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Evaluacion de lainmunogenicidad de una proteina recombinante
de una Pasteurella multocida aislada de alpacas con neumonia

EVALUATION OF THE IMMUNOGENICITY OF A RECOMBINANT PROTEIN OF A Pasteurella
multocida ISOLATED FROM ALPACAS WITH PNEUMONIA

Jorge Maximiliano G.!, Lenin Maturrano H.'*4, Luis Luna E.!,
Raquel Hurtado C.!, Ana Chero O.!, Rail Rosadio A.'?

RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la actividad inmunogénica in vitro de una protei-
na P6-like recombinante procedente de un cultivo de Pasteurella multocida aislada de
cuadros de neumonia en crias de alpacas. Se desafiaron cultivos de células mononucleares
periféricas sanguineas (PBMC) con una proteina recombinante P6-like a una concentra-
cion de 10 ng por muestra, desde las 3 hasta las 72 horas. Se extrajo ARN totales para
realizar la prueba de RT-PCR en tiempo real para observar los niveles de expresion de
citoquinas de la respuesta inmune Th1 (TNF-a, IFN-y e IL-2) y Th2 (IL-10 e IL-4) en los
tiempos establecidos. Se encontrd que tanto las citoquinas con perfil Thl como Th2
expresan un mayor numero de veces con respecto a PBMC no expuestos a la proteina
recombinante, siendo las 24 y 48 horas los momentos de mayor expresion. Asimismo, se
encontré una aparente tendencia hacia el perfil Th2, pero en niveles que no influyen en
la expresion de citoquinas del otro perfil.
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The aim of the study was to evaluate the in vitro immunogenic activity of a
recombinant P6-like protein from a culture of Pasteurella multocida isolated from
pneumonia cases in young alpacas. Blood peripheral mononuclear cells (PBMCs) were
challenged with a recombinant P6-like protein at a concentration of 10 ng per sample,
from 3 to 72 hours. Total RNA was extracted to perform the real-time RT-PCR test to
observe cytokine expression levels of the Thl immune response (TNF-o, IFN-y and IL-2)
and Th2 (IL-10 and IL-4) in the established times. Both Th1 and Th2 profile cytokines
expressed a greater number of times than PBMC not exposed to the recombinant protein,
where at 24 and 48 hours showed the greater expressions. Likewise, an apparent trend
toward the Th2 profile was found, but at levels that did not influence the expression of

cytokines in the other profile.

Keywords: Pasteurella multocida; P6-like; alpaca; RT-PCR Real Time; relative

quantification

INTRODUCCION

La alpaca, una de las cuatro especies
de camélidos sudamericanos, es sustento eco-
némico de numerosas familias en las regio-
nes altoandinas del Perti (Ameghino y
DeMartini, 1991). Los problemas de manejo
en la crianza de la alpaca, especialmente las
altas tasas de mortalidad neonatales que pue-
den superar el 50% limitan el desarrollo de
esta industria pecuaria y afectan la econo-
mia de los criadores (Ameghino y DeMartini,
1991; Bustinza, 2001). Las principales cau-
sas de mortalidad neonatal son las causas in-
fecciosas, siendo las neumonias aquellas de
mayor casuistica (Garmendia et al., 1986;
Ameghino y DeMartini, 1991; Bustinza, 2001;
Ciriloetal., 2012).

Las neumonias son causadas por diver-
sos agentes patogenos, entre virales y
bacterianos, que coexisten en procesos in-
fecciosos generando cuadros de neumonias
agudas. Entre ellos, Pasteurella multocida
es la principal bacteria involucrada en las in-
fecciones neumonicas en alpacas, seguida de
Mannhemia haemolytica que, individualmen-
te 0 en conjunto con otros agentes infeccio-
sos, generan cuadros hiperagudos en crias
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durante la época de paricion, afectando tam-
bién a crias mas grandes en épocas de estrés
como el destete y la esquila (Rosadio ef al.,
1990; Cirilo et al., 2012; Guzman et al.,
2013).

P. multocida se le clasifica en
serogrupos (A, B, D, E y F) basados en sus
antigenos capsulares; pero ademas es clasi-
ficada en serotipos de acuerdo con el
lipopolisacarido presente, usando el test de
Heddleston (Heddleston et al., 1972; Harper
et al., 2006, 2015). P. multocida cuenta con
una variedad de factores de virulencia que
juegan roles importantes en la patogénesis de
la enfermedad como, por ejemplo, en la eva-
sion de la respuesta inmune y la captacion de
hierro, entre otros (Harper et al., 2006).

Las proteinas de membrana externa
(OMP) son estructuras muy importantes en
la patogénesis de la enfermedad. Muchos de
estos compuestos estan involucrados en la
captacion de hierro y en la adhesion, lo cual
es importante para el establecimiento y su-
pervivencia de la bacteria (Boyce et al.,
2012). Varias OMP son inmundgenos y los
anticuerpos producidos contra estas OMP
demuestran una fuerte acciéon protectora.
Tales antigenos se pueden usar como com-
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ponentes de vacunas de subunidades. La
inmunogenicidad de ciertas OMP de P.
multocida ha sido demostrada en terneros
(Kedrak y Borkowska, 2003), conejos (Lu
et al., 1991) y gallinas (Zhang et al., 1994).
Otros estudios indican que una OMP similar
a una proteina de adhesion P6 de
Haemophilus influenzae (P6-like) induce a
una mejor proteccion al inducir una respues-
ta significativa en produccion de anticuerpos
especificos, lo que lo convierte en un
inmunogeno adecuado para ser usado en
vacunas (Kasten ef al., 1995; Shivachandra
etal.,2017).

El presente estudio buscé determinar el
perfil inmunogénico Thl y Th2 de una pro-
teina de membrana externa P6-like
recombinante de P. multocida aislada de
casos neumonicos fatales en alpacas obteni-
da mediante la metodologia de la vacunologia
reversa, como parte de la elaboracion de una
vacuna de ultima generacion para la preven-
cion de neumonias pasteurelosicas en crias
de alpacas.

MATERIALES Y METODOS

Lugar del Estudio

Los ensayos in vitro se realizaron en el
Laboratorio de Biologia y Genética Molecular
de la Facultad de Medicina Veterinaria
(FMV) de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos (Lima, Peru).

Proteina Recombinante P6-like

En los ensayos experimentales se uso
una proteina recombinante P6-like (proteina
de membrana externa) producida en la FMV.
La eleccion de esta proteina como candidato
vacunal fue parte del desarrollo del Proyec-
to Innovate Pert (FINCyT) Contrato N.°
133-FINCyT-IB-2013, el cual busca realizar
una vacuna de nueva generacion para la pre-
vencioén y control de las neumonias
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pasteureldsicas en alpacas. Por ello, se aislo
una Pasteurella multocida de casos
neumonicos en crias de alpacas de la sierra
sur del pais (Puno) y se realizé la
secuenciacion de su genoma.

A partir de la secuenciacion del genoma,
se evalud y comparo in silico con datos dis-
ponibles del genoma de P. multocida en el
NCBI, VFDB (Virulence Factors
DataBase), MvitDB (Microbial Virulence
DataBase) y Protegen, ademas de usar di-
versos programas (Glimmer v. 3.02, CAP3,
Transeq, BLAST v. 2.2.27, Psortb v. 3.02,
SignalPv. 4.0, LipoPv. 1.0, TMHMM v. 2.0),
identificandose 10 candidatos; entre ellos el
gen que codifica la P6-like. Mediante el uso
de cebadores especificos (Cuadro 1) fue
amplificado mediante PCR a partir de aisla-
dos de P. multocida procedentes de cuadros
neumonicos en alpacas. Posteriormente, me-
diante el uso del kit Champion™ pET
Directional TOPO® Expression Kit with
BL21 Star™ (DE3) One Shot™ Chemically
Competent E. coli (Invitrogen) se clond y
expreso en cepas de E. coli BL21™, espe-
cial para este tipo de técnicas. Por ultimo, la
proteina fue purificada mediante el Kit
ProBond™ Puryfication System y conserva-
da en refrigeracion.

Células Mononucleares Periféricas San-
guineas (PBMC)

Para la extraccion de las PBMC se usa-
ron alpacas Huacaya hembras de 3 afios,
clinicamente sanas, del Laboratorio de Re-
produccion de la FMV. Los animales se en-
contraban separados de otras especies ani-
males y eran alimentados con heno y agua
ad libitum.

Se recolectaron 30 ml de sangre
periférica de un animal en tubos Vacutainer®
con anticogulante (EDTA), mediante puncion
de la vena yugular. La sangre fue
centrifugada en gradiente de densidad usan-
do el reactivo Ficoll-Paque (Sigma), siguien-
do las instrucciones del fabricante. Para los
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Cuadro 1. Secuencias, tamafio, temperaturas de annealing y referencias de las citoquinas
usadas para la evaluacidon inmunogénica en alpacas

Productos
Genes Secuencias amplificados Tm
(bp)
5'-ATTGTCTCCTTCTACTTCAA-3'

IFN-y 258 45
5'-AGCGGAAGAGAAGTCAGAAT -3'
5'-CTACTCCCAGGTCCTCCTGA-3'

Thl TNFa 251 60
5'-GGTAGTTGGGCATGTTGATC-3'
5'-AAACTCTCCAGGATGCTCAC-3'

IL-2 202 49
5'-GGAACTGAAGGGATCTGAAA-3
5'-CAAAGAACACAACTGAGAAG-3'

IL-4 203 46

Th 5'-GGCTAAAGAAGATTATGAAG-3'
5'-AAGCCTTGTCGGAGATGAC-3'

IL-10 246 55
5'-AGCCATGAGTGAGTTCGACA-3'

) 5'-GTGAAGGTCGGAGTGAACG-3'
Normalizador GAPDH 356 60

5'-GAGATGATGACCCTCTTGGC-3'

Las referencias para Th1l —IFN-y, TNFa e IL-2 son Odbileg et al. (2008, 2005 y 2006), respectivamente,
para Th2 es Odbileg et al. (2006) y para el normalizador es Patil et al. (2004)

lavados de las células mediante centri-
fugacion se us6 PBS 1X pH 7.8 y luego se
suspendieron en medio de cultivo RPMI
(Roswell Park Memorial Institute medium)
1640 con L-Glutamina (Sigma), adicionando
100 IU/mL de penicilina (Sigma) y 10% de
suero fetal bovino (SFB) (Sigma) inactivado
por calor. Se uniformiz6 la muestra mediante
diluciones con RPMI 1640 a una concentra-
cion de 1x10° células/ml. Uniformizado el
cultivo, se coloco 1200 ul de cultivo celular
final por pocillo en una placa de poliestireno.

Evaluacion in vitro de la Proteina
Recombinante Pé6-like

Una vez preparado los cultivos celula-
res de PBMC se formaron dos grupos:
calibrador y desafio. El grupo calibrador con-
formado por tres muestras (1200 pl por mues-
tra), no fueron expuestas a estimulos y su
perfil citocinico fue evaluado a las 0 h del
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experimento. El grupo desafio conformado
por cultivos celulares (1200 ul por muestra,
1x10° células/ml) fue inoculado con 10 ng de
proteina recombinante P6-like, evaluandose
alas3,6,9,12,18,24,48 y 72 hpor triplica-
do. Las muestras se mantuvieron en una in-
cubadora a 38 °C y 5% de CO,. Se realiza-
ron extracciones de ARN total en cada mues-
tra de cultivo celular en el tiempo asignado
empleando el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen)
de acuerdo con las instrucciones del fabri-
cante y se procedié a guardar el tubo con la
muestra a -80 °C.

Se cuantificd la concentracion de
ARNmMm en cada muestra mediante el kit de
cuantificacion Quant-iT™ RNA Assay Kit,
broad range (ThermoFisher Scientific) y con
un equipo de cuantificacion Qubit® 2.0
Fluorometer. Las muestras fueron cuantifi-
cadas y uniformizadas mediante diluciones
para llegar a una concentracion aproximada
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de 2 ng/ul de ARN total, lo que hizo un total
de 4 ng por reaccion para la sintesis de ADNc
usados en las pruebas de qPCR. Luego, me-
diante el kit Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-gPCR (ThermoFisher
Scientific) se sintetizé el ADNc para su uso
en el qPCR.

El RT-PCR en tiempo real fue realiza-
do en un termociclador PikoReal 96 (Thermo
Scientific), usando como fluoréforo Maxima
SYBR Green. Se utilizéo el ADNc (4 ng,
aproximadamente) sintetizado a partir del
ARNm obtenido durante la extraccion de los
cultivos celulares incubados en diferentes
tiempos. Para la prueba de PCR en tiempo
real se utilizaron un Maxima SYBR Green/
ROX gPCR Master Mix (2X) a concentra-
cion 1X, cebadores especificos para cada
citoquina y el normalizador (Cuadro 1) a con-
centraciones de 0.3 uM, 2ul de ADNc¢ y com-
pletando con agua ultra pura libre de
nucleasas hasta un volumen de 20 pl.

En la qPCR se llevo a 50 °C por 2 min
(T,), luego una temperatura de desnatura-
lizacion (T ) inicial de 95 °C por 10 min, lue-
2040 ciclos de desnaturalizacion (T ;) a 95 °C
por 35 s, hibridacion (T,) a la temperatura
que corresponde a cada cebador por 30 s y
una extension (T,) de 72 °C por 35 s (40 en
caso de GAPDH). Finalmente, una evalua-
cion de la temperatura de disociacion (T, ),
que va desde «X» - 95 °C, donde «X» co-
rresponde a la T, de cada gen evaluado.

Cuantificacion Relativa de los Niveles de
Expresion de la Citoquinas

Para la cuantificacion relativa de las
citoquinas fue usado el método del Ct com-
parativo 222 (Livak y Schmittdgen, 2001),
que permite comparar las curvas de amplifi-
cacion de las citoquinas de los tratamientos
frente a las curvas de amplificacion de las
citoquinas producidas en el grupo control.
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RESULTADOS

Todos los ensayos mostraron la presen-
cia de ARNm de GAPDH por PCR en tiem-
po real, lo cual fue corroborado en gel de
agarosa al 2%, observandose un producto
unico de aproximadamente 356 pb similar al
descrito por Patil ef al. (2004). Igualmente,
la electroforesis en gel de agarosa al 2% de
los productos del PCR en tiempo real para
TNF-a, IL-10, IL-4, IL-2 ¢ IFN-y mostraron
una banda tinica y especifica de ADN ampli-
ficado.

Se observa un mayor incremento en la
expresion de TNF-a e IL-10, sobre todo a las
48 horas. Una menor expresion de IFN-y e
IL-4 entre las 24 y 48 horas y finalmente poca
expresion de IL-2 llegando a su pico a las 48
horas, pero cerca a niveles basales (Figura 1).

DiScUSION

La P6-like recombinante muestra una
tendencia a estimular las citoquinas del perfil
Th2. Siendo una proteina de membrana ex-
terna es razonable que estimule un perfil
inmunolodgico neutralizante que actiie frente
a este tipo de antigeno, pero ademas estimu-
la la expresion de TNF-a. Esto puede ser par-
te de una respuesta innata donde el TNF-a
también forma parte, promoviendo la migra-
cion de macrofagos y neutrofilos al sitio de
infeccion caracteristicos de neumonias cau-
sadas por P. multocida (Guzman, 2011; Cirilo
et al., 2012; Guzman et al., 2013; Tizard,
2013), aunque no se descarta que otros fac-
tores de virulencia estén implicados como es
el caso del lipopolosacarido (LPS) (Harper
et al., 20006). Este resultado es muy distinto
al presentado por More (2013) que evalué la
expresion de citoquinas frente a una combi-
nacion de antigenos clostridiales con acido
retinoico en intestino de alpacas, donde IFN-
v e IL-2 aumentaban su expresion en la pri-
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NIVELES DE EXPRESION RELATIVA

10.00

5.00

0.00

0 3 6

12 18 24 48 72

==TNF-alfa 1.00 4.64 195 1.55 2.68 142 16.80 31.04 4.65
==|FN-gamma 1.00 5.55 1.09 1.21 3.79 498 6.69 10.35 4.72
IL-2 1.00 1.80 1.06 1.08 1.36 1.39 1.79 3.63 3.1

e | -10 1.00 2.40 1.34 1.52 5.08 6.09 28.00 35.99 7.00
| -4 1.00 4.10 1.30 1.05 1.40 3.10 9.76 8.89 6.34

Figura 1. Niveles de expresion relativa de las cinco citoquinas evaluados con respecto al tiempo
de exposicion, evidenciandose una marcada expresion de IL-10 y TNF-a

mera semana, posiblemente debido al uso de
todos los antigenos clostridiales por parte de
dicho estudio.

En el caso del TNF-a posiblemente se
deba a que esta citoquina también forma parte
del perfil de respuesta innata que promueve
la migracion de otras células del sistema in-
mune (Tizard, 2013). Este incremento puede
deberse a la presencia de otros tipos de célu-
las presentes en los cultivos, como son célu-
las inmunes innatas (ejemplo: Natural Killer
cells y monocitos) que estan siendo estimu-
ladas por la P6-like. Es asi, que se observa
un aumento de la expresion de TNF-a, simi-
lar al estudio de Yoo et al. (1995) donde se
estimularon macrofagos alveolares bovinos
con lipopolisacarido de P. (Manhemmia)
haemolytica, observandose un incremento de
TNF-a a partir de las 4 h pos-desafio, llegan-
do a una méaxima expresion a las 24 h de la
estimulacion.

En el caso de IL-2 se observd un au-

mento de su expresion en relacion al calibrador
a partir de las 6 horas, llegando a su mayor
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expresion a las 48 horas (3.63 veces). Este
ligero aumento seria suficiente para la acti-
vacion de linfocitos maduros y su migracion
hacia el sitio de inflamacion. Se considera que
IL2 es uno de los factores de crecimiento
mas importante de linfocitos T, sobre todo
cuando son activados por antigenos, expan-
diendo su ntimero significativamente (Malek
etal.,2002).

IFN-y muestra un aumento a las 3 ho-
ras (5.54 veces), manteniéndose en bajos ni-
veles a las 6 y 9 horas pos-exposicion, alcan-
zando un pico maximo (10.35 veces) a las 48
horas del desafio. El IFN-y tiene un rol im-
portante en la activacion de los macréfagos,
respuesta inmunitaria innata y respuesta ce-
lular adaptativa, el cual asociado con el TNF-a
estimula la migracion de monocitos, neutrofilos
y linfocitos hacia los pulmones con neumonia
pasteurelosica (Schroder et al., 2004,
Guzman, 2011; Cirilo et al., 2012; Guzman et
al., 2013), posiblemente estimulados por la
P6-Like recombinante. No obstante, no se
descartan otros factores de virulencia de
Pasteurella como es el lipopoliscarido
(Harper et al., 2006).
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El perfil Th2-IL-10 muestra un aumen-
to en su expresion a las 3 horas de la exposi-
cion (2.4 veces), aumentando su expresion
hasta las 48 h (35.99 veces) de la exposicion.
IL-10, también conocida como factor de in-
hibicion de la sintesis de citoquinas, tiene pro-
piedades antiinflamatorias que inhibe la sin-
tesis de citoquinas proinflamatorias produci-
das por linfocitos T y macrofagos (IL-2, [FN-
v, IL-6, IL-8 e IL-12) en monocitos/
macrofagos y neutréfilos, asi como la res-
puesta de los linfocitos Th1 (Opal y De Palo,
2000). Este aumento en su expresion impli-
caria una baja en la expresion de IL-2 e [FN-
v, dado su caracter inhibidor, aunque este ul-
timo tiene un aumento en su expresion, por lo
que aun expresandose esas dos citoquinas,
todavia estan bajo influencia de la IL-10 por
su caracter inmunoregulador sobre ellas
(Neurath et al., 2002).

IL-4 muestra un aumento de su expre-
sion a las 3 horas (4.10 veces) para luego
mantenerse constante y aumentar a las 18
horas (3.10 veces), llegando a un pico maxi-
mo a las 24 h (9.76 veces). IL-4 estimula la
diferenciacion de linfocitos a un perfil Th2,
de manera autocrina favoreciendo su propia
diferenciacion. IL-4 inhibe la diferenciacion
de las células Thl al regular de manera ne-
gativa la produccion de 1L-12 a partir de
macrofagos. Se ha demostrado que es capaz
de bloquear o suprimir a las citoquinas deri-
vadas de macréfagos como IL- 1, TNF-q,
IL-6 e IL-8 (Berin ef al., 1999; Opal y De
Palo, 2000). Se observa una mayor expre-
sion de IL-4 a las 24 y 48 horas de la exposi-
cion a la proteina P6-like recombinante, pero
se deduce que es insuficiente para suprimir
la expresion de TNF-o que a las 48 horas
tiene su mayor pico de expresion.

En un estudio sobre la diferencia de
expresion del perfil Thl y Th2 en PBMC de
bufalos frente al peptidoglicano del Bacillus
subtilis se observo una tendencia al perfil Thl
con respecto a Th2, mostrandonos reduccion
de la expresion de IL-4 ¢ IL-10 y un aumen-
to notorio de TNF-a e IFN-y (Shah et al.,
2012). Esta diferencia probablemente se deba
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a la naturaleza de las proteinas, ya que la P6-
like es una proteina de membrana externa de
la P. multocida, mientras que el peptido-
glicano es componente de la pared celular
del B. subtilis.

En un estudio sobre estimulacion
citocinica de PBMC bovinas frente a un
antigeno de una vacuna inactivada del virus
de la fiebre aftosa se evaluo el perfil
citocinico de IL-2, IL-4 e IFN-y, observan-
dose altos niveles de expresion a las seis ho-
ras en IL-2 e IFN-y, en tanto que IL-4 llegd
a su maxima expresion a las 24 horas de la
inducciodn, encontrando que su perfil citocinico
tiene una tendencia al perfil Thl (Dar ef al.,
2015). Esto difiere a los hallazgos encontra-
dos en este estudio donde la mayoria de pi-
cos de expresion se obtienen a las 48 horas.
Ademas, en dicho estudio se esperaba una
tendencia al perfil Th2, debido a que es una
proteina procedente de una vacuna inactivada,
pero se observo una tendencia al perfil Thl
por el aumento de la citoquinas de este perfil,
y una baja expresion de la IL-4, difiriendo
con los resultados del presente estudio donde
IL-2 e IFN-y manifiestan una baja expresion.

Boeuf et al. (2005) evaluaron la eficien-
cia en una técnica de cuantificacion absoluta
de citoquinas en humanos mediante RT-
gPCR, donde estimularon PBMC humanas
con lipopolisacarido y una Staphylococcus
aureus cepa Cowan (SAC), encontrando que
la citoquina IL-10 tuvo un aumento en su ex-
presion a partir de las 6 horas llegando a su
maximo a las 9 horas (10 veces su expresion
basal), en comparacion con el presente estu-
dio donde IL-10 tuvo un aumento considera-
ble de su expresion a las 12 horas y una ma-
yor expresion a las 48 horas. Asimismo, en
dicho estudio, IL-4 muestra un pico de ex-
presion (20 veces) a las 2 horas, tanto a esti-
mulo de LPS como de SAC, en tanto que en
el presente estudio tuvo una menor expre-
sion relativa; por otro lado, TNF-a. mostr6 un
aumento considerable en su expresion a las 3
horas (100 veces con SAC y 50 veces con
LPS), mientras que en el presente estudio llegd
a su mayor expresion a las 48 horas (30 ve-
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ces). La diferencia entre estas expresiones
puede deberse a factores como la naturaleza
antigénica del estimulo como al LPS.

En otro estudio sobre la cinética de pro-
duccion de citoquinas en PBMCs humanas
en respuesta al ADN de Brucella se obser-
v6 que la produccion de citoquinas de IL-10
no aument6 hasta el dia 4, mientras que 1L-2
e IFN-y presentaron un aumento en su con-
centracion con el pasar de los dias, obser-
vandose una clara tendencia hacia un perfil
Th1 (Lashkarbolouki et al,. 2005), diferente
a los hallazgos encontrados en el presente
estudio, donde IL-2 e IFN-y muestran bajas
expresiones e IL-10 aumenta su expresion
con el tiempo.

Enun estudio reciente, Shivachandra et
al. (2017) evaluaron la inmunogenicidad de
una Omp16 recombinante de Pasteurella
multocida B:2 en modelo raton, observando
una tendencia a la produccion de anticuerpos
especificos por parte de los animales inocu-
lados con el antigeno recombinante, similar
enunciado que se indica en el presente estudio.

CONCLUSIONES

e La proteina P6-Like recombinante de
Pasteurella multocida aislado de casos
fatales de neumonias en crias de alpaca
estimula la expresion de citoquinas de
respuesta inmune Thl (TNF-a, IFN-y e
IL-2) y Th2 (IL-10 e IL-4) en células
mononucleares periféricas sanguineas
(PBMC) de alpaca, pero difiriendo en
su intensidad.

e Laproteina P6-Like recombinante esti-
mula una respuesta Th2 en PBMC de
alpacas.
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