando entender de que presenta una reacción retardada hacia el 

Ritonavir y azitromicina y una reacción temprana mediada por IgE hacia el Augmentine. Por 

tanto, en este caso no se puede confirmarla existencia reacción temprana por ambos principios 

activos de Ácido Clavulánico y Amoxicilina.  

 

Cinco pacientes dieron proliferación linfocitaria en los ensayos LTT (83%) a al menos uno de 

los fármacos ensayados lo cual supondría una sensibilización a esos fármacos. resultando en una 

contribución valiosa para el diagnóstico de alergia a un fármaco. No obstante, un LTT negativo 

no puede excluir una hipersensibilidad al fármaco. Se requiere una investigación más 

sistemática para definir mejor los medicamentos y enfermedades para los que el LTT es más 

adecuado. En un ensayo LTT hacia benznidazol, tratamiento para la enfermedad crónica de 

Chagas, demostró en un total de 8 pacientes tolerantes una especificidad del 85,7%(43). También 

se ha visto en ensayos hacia fármacos β- lactamasa que presentan una sensibilidad general del 

60%-70%(48). En base a estos datos, los ensayos LTT se considera una prueba segura y más útil 

que las pruebas cutáneas que fueron el 50% de los pacientes respecto al 83% en LTT positivos.  



28  

 

En base a la patogenia propuesta de DRESS/DiHS, se puede entender porque en pacientes que 

presentaron pruebas cutáneas negativas presentasen LTT positivos caracterizados por una 

hipersensibilidad mediada por linfocitos Th17 debido a la producción diferencial de IL-6 de los 

monocitos patrulleros en la fase de resolución(26). Esto es provocado por una presencia viral del 

SARS-CoV-2 que provoca que la tolerancia previa hacia los fármacos específicos empleados 

por la secreción de IL-10 y la regulación positiva por tanto de los Tregs se disipe. De esta manera 

por la tormenta de citocinas que provoca el virus se produce la reacción adversa específica ya 

sea mediada por IgE (hipersensibilidad de tipo I) o por linfocitos T (hipersensibilidad de tipo 

IV) generando una respuesta exacerbada. Sin embargo, son especulaciones y se necesita más 

estudios in vitro en conjunto con estudios in vivo ya que no siempre se corresponde la respuesta 

observada en ambos casos.  

 

En un futuro, consideramos que son necesarios estudios adicionales que permitan, por un lado, 

demostrar la proliferación desmedida hacia el fármaco Kaletra en ensayos LTT y por otro 

demostrar el mecanismo patológico que se lleva a cabo en las lesiones cutáneas a través del 

análisis de citocinas, poblaciones de linfocitos específicos y anticuerpos IgE en los casos que se 

correspondan. Además, para completar aún más el ensayo, se diseñará un estudio de 4 pacientes 

que tuvieron reacciones cutáneas con provocación oral negativa con la adicción como condición 

de un extracto inactivado del virus SARS-CoV-2 en los ensayos LTT para demostrar que los 

pacientes presentaban parches negativos por la ausencia del virus. 
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CONCLUSIONES 

Las conclusiones de este estudio son las siguientes: 

1. Solo existe un paciente del ensayo, el Paciente 5, que correlacione positivamente las 

pruebas cutáneas con un ensayo LTT positivo en el fármaco Azitromicina. Esto 

demuestra la dificultad del uso de la técnica en las condiciones fisiológicas del ensayo 

con una infección vírica previa que dificulta el diagnóstico. 

2. Los pacientes con LTT negativos con pruebas cutáneas positivas, podría ser indicativo 

de una reacción temprana mediada por IgE o de baja sensibilidad del ensayo, 

requiriendo su confirmación por otras técnicas alternativas como BAT.  

3. El mecanismo patológico que se lleva a cabo las lesiones cutáneas es desconocido y se 

necesita más estudios para descartar si el responsable de las lesiones es por el fármaco, 

el virus o ambos.  

4. La mitad de los pacientes del estudio presentaron sensibilización al fármaco Kaletra. 

Dada su alta capacidad sensibilizadora, se recomienda prudencia en la administración 

de este fármaco para evitar posibles reacciones de hipersensibilidad en el futuro. 

5. Los ensayos LTT son una contribución valiosa al diagnóstico de alergia a un fármaco, 

aunque la sensibilidad es limitada, ya que un LTT negativo no puede excluir una 

hipersensibilidad al fármaco. La patogenia es complicada y a pesar de las limitaciones 

obvias, es una prueba útil y segura (in vitro) para solucionar este rompecabezas del 

diagnóstico. 
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