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1. Resumen  

 
Los ácaros del polvo doméstico son desencadenantes de manifestaciones 

alérgicas. Entre estos, Blomia tropicalis es una de las especies más abundantes en 

las regiones tropicales y subtropicales. Pocos de sus alergenos se han 

caracterizado completamente. La frecuencia de sensibilización IgE se ha utilizado 

como referente para establecer la importancia clínica de los alergenos sin 

considerar otros aspectos que pueden ser importantes para el desarrollo de una 

respuesta inflamatoria alérgica. El objetivo de esta tesis fue analizar la actividad 

alergénica de la proteína recombinante Blo t 13 (rBlo t 13) derivada del ácaro B. 

tropicalis. Para esto rBlo t 13 se produjo en E. coli, se purificó mediante 

cromatografía de afinidad con resina de níquel y se obtuvo con bajos niveles de 

endotoxina.  La actividad alergénica de rBlo t 13 se analizó mediante la asociación 

entre la frecuencia de reactividad IgE y la presentación de asma en un estudio de 

casos y controles, pruebas de activación de basófilos indirecta, evaluación de la 

inflamación de las vías respiratorias en ratones Balb/c mediante la reactividad 

bronquial al reto con metacolina, análisis del contenido de células inflamatorias en 

lavado broncoalveolar e histología del tejido pulmonar, determinación de 

anticuerpos IgG1, IgG2a e IgE contra rBlo t 13  y la prueba de anafilaxia cutánea 

pasiva en ratones Balb/c. En este estudio no se encontró asociación entre la 

frecuencia de reactividad IgE a rBlo t 13 y la presentación de asma. No se observó 

hiperreactividad bronquial al reto con metacolina en los ratones tratados con rBlo t 

13. Sin embargo, en estos ratones el número de eosinófilos en el lavado 

broncoalveolar (BAL), el infiltrado inflamatorio pulmonar, la producción de moco por 

las células caliciformes y la producción de anticuerpos IgG1 e IgE específicos fueron 

significativamente mayor a lo observado en los ratones tratados con buffer fosfato 

salino (PBS). La prueba de anafilaxia cutánea pasiva fue negativa. Este estudio 

sugiere que rBlo t 13 tiene capacidad de inducir inflamación de tipo Th2, lo cual 

sustenta que tiene actividad alergénica.  

 

Palabras claves: Blomia tropicalis, actividad alergénica, rBlo t 13, IgE, inflamación 

alérgica. 
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2. Introducción  

 
La prevalencia de enfermedades alérgicas en el Trópico es tan alta como la 

observada en los países templados, pero con diferencias epidemiológicas más 

notables, como son la exposición perenne a los aeroalergenos de ácaros del polvo 

doméstico (HDM) y la alta frecuencia de infecciones por helmintos en la población  

(1). A diferencia de Dermatophagoides pteronyssinus, B. tropicalis prolifera más 

rápidamente en climas cálidos y húmedos, lo cual explica su distribución casi 

exclusiva en ambientes tropicales y subtropicales (2-5). La sensibilización a estas 

dos especies de ácaros es muy frecuente en pacientes con asma en Asia tropical, 

América Central y Sur y África, con tasas mayores al 90% en algunos estudios, 

siendo Der p 1 y Der p 2 de D. pteronyssinus y Blo t 5 de B. tropicalis, entre los 

alergenos más prevalentes asociados con el asma infantil y de adultos (3, 6).  

 

La investigación en alergología molecular ha proporcionado información valiosa 

sobre la estructura y función de moléculas alergénicas individuales, llevando a 

desarrollar metodologías que prometen un diagnóstico y tratamiento más confiables  

y precisos, en comparación a cuando se emplean los extractos alergénicos (7), 

como es el Diagnóstico Basado en Componentes (DCB) y la Inmunoterapia 

Especifica basada en Alergenos purificados (IEA), que permiten la identificación de 

proteínas especificas responsables de la enfermedad y, por lo tanto, mejorar el 

tratamiento de la alergia (8). Para una apropiada caracterización de los alergenos, 

no solo se requiere el uso de pruebas para conocer la alergenicidad, en términos de 

inducción de anticuerpos IgE específicos, sino también en confirmar la actividad 

alergénica, es decir, que además de la capacidad de unirse a los anticuerpos IgE, 

puedan inducir un proceso inflamatorio (9). 

 

Uno de los criterios utilizados para analizar las preparaciones de los extractos 

alergénicos utilizados para la inmunoterapia y el DCB (10) es la frecuencia de unión 

IgE en la población (11). Teniendo en cuenta este criterio, se han clasificado los 

alergenos como “mayores” y “menores”. Para los alergenos de B. tropicalis se 

considera a los alergenos Blo t 5 y Blo t 21 como alergenos mayores (12-15), con 

frecuencias de sensibilización IgE que van desde un 12% hasta un 95% en 

poblaciones alérgicas de regiones tropicales (14, 16). Seguido de Blo t 1 y Blo t 2, 

que se clasifican como alergenos de nivel medio (17-20). Los datos de 

sensibilización IgE y actividad alergénica para los alergenos menores son 

relativamente escasos, por lo que esta investigación propone analizar la actividad 

alergénica de rBlo t 13, un alergeno con baja frecuencia de sensibilización IgE (21, 

22), mediante la asociación entre frecuencia de reactividad IgE y asma en un estudio 

de casos y controles, pruebas de activación de basófilos indirecta, evaluación de la 
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actividad inflamatoria en las vías respiratorias y prueba de anafilaxia cutánea pasiva 

en ratones Balb/c. 

 

3. Marco teórico 
 

3.1  Respuesta inmune alérgica 
 

Las alergias son cada vez más frecuentes y afectan a millones de personas en  el 

mundo (23). La alergia se desarrolla por la exposición repetida a los alergenos, que 

se derivan de fuentes diversas como los ácaros, epitelios de animales, alimentos, 

plantas, hongos, etc. (24). La presentación de estas, está determinado por varios 

factores como son las características genéticas de una población, la edad, estilos 

de vida, desarrollo socioeconómico, clima y biodiversidad (1, 25, 26).   

 

Los ácaros son una de las principales fuentes alergénicas, siendo sus partículas 

fecales ricas en contenido alergénico, estas con un diámetro aproximado de 10 µm, 

pueden inhalarse fácilmente por las vías respiratorias, para luego ser internalizados 

y procesados por las células presentadoras de antígeno (CPA),como las células 

dendríticas (CD) que son las principales  responsables del procesamiento de los 

alergenos (27).  

 

La respuesta primaria a un alergeno es la sensibilización, que implica la 

diferenciación de las células T CD4+ en células Th2 (28). Estas células tienen la 

propiedad de producir citoquinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) necesarias para que la 

Inmunoglobulina cambie a IgE en las células B (29). Estos anticuerpos IgE solubles 

específicos para alergenos se unen al receptor de alta afinidad de la cadena pesada 

de IgE (FcεRI) expresado en la superficie de las células efectoras, como los 

basófilos y los mastocitos (30). Tras repetidos encuentros con alergenos, los 

anticuerpos IgE unidos a la superficie de estas células sensibilizadas se 

entrecruzan, lo que resulta en la activación y liberación inmediata de varios 

mediadores inflamatorios como la histamina que conduce al desarrollo de los 

primeros síntomas clínicos característicos de las manifestaciones alérgicas 

mediadas por IgE como la rinitis, conjuntivitis u obstrucción de las vías respiratorias 

(31). 

 

3.2  Propiedades alergénicas de las proteínas de unión a IgE 
 

En la mayoría de los individuos los alergenos generalmente no provocan respuestas 

inmunes relevantes. Sin embargo, en ciertas personas, inducen la producción de 

anticuerpos IgE específicos que pueden mediar dichas reacciones alérgicas. La 
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capacidad de inducir la producción de anticuerpos IgE se denomina "alergenicidad”. 

Este modelo de alergenicidad se ha replanteado a medida que las investigaciones 

científicas sugieren que ciertas características bioquímicas de algunos alergenos, 

especialmente los alergenos de los ácaros tienen la capacidad de conducir a un 

cuadro proinflamatorio o inflamatorio al estimular la respuesta inmune innata, lo cual 

podría estar asociado a su actividad alergénica (9, 32). 

 

Algunos alergenos pueden inducir la producción de anticuerpos IgE y por lo tanto 

“sensibilizar” al sujeto de modo que la exposición posterior a esa sustancia induzca 

una reacción alérgica inflamatoria (33). Sin embargo, no todos los alergenos tienen 

la misma capacidad de inducir esta respuesta inflamatoria, la cual puede o no 

relacionarse con la frecuencia de sensibilización IgE en una población. 

Recientemente se ha demostrado que ciertos alergenos pueden inducir una 

respuesta inmune innata asociada con la inflamación local, pero se cree que ocurre 

independientemente de la IgE, a través de receptores tipo Toll (TLR) y otros 

receptores en el epitelio bronquial, y con la producción de citoquinas 

proinflamatorias como la IL-25 e IL-33, que llevan a la activación de vías de 

señalización intracelulares que conducen a la polarización hacia el fenotipo Th2 (32, 

33)   

 

Los alergenos que presentan una baja frecuencia de sensibilización IgE (<50%) son 

considerados “alergenos menores”. Aún se concibe la idea que los alergenos que 

se unen a IgE con alta frecuencia (>50%, clasificados como “alergenos mayores”) 

son los que tienen importancia clínica, lo cual no siempre sucede (33). En general, 

los alergenos con alta frecuencia de unión a IgE, por ejemplo, Der p 1 y Der p 2, 

también estimulan la respuesta inmune innata. Actualmente la frecuencia de unión 

IgE es el criterio principal para decidir la relevancia clínica de los alergenos (34, 35). 

Varios investigadores han señalado la necesidad de cambiar esta clasificación, 

principalmente en el campo de la alergia inducida por HDM (35).  
 

El conocimiento sobre la alergenicidad de B. tropicalis y su perfil de alergenos 

relevantes son imprescindibles para el diseño de intervenciones clínicas, así como 

para el diagnóstico de la alergia a este ácaro. A la fecha (junio de 2021), 14 

proteínas se han reconocido y nombrado oficialmente por el subcomité de 

nomenclatura de la Unión Internacional de Sociedades Inmunológicas (IUIS) como 

alergenos de B. tropicalis (www.allergen.org).  

 

Los datos de sensibilización en algunos países con clima tropical para estos 

alergenos se lograron mediante la clonación de ADNc y la producción de proteínas 

recombinantes (36). La sensibilización a Blo t 5 y Blo t 21 puede variar desde un 

12% en pacientes de Tailandia (37) a más del 90% en pacientes alérgicos de Brasil 

http://www.allergen.org/
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(12) y Singapur (38). Otros alergenos como Blo t 13, que muestran una frecuencia 

de unión a IgE reducida, se han clasificado inapropiadamente como alergenos 

“menores” (Tabla 1) (39) 

  

 

Alergeno Función biológica Reactividad IgE Referencia 

Blo t 1 Cisteína proteasa  60%-90% (18, 40, 41) 

Blo t 2 Proteína de dominio ML 34%-54% (19, 42)   

Blo t 3 Tripsina 50% (43, 44) 

Blo t 4 Alfa amilasa 13-60% (45, 46) 

Blo t 5 Proteína de unión a lípidos* 12%->90% (37) (12) (38) 

Blo t 6 Quimiotripsina 63%-76% (38) 

Blo t 7 Proteína de unión a lípidos* 24%-44% (45, 47) 

Blo t 8 Glutatión S-transferasa 10%-80% (48) (45, 49)   

Blo t 10 Tropomiosina 10%-30% (50) (45) 

Blo t 11 Paramiosina 30-21% (51) 

Blo t 12 Proteína de unión a quitina 23%-50% (52) (53) 

Blo t 13 Proteína de unión ácidos grasos  11% (21, 22) 

Blo t 19 Péptido homólogo antibacteriano 10% (54, 55) 

Blo t 21 Proteína de unión a lípidos* 60%->90% (45) (12, 20) 

Tabla 1. Proteínas de B. tropicalis con capacidad de unir IgE.  
*Alergenos que requieren confirmación de la función biológica. 

 

 

3.3  Evaluación de la actividad alergénica  
 

Se pueden emplear diferentes procedimientos para evaluar la actividad alergénica 

de los componentes de unión a IgE. Además de la evaluación de la frecuencia 

reactividad IgE mediante ELISA se han  usado pruebas de provocación in vivo como 

las pruebas cutáneas (56) y las pruebas de provocación nasal, conjuntival y 

bronquial; pruebas de estimulación in vitro como las pruebas de activación de 

basófilos y/o mastocitos (57), la inducción de proliferación de células T y las pruebas 

de liberación de citocinas e histamina. También se puede evaluar la capacidad de 

inducir inflamación mediante modelos animales de alergia experimental , la 

activación de vías inflamatorias de la inmunidad innata y mediante estudios 

inmunogenéticos o epigenéticos con moléculas individuales (32). 

 

Se debe tener en cuenta que no todos los pacientes reaccionan con la misma 

intensidad en las pruebas de estimulación alergénica, por tanto, hacer una 

clasificación sobre qué alergenos tienen actividad alergénica alta, baja o intermedia 

(58) presenta serias limitaciones. Además, los pacientes alérgicos en su entorno no 

están expuestos a alergenos purificados o recombinantes sino a mezclas de varios 
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alergenos y otros elementos ambientales que podrían modificar las respuestas de 

los componentes individuales (59). Sin embargo, algunos autores sugieren que 

aquellos alergenos con resultados positivos en las pruebas de provocación in vivo, 

más la asociación positiva en estudios de casos y controles, y mecanismos de 

acción proinflamatorios definidos, tienen una actividad alergénica demostrada (32, 

35). 

 

De los alergenos de B. tropicalis el único que se considera con importancia clínica 

es Blo t 5 por su alta frecuencia de reactividad IgE (32). Para estar más cerca de la 

medicina de precisión, es necesario considerar otras propiedades de los alergenos, 

como es la actividad alergénica, para definir mejor la relevancia de todos los 

alergenos independientemente de su frecuencia de unión a IgE (35).  

 

3.4 Aspectos estructurales de Blo t 13 
 

Blo t 13 fue clonado por primera vez en el Instituto de Investigaciones Inmunológicas 

(III) de la Universidad de Cartagena a partir de una biblioteca de ADNc y usando 

sueros de pacientes alérgicos a HDM. El análisis de la secuencia codificadora reveló 

una proteína de 130 aminoácidos con peso molecular de 14.8 kDa y punto 

isoeléctrico de 5.4 que mostró un 45% de identidad y 35% de similitud con las 

secuencias de aminoácidos de las proteínas citosólicas que se unen a los ácidos 

grasos (FABP) de humanos, bovinos y ratones. Este hallazgo constituyó la primera 

descripción de FABP en ácaros y fue ingresada a GenBank con el número de 

entrada U58106 (21).  

 

Los estudios funcionales para conocer su capacidad de unión a los ácidos grasos 

se realizaron mediante análisis espectrofluorométricos de unión a ligandos usando 

como sondas, ácidos grasos con capacidad de fluorescencia, que muestran un 

aumento y desplazamiento de la longitud máxima de intensidad de fluorescencia al 

acoplarse a la proteína. Se demostró que Blo t 13 presenta una alta especificidad 

por los ácidos grasos cis-Parinárico, trans-Parinárico y el  ácido oleico (22).   

 

La determinación de la estructura secundaria mediante dicroísmo circular mostró un 

espectro característico de una molécula conformada por un 45% de cintas β y un 

13% de hélices α. La construcción de un modelo 3D de Blo t 13 utilizando  como 

plantilla las estructuras 3D de otras FABPs (humano, insecto y ratón) mostró la 

conformación de 10 cadenas β organizadas en dos pliegues β y dos hélices α cortas 

ubicadas en la entrada de la cavidad dando el aspecto de un barril (22). 

 

El alergeno fue expresado en forma recombinante utilizando dos sistemas de 

expresión: Escherichia coli y Pichia pastoris, se observó que en ambos casos se 
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obtuvieron las mismas propiedades de unión a ácidos grasos, al igual que la 

reactividad IgE, que se demostró en un grupo de 86 alérgicos en donde se obtuvo 

una frecuencia de reactividad IgE del 10.4% con ambos productos, lo que indica 

que las modificaciones postraduccionales que pudiera realizar el sistema eucariota 

sobre la proteína no afectan estas propiedades (60).  

 

El estudio con anticuerpo monoclonal (mAb) anti Blo t 13 (5G3), indica que la 

contraparte natural del recombinante Blo t 13 está presente en el extracto de 

B.tropicalis y que la región antigénica que es reconocida por el mAb 5G3 es común 

a los alergenos naturales y recombinantes que compiten por el sitio de unión en este 

monoclonal (61). Mediante un análisis competitivo de unión con el ácido cis-

Parinárico se demostró que el mAb no inhibió la unión del ácido graso a rBlo t 13, lo 

que sugiere que los sitios antigénicos no hacen parte del sitio de unión a ligandos 

(60). Se demostró también, la existencia de homólogos de Blo t 13 en 

Dermotaphagoides siboney, al observar que el extracto de esta especie fue capaz 

de inhibir hasta un 84% la unión del mAb 5G3 a rBlo t 13 (61).  

 

3.5  Potencial alergénico de Blo t 13  
 

Aunque los estudios previos han mostrado una baja frecuencia de sensibilización 

IgE a Blo t 13 en nuestro medio (21, 60), un estudio realizado en una población de 

cuba mostró una frecuencia de unión IgE del 53% (62). Un hallazgo muy importante 

fue encontrar que algunos pacientes responden fuertemente a este alergeno, lo cual 

se determinó al medir la capacidad de rBlo t 13 de inhibir la unión de la IgE al 

extracto de B. tropicalis mediante RAST. Se encontró que un suero incubado con 

rBlo t 13 a diferentes concentraciones durante toda la noche, dio como resultado 

una inhibición importante (62%) de la unión de la IgE al extracto de B. tropicalis (21), 

lo que indica que en algunos pacientes la respuesta alérgica esta mediada 

principalmente por este alergeno. Este hallazgo está en concordancia con las 

observaciones encontradas por Jimenez, S et al, en donde se encontró que el 15% 

de 26 pacientes asmáticos alérgicos a los ácaros de una población tropical en 

Colombia presentaron pruebas cutáneas positivas a rBlo t 13 con diámetros medios 

de las ronchas en los pacientes positivos para rBlo t 13 significativamente mayores 

que los obtenidos con rBlo t 5, Der p 1 y Der p 2  (56). 

 

Estudios de reactividad cruzada entre Blo t 13 y FAPBs humanas del corazón 

(FABP3) y adipocitos (FABP4) en sueros de pacientes con dermatitis atópica (DA) 

sugieren que la sensibilización a Blo t 13 podría generar reactividad IgE hacia estas 

proteínas endógenas (63) (64). Las implicaciones clínicas de este tipo de reactividad  

no se conocen completamente, sin embargo,  puede suceder que después de la 

sensibilización a alergenos ambientales, los anticuerpos IgE de reactividad cruzada 
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inducidos por Blo t 13 podrían reconocer epítopos similares en proteínas endógenas 

homologas, lo que representaría un mecanismo mediante el cual se contribuye el 

mantenimiento de la inflamación crónica (65). 

 

3.6  Alergenos del grupo 13 de ácaros y la inmunidad innata 
 

Las FAPBs tienen varias funciones, incluida la captación y el transporte de ácidos 

grasos, la activación de vías de señalización metabólicas e inflamatorias y la 

participación en la regulación de la expresión génica y el crecimiento celular (66-

69). Las FABPs de HDM activan vías de señalización de la respuesta inmune innata 

a través del alojamiento de ácidos grasos en su estructura, como lo indica el estudio 

de Satitsuksanoa et al (70) en el cual Der p 13 estimula la producción de IL-8 y factor 

estimulante de colonias de macrófagos y granulocitos (GM-CSF) a través de 

receptores de reconocimiento de patrones  (PRR) como el TLR2. 

 

El reconocimiento de alergenos a través de PRR, es una de las vías para la 

iniciación o amplificación de las respuestas inflamatorias (47, 70). Los PRR solubles 

como la proteína amiloide sérico A1 (SAA1), una proteína de fase aguda producida 

por las células del epitelio respiratorio se ha asociado con la inflamación alérgica en 

el pulmón al contribuir con el desarrollo de un fenotipo Th2. Un estudio reciente 

sugiere que SAA1 puede funcionar como un sensor innato a través de su interacción 

con alergenos del grupo 13 de B. tropicalis y D. pteronissynus. Esta interacción 

activa el receptor de unión a SAA1, el receptor 2 del péptido formilo (FPR2), que 

estimula la liberación IL-33 en las células epiteliales (71, 72). 

 

 

3.7  Consideraciones sobre del diagnóstico molecular de la alergia 
 

Las condiciones del trópico impactan el diagnóstico y el manejo de los individuos 

afectados, en donde las helmintiasis pueden influir en las enfermedades alérgicas 

al estimular o suprimir la respuesta inmune, dependiendo de la gravedad de la 

infección, que a su vez está determinada por la susceptibilidad genética del 

huésped. Se ha encontrado en poblaciones del trópico que las infecciones por 

helmintos cursan con altos de IgE total (73). En este caso, esta prueba no es útil 

para diagnosticar asma u otra enfermedad alérgica. La determinación de niveles 

séricos de IgE total se ha reemplazado por la IgE específica como un buen marcador 

de enfermedades alérgicas y de atopia (74).  Sin embargo, en las regiones 

tropicales  el impacto de la reactividad cruzada entre alergenos de ácaros y de 

helmintos como la tropomiosina y la GST (75, 76), pueden influir en el diagnóstico 

de alergia a los ácaros cuando se usan extractos de ácaros completos en las 
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pruebas cutáneas y las pruebas serológicas in vitro, lo cual podría conducir a 

resultados falsos positivos (74, 77).  

 

El conocimiento de la  fauna de ácaros proporciona información sobre la exposición 

ambiental a los alergenos (78). Esta información es limitada en el trópico y otras 

partes del mundo, donde la falta de un catálogo completo de alergenos clínicamente 

relevantes dificulta la inclusión de estos alergenos en plataformas de DCB. La 

caracterización molecular de alergenos mediante la tecnología de ADN 

recombinante ha conducido a formas novedosas de DCB y a proponer IEA con 

alergenos purificados. Varios estudios han demostrado las ventajas del diagnóstico 

utilizando alergenos recombinantes. Mediante el uso de dispositivos de diagnóstico 

in vitro, se puede establecer el perfil de reactividad de IgE de un paciente frente a 

una amplia variedad de alergenos (79, 80).  

 

La medición de la IgE específica (sIgE) se puede lograr mediante el uso de reactivos 

únicos (singleplex) o con un panel predefinido de varias moléculas para analizar 

simultáneamente (multiplex) (81, 82). La metodología desarrollada se ha basado en 

inmunoensayos ligados a enzimas. El avance más importante fue el desarrollo de 

un polímero portador hidrofílico encapsulado al que se acopla el alérgeno de forma 

covalente, y donde es posible determinar simultáneamente 112 componentes 

alergénicos mediante el uso de la tecnología moderna de biochip, ampliamente 

conocida como el sistema ISAC (Immuno Solid-phase Allergen Chip), 

ImmunoCAP™ ISAC sIgE 112, Phadia/ Thermo Fisher Scientific, que utiliza una 

cantidad muy pequeña de suero (aproximadamente 30 μL) para el proceso de 

identificación y permite el uso de moléculas altamente purificadas naturales y 

recombinantes(83-85) 

 

 Recientemente, se distribuye el sistema ALEX (Allergy Explorer) que contiene 208 

pruebas e incluye extractos y componentes purificados (86). Ambos estuches 

contienen varios componentes de Dermatophagoides spp, pero la representación 

de B. tropicalis es escasa. En la plataforma ISAC solo Blo t 5 se encuentra incluido 

(87), mientras que en el sistema ALEX no existe (86). Actualmente no existe una 

plataforma diseñada para DCB en las regiones tropicales, donde más del 80% de 

los pacientes alérgicos están sensibilizados a B. tropicalis o D. pteronyssinus (5) y 

solo alrededor del 10% de los pacientes alérgicos son monosensibilizados, aun 

cuando están expuestas a ambas especies (88, 89). 

 

Se espera que el DBC ayude a definir cuántos y cuáles son los componentes que 

deben usarse cuando se detecta sensibilización a estas dos especies, ya que la 

mayoría de estos pacientes reciben inmunoterapia con una mezcla de las dos 

fuentes. Aunque los extractos son la representación más general del proteoma de 
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una fuente alergénica, se desconoce en qué medida una de las dos preparaciones 

se administra innecesariamente aumentando el riesgo de desarrollar nuevas 

sensibilizaciones o falta de respuesta al tratamiento, lo cual es una limitación de la 

IEA con extractos cuando en la preparación no está bien representado el alergeno 

relevante para el caso estudiado (90, 91).  

 

4. Hipótesis 

 
El recombinante Blo t 13 tiene actividad alergénica 

5. Objetivo general 
 

Analizar la actividad alergénica de la proteína recombinante Blo t 13 derivada del 

ácaro Blomia tropicalis. 

 

6. Objetivos específicos 
 

• Expresar y purificar la proteína recombinante Blo t 13. 

• Analizar la asociación entre la frecuencia de reactividad IgE a rBlo t 13 y la 

presentación de asma en un estudio de casos y controles. 

• Analizar la actividad alergénica de rBlo t 13 mediante pruebas de activación 

de basófilos indirecta. 

• Evaluar en ratones Balb/c tratados con rBlo t 13: 

a) La reactividad bronquial al reto con metacolina. 

b) El contenido de células inflamatorias en el lavado broncoalveolar. 

c) El grado de inflamación tisular y producción de moco en las vías 

respiratorias. 

d) La respuesta inmune humoral.  

• Analizar la actividad alergénica de rBlo t 13 mediante un modelo anafilaxia 

cutánea pasiva en ratones Balb/c. 

7. Metodología 

 

7.1  Diseño general del estudio 
 

Este trabajo hace parte de un proyecto más amplio, titulado “Determinación de la 

actividad alergénica de productos recombinantes del ácaro Blomia tropicalis y su 

impacto clínico en el asma”, contrato “807 - 2018”, financiado por Colciencias y cuyo 

investigador principal es el Dr. Luis Caraballo y el Dr. Leonardo Puerta como 

coinvestigador. 
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Este trabajo contempló las siguientes etapas:  

1. Estudio de casos y controles para determinar la frecuencia de reactividad 

IgE a rBlo t 13 mediante ELISA en muestras de suero de sujetos con asma 

(casos) y en un grupo de individuos sin asma y otros síntomas de alergia 

(controles). 

2. Realización de prueba de activación de basófilos indirecta utilizando 15 

muestras de suero de individuos asmáticos y no asmáticos. 

3. Estudios experimentales en ratones Balb/c para: 

a) Evaluar la capacidad de rBlo t 13 en inducir inflamación alérgica en las 

vías respiratorias y respuesta inmune humoral. 

b) Realizar la prueba de anafilaxia cutánea pasiva.  

 

7.2  Selección de las muestras para los ensayos de serología IgE 
 

El tamaño de la muestra fue determinado usando el programa EpiDat 3.1 (Xunta de 

Galicia, PAO/WHO) para un diseño de estudio de casos y controles con una relación 

1:1. Se aplicó un nivel de confianza de 95% y una potencia de 80%; las frecuencias 

estimadas en casos (24%) y controles (13%) se obtuvieron de estudios previos 

realizados en el Instituto de Investigaciones Inmunológicas (III) teniendo en cuenta 

una razón de probabilidad (Odss Ratio) de 2,1. Los datos presentados corresponden 

a las estimaciones aplicando corrección de Yates, lo cual produjo como resultado 

un mínimo de 200 casos y 200 controles para detectar diferencias significativas 

entre los grupos. Sin embargo, como se contaba con la disposición de recursos para 

evaluar un mayor número de muestras, se realizaron análisis serológicos para 

detectar reactividad IgE específica contra rBlo t 13 en 666 muestras de suero 

seleccionadas al azar, de las cuales 6 fueron excluidas por no disponibilidad de 

datos sociodemográficos. En total se incluyeron 323 muestras de pacientes con 

asma diagnosticados por un médico (casos) y 337 muestras de sujetos sin asma u 

otras manifestaciones alérgicas (controles) de 6 ciudades de Colombia. 

 

En la Figura 1 se muestra un diagrama de flujo con la distribución de los 

participantes en el estudio y la forma en la que fueron seleccionadas las muestras 

de suero al azar. En los estudios previos todas las personas dieron su 

consentimiento informado para hacer pruebas serológicas orientadas al diagnóstico 

de alergias. Las muestras de suero de los participantes de Bogotá, Cali, Medellín, 

Barranquilla y San Andrés provienen del proyecto: “Asma y otras enfermedades 

alérgicas en Colombia, están aumentando en frecuencia. Código: 223945921557. 

Rodolfo Dennis (IP)” que evaluó los síntomas de asma en 5978 sujetos mediante el 

cuestionario del Estudio Internacional sobre Alergia y Asma en Niños (ISAAC) (92). 

Las muestras de suero de los participantes de Cartagena se obtuvieron de dos 

proyectos en donde los sueros definidos como “casos” se obtuvieron del proyecto: 
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“Influencia de la sensibilización por alergenos de Áscaris en la respuesta alérgica y 

severidad del asma. Código: 110749326193. Luis Caraballo (IP)” que incluyó 336 

pacientes con asma (93) y los sueros definidos como “controles” se obtuvieron del 

proyecto: “Genes Candidatos en Asma: Estudios de asociación en una población 

colombiana. Código 8286-04-11780. De todas estas muestras se seleccionaron 15 

sueros con IgE positiva a rBlo t 13 para realizar prueba de activación de basófilos 

indirecta. 

 

 

 
Figura 1. Selección de muestras de suero para la medición de IgE y prueba de 

activación de basófilos indirecta. 

 

 

7.3  Preparación de rBlo t 13 
 

7.3.1 Expresión y purificación de rBlo t 13 
 
Se tomó una clona de E. coli BL21 (DE3) transformada con el plásmido pET45b+ 

con el inserto de la secuencia Blo t 13.0101 (GenBank U58106). Se realizó un 

repique por agotamiento de la clona en una placa de Petri con medio Luria Bertani 

con ampicilina a 100 µg/mL (LBA) y se incubo a 37°C durante 16 horas en la noche 

(ON). Al día siguiente se realizó un inóculo en medio líquido LBA de una de las 

colonias aisladas del cultivo anterior, se incubó a 37°C, 250 rpm y ON. Posterior a 
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esto se realizó una dilución 1:20 del cultivo en medio liquido LBA, se incubo a 37°C 

y 250 rpm hasta alcanzar una densidad óptica (OD) a 600nm entre 0.5 y 0.8. Cuando 

se alcanzó la OD se indujo la expresión de la proteína con Isopropil-β-D-1-

tiogalactopiranósido (IPTG) (Sigma Aldrich, cat. 16758-10G) 1 mM durante 5 horas 

a 37°C y 250 rpm. Las bacterias se recolectaron por centrifugación y los pellets se 

incubaron en buffer de lisis denaturante pH 8.0 (BLD) (NaH2PO4 100 mM, Tris Base 

10 mM, Urea 8 M) durante 24 horas a -20°C. Al día siguiente las muestras se 

sonicaron en el equipo Sonic Dismembrator 705 (Fisher Scientific, Estados Unidos) 

realizando 5 ciclos con una amplitud de 50 durante 20 segundos en intervalos de 1 

minuto.  La muestra se llevó a rotación 20 rpm durante 4 horas a temperatura 

ambiente (TA) y luego se centrifugó 2 veces a 5000 rpm durante 30 minutos a 4°C. 

El sobrenadante final, correspondiente al lisado desnaturalizado, se recolectó y se 

purificó mediante cromatografía de afinidad usando resina de níquel, Ni-NTA 

(QIAGEN, cat. 30230) durante 1 hora en rotación. Posteriormente se eluyó en 

columna. Para esto primero se realizaron 4 lavados con 10 mL Buffer Nativo de 

Lavado (NWB) pH 8.0 (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 20 mM) y luego 4 

eluciones con 3 mL de Buffer nativo de elución (NEB) pH 8.0 (NaH2PO4 50 mM, 

NaCl 300 mM, Imidazol 250 mM).  Posteriormente, se realizó diálisis de la proteína 

en un buffer salino estéril pH 7.4 (Gibco™ PBS Tablets, cat. 18912-014), usando 

una membrana de 6-8 KD (Spectra/Por™, Spectrum Lab, cat. 08670C) y realizando 

3 cambios del buffer cada dos horas. Finalmente, la proteína se filtró con un filtro de 

0.2 µm y se guardó a -20°C. Cada uno de los pasos: expresión, lisis, purificación y 

diálisis de la proteína se verificó mediante SDS-PAGE 15% y tinción con azul de 

commassie. La concentración de rBlo t 13 se determinó por densitometría usando 

como referencia una curva de calibración estándar de albúmina sérica bovina (BSA). 

 

7.3.2 Remoción de endotoxina a rBlo t 13 
 
La remoción de endotoxina se realizó utilizando el detergente Tritón X-114 al 1% 

(Sigma Aldrich, cas. 9036-19-5) y resina Ni-NTA de acuerdo con el procedimiento 

descrito en estudios previos y adaptado por el III (94). Después de la carga de la 

proteína en la matriz cromatográfica, la eliminación de la endotoxina atrapada se 

logró mediante varios lavados de la resina cargada con rBlo t 13. Brevemente el 

procedimiento consistió en incubar 5 ml de rBlo t 13 en Buffer nativo de unión 1x pH 

8.0 (NBB) (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM) con 1 mL de resina Ni-NTA durante 1 

hora en rotación a 4°C. Una vez unida la proteína a la resina de níquel, se realizaron 

5 lavados con 5 mL de NBB 1x pH 8.0 modificado con TX-114 al 1% frio. Cada 

lavado se incubó durante 5 minutos a 4°C en rotación a 20 rpm. Posteriormente se 

realizaron 5 lavados con NBB 1x frio sin detergente con el fin de disminuir el 

detergente residual. Finalmente se llevaron a cabo 5 eluciones con 3 mL de NEB 

pH 8.0 (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 200 mM). Todas las fracciones 
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se recolectaron por separado y se cuantificó la concentración de la proteína por 

densitometría usando como referencia una curva de calibración estándar de BSA. 

 

7.3.3 Cuantificación de endotoxina 
 

La medición de la endotoxina se realizó u tilizando el protocolo Pierce™ 

Chromogenic Endotoxin Quant Kit (Thermo Scientific, cat. A39552). Este método 

utiliza lisados de amebocitos derivados de la sangre del cangrejo herradura y un 

sustrato cromogénico que permite detectar las concentraciones de endotoxinas de 

las muestras mediante la generación de color. Se usó el estándar de endotoxinas 

de E. coli a diferentes diluciones: 1.0, 0.5, 0.25 y 0.1 EU/mL. rBlo t 13 se evaluó 

antes y después de la remoción de endotoxina con TX-114 al 1%. El primer paso 

del procedimiento fue colocar 50 µL de los estándares, muestras o blanco (agua 

libre de endotoxina) por triplicado en pozos para ensayos enzimáticos e incubar a 

37°C. Luego se agregaron 50 µL del lisado de amebocitos a cada pozo y se incubó 

por 12 minutos a 37°C. Después, se agregaron 100 µL del sustrato cromogénico 

precalentado durante 6 minutos a 37°C a cada pozo y se incubó a 37°C por 6 

minutos. Finalmente se agregaron 50 µL de ácido acético al 25% como solución de 

parada y se midió la OD a 405 nm en el espectrofotómetro Multiskan™ (Thermo 

Fisher Scientific, Estados Unidos).  

 

7.4  Determinación de la frecuencia de reactividad IgE a rBlo t 13 
 

Se solicitó en el Banco de Alergenos Silvia Jimenez del III 10 mg de rBlo t 13 (Lote: 

EB1001, 2060 µg) que fueron reconstituidos en 2 mL de PBS y Extracto de B. 

tropicalis (Lote eB029, 9000 µg) que fueron reconstituidos en 5 mL de PBS y 

filtrados con un filtro de 0.22 µm para luego cuantificar su concentración mediante 

densitometría (rBlo t 13) o Bradford (extracto de B. tropicalis). 

 

En una microplaca de 96 pozos (Immunolon® 4HBX-Thermo Fisher Scientific, cat. 

6404) se incubó 0,25 µg de rBlo t 13 y 0,5 µg de extracto de B. tropicalis por pozo 

(50 µL por pozo) en buffer carbonato/bicarbonato pH 9.2 mediante incubación ON a 

4°C. Luego de 5 lavados con PBS-Tween 20 al 0,1%, los pozos se bloquearon con 

100 µL de PBS/BSA 1% más azida de sodio al 0.02% (buffer de bloqueo) por 3 

horas a TA y en cámara húmeda. Luego se realizaron 4 lavados con PBS-Tween 

20 al 0,1%, y se agregaron 50 µL de suero humano diluido 1:5 en buffer de bloqueo 

y se dejaron incubando ON a TA. Posteriormente se agregaron 50 µL de anti-IgE 

humana marcada con fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich, cat. A3525) diluida 1:1000 

en buffer conjugado y se incubó por 2 horas a TA. El revelado de la reacción se 

realizó con p-nitrofenil fosfato (pNPP) (Sigma-Aldrich, cat. N2640) diluido en 

dietanolamina/MgCl2 0,5 M pH 9.8 a una concentración de 1mg/ml. Se incubó por 
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60 minutos y se realizó la lectura de la OD a 405 nm en el espectrofotómetro 

Multiskan™ (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). Como control positivo del 

ensayo se utilizó una curva con diluciones seriadas de un suero con IgE positiva al 

extracto de B. tropicalis y como control negativo se utilizó el suero de un sujeto no 

atópico con IgE negativa a HDM y también PBS para validar la absorbancia base 

en cada placa. El punto de corte de 0,09 (OD) se determinó y estandarizó 

previamente en el III (95), utilizando para esto el promedio de la OD de los sueros 

controles negativos más dos desviaciones estándar.   

 

7.5  Prueba de Activación de Basófilos (PAB) 
 
La PAB se realizó de forma indirecta como se describe en estudios previos (96-98) 

y se estandarizó en nuestro laboratorio. Mediante esta técnica se evaluó la 

capacidad de rBlo t 13 para activar los basófilos de un donante sano que fueron 

sensibilizados de forma pasiva con sueros de 8 sujetos asmáticos y 7 sujetos no 

asmáticos. Las características de las muestras evaluadas se describen en la Tabla 

6. 

 

7.5.1 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) 
 
Se tomó una muestra de 30 ml de sangre total heparinizada de un donante sano y 

mediante el método de gradiente de Ficoll (Histopaque® Sigma-Aldrich, cat.1077) 

se diluyó en PBS/EDTA 0,2 M (Gibco™ PBS Tablets, cat. 18912-014) y Ficoll en 

una relación 1:1:1. Las muestras se centrifugaron a 800 g durante 20 minutos 

(Aceleración 6/Desaceleración 6). Se trasladó la capa de células mononucleares 

mediante pipeteo a un tubo con un filtro de 70 µm (Corning® Cell strainer, cat. 

431751). Posteriormente las células se lavaron con 50 mL PBS/EDTA 0,2 M frío 

mediante centrifugación a 780 g durante 10 minutos, y luego con 25 mL de 

PBS/EDTA 0,2 M frío mediante centrifugación a 300 g durante 7 minutos. Se 

descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 1 mL de PBS/EDTA 0,2 M 

frío para realizar el recuento celular con tinción de azul de tripano 0.4% (Gibco®, 

cat.15250) en el equipo TC20™ Cell Counter (Bio-Rad, Estados Unidos) y 

determinar el porcentaje de células viables.  

 

7.5.2 Stripping de las células (depleción de la IgE). 
 

Se usaron entre 5-10x106celulas del donante sano por muestra. Las células se 

centrifugaron a 300 g durante 5 minutos a 4°C, se descartó el sobrenadante y se 

resuspendió en 3 mL de buffer ácido láctico pH 3.9 (13.4 mM ácido láctico, 50 mM 

KCl, 140 mM NaCl) durante 1 minuto a 4°C. Inmediatamente se añadió 7 mL de 

Buffer RPMI 1640 (Corning™ Thermo Fisher Scientific, ref. 10-040-CVR) 



24 
 

suplementado con BSA 0.5% (Sigma-Aldrich. Cat. A7030-50G) y 10 µL de Buffer 

Tris 12% pH 8.0. Luego se centrifugó a 300 g durante 5 minutos a 4°C, se descartó 

el sobrenadante y se realizó un lavado con 50 mL de PBS/EDTA 0,2 M frío mediante 

centrifugación a 300 g durante 5 minutos a 4°C. Se descartó el sobrenadante, se 

obtuvo el pellet seco y se resuspendió en 1 mL de PBS/EDTA 0,2 M frío para realizar 

el recuento celular como se describe anteriormente. Se centrifugó a 300 g durante 

5 minutos a 4°C, se descartó el sobrenadante y se obtuvo el pellet seco que se 

resuspendió en PBS/EDTA 0,2 M necesario para obtener 1-2x106 células en 100 µL 

y así usar 200.000 células por cada condición a evaluar. 

 

7.5.3 Sensibilización pasiva de basófilos  
 

Se añadió en tubos de citometría, 100 µL de la suspensión celular anterior más 100 

µL de suero de los pacientes asmáticos o no asmáticos a evaluar. Se incubó por 1 

hora a 37°C y se lavó 2 veces con 400 µL PBS/EDTA 0,2 M mediante centrifugación 

a 300 g durante 5 minutos a 8°C, se descartó el sobrenadante y seguidamente se 

resuspendió el pellet en volumen necesario de Stain Buffer para tener 50 µL por 

estímulo. 

 

7.5.4 Estimulación de basófilos   
 

La activación de basófilos indirecta se realizó mediante el protocolo de tinción 

Allergenicity Kit (Beckman Coulter, cat. A17116) que consta de una combinación 

optimizada de tres anticuerpos monoclonales fluorescentes (FITC, PE y PC7) para 

la identificación de basófilos activados mediante la estrategia CRTH2+ CD203c+ 

CD3-. En primer lugar, se depositaron 50 µL de células suspendidas en Stain Buffer, 

se adicionaron 10 µL coctel de anticuerpos, 50 µL de la solución de activación y 10 

µL de cada estímulo a diferentes concentraciones: rBlo t 13 0,1 µg/mL, 1 µg/mL y 

10 µg/mL; extracto de B. tropicalis 1 µg/mL, PBS o Anti-IgE 10 µg/mL (control 

positivo). Se incubó durante 15 minutos a 37°C protegido de la luz y seguidamente 

se adicionó 50 µL de la solución de parada. Se centrifugó durante 5 minutos a 200 

g, se descartó el sobrenadante mediante aspiración y luego se realizó un lavado 

con PBS mediante centrifugación durante 5 minutos a 200 g. Finalmente, el pellet 

se resuspendió en 250 µL de la solución de fijación (PBS/formaldehido 0.1%) para 

la lectura por citometría de flujo utilizando el equipo FACS-ARIA III (Becton 

Dickinson, Estados Unidos). La lectura de los basófilos en el equipo se detuvo 

cuando se adquirieron 500 basófilos para cada condición. El análisis de los datos 

se realizó utilizando el software Kaluza versión 2.1 (Beckman Coulter, Estados 

Unidos). La regulación positiva del marcador CD203c inducida por alergenos o 

controles se expresó como el índice de estimulación (IS), utilizando la intensidad de 

fluorescencia mediana (IFM) obtenida con la muestra estimulada dividida por la 
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muestra no estimulada (control PBS), IS = estimulación IFM / control PBS IFM. Un 

IS ≥1,5 se consideró positivo. El punto de corte se obtuvo de la media del IS más 2 

desviaciones estándar después de la exposición a rBlo t 13 en los sujetos control 

del ensayo (99, 100). 

 

7.6  Estudios en ratones 

 

Se obtuvieron ratones hembra de la cepa Balb/c de 6-8 semanas de edad  

del Instituto Nacional de Salud (Bogotá, Colombia). Los ratones se mantuvieron en 

un ambiente libre de patógenos a una temperatura de 18-25°C, 50–90% de 

humedad relativa y ciclo de luz/oscuridad de 12 horas. Se alimentaron con una dieta 

estándar de alimento concentrado y agua potable a libre demanda. Los ratones se 

identificaron y se distribuyeron al azar en dos grupos: un grupo para el modelo de 

inflamación de las vías respiratorias y el otro para el modelo de anafilaxia cutánea 

pasiva.  

7.6.1 Modelo de inflamación respiratoria 
 

Para generar inflamación alérgica de las vías respiratorias se llevó a cabo el 

protocolo de inmunización y retos nasales realizado en un estudio anterior (101). En 

este caso se crearon tres grupos experimentales de ratones: 1) PBS; 2) rBlo t 13 y 

3) Extracto de B. tropicalis. Según el grupo asignado se administró por vía 

intraperitoneal (i. p.) PBS, 20 µg de rBlo t 13 o extracto de B. tropicalis en un volumen 

de 100 µL más 2 mg de hidróxido de aluminio en 50 µL (Imject® Alum, Thermo 

Fisher Scientific, Cat. 77161) cada 7 días durante 3 semanas (días 0, 7 y 14). 

Posteriormente se realizaron los retos nasales, para lo cual los ratones se sedaron 

con sevoflurano al 100% y se administró por vía intranasal (i. n.) 20 µg de rBlo t 13 

o 40 µg de extracto de B. tropicalis en 50 µL de solución o PBS solamente los días 

21, 22 y 23. Los grupos PBS y extracto de B. tropicalis se definen como control 

negativo y positivo respectivamente del experimento (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Protocolo para inducir inflamación de las vías respiratorias. 
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7.6.1.1 Reactividad bronquial al reto con metacolina  
 

La resistencia y capacidad funcional de las vías áreas de los animales se evaluó 

mediante pletismografía de cuerpo completo (Buxco® Troy Electronics, Estados 

Unidos).  El ensayo se realizó al día siguiente de finalizados los retos nasales (día 

24) (Figura 2). Para esto, los ratones fueron introducidos en una cámara que mide 

los niveles de Penh como medida indirecta de la hiperreactividad de las vías 

respiratorias luego de nebulizar con 200 µL de metacolina (Sigma-Aldrich, cat. 

A2251-25G) a diferentes concentraciones: 3.125 mg/mL, 6.25 mg/mL, 12.5 mg/mL 

y 25 mg/mL. El protocolo utilizado en el ensayo fue: 5 minutos de aclimatamiento, 1 

minuto de nebulización, 3 minutos de medición y 2 minutos de recuperación por 

cada tanda.  

 

7.6.1.2 Eutanasia y recolección de muestras  

 

Se realizó eutanasia de los animales el día 25 (Figura 2), administrando por vía i. p 

200 µL de Eutanex (INVET, cat. IE-083, Pentobarbital sódico 390 mg y 

Difenilhidantoína sódica 50 mg) asegurando el cumplimiento de las normas 

relacionadas con el bienestar del animal. Se llevó acabo la disección del abdomen 

y se tomó muestra de sangre total de la aorta abdominal que fue depositada en 

tubos con 50 µL de EDTA 0,5 M. Se recolecto el lavado broncoalveolar (BAL), 

finalmente, se extrajo el pulmón derecho y se colocó en 3 mL de formalina al 10% 

para los análisis histológicos. Se obtuvo el bazo y se depositó en 3 mL de medio 

RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino inactivado al 5% para la 

estimulación de los esplenocitos con rBlo t 13 y medición citoquinas en los 

sobrenadantes del cultivo posteriormente. Las muestras de sangre total se 

centrifugaron a 4.500 rpm durante 5 minutos a 4°C, se separó el plasma y se 

almacenó a -80°C hasta su procesamiento. 

 

7.6.1.3 Lavado Broncoalveolar (BAL) 
 

El BAL se realizó introduciendo un catéter periférico neonatal 24G x3/4 por la boca 

del animal hasta llegar a las vías respiratorias, se tomó 1 mL de PBS frío con coctel 

inhibidor de proteasas 1x (PeroteoGuard™ EDTA-Free Protease Inhibitor, Clontech, 

cat. 635673) con una jeringa. Se adaptó el catéter a la jeringa, se administró el 

contenido en los pulmones y se aspiró completamente el contenido por 3 veces. Se 

depositó el BAL en tubos de 1.5 mL y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos 

a 4°C. El sobrenadante se almacenó a -80°C hasta la medición de citoquinas. El 

sedimento se resuspendió en 1 mL de buffer de lisis 1x (BD Pharm Lyse™, cat. 

555899) durante 5 minutos a 4°C, se lavó mediante centrifugación y luego se 
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resuspendió en 120 µL de Stain Buffer y la mezcla se dividió en dos alícuotas de 30 

µL cada una. Luego se incubaron durante 10 minutos con 20 µL de una mezcla de 

anticuerpos monoclonales marcados con fluorocromos (Tabla S1) para la 

identificación de marcadores de superficie celular CD45+, macrófagos alveolares 

(CD170+ F4/80+), eosinófilos (CD170+ CD11bhi) y neutrófilos (Ly6G+ CD11bhi). La 

otra alícuota se incubó con 20 µL de una mezcla de anticuerpos utilizados como 

control de isotipo (Tabla S2). Luego se procedió con la lectura en el citómetro de 

flujo FACS-ARIA III (BD, Estados Unidos) con aproximadamente 1000 eventos.  

 

7.6.1.4 Análisis histológicos del tejido pulmonar  
 

El análisis histopatológico se realizó con la participación de la Dra. Inés Benedetti, 

patóloga de la facultad de medicina de la Universidad de Cartagena. Se tomaron los 

pulmones sumergidos en formalina al 10% y se introdujeron en parafina. Se cortaron 

en secciones de 4 μm de grosor usando un micrótomo y se tiñeron con hematoxilina-

eosina (HE) (Thermo Shandon, Ref. 6765015) y ácido periódico-Schiff (PAS) 

(Merck, Ref. HX99153846). Los cortes se visualizaron mediante microscopía óptica 

para evaluar la inflamación pulmonar y la producción de moco. Para determinar el 

grado de infiltración de células inflamatorias, se realizaron recuentos de células 

inflamatorias peribronquiales (PB) y perivasculares (PV) a ciegas de forma 

independiente, basándose en una modificación del sistema de puntuación de 5 

puntos descrito por Myou et al (102). La inflamación pulmonar total se definió como 

la suma de las puntuaciones de inflamación peribronquial y perivascular. El grado 

de producción de moco se determinó mediante el recuento a ciega de las de células 

caliciformes PAS positivas en las vías respiratorias (identificadas por una tinción de 

color magenta), utilizando el sistema de puntuación de 5 puntos descrito por Tanaka 

et al (103) (Tabla S3). Ambas puntuaciones, para la inflamación y la producción de 

moco, se calcularon en un promedio de seis campos en sus respectivas secciones 

de tejido pulmonar. Las imágenes se capturaron con un aumento final de 40x en un 

microscopio Leica DM500 conectado a una cámara Leica ICC50 HD (Suiza). Las 

imágenes se procesaron con el software Leica Aplication Suite versión 3.0. 

 

7.6.1.5 Determinación de anticuerpos IgG1 e IgG2a mediante ELISA 
 

Para la cuantificación de IgG1 e IgG2a contra rBlo t 13 se fijó el antígeno a una 

concentración de 0,25 µg/50 µL por pozo en una placa de 96 pozos mediante 

incubación ON a 4°C. Luego los pozos se bloquearon con PBS-BSA 1% durante 2 

horas a TA. Posterior a 5 lavados con PBS-Tween 20 1%, se agregaron los plasmas 

de los ratones tratados con rBlo t 13, extracto de B. tropicalis o PBS diluidos 1:500 

(ELISA IgG1) o 1:250 (ELISA IgG2a) en buffer de bloqueo y se incubaron por 2 

horas a 37°C. Después de 5 lavados con PBS-Tween 20 1%, se agregó el 
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anticuerpo biotinilado anti-mouse IgG1 (BD Pharmigen™, cat.553441) o anti-mouse 

IgG2a (BD Pharmigen™, 550332) a una dilución 1:1000 en buffer conjugado y se 

incubó por 2 horas a 37°C. Luego se realizaron 5 lavados con PBS-Tween 20 1% y 

se agregó la Extravidin/fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich, cat. E2636) a una dilución 

1:3000 en buffer conjugado durante 1 hora a TA. El desarrollo color de la reacción 

se hizo con pNPP 1mg/mL diluido en dietanolamina/MgCl2 0,5 mM pH 9.8 y se 

incubó en oscuridad a TA. Se realizó la lectura en un lector de ELISA a 405 nm a 

los 60 minutos (Multiskan™ Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos).  

 

7.6.1.6 Determinación de anticuerpos IgE mediante ELISA 
 

Para aumentar la sensibilidad del ELISA de IgE, la IgG fue reducida en el plasma 

de los ratones. Para esto los plasmas diluidos 1:6 se incubaron con 50 µL de 

proteína G Sepharose™ 4 Fast Flow (GE Healthcare, ref. 17-0618-01) durante 30 

minutos a TA en rotación, luego se recuperó el sobrenadante después de centrifugar 

a 2000 g por 2 minutos (fracción con IgE) y se guardó a 4°C.  

 

Para la cuantificación de IgE contra rBlo t 13 se fijó el antígeno a una concentración 

de 0,25 µg/50 µL por pozo en una placa de 96 pozos mediante incubación ON a 

4°C. Los pozos luego se bloquearon con PBS-BSA 1% durante 3 horas a TA. 

Posterior a 5 lavados con PBS-Tween 20 1%, se agregaron los plasmas de los 

ratones tratados con proteína G y se dejaron en incubación ON a 4°C. Después de 

5 lavados con PBS-Tween 20 1%, se incubó con el anticuerpo biotinilado anti-mouse 

IgE (eBioscience™, Clon 23G3 ref. 13-5992-82) a una dilución 1:1000 en buffer de 

bloqueo por 1 horas a TA. Posteriormente se realizaron 5 lavados con PBS-Tween 

20 1%, y se incubó con el conjugado Extravidin/fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich, 

cat. E2636) a una dilución 1:2000 en buffer conjugado durante 1 hora a TA. 

Finalmente se agregó pNPP 1mg/mL diluido en dietanolamina/MgCl2 0,5 mM pH 

9.8 incubado en oscuridad a TA. Se realizó la lectura de la OD a 405 nm a los 60 

minutos usando el lector de ELISA (Multiskan™ Thermo Fisher Scientific, Estados 

Unidos). 

 

7.6.2 Modelo de anafilaxia cutánea pasiva (ACP) 

 
El plasma de los ratones inmunizados se transfirió por vía intradérmica (i.d.) en la 

oreja (10 µL) y el abdomen (50 µL) de ratones hembra Balb/c no inmunizados 

Después de 24 horas, se inyectaron por vía intravenosa (i. v.) en la cola 200 µL de 

una mezcla del colorante azul de Evans al 0,5% (Panreac, Ref. 255486.1606) con 

25 µg de rBlo t 13, 40 µg de extracto de B. tropicalis o PBS. Pasadas dos horas y 

observándose signos de circulación completa el azul de Evans, se sacrificaron los 

ratones con dosis letales de Eutanex, se retiraron las orejas y un segmento de 1x1 



29 
 

cm del abdomen y se incubaron con 700 μL de formamida (Fisher Scientific, Lot. 

853689) durante 72 horas a 37°C (Figura 3). Posteriormente se cuantificó el 

colorante azul de Evans extravasado midiendo la OD a 620 nm en el 

espectrofotómetro (Multiskan™ Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) y 

extrapolando los resultados en una curva de calibración con diferentes 

concentraciones del azul de Evans. Los resultados se expresaron en mg de 

colorante/sitio. 

 

 
Figura 3. Protocolo para inducir anafilaxia cutánea pasiva. 

 

8. Análisis estadísticos  
 

Para el análisis de los datos se utilizó SPSS versión 25.0 (SPSS Chicago, IL, EE. 

UU.) y GraphPad Prism versión 5.01 para Windows (GraphPad Software, San 

Diego, CA, EE. UU.). La edad y los valores de IgE en el estudio de casos y controles 

no se distribuyeron normalmente y las transformaciones para normalizar los datos 

no tuvieron éxito, por lo que se informaron como valores medianos y rangos 

intercuartílicos. Las diferencias entre las proporciones de sujetos sensibilizados se 

analizaron mediante la prueba de chi-cuadrado de Pearson. Para la comparación 

de variables continuas se utilizó la prueba U de Mann-Whitney. Se utilizaron 

modelos de regresión logística binaria univariados y multivariados para analizar las 

relaciones de exposiciones y resultados. La variable de predicción/exposición fue 

sensibilización a rBlo t 13. La variable de resultado fue la presencia de asma (casos 

y controles). Las variables de ajuste a priori fueron edad, sexo y ciudad de origen. 

Se calcularon los valores de Odds Ratio brutos (OR), y ajustados (Ora), intervalos 

de confianza del 95% (IC 95%) y el valor de p. La diferencia del IS entre los sujetos 

asmáticos vs no asmáticos se evaluó con la prueba U de Mann-Whitney. Se utilizó 

ANOVA unidirecional con análisis post hoc de Dunnet para evaluar las diferencias 

en el contenido de células en el BAL, niveles de anticuerpos IgG1, IgG2a e IgE 

contra rBlo t 13 en suero, la puntuación de la inflamación pulmonar y de células 

caliciformes y la extravasación del azul de Evans en la prueba de ACP. Se utilizó 
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ANOVA bidireccional con análisis post hoc de Bonferroni para evaluar la reactividad 

bronquial al reto con metacolina entre los grupos experimentales. 

9. Consideraciones éticas  
 

El presente estudio como parte de un estudio más amplio cuenta con el aval del 

Comité de Ética de la Universidad de Cartagena. Las muestras de sueros de 

humanos recolectados previamente en estudios anteriores cuentan con 

consentimiento informado. Para la PAB indirecta se utilizó PBMC de un único 

donante sano quien dio su consentimiento informado para la extracción de sangre 

total. Los modelos experimentales que contemplan el uso de ratones de laboratorio 

se rigen por las regulaciones vigentes establecidas en la Ley 84 de 1989 de la 

República de Colombia, Capítulo VI y la Resolución 08430 de 1993 del Ministerio 

de Salud referente al uso de animales vivos en experimentos e investigación por la 

cual se adopta el Estatuto Nacional de Protección de los Animales. De igual manera, 

se contó con toda la infraestructura y condiciones necesarias para el cuidado y uso 

de los animales de laboratorios, en concordancia con las legislaciones y 

recomendaciones estipuladas por el CCAC (Committee on Care and Use of 

Laboratory Animals, U.S), al igual el manual operativo establecido por el bioterio de 

la universidad de Cartagena. 

 

 

10.  Resultados  

 

10.1 Blo t 13 recombinante se obtiene con un alto grado de pureza  
 

rBlo t 13 se obtuvo de forma recombinante utilizando bacterias E. coli BL21 (DE3) 

transformadas con el plásmido pET-45b+ conteniendo la secuencia codificadora de 

la proteína. La expresión de rBlo t 13 se indujo con IPTG 1 mM y se verificó mediante 

SDS-PAGE 15%, observándose una banda con un peso molecular aproximado de 

15 kDa (Figura 4a). La purificación de la proteína mediante cromatografía de 

afinidad con resina de níquel (Ni-NTA) mostró un buen desempeño, se observó un 

alto nivel de pureza de la proteína, obteniéndose una mayor proporción de la 

proteína en los eluidos (Figura 4b). El rendimiento de producción para rBlo t 13 fue 

de 60 mg de proteína para 2 litros de cultivo bacteriano procesado. El método de 

remoción de endotoxina mediante lavados con NBB/TX-114 al 1% a la proteína 

unida a la resina de níquel fue eficaz. Después del tratamiento el nivel de endotoxina 

en la proteína fue de 1,71 UE/mL, en comparación con la proteína sin tratar que 

mostró un nivel de endotoxina de 146,2 UE/mL. La concentración de proteína no se 

vio afectada después de la remoción de endotoxina como lo muestra la 
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densitometría de la Figura 4c. La proteína con niveles reducidos de endotoxina fue 

utilizada en las pruebas de activación de basófilos, modelo de inflamación 

respiratoria y el modelo de anafilaxia cutánea pasiva. 

 

 

 

 
 

Figura 4. Expresión, purificación y remoción de endotoxina a rBlo t 13.   

SDS-Page 15% con tinción azul de commassie que muestra la expresión (a), purificación 

mediante cromatografía de afinidad con resina Ni-NTA (b) y la concentración de rBlo t 13 

mediante densitometría antes y después de la remoción de endotoxina con NBB/TX-114 al 

1% (c). MW: Peso molecular (Thermo Fisher Scientific, cat. 26614) 
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10.2 Estudio de casos y controles 
 

10.2.1 Características de la población participante en el estudio 
 

Las características de los participantes en este estudio de casos y controles se 

muestran en la Tabla 2. El porcentaje de mujeres en los casos fue del 64,4%, siendo 

esta proporción significativamente mayor a la de los controles (p=0,01). La 

distribución de los casos y los controles para cada ciudad fue muy similar por lo que 

no se hallaron diferencias significativas. Se evaluaron sujetos entre 1 a 74 años y la 

mediana de la edad no mostró diferencias significativas entre los casos y controles 

(p=0,331) 

 

10.2.2 No se halló asociación significativa entre la frecuencia de reactividad IgE 
a rBlo t 13 y la presentación de asma.  

 

La frecuencia de sensibilización IgE a rBlo t 13 fue del 20,4% para los casos y del 

15,1% para los controles, sin diferencias estadísticamente significativas (p=0,075) 

(Tabla 3). El análisis univariado mostró que la sensibilización IgE a rBlo t 13 no se 

asoció con la presentación de asma (OR: 1,440, IC del 95%: 0,963-2,254, p=0,076). 

En el análisis multivariado al ajustar la sensibilización a rBlo t 13 con variables como 

la edad, sexo y la ciudad de origen, la no asociación se mantuvo (ORa: 1,383, IC 

del 95%: 0,920-2,078, p=0,119), lo que sugiere que la sensibilización a rBlo t 13 no 

es un factor de riesgo para el desarrollo de asma en esta población (Tabla 4). 

 

En los sujetos sensibilizados a rBlo t 13, al comparar la mediana de los niveles de 

IgE entre los casos y los controles no se encontraron diferencias significativas 

(p=0,57) (Tabla 5, Figura 5a), lo cual sugiere que en los pacientes sensibilizados el 

reconocimiento por los anticuerpos IgE a rBlo t 13 es independiente de las 

manifestaciones alérgicas como el asma.  

 

Al analizar la frecuencia de sensibilización IgE a B. tropicalis en los sueros 

seleccionados para el presente estudio a partir de la información obtenida en los 

estudios anteriores (92, 93) en los que se determinó los niveles de IgE al extracto 

de B. tropicalis mediante ImmunoCAP™ (Thermo Fisher Scientific, Estados 

Unidos), se encontró  que la frecuencia de sensibilización IgE al extracto de B. 

tropicalis es significativamente mayor en los casos con respecto a los controles, 

(p=0,001) (Tabla 2). Se halló que la frecuencia de sensibilización IgE a rBlo t 13 

dentro de los sujetos sensibilizados al extracto de B. tropicalis fue del 27,7% en los 

casos y del 28,6% en los controles sin diferencias significativas (p=0,907). La 

mediana de los niveles de IgE al extracto de B. tropicalis en los casos es 



33 
 

significativamente mayor a la de los controles (p=0,0001) en los sujetos 

sensibilizados (Tabla 5, Figura 5b). 

 

 

 

 
Tabla 2. Características de la población de estudio.  
Se muestran recuentos (n) y porcentajes (%) de los casos y controles. Las diferencias de 

las proporciones de las variables cualitativas se analizaron con Chi cuadrado. Se evaluó 

mediante la prueba U de Mann-Whitney la diferencia de la mediana de edad. 

 

 

 

 

 
Tabla 3. Frecuencia de sensibilización IgE a rBlo t 13 y al extracto de B. tropicalis.  
El punto de corte para determinar sensibilización IgE específica a rBlo t 13 se fijó en OD 

≥0,09 y al extracto de B. tropicalis ≥0,35 kU/mL (ImmunoCAP). Se aplicó la prueba de Chi 

cuadrado para evaluar las diferencias entre los porcentajes de sensibilización entre los 

casos y los controles. N, población analizada; n, casos positivos. 

 

 

 

 

 

 

    Casos  
N=323 

Controles  
N=337 

  P-valor 

 n (%)  n (%) 
 

Sexo  
Femenino 
Masculino 

208 (64,4) 
115 (35,6) 

184 (54,6) 
153 (45,4) 0,01 

Ciudad  

Bogotá 
Cali 
Medellín 
Cartagena 
Barranquilla 
San Andrés 

149 (46,1) 
47 (14,6) 
27 (8,4) 
50 (15,5) 
30 (9,3) 
20 (6,2) 

164 (48,7) 
47 (13,9) 
27 (8,0) 
49 (14,5) 
30 (8,9) 
20 (5,9) 

 

Edad 
(N=659) 

Mediana  
Rango intercuartil  

24,5  
14 – 44 

25  
15 – 45 

0,331 

Sensibilización a:   Caso  
n/N (%) 

Control  
n/N (%) 

P-valor 

rBlo t 13  66/323 (20,4) 51/337 (15,1) 0,075 

Ext. B. tropicalis  137/322 (42,5) 56/337 (16,6) 0,001 
rBlo t 13 en sensibilizados 
a B. tropicalis  

 
38/137(27,7) 16/56(28,6) 0,907 
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Tabla 4. Asociación entre la sensibilización IgE a rBlo t 13 y el asma.  
Se utilizó un modelo de regresión logística binaria univariado y multivariado. Las variables 

de ajuste a priori fueron edad, sexo y ciudad de origen. OR: Odds Ratio, Ora: Odds Ratio 

ajustado. 

 

 

 

 
Tabla 5. Niveles de IgE a rBlo t 13 y extracto de B. tropicalis en sujetos sensibilizados. 
Se aplicó la prueba U de Mann-Whitney para evaluar las diferencias entre las medianas de 

los niveles de IgE entre los casos y los controles. 

 

 

 

 
 

Figura 5. Reactividad IgE a rBlo t 13 y al extracto de B. tropicalis en sujetos 

sensibilizados. 

 

 

 

 Intervalo de confianza (95%) 
P-valor 

Inferior Superior 

Sensibilización 
IgE a rBlo t 13 

OR  1,440 0,963 2,154 0,076 
ORa 1,383 0,920 2,078 0,119 

rBlo t 13 
OD405nm 

 Caso (n=66) Control (n=51) P-valor 

 
0,111  

0,099 – 0,172 
0,116  

0,098 - 0,160 
0,578 

Ext. B. tropicalis 
kU/mL 

 Caso (n=137) Control (n=56)  

  
6,96 

1,15 - 30,5 
1,16 

0,35 - 4,24 
<0,0001 
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10.3 Efecto de rBlo t 13 en la activación de basófilos 

 

Se analizaron 15 muestras de suero de 8 sujetos asmáticos y 7 no asmáticos 

sensibilizados a rBlo t 13 con edades entre los 5 y 50 años. Como controles 

negativos de este ensayo se usaron muestras de suero de 3 sujetos sanos no 

atópicos con IgE sérica negativa a rBlo t 13 y al extracto de B. tropicalis (Tabla 6).  

Los basófilos se identificaron mediante la en la estrategia CD3/PE-Cy7- 

CRTH2/FITC+ CD203c/PE+ como se muestra en la Figura S1. 

 

Hay que señalar que solo 5 de los 15 sueros evaluados mostraron un IS ≥1,5 con la 

anti-IgE, control positivo de la prueba, de los cuales solamente en uno de ellos rBlo 

t 13 indujo activación de basófilos (Figura 6a). En el resto de las muestras no se 

observó un IS positivo con la anti-IgE, de tal manera que hacer un análisis teniendo 

en cuenta estos resultados no es apropiado. Al analizar la diferencia en el IS con 

rBlo t 13 0,1µg/mL entre los sujetos asmáticos y no asmáticos no se encontraron 

diferencias significativas (Figura 6b). 

 

 

Sujeto Sexo Edad Condición 

Niveles de IgE 

Blo t 13 
(OD405nm) 

 Ext. Bt 
(kU/mL) 

#1 M 8 Asmático 1,030 17,2 

#3 F 32 Asmático 1,462 91,4 

#4 F 27 No asmático 0,121 0,29 

#5 F 6 No asmático 1,659 288 

#6 M 40 Asmático 0,128 0,02 

#7 M 43 Asmático 0,120 2,41 

#8 F 50 Asmático 0,379 76,49 

#9 M 9 No asmático 0,337 0,58 

#10 M 13 No asmático 0,375 4,38 

#11 M 25 No asmático 0,839 9,14 

#12 M 15 Asmático 0,388 64,6 

#13 M 5 No asmático 0,293 3,98 

#14 F 38 Asmático 0,292 7,37 

#15 M 20 No asmático 0,169 0,49 

#16 F 21 Asmático 0,415 30,4 

QC1* F 64 Sano 0,074 0,03 

QC2* F 25 Sano 0,064 0,04 

QC3* F 33 Sano 0,078 0,02 

 
Tabla 6. Características de las muestras usadas en la PAB.  
M, Masculino; F, Femenino; *Sujetos control del ensayo. 
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Figura 6. Índice de estimulación del marcador CD203c en basófilos.  

IS de los 5 sujetos que mostraron resultados positivos con la anti-IgE (control positivo del 

ensayo), la línea discontinua roja indica punto de corte IS ≥1,5 (a). Comparación del IS con 

rBlo t 13 0,1 µg/mL entre sujetos asmáticos y no asmáticos, se aplicó la prueba U de Mann-

Whitney (b). n.s, no significativo p≤0,05 

 

 

10.4 Modelo múrido de inflamación de las vías respiratorias  
 

10.4.1 Ausencia de hiperactividad bronquial ante el reto con metacolina 
 

La administración de rBlo t 13 no tuvo mayor efecto sobre la hiperactividad bronquial 

inducida por metacolina a diferentes concentraciones. Los valores de Penh en los 

ratones tratados con rBlo t 13 tendieron a ser más altos con respecto a los ratones 

tratados con PBS, pero sin diferencia significativa. Los ratones tratados con extracto 

de B. tropicalis mostraron hiperreactividad bronquial significativamente mayor a la 

dosis de 25 mg/mL de metacolina comparado con los ratones del grupo PBS (Figura 

7).   

 

10.4.2 El BAL en ratones tratados con rBlo t 13 es rico en eosinófilos 
 

La Figura S2 muestra la estrategia de gatting utilizada para evaluar las diferentes 

poblaciones celulares a partir de las células CD45+ que incluyeron macrófagos 

alveolares, eosinófilos y neutrófilos. El BAL de los ratones tratados con rBlo t 13 y 

extracto de B. tropicalis mostraron un contenido en eosinófilos significativamente 
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mayor que los ratones tratados con PBS. Similares resultados se hallaron en el 

recuento de neutrófilos. Por otra parte, el recuento de macrófagos alveolares en los 

ratones tratados con PBS fue significativamente mayor que el recuento en los 

ratones tratados con rBlo t 13 y extracto de B. tropicalis (Figura 8). Estos resultados 

muestran que la respuesta inflamatoria de las vías resriptorias al alergeno individual 

es paralela a la respuesta inducida por el extracto completo, sugiriendo que rBlo t 

13 puede inducir un proceso inflamatorio en el pulmón. 

 

10.4.3 rBlo t 13 induce inflamación tisular e hipersecreción de moco en las vías 
respiratorias. 

 

El análisis histológico de los pulmones de los ratones tratados con rBlo t 13 muestra 

una respuesta inflamatoria tisular con un alto contenido en infiltrado peribronquial y 

perivascular en comparación con los ratones tratados con PBS (Figura 9a, c). Se 

observó un patrón similar de inflamación pulmonar en los ratones tratados con  el 

extracto de B. tropicalis. Este patrón inflamatorio se presentó con un marcado 

aumento de células caliciformes en los ratones tratados con rBlo t 13 en 

comparación con el grupo PBS. Efecto distinto se observó en los ratones tratados 

con el extracto de B. tropicalis en donde la hiperplasia de células caliciformes no fue 

significativa en comparación al grupo PBS (Figura 9b, c).   

 

10.4.4 La respuesta humoral inducida por rBlo t 13 sugiere un perfil de fenotipo 
Th2 

 

Los niveles séricos de anticuerpos IgG1 e IgE contra rBlo t 13 fueron 

significativamente mayor en los ratones inmunizados con rBlo t 13 que los ratones 

tratados con PBS (Figura 10a, c). Mientras que los títulos de anticuerpos IgG2a 

contra rBlo t 13 en los ratones tratados con rBlo t 13 no fueron significativamente 

diferentes a los títulos de anticuerpos en los ratones del grupo PBS (Figura 10b). 

En los ratones inmunizados con el extracto de B. tropicalis no se observaron 

anticuerpos IgG1, IgG2a e IgE contra rBlo t13. Estos resultados sugieren que rBlo t 

13 induce una respuesta humoral polarizada al fenotipo Th2, lo cual podría 

considerarse un componente importante en su actividad alergénica.  
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Figura 7. Reactividad bronquial al reto con metacolina.  

Se aplicó ANOVA bidireccional con análisis post hoc de Bonferroni para la comparación de 

los datos entre los grupos. Los valores de media ± desviación estándar se muestran para 

4-7 ratones por grupo. ** p≤ 0,01; n.s, p ≥0,05 (no significativo). 

 

 

 

 
Figura 8. Recuento de células inflamatorias en BAL. 

Se aplicó ANOVA unidireccional con análisis post hoc de Dunnet para la comparación de 

los datos entre los grupos. Los valores de media ± desviación estándar se muestran para 

5-7 ratones por grupo. *** p≤ 0,001; ** p≤ 0,01; * p≤ 0,05.  
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Figura 9. Análisis histológicos en pulmón.  

Puntuación total de la inflamación pulmonar (a) y células caliciformes PAS positivo (b) de 

los análisis histológicos en cortes de tejido pulmonar. Se muestran fotomicrografías 

representativas (x40) de la inflamación PB o PV teñidos con H/E (fila superior) y tinción con 

PAS (fila inferior) que se observan en color magenta (c). ANOVA unidireccional con análisis 

post hoc de Dunnet para la comparación de los datos entre los grupos. Los valores de media 

± desviación estándar se muestran para 5-7 ratones por grupo. *** p≤ 0,001; n.s, no 

significativo p≥ 0,05. 
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Figura 10. Respuesta inmune humoral contra rBlo t 13.  

Niveles de IgG1 (a), IgG2a (b) e IgE (c) contra rBlo t 13 mediante ELISA. Se utilizó ANOVA 

unidireccional con análisis post hoc de Dunnet para la comparación de los datos entre los 

grupos.  Los valores de media ± desviación estándar se muestran para 5-7 ratones por 

grupo. *** p≤ 0,001; ** p≤ 0,01, n.s p ≥0,05 (no significativo). 

 

   

10.5  Efecto de rBlo t 13 en el modelo de anafilaxia cutánea pasiva 
 

La prueba de anafilaxia cutánea pasiva en ratones Balb/c mostró que la 

concentración del colorante azul de Evans extravasado en las orejas y el abdomen 

no fue significativamente diferente a las observadas en el grupo de ratones control 

negativo, lo que sugiere la ausencia de activación y degranulación de los mastocitos 

en el tejido y por consiguiente la nula liberación de mediadores proinflamatorios. De 

otra parte, los ratones evaluados con extracto de B. tropicalis, indujeron 
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extravasación del colorante de azul de Evans, con cantidades significativamente 

mayores a las mostradas por el grupo PBS (Figura 11).  

 

 

 
 

Figura 11. Prueba de anafilaxia cutánea pasiva.  

Niveles del azul de Evans extravasado en las orejas a) y abdomen b).  Imágenes 

fotográficas representativas de la extravasación del azul de Evans en las orejas y el 

abdomen de los ratones tratados con PBS, rBlo t 13 y extracto de B. tropicalis c). Se utilizó 

ANOVA unidireccional con análisis post hoc de Dunnet para la comparación de los datos 

entre los grupos. Los valores de media ± desviación estándar se muestran para 4-5 ratones 

por grupo. * p≤ 0,05; n.s p ≥0,05 (no significativo). 
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11.  Discusión 
 

En este trabajo se logró la obtención de la proteína Blo t 13 en forma recombinante 

a partir de una clona de E. coli, la cual se produjo con buen rendimiento y alta pureza 

como se muestra en la Figura 1.  Las proteínas recombinantes obtenidas en 

bacterias gram negativas como la E. coli a menudo están contaminadas por 

lipopolisacárido (LPS) o endotoxina. El LPS es un patrón molecular asociado a 

patógenos (PAMP) que es capaz de inducir una respuesta inmune innata al 

interactuar con el receptor TLR-4 induciendo la secreción de citocinas 

proinflamatorias como la IL-1β, IL-6 y TNF-α (104, 105). Por tanto, es importante 

disminuir los niveles de endotoxina en las preparaciones de proteínas 

recombinantes con el fin de evitar respuestas inmunitarias por el efecto del LPS en  

los cultivos celulares o en experimentos in vivo.   Diferentes metodologías se han 

implementado para este fin, en nuestro caso, teniendo en cuenta que Blo t 13 es 

una proteína de unión a ácidos grasos y que el LPS por su naturaleza química podría 

tener una alta afinidad por la proteína, se implementó un método cromatográfico 

descrito por Stanek, O. et al (94)  en el que se unió la proteína a la resina Ni-NTA y 

luego se efectuaron varios lavados con el detergente TX-114 al 1%, que es un 

agente de extracción eficaz de endotoxina en proteínas. 

 

Cabe resaltar que el límite de endotoxina que se permite en las preparaciones de 

proteínas para administrar por cualquier vía (excepto la vía intratecal) en modelos 

múridos es 1,5 UE/mL  (106). El método implementado en este estudio mostró una 

eficiente eliminación de endotoxinas ya que logró disminuir el nivel de endotoxina 

de 146,2 UE/mL a 1,71 UE/mL en la muestra de proteína recombinante. La proteína 

administrada en los ratones a una concentración 20-25 µg/100 µL solo tuvo entre 

0,08 a 0,1 UE/mL. 

 

Varios estudios han informado que el detergente residual que queda en la solución 

de proteína tratada es tóxico para las células en cultivo e interfiere con la 

cuantificación de endotoxina en varios métodos comerciales disponibles (107). Para 

reducir los niveles de TX-114 en rBlo t 13 se realizaron lavados con PBS a la 

proteína unida a la resina Ni-NTA y posteriormente diálisis en PBS, estos métodos 

son eficaces en la disminución de los niveles de TX-114 (94, 107).  Otros métodos 

también eficaces en la remoción del TX-114 es el uso de perlas absorbentes Bio-

Beads SM-2 (Bio-Rad®, cat. 152-8920) (107). Este método fue implementado en 

este estudio, pero no obtuvimos resultados exitosos (datos no mostrados), debido 

a la pérdida de la proteína recombinante, posiblemente por su capacidad de unión 

a lípidos.  
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En nuestro diseño de estudio de casos y controles se encontró que la respuesta IgE 

a rBlo t 13 no es un factor de riesgo independiente para el desarrollo de asma en la 

población de estudio.  Este resultado podría estar asociado a la baja frecuencia de 

reactividad IgE a rBlo t 13.  Similar a otros alergenos del grupo 13 de los ácaros: 

Der p 13, Tyr p 13, Lep d 13 y Aca s 13 (70, 108-110), Blo t 13  también muestran 

una baja frecuencia de reactividad IgE, esto puede deberse al hecho de que son 

proteínas citosólicas que están restringidas al cuerpo de los ácaros y no están 

presentes en las heces (111), los alergenos transportados dentro de las partículas 

fecales de los ácaros llegan  con más facilidad a las vías respiratorias  y con ello  

una tienen una mayor posibilidad de provocar sensibilización en la población, lo cual 

podría favorecer el desarrollo de manifestaciones alérgicas como el asma (70).  

 

Actualmente la frecuencia de unión de anticuerpos IgE es el principal criterio para 

definir el impacto clínico de los alergenos (35). Sin embargo, este criterio solo no es 

suficiente para explicar la manifestación clínica de la alergia en diferentes 

poblaciones (58, 112). La sensibilización a los alergenos ambientales es un paso 

importante en el desarrollo del asma alérgica (25). Sin embargo, alergenos como 

Blo t 13 y Der p 13 que muestran una frecuencia de reactividad de IgE baja (56, 70), 

tienen mecanismos para su reconocimiento inicial por las células epiteliales al 

estimular respuesta inmune innata, conduciendo a la liberación de mediadores 

proinflamatorios que finalmente convergen para promover la inflamación alérgica de 

las vías respiratorias. Por lo tanto, en esta clase de alergenos, para establecer su 

importancia clínica se debe considerar  el impacto de mecanismos de inflamación 

tisular no mediada por la IgE (70, 71). 

 

Es importante mencionar que en nuestro estudio de casos y controles las muestras 

de suero usadas para determinar la reactividad IgE a rBlo t 13 provinieron de tres 

bases de datos en donde las estrategias para el reclutamiento de los pacientes y la 

evaluación de los síntomas de asma en las poblaciones de estudio fueron 

diferentes, lo cual es una limitación en el diseño de la selección de las muestras 

para este estudio.  

 

Una limitación en el ensayo de la PAB indirecta, fue que no todos los resultados de 

cada muestra pudieron ser validados con el control positivo del experimento 

teniendo en cuenta el criterio de evaluación IS ≥1,5 como punto de corte. De las 5 

muestras que obtuvieron un resultado positivo con la anti-IgE, solo una indujo 

activación de basófilos (Figura 6a, Tabla S4). Al comparar el IS entre los sujetos 

asmáticos y no asmáticos no se encontraron diferencias significativas. Dado el 

reducido número de muestras en que se pudo aplicar la comparación, estos 

resultados no son concluyentes y se recomienda realizar nuevos ensayos usando 

un mayor número de muestras e implementando la metodología de activación 
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directa la cual está más estandarizada en nuestro laboratorio y se puede tener 

disponibilidad de las muestras de sangre apropiadas para este tipo de ensayo. Los 

resultados inconsistentes pueden estar dado por las muchas variables que influyen 

en el desempeño de la prueba como son el aislamiento de los basófilos a partir de 

PBMC, la depleción de la IgE, la incubación de los basófilos con los sueros a evaluar 

y el efecto de lote de los reactivos utilizados, en todas ellas se presentan factores 

que afectan la sensibilidad y precisión de la prueba.  

 

La evidencia experimental de sí un de alergeno puede inducir inflamación tisular de 

las vías respiratorias, síntomas clínicos y características patológicas asociadas al 

asma es un avance importante en el conocimiento de su actividad alergénica (32, 

113). La caracterización de las moléculas de unión a IgE de B. tropicalis mediante 

modelos de inflamación alérgica de las vías respiratorias solo se ha realizado para 

los alergenos Blo t 5 (114), Blo t 8 (115) y Blo t 12 (101). En este estudio informamos 

el primer modelo experimental que evalúa la inflamación de las vías respiratorias 

inducida por FABPs de ácaros en ratones Balb/c. Cabe mencionar, que con rBlo t 

13 se realizó un estudio en ratones Balb/c con un esquema de inmunización 

diferente cuyo objetivo principal fue generar anticuerpos monoclonales contra rBlo t 

13 (61). 

 

El protocolo experimental que se usó en este estudio para inducir inflamación 

alérgica en las vías respiratorias en ratones Balb/c, también se implementó en 

estudios previos realizados en el III para evaluar la respuesta inmune a alergenos  

recombinantes del ácaro B. tropicalis (101, 115) y para la caracterización 

inmunológica de 2 moléculas híbridas con propiedades hipoalergénicas (116, 117). 

En este trabajo, la administración de rBlo t 13 logró provocar una respuesta 

inflamatoria de tipo Th2 caracterizada por un aumento en el número de eosinófilos 

en el BAL, presencia de infiltrado celular inflamatorio, aumento en el número de 

células calciformes en los pulmones y producción de anticuerpos IgG1 e IgE contra 

Blo t 13 en los ratones.   

 

A pesar de la inflamación alérgica observada, las pruebas de función pulmonar no 

mostraron signos de hiperreactividad bronquial al reto con metacolina (Figura 7).  

El valor de Penh es una medida indirecta que mide el cambio de presión en el flujo 

de aire dentro de una cámara (flujo de caja) debido a la respiración del animal (113). 

Esta medida puede afectarse por factores como el estrés del animal, el 

calentamiento o la humidificación de la cámara (118) haciendo que con frecuencia 

se obtengan valores atípicos o inesperados. Aunque también pueden considerarse 

otros mecanismos en donde la estimulación de la inmunidad innata podría tener 

participación en estos hallazgos, ya que Blo t 13 es capaz de interactuar con el 

epitelio bronquial e inducir una respuesta inflamatoria alérgica, no se conoce en qué 
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momento, después de la exposición al alergeno se manifiestan los signos clínicos 

de la enfermedad. (119). En este sentido, las pruebas de función pulmonar pueden 

mostrar resultados contradictorios. Por lo tanto, es necesario realizar otros ensayos 

con el fin de tener una mayor certeza sobre los resultados. 

 

La inflamación alérgica inducida por rBlo t 13 en las vías respiratorias de los ratones, 

sugiere que este alergeno puede inducir alteraciones estructurales y celulares en el 

tejido pulmonar. La evaluación del contenido celular en el BAL mediante citometría 

de flujo en este estudio mostró un reclutamiento significativo de eosinófilos después 

de la exposición al alergeno (Figura 8). Este hallazgo es un rasgo característico del 

microambiente inmunológico del fenotipo Th2, en el que los eosinófilos participan 

como importantes mediadores de la respuesta alérgica con funciones efectoras, 

incluida la capacidad de promover la proliferación de células T y la producción de 

citocinas como la IL-13 e IL-5 (120), así como también en los procesos de resolución 

inflamatoria que restablecen la homeostasis pulmonar (121).  

 

La interacción de los alergenos con los receptores de la inmunidad innata a nivel 

pulmonar desencadena una serie de mecanismos y factores que favorecen la 

infiltración de células proinflamatorias al tejido. Un estudio previo demostró que la 

primera célula que infiltra el pulmón después de la exposición al  alergeno es el 

neutrófilo (18 horas), mientras que los eosinófilos se acumulan en el tejido después 

de 3 a 4 días (122) y permanecen en el pulmón por más tiempo iniciando la 

polarización hacia el  perfil Th2, lo que lleva a la acumulación de infiltrados 

inflamatorios. Los hallazgos histopatológicos en este estudio muestran una alta 

infiltración de células inflamatorias alrededor de los vasos sanguín eos y bronquios 

de los ratones expuestos a rBlo t 13 y al extracto de B. tropicalis (Figura 9a, c).  

 

El curso de la inflamación alérgica de las vías respiratorias implica una variedad de 

cambios que conducen a la remodelación en el tejido, como son la hipertrofia del 

músculo liso, fibrosis subepitelial, hiperplasia de células caliciformes y la deposición 

de colágeno (123) (124). En este estudio se evidenció un alto número de células 

calciformes en las vías respiratorias de los ratones tratados con rBlo t 13 (Figura 

9b, c). Este hallazgo puede estar relacionado con la capacidad de las FABPs en 

provocar una respuesta inflamatoria directa y con la capacidad de estimular la 

producción de IL-13 como se ha demostrado con Der f 13 que induce altas 

cantidades de esta citoquina en cultivos de PBMC (125). Este resultado apoya la 

capacidad de Blo t 13 de inducir una importante inflamación alérgica en los 

pulmones. 
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El estudio de la respuesta inmune adaptativa inducida por los alergenos en donde 

la IgE tiene un rol importante como inductor de síntomas alérgicos, ha sido motivo 

de estudio durante muchos años. Diferentes estudios han demostrado la capacidad 

de Blo t 13  de unir anticuerpos IgE (21, 56, 61, 63). A estos hallazgos se suman los 

hallazgos obtenidos en este estudio a partir de un modelo de alergia experimental 

en el que se logró cuantificar altos niveles de anticuerpos IgE e IgG1 específicos 

junto con niveles significativamente más bajos de anticuerpos IgG2a específicos en 

ratones tratados con rBlo t 13 (Figura 10), lo cual es consistente con su capacidad 

para inducir una respuesta humoral polarizada hacia el fenotipo Th2. Hay que 

señalar que los ratones inmunizados con el extracto de B. tropicalis no desarrollaron 

anticuerpos IgG1, IgG2a e IgE contra rBlo t13, lo cual pudiera tener diferentes 

explicaciones, entre ellas: que los anticuerpos inducidos por la exposición al extracto 

de B. tropicalis podrían tener epítopos ocultos para el reconocimiento de rBlo t 13 

en fase sólida y también que en el extracto del ácaro se encuentra una mezcla de 

isoformas del alergeno natural, aunque en un estudio anterior se demostró que rBlo 

t 13 puede inhibir la unión de la IgE al extracto de B. tropicalis (21). 

 

El ensayo de ACP mostró ausencia de anafilaxia cutánea en los ratones (Figura 

11). Este resultado contrasta con la capacidad de rBlo t 13 de inducir inflamación 

pulmonar y producción de anticuerpos IgE específicos. Al respecto, se deben tener 

en cuenta las dificultades técnicas derivadas de la realización del ensayo que 

implican tanto las condiciones de la proteína, de los sueros empleados en la 

sensibilización pasiva de los ratones y de la ejecución misma del procedimiento. En 

este sentido, para obtener resultados más consistentes y acorde a los hallazgos 

anteriores se sugiere que para un próximo análisis se consideren algunas variables 

que podrían influir en el desempeño de la prueba, como es la dosis, la presencia de 

anticuerpos bloqueadores (como IgG4) en el suero a transferir y el número de 

ratones usados en el ensayo.  

 

Las condiciones ambientales determinan no solo la respuesta IgE a los alergenos, 

sino también el inicio de enfermedades alérgicas (126). Factores como la exposición 

perenne a los alergenos HDM, las infecciones por helmintos, la contaminación del 

aire y la reactividad cruzada con proteínas homólogas pueden modular la respuesta 

primaria a un alergeno y consecuentemente el proceso de sensibilización IgE (127, 

128). Se ha demostrado que la exposición a alergenos HDM puede inducir 

modificaciones epigenéticas de genes importantes como el, tgfb1, el gen de la IL-

13, genes implicados en el metabolismo de los ácidos grasos (acsl3) y en el patrón 

de metilación del ADN en células B y PBMC (126, 129-131). Por lo tanto, el estudio 

del epigenoma de ratones expuestos a rBlo t 13 sería de gran valor en la 

caracterización de su actividad alergénica.  
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Estudios recientes sobre la caracterización biológica y estructural de alergenos del 

grupo 13 de los ácaros (70, 71) han contribuido a un mejor entendimiento del 

potencial alergénico de alergenos como Blo t 13 y Der p 13. El reconocimiento de 

estos alergenos por receptores de respuesta inmune innata conduce a la liberación 

de alarminas como la IL-33 por las células epiteliales, lo que promueve el desarrollo 

de un microambiente proinflamatorio tipo Th2 a través de vías de señalización 

independientes de la IgE. Así, los resultados de este trabajo apoyan la importancia 

de mecanismos proinflamatorios no mediados por IgE en el papel alergénico de Blo 

t 13, lo cual hay que tener en cuenta para precisar la importancia clínica de este 

alergeno (32, 35). 

 

El conocimiento sobre la actividad alergénica de las proteínas de unión a IgE de B. 

tropicalis permitiría el manejo de la alergia enfocado en la medicina de precisión, lo 

cual puede lograrse haciendo DCB con alergenos purificados.  Para que la 

estrategia de DBC esté al nivel de la medicina personalizada es necesario estar 

seguros de que cada componente que une IgE es también capaz de inducir 

inflamación, sea por acción directa en el sistema inmune innato, por mediación de 

la IgE, o por ambas. En este trabajo la actividad alergénica de rBlo t 13 se evaluó 

mediante diferentes métodos experimentales. Los resultados obtenidos en este 

estudio son un punto de partida para definir la relevancia de Blo t 13 como un 

alergeno capaz de inducir inflamación alérgica en pocos individuos sensibilizados. 

 

12. Conclusiones 
 

La sensibilización IgE a rBlo t 13 no parece ser un factor de riesgo independiente 

para la presentación de asma en la población colombiana.  El estudio con ratones 

tratados con rBlo t 13 sugiere que este alergeno tiene la capacidad de inducir una 

respuesta inmune inflamatoria de tipo Th2 caracterizada por el reclutamiento de 

eosinófilos en el BAL, infiltrado inflamatorio peribronquial y perivascular, aumento 

de células productoras de moco en el tejido pulmonar y producción de anticuerpos 

séricos IgG1 e IgE específicos. Sin embargo, los resultados de la reactividad 

bronquial al reto con metacolina, la activación de basófilos y la ACP no son 

concluyentes y ameritan que se analicen en un mayor número de muestras. 

 

13.  Perspectivas futuras 
 

• Realizar los ensayos para la evaluación de la reactividad bronquial al reto 

con metacolina y la ACP con un mayor número de animales y controlando 

las variables que puedan afectar el desempeño de la prueba. 
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• Con las muestras obtenidas y conservadas de los sobrenadantes del BAL y 

cultivos de esplenocitos de los ratones tratados con rBlo t 13 en este estudio 

es valioso cuantificar los niveles de citoquinas Th2 como la IL-4, IL-5 e IL-13 

y de alarminas, lo cual permitiría definir mejor la inflamación de tipo Th2 que 

induce este alergeno. 

• La inclusión de rBlo t 13 en plataformas de diagnóstico basado en 

componentes permitiría el manejo enfocado en la medicina de precisión de 

los individuos afectados. 

• Es pertinente evaluar la actividad alergénica de rBlo t 13 mediante pruebas 

cutáneas en un número representativo de personas alérgicas y no alérgicas 

a los ácaros.  
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Material suplementario  

 

1. Tablas suplementarias 

 

Anticuerpo monoclonal Fluorocromo Empresa Referencia 

CD45 V450  BD 560697 

CD3e PECy7 eBioscience 25-0031-82 

CD11b PE eBioscience 12-0112-81 

CD170 (Siglec-F) PerCP eBioscience 46-1702-82 

F4/80 FITC eBioscience 11-4801-81 

Ly6G APC eBioscience 17-5931-81 

Tabla S1. Anticuerpos monoclonales y fluorocromos utilizados para identificación de 

células en BAL. 

 

 

Anticuerpo monoclonal Fluorocromo Empresa Referencia 

CD45 Eflour 450 eBioscience 40-0451-82 

CD3e PECy7 eBioscience 25-0031-82 

CD11b PE eBioscience 12-0112-82 

Rat IgG2a k (CD170) PerCP eBioscience 46-4321-82 

Rat IgG2a k FITC eBioscience 11-4321-80 

Tabla S2. Batería control de isotipo para la identificación de células en BAL. 

 

 

 

Infiltración peribronquial (PB)  

y perivascular (PV) 

Células caliciformes PAS 

positivas 

 Parámetro Puntuación Parámetro Puntuación 

Células inflamatorias ausentes 0 Ausentes 0 

Pocas células sueltas 1 <25% 1 

Un anillo de células de 1-2 capas 

de espesor 
2 25–50% 2 

Un anillo de células de 3 a 5 capas 

de espesor 
3 50–75% 3 

Un anillo de células de más de 5 

capas de espesor 
4 >75% 4 

Tabla S3. Puntuaciones de la inflamación pulmonar y células caliciformes PAS 

positivo de los análisis histológicos del pulmón. 
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Sujeto 
Anti-
IgE 

Blo t 13 0.1 
µg/mL 

Blo t 13  
1 µg/mL 

Blo t 13  
10 µg/mL 

Ext. Bt  
1 µg/mL 

PBS 

#1 1,0 1,6 1,7 1,4 1,3 1,0 

#3 1,1 1,5 1,4 1,2 1,3 1,0 

#4 1,5 1,0 1,0 1,0 1,1 1,0 

#5 1,5 2,2 1,6 1,4 2,9 1,0 

#6 2,1 1,0 1,0 1,1 1,0 1,0 

#7 1,2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 

#8 1,3 1,2 1,2 1,1 1,3 1,0 

#9 1,3 1,0 1,1 1,1 1,0 1,0 

#10 1,5 1,2 1,1 1,1 1,1 1,0 

#11 1,2 1,1 1,2 1,1 1,1 1,0 

#12 1,3 1,0 1,1 1,0 1,6 1,0 

#13 1,3 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 

#14 1,6 1,1 1,0 1,0 1,0 1,0 

#15 1,3 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 

#16 0,9 1,1 1,1 1,0 0,9 1,0 

QC1* 1,8 1,2 1,4 1,6 1,5 1,0 

QC2* 2,2 1,0 1,1 1,0 1,0 1,0 

QC3* 4,3 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 

Tabla S4. Índice de Estimulación de basófilos  

*Sujetos control del ensayo 
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2. Figuras suplementarias 

 
 

 

 

Figura S1. Estrategia de gatting para la selección de basófilos activados. La señal de 

dispersión frontal (FS) y la dispersión lateral (SC) se usó para incluir todos los leucocitos 

(a) y eliminar los restos y agregados de glóbulos rojos (b). En el grupo de células CD3/PE-

Cy7 negativas (c) se seleccionaron los basófilos CRTH2/FITC y CD203c/PE positivos (d).  
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Figura S2. Estrategia de gatting para la identificación de células inmunes en BAL. La 

dispersión frontal (FS) y la dispersión lateral (SC) se usó para incluir todos los leucocitos 

(a) y eliminar los restos y dobletes de células (b). Las células inmunes se identificaron 

utilizando el marcador de superficie celular CD45 (c). Los macrófagos alveolares se 

identificaron como F4/80+ CD170+ dentro del grupo de células CD45+ (d). Los neutrófilos se 

identificaron como Ly6G+ y los eosinófilos como CD170+ dentro del grupo de células 

CD11bhi (e, f). 
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