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Desarrollo de una proteina recombinante fimbrial F17 de
Escherichia coliy respuesta inmune frente a células
mononucleares periféricas sanguineas (PBMC) de alpaca

Development of the recombinant fimbrial protein F17 of Escherichia coli and the
immune response in alpaca peripheral blood mononuclear cells (PBMC)

Juan Siuce M.!, Jorge Maximiliano G.', Raquel Hurtado C.!, Raul Rosadio A.,
Lenin Maturrano H."*3

RESUMEN

Escherichia coli esta asociada a diarreas que pueden producir la muerte en crias
de alpacas de temprana edad. Patotipos de E. coli utilizan las fimbrias para adherirse al
hospedero en la primera etapa de la patogénesis. Por ello, el presente estudio tuvo
como objetivo desarrollar y producir una proteina recombinante de la adhesina fimbrial
F17 de E. coli y evaluar su inmunogenicidad en células mononucleares periféricas de
sangre (PBMC) de alpaca. Se utiliz6 a BL21 como vector de expresion, se purifico la
proteina recombinante mediante cromatografia de afinidad inmovilizada y se evalu¢ la
produccion de citoquinas de PBMC alas 48 y 72 horas posterior al desafio con F17. Los
resultados indican un aumento significativo de la produccion de citoquinas de Th1/Th2,
predominantemente IFN-y e IL-4. Por lo tanto, la mezcla BL21-F17 podria ser considera-
da como un potencial candidato vacunal para la prevencion de las diarreas en alpacas
producidas por E. coli.
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Escherichia coli is associated with diarrhoea that can cause death in young alpacas.
Patotypes of E. coli use the fimbriae to adhere to the host in the first stage of pathogenesis.
Therefore, the present study aimed to develop and produce a recombinant protein of E.
coli fimbrial adhesin F17 and to evaluate its immunogenicity in alpaca peripheral blood
mononuclear cells (PBMC). BL21 was used as an expression vector, the recombinant
protein was purified by immobilized affinity chromatography and the production of PBMC
cytokines was evaluated 48 and 72 hours after the challenge with F17. The results indicate
a significant increase in the production of Th1/Th2 cytokines, predominantly IFN-y and
IL-4. Therefore, the BL21-F17 mixture could be considered as a potential vaccine candidate
for the prevention of diarrhoea in alpacas produced by E. coli.
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INTRODUCCION

La diarrea asociada a Escherichia coli
es una enfermedad de importancia en crias
de alpacas y llamas, cuya presentacion esta
frecuentemente acompanada con septicemia.
Las crias afectadas presentan profusa dia-
rrea acuosa, letargia, deshidratacion e inclu-
so distencién abdominal (Whitehead y
Anderson, 2006). En alpacas y llamas se han
desarrollado diversos estudios para la identi-
ficacion de factores de virulencia asociados
a los patotipos de E. coli presentes. Asi, se
han descrito los patotipos EPEC, ETEC y
EHEC como los mas frecuentes a partir de
aislados de crias y adultos, tanto en casos de
animales con diarreas (enfermos) y sin dia-
rrea (Cid et al.,2012; Luna et al., 2012; Mori
et al., 2014; Rosadio et al., 2012). A la vez,
se han descrito algunos serotipos fimbriales
y su asociacion con rotavirus en crias de
alpacas con diarreas y en alpacas
clinicamente sanas (Morales y Paredes,
2007).

Uno de los primeros factores de viru-
lencia en la patogénesis de E. coli son las
adhesinas, que le permite a la bacteria asen-
tarse y colonizar las células blanco y, poste-
riormente, eliminar toxinas o proteinas

efectoras que alteran el funcionamiento nor-
mal de las células de la mucosa intestinal.
Entre las adhesinas mas representativas son
las de tipo fimbrial, principalmente las fimbrias
F4, F5,F6,F17, F41, F18, que estan asocia-
das a los patotipos Enteropatogénicos
(EPEC), y con mucha mas frecuencia a los
enterotoxigénicos (ETEC). En porcinos, la
fimbria F18 esta asociada a las E. coli pro-
ductoras de Shiga toxina (STEC) (Nagy y
Fekete, 1999). Sin embargo, estos patrones
han mostrado variaciones particulares, tanto
en aves como en bovinos, teniendo bacterias
con combinaciones de factores de virulencia,
tanto adhesinas como fimbrias de diferentes
patotipos. Asi, se ha reportado que la fimbria
F17 es una familia de fimbrias y que sus va-
riedades estan asociados como principal
adhesina de muchos patotipos, inclusive los
necrotoxigénicos (NTEC) de reciente clasi-
ficacion y los enterohemorragicos (EHEC),
cuya estructura fimbrial se compone de una
base que es la proteina estructural mayor «A»,
mientras que la proteina estructural menor
que tiene funcion de interaccion o adhesion
es la «G» (Bihannic ef al., 2014). Por ello, las
fimbrias han servido como candidato vacunal
contra E coli para la inmunizacion de dife-
rentes especies (Francis y Willgohs, 1991;
Luna-Pineda et al., 2016; Tiels et al., 2008;
Zhang et al., 2018).
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La vacunacion sigue siendo una de las
principales estrategias para la prevencion de
diarreas. Se han desarrollado diferentes ti-
pos de vacunas contra E. coli para diferen-
tes especies, con base a células muertas o
bacterinas de determinado serotipo fimbrial
0 somatico, toxoides, asi como algunas vacu-
nas recombinantes contra determinados
antigenos estructurales, hallandose diferente
grado de proteccion (Cox et al.,2014). Entre
las mas difundidas y con mejores resultados
en bovinos y porcinos son las orientadas con-
tra determinados serotipos fimbriales (Hur et
al.,2012). Por ello, el presente estudio busco
determinar la capacidad inmunogénica de la
proteina recombinante de la adhesina fimbrial
F17 de E. coli, mediante la medicion de
citoquinas relacionadas a Thl y Th2, paso
importante en la evaluacion de un candidato
vacunal para la prevencion de diarreas en
alpacas asociadas a E. coli.

MATERIALES Y METODOS

Lugar del Estudio

El desarrollo y caracterizacion de la pro-
teina F17 se llevo a cabo en las instalaciones
de la Facultad de Microbiologia, Inmunologia
y Bioquimica de The University of
Tennessee Health Science Center,
Memphis, USA, mientras que la evaluacion
in vitro de citoquinas se realizé en el Labo-
ratorio de Biologia y Genética Molecular de
la Facultad de Medicina Veterinaria (FMV)
de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos (UNMSM), Lima, Peru. Los proto-
colos utilizados fueron aprobados por el Co-
mité de Etica y Bienestar Animal de la FMV-
UNMSM, mediante Autorizacion de Etica N.°
2017-003.

Proteina Recombinante F17 (rF17)

Los protocolos para la elaboracion y
produccion de la proteina recombinante F17
(rF17) fueron adaptados de Gomes-Solecki
et al. (2006), utilizandose el péptido senal de
OspA de Borrelia burgdorferi.
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Se utilizo la secuencia optimizada, acom-
pariada del péptido sefial del gen de la fimbria
F17 N.° de Acceso NC 012944.1 (pVir_11
F17) del banco de genes (Escherichia coli
Vir68); secuencia conformada por 1032 pa-
res de bases, el cual fue insertado en el
plasmido pET-28a (Novagen). El plasmido
posee genes de resistencia a la kanamicina y
una secuencia de residuos de histidina, para
la purificacion proteica.

Se utilizé a la E. coli competente BL21
(Biolab) para la transformacion y expresion
proteica de rF17 insertado el plasmido pET-
28a para la purificacion proteica, siguiendo
las instrucciones del fabricante.

Vector y Expresion de rF17

BL21 conteniendo pET-28?% plasmido
codificante de rF17 (BL21+F17), fue culti-
vado en el medio TBY (caldo triptona y leva-
dura) con kanamicina a una concentracion
final de 50 mg/ml, durante mas de 12ha37p
C, con agitacion a 200 rpm. Una vez que el
cultivo alcanzd 0.7-0.9 de densidad optica, se
afiadi6 0.5 mM del inductor de expresion,
isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG)
y se incubo durante 3 h con las condiciones
previas. Luego, se centrifugo el cultivo a 4000
rpm durante 8 min, se descarto el sobrenadante
y se afiadio 5 ml de glicerol al 20% por litro
de cultivo, y se almacend a -80 °C. Se utilizo
un método estandar para la caracterizacion
proteica (Gomes-Solecki et al., 2006).

Purificacion de rF17

Se estandariz6 un protocolo para la pu-
rificacion del antigeno vacunal recombinante
rF17: utilizando tres soluciones: Solucion de
Unioén: fosfato de sodio 0.1M pH 7.5. Urea 6
M; Solucion de lavado: fosfato de sodio 0.1M
pH 6.5. Urea 6 M; Solucién de elucidn:
fosfato de sodio 0.1 M pH 4.5. Urea 6 M.
Asimismo, se utiliz6 una columna de purifi-
cacion de proteinas, y con 500 ul de resina de
cobalto.
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Cuadro 1. Secuencias y caracteristicas de los cebadores utilizados para las

evaluaciones de citoquinas

Productos Temperatura
. de
Genes Secuencias pares de i }
bases (bp) alineamiento
(°O)
5 -ATTGTCTCCTTCTACTTCAA-3’
N =Y 5 AGCGGAAGAGAAGTCAGAAT -3 258 45
5'-CTACTCCCAGGTCCTCCTGA-3'
TNFo 5'-GGTAGTTGGGCATGTTGATC-3’ 251 60
L2 5'-AAACTCTCCAGGATGCTCAC-3’ 02 49
5'-GGAACTGAAGGGATCTGAAA-3'
L4 5'-CAAAGAACACAACTGAGAAG-3’ 203 46
5'-GGCTAAAGAAGATTATGAAG-3’
1L-10 5'-AAGCCTTGTCGGAGATGAC-3 246 55
5'-AGCCATGAGTGAGTTCGACA-3’
5'-GTGAAGGTCGGAGTGAACG-3’
GAPDH 5'-GAGATGATGACCCTCTTGGC-3’ 356 60

5'-CTCAAGTTGGGGGACAAAAA-3’

Finalmente se realiz6 una electroforesis
para proteinas (SDS-PAGE) para la verifi-
cacion de la expresion y la purificacion de
rF17. Ademas, se comprobo mediante
Western Blot usando anticuerpos
monoclonales contra los residuos de histidina
(ThermoFisher) de las proteinas purificadas
de la solucion de elucion.

Inmunogenicidad

Para evaluar la respuesta inmune a tra-
vés de la respuesta por citoquinas se utilizo
un método in vitro, en el cual se cuantifica el
ARN mensajero producido por los leucocitos
de sangre periférica de alpaca frente al esti-
mulo antigénico de la proteina vacunal, el cual
consta de los siguientes pasos:

Obtencion de leucocitos circulantes

Para obtener células mononucleares
sanguineas periféricas (PBMC) se obtuvo
sangre venosa de alpaca en un tubo de ensa-
yo de 15 ml conteniendo EDTA como
anticoagulante. Se utiliz6 una solucion salina
(PBS 1X con pH 7.4) que se mezcld con un
mismo volumen de sangre (proporcion 1:1).

Se utiliz6 el método de centrifugacion
en gradiente de densidad. Para ello, 03 volu-
menes del reactivo Ficoll®-Paque (Sigma,
USA) fue mezclado con 04 volumenes de
sangre con PBS. Se realizaron 2-3 lavados
de las células con PBS 1X pH 7.4. Finalmen-
te se suspendieron en medio de cultivo RPMI
1640 con L-Glutamina (Sigma, USA).
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Para determinar la concentracion celu-
lar se uniformizo cada cultivo a una concen-
tracion de células por ml (cel/ml). Se toma-
ron 5 ul del paquete celular y se mezclaron
con 5 pl azul de tripan diluido al décimo con
PBS (1:10). La concentraciéon y evaluacion
de la viabilidad celular de determin6 en una
camara de Neubauer (400X). Las células se
diluyeron en RPMI 1640 con L-glutamina,
adicionando 100 IU/ml de penicilina (Sigma,
USA) y 10% de Suero Fetal Bovino (SFB)
(Sigma, USA) inactivado por calor. Los
homogenizados se colocaron en una placa de
poliestireno para cultivo celular de 24 pocillos
unos 1200 ul de cultivo celular con una concen-
tracion final de células 1x10° células/ml.

Evaluacion de la respuesta inmune

La respuesta de los leucocitos frente al
estimulo del antigeno vacunal recombinante
rF17 se evaluo con el siguiente esquema ex-
perimental:

Pocillo 1: Control celular (leucocitos circu-
lantes).

Pocillo 2: Antigeno fimbrial —rF17 (10 ng)
Pocillo 3: BL21 (10 ng) sin antigeno fimbrial
(sin plasmido)

Pocillo 4: BL21 (10 ng) + antigeno fimbrial
rF17 (plasmido) (20 ng)

Las placas fueron incubadas a 37 °C.
La evaluacion de la expresion de ARN men-
sajero de las citoquinas de la respuesta inmu-
ne celular y humoral se realizo a las 48 y 72
horas, mediante un RT-PCR vy la
cuantificacion relativa delta delta Ct (AACY).
Para la evaluacion de citoquinas de la res-
puesta inmune Th1y Th2 de alpacas (Odbileg
et al., 2005) se utilizaron los cebadores res-
pectivos (Cuadro 1).

El RT-PCR fue realizado en un
termociclador PikoReal 96 (Thermo
Scientific), usando como fluor6foro Maxima
SYBR Green. Se utilizéo el ADNc (4 ng,
aproximadamente) sintetizado a partir del
ARNm obtenido durante la extraccion de los
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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. En la gPCR se llevo a 50 °C duran-
te 2 min (TDQG), luego una temperatura de
desnaturalizacion (TD) inicial de 95 °C du-
rante 10 min, luego 40 ciclos de
desnaturalizacion (TD) a 95 °C durante 35 s,
hibridacion (TA) a la temperatura que corres-
ponde a cada cebador durante 30 s y una
extension (TE) de 72 °C durante 35 s (40 en
caso de GAPDH). Finalmente, una evalua-
cion de la temperatura de disociacion
(TMELT), que va desde «X» - 95 °C, donde
«X» corresponde a la TA de cada gen eva-
luado.

Analisis Estadistico

Las diferencias de expresion de cada
citoquina fueron evaluadas usando los valo-
res cuantitativos de expresion de citoquinas
relativos mediante los intervalos de confian-
za en un grafico de barras utilizando el soft-
ware Graphpad Prism 7.0 (GraphPad Soft-
ware, USA).

RESULTADOS

Expresion y Purificacion Proteica

La caracterizacion de la proteina
recombinante rF17 mediante la determinacion
de la naturaleza y ubicacion de expresion del
antigeno vacunal en el vector recombinante
pET-28a, con base a la secuencia de
nucledtidos de 35 Kda en promedio, determi-
n6 a rF17 en la fase detergente, tal como se
observa en la Figura 01.

Se observd un producto aproximado de
35 Kda correspondiente a la purificacion del
antigeno vacunal, rF17, como se observa en
la Figura 2. La evaluacion de especificidad
del purificado mediante la técnica de Western
Blot muestra un producto unico (Figura 3).
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Figura 1. SDS-PAGE de la caracterizacion de la proteina recombinante rF17 usando el plasmido
pET-28a. Carril 01: Marcador de peso molecular; Carril 02: blanco; Carril 03: célula
completa; Carril 04: Citosol; Carril 05: Envoltura celular; Carril 06: Fraccion acuosa,
Carril 07: Fraccion detergente. La flecha roja indica la proteina recombinante

Evaluacion de la Inmunogenicidad

La cuantificacion relativa de la produc-
cion de ARNm de las citoquinas Interferon
gamma (IFN), Factor de Necrosis Tumoral
a, IL-2, IL-4 e IL-10, estimulada por la pro-
teina recombinante purificada rF17 en
leucocitos de sangre periférica de alpaca
(PBMC) mostraron los siguientes resultados:
la mayor expresion de interferon gamma
(IFN-y) por leucocitos de sangre periférica
de alpaca a las 48 h posterior a la exposicion
se evidencio en el grupo Vector (3.87 +0.57),
el cual mostrod niveles significativamente ma-
yores en relacion al control (2.13 £ 0.58),
mientras que a las 72 h, tanto el Vector (5.00
+ (0.90) como la combinacion Vector + rF17
(4.10 = 0.59) mostraron niveles significa-
tivamente mayores que los controles (Fi-
gura 4).

Laproduccion de TNF-yalas48y 72 h
mostraron niveles relativamente similares
comparado con el control frente a la proteina
rF17, vector y la combinacion, sin hallase di-
ferencias significativas (Figura 5).

La expresion de la interleucina 2 (IL-2)
a las 48 horas de la exposicion de las protei-
nasF17, vector y la combinacién mostraron
niveles significativamente mayores en rela-
cion al control, siendo el vector (6.54 + 1.44) el
de mayor expresion. Sin embargo, a las 72 ho-
ras, solo el vector (5.32 + 1.77) presento ni-
veles significativamente mayores (Figura 6).

En la expresion de la interleucina 4 (IL-
4) alas 48 h de la exposicion, solo los grupos
Vector (5.62 £1.12) y la combinacion Vector
+ 1F17 (4.67 £ 0.42) mostraron niveles
significativamente mayores con relacion al
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Figura2. SDS-PAGE de la purificacion de la proteina recombinante rF17. Carril 01: Marcador
de peso molecular; Carril 02: blanco; Carril 03: Filtrado; Carril 04: Lavado A; Carril 05:
Lavado B; Carril 06: Elusion 01, Carril 07: Elusion 02
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Figura 3. Western Blot usando un marcador de residuos de histidina. Carril 01: Marcador de
peso molecular; Carril 02: blanco; Carril 03: Elusion 1; Carril 04: Elusion 2; Carril 05:
Elusion 3; Carril 06: Elusion 4; Carril 07: Elusion 5. La flecha roja indica la proteina
recombinante
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Figura4. Niveles de expresion relativa de INF-y producidos por células mononucleares san-
guineas periféricas estimulados por la proteina purificada rF17 y componentes es-
tructurales del vector inactivado. Las barras representan la media + SEM
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Figura 5.Niveles de expresion relativa de TNF-a producidos por células mononucleares sangui-
neas periféricas estimulados por la proteina purificada rF17 y componentes estructu-
rales del vector inactivado. Las barras representan la media + SEM
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Figura 6. Niveles de expresion relativa de IL-2 producidos por células mononucleares sangui-
neas periféricas estimulados por la proteina purificada F17 y componentes estructura-
les del vector inactivado. Las barras representan la media + SEM
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Figura 7. Niveles de expresion relativa de IL-4 producidos por células mononucleares sangui-
neas periféricas estimulados por la proteina purificada rF17 y componentes estructu-
rales del vector inactivado. Las barras representan la media + SEM

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(2): ¢20006 9



J. Siuce et al.

IL-10

Niveles de expresién
L4
L
*
*

= Control
F17
Bl Vector
F17 + Vector

Horas

AV

Figura 8. Niveles de expresion relativa de IL-10 producidos por células mononucleares sangui-
neas periféricas estimulados por la proteina purificada rF17 y componentes estructu-
rales del vector inactivado. Las barras representan la media + SEM

control, mientras que a las 72 h solo la com-
binacion Vector + rF17 (5.12 + 0.93) expre-
saron niveles significativamente mayores (Fi-

gura 7).

La expresion de la interleucina 10 (IL-
10) evidencio a las 48 h de la exposicion que
solo los grupos Vector (2.88 +£1.23) y la com-
binacion Vector + rF17 (3.67 = 0.97) alcan-
zaron niveles significativamente mayores con
relacion al grupo control, mientras que a las
72 h no hubo diferencias significativas entre
grupos (Figura 8).

DiScUuSsION

Se llevo a cabo la expresion de la pro-
teina recombinante F17 (rF17) utilizando el
vector BL21, el cual es uno de los mas usa-
dos para la sintesis de proteinas recombinantes
(Rosano y Ceccarelli, 2014). La produccion

10

de la proteina fimbrial rF17 se obtuvo utili-
zando el vector pET-28a, obteniéndose un
producto de 35 Kda en promedio (Figura 1).
Utilizando las colas de histidina se pudo puri-
ficar la proteina (Figura 2), y para corroborar
la purificacion se realizdo un Western Blot
obteniéndose bandas tnicas de 35 Kda en
todas las eluciones (Figura 3), como resulta-
do de procedimientos estandarizados que han
sido utilizados para la expresion y purifica-
cion de otras proteinas fimbriales de E. coli,
como son las fimbrias de ETEC, CFA/ly CS4
(Curtis et al., 2016), F9 de EHEC del serotipo
O157:H7 (Mohawk et al., 2010), e inclusive
hasta la expresion de varias adhesinas fusio-
nadas, dimeros y trimeros en E. coli
uropatogénica (UPEC) (Luna-Pineda et al.,
2016).

La evaluacion de citoquinas y su pro-
duccidn frente a estimulos es una de las he-
rramientas para la evaluacion del sistema in-
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mune, siendo una de las alternativas la medi-
cion directa en suero. Sin embargo, el suero
posee gran cantidad de inhibidores (protei-
nas dianas o receptores antagonistas y
anticuerpos) (Heney y Whicher, 1995). Asi,
la evaluacion en células mononucleares de
sangre periférica (PBMC), es un método que
ofrece ventajas para la evaluacion de la
inmunocompetencia o el estado de respuesta
especifica (Friberg et al., 1994; Whiteside,
1994). Este método ha sido utilizado en la eva-
luacion de la respuesta inmune en camellos y
alpacas, tanto para la evaluacion de la respues-
ta inmune frente a inmunogenos bacterianos
o proteinas simples como para la evaluacion
de vacunas (More et al., 2013; Tambillo et
al., 2014; Watanabe et al., 2014; Sulabh et
al., 2019). En bovinos, utilizando la misma
metodologia se ha evaluado la capacidad de
resistencia y/o susceptibilidad a enfermeda-
des de algunas razas (Sulabh et al., 2019).

En el presente estudio, la expresion de
IFN-2 a las 48 h de la exposicion el grupo
Vector (3.87 £ 0.57) fue el tnico que presen-
té niveles significativamente mayores con
relacion al grupo control (2.13 £ 0.58); res-
puesta que podria estar relacionada al
lipopolisacarido (LPS) que recubre la pared
externa del vector (E. coli), el cual ha mos-
trado ser un componente que estimula la res-
puesta de esta citoquina (Tizard, 2013;
Kleiveland, 2015). Si bien, la proteina
recombinante rF17, por si sola, no mostro te-
ner la capacidad suficiente para estimular la
produccion de IFN-y, al menos, hasta las 72
h, tanto el Vector como la combinacion Vector
+ rF17, mostraron niveles mayores que los
controles. Estas respuestas podrian explicar-
se a la naturaleza de respuesta de los
linfocitos, los cuales producen una mejor res-
puesta frente a moléculas complejas (la com-
binacion proteina purificada con el LPS del
vector). Similares respuestas de incremento
de la expresion de IFN-y in vitro en alpacas
se ha reportado usando proteinas purificadas
P6 like de Pasteurella y antigenos
clostridiales (More ef al., 2013: Maximiliano
etal., 2018).
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La produccion de TNF-a.alas48y 72 h
presentaron niveles relativamente similares
al control frente a la proteina rF17, vector y
su combinacion; y aumentando a las 72 h por
encima del control, aunque sin llegar a mos-
trar diferencias significativas. Sibien, TNF-a
es una citoquina proinflamatoria, es una
citoquina producida principalmente por célu-
las de la inmunidad innata, como son los
polimorfonucleares (Tizard, 2013). Sin em-
bargo, se debe considerar que en células de
PBMC, utilizadas en este tipo de evaluacio-
nes, se han separado a los granulocitos, sien-
do la respuesta obtenida por Linfocitos T y
B, que son células que expresan otro perfil
de citoquinas (Tizard, 2013; Kleiveland, 2015).
Ademas, su expresion puede ser inhibida por
la IL-10 (Schandené et al., 1994), citoquina
que fue expresada en niveles significa-
tivamente mayores en el presente estudio.
Patrones similares fueron observados utilizan-
do la proteina P6 like (Maximiliano ef al.,
2018) y frente a antigenos clostridiales
(Tambillo et al., 2014).

La expresion de la interleucina 2 (IL-2)
a las 48 h de la exposicion de las proteinas
rF17, vector y su combinacion mostraron ni-
veles significativamente mayores con rela-
cion al control, siendo el vector (6.54 £ 1.44)
el de mayor expresion por encima de rF17
(3.42+£0.96) y la combinacion Vector +rF17
(3.71£0.94). Sin embargo, a las 72 h, solo el
vector (5.32 = 1.77) presentd niveles
significativamente mayores. Esta respuesta
podria ser explicada debido a que IL-2 es el
principal activador de Linfocitos T, los cuales
expresan el receptor de IL-2. E1 PBMC esta
compuesto hasta por 85% por linfocitos, lo
que generaria los niveles observados (Malek,
2003; Tizard, 2013; Kleiveland, 2015). Los
niveles obtenidos son comparables a los ex-
presados utilizando antigenos clostridiales y
de pasteurelas frente a la evaluacion de la
expresion in vitro (More et al., 2013;
Watanabe et al., 2014; Maximiliano et al.,
2018).
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Con relacion a la respuesta Th2, la ex-
presion de la interleucina 4 (IL-4) a las 48 h
de la exposicion, solo los grupos Vector (5.62
+ 1.12) y la combinacion Vector +1F17 (4.67
+ (0.42), mostraron niveles significativamente
mayores con relacion al control (2.82 £0.54),
mientras que a las 72 h solo la combinacion
Vector + rF17 (5.12 £ 0.93) expreso niveles
significativamente mayores. Estos niveles
fueron similares a los obtenidos por
Maximiliano et al. (2018), quienes entre las
24 y 48 h obtienen niveles de hasta ocho ve-
ces la expresion. No obstante, la proteinarF17
no mostro niveles significativamente mayo-
res, resultado similar al obtenido con el esti-
mulo de antigenos clostridiales (More et al.,
2013). IL-4 tiene como funcioén la polariza-
cion de linfocitos T virgenes hacia Th2, lo
cual estimula su expansion y activacion, siendo
producida por Linfocitos T, principalmente
(Tizard, 2013). Liu et al. (2009), utilizando un
sistema in vivo, obtuvieron niveles de 1L-4
predominantes sobre IFN-y, expresados en
bazo y placas de Peyer al inmunizar ratones
BALB/c, utilizando Lactobacillus casei ex-
presando F41 de E. coli enterotoxigénica
(ETEC).

La expresion de la interleucina 10 (IL-
10), en PBMC de alpaca, a las 48 h de la
exposicion evidencio que los grupos Vector
(2.88 £ 1.23) y la combinacion Vector +rF17
(3.67 = 0.97) mostraron niveles signifi-
cativamente mayores con relacion al control
(0.98 £0.28), mientras que a las 72 hno hubo
expresiones significativas. Esta expresion
podria explicarse debido a que esta citoquina
tiene como funciéon principal la
inmunoregulacion, y permite la inhibicion de
macrofagos y células asesinas naturales o
NK, disminuyendo la respuesta Th1, actuan-
do frente a niveles altos de IFN-y (Schandené
etal., 1994; Tizard, 2013). Se ha demostrado
tendencias similares utilizando antigenos
clostridiales (More et al., 2013; Tambillo et
al, 2014), asi como con P6-like de
Pasteurella (Maximiliano et al., 2018).
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CONCLUSIONES

El Vector con la proteina recombinante
rF17 estimulan la produccion de citoquinas
de Thl y Th2, principalmente INT-y y IL-4
en células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) de alpaca.
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