ANEXO 1

FORMATO PARA LA PRESENTACION DE PROYECTOS DE INVESTIGACION

CON EL FINANCIAMIENTO DEL FEDU

1. Titulo del proyecto

contra el virus del distemper y parvovirosis canina.

Produccidn y titulaciéon de anticuerpos en inmunosuero de llama (Lama glama)

2. Area de Investigacion

Area de investigacion Linea de Investigacion

Disciplina OCDE

Sanidad animal Inmunologia

3. Duracién del proyecto (meses)

| Doce meses

4. Tipo de proyecto

Individual X
Multidisciplinario (@)
Director de tesis pregrado @)
4. Datos de los integrantes del proyecto
Apellidos y Nombres Alberto Ccama Sullca
Escuela Profesional Medicina Veterinariay Zootecnia
Celular 935819938
Correo Electrénico accama@unap.edu.pe

|.  Titulo (El proyecto de tesis debe llevar un titulo que exprese en forma sintética su
contenido, haciendo referencia en lo posible, al resultado final que se pretende lograr.

Max. palabras 25)

contra el virus del distemper y parvovirosis canina.

Produccion y titulacion de anticuerpos en inmunosuero de llama (Lama glama)

II.  Resumen del Proyecto de Tesis (Debe ser suficientemente informativo, presentando
-igual que un trabajo cientifico- una descripcion de los principales puntos que se

abordaran, objetivos, metodologia y resultados que se esperan)

La inmunoterapia es una alternativa para el tratamiento de enfermedades virales,
gue en la mayoria de los casos conllevan a la muerte del animal al no tener un
tratamiento para la eliminacion de los virus. El distemper y la parvovirosis canina
son dos enfermedades virales muy contagiosas que afectan principalmente a los
cachorros y causan una alta mortalidad o discapacidad en los animales afectados.
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Considerando que fos camélidos y eneste caso las tlamas-(Lama glama) tienen-a
capacidad de producir las Inmunoglobulinas convencionales y los nanoanticuerpos
o inmunoglobulinas VHH, que actian contra los patdbgenos que activaron su
produccion. El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo producir y titular
anticuerpos en inmunosuero de llamas (Lama glama) contra virus del distemper y
parvovirosis canina, para lo cual se adquirira dos llamas clinicamente sanas y
negativas a inmunoglobulinas o anticuerpos contra los virus de distemper y
parvovirosis canina evaluadas mediante un test de diagnéstico. Posteriormente se
inyectara a una llama antigenos vacunales contra distemper canino y a la otra llama
antigenos vacunales contra la parvovirosis canina y después de 21 se les aplicara
un refuerzo para inducir una mejor respuesta inmune y obtener inmunoglobulinas.
Posterior a los 30 dias de aplicacién del refuerzo se tomaran muestras de sangre,
cuatro veces cada 15 dias y de ahi se obtendra el suero los que seran depositadas
en viales de 2 ml de capacidad para mantenerse en refrigeracién. Para determinar
la antigenicidad que se evaluardn mediante la prueba de ELISA indirecta para
después titular la concentracion de anticuerpos mediante la técnica de ELISA
indirecta e inmunodifusion radial, que seran elaboradas para tal fin. Ademas, se
purificaran los anticuerpos o Inmunoglobulinas mediante la técnica de precipitacion
con sulfato amdnico. La obtencion vy titulacién de Inmunoglobulinas o anticuerpos
purificados se utilizarian en la inmunoterapia del distemper y parvovirosis canina,
previa evaluacion de que no produzcan reacciones anafilacticas.

Ill. Palabras claves (Keywords) (Colocadas en orden de importancia. Max. palabras:
cinco)

‘ Anticuerpos, Inmunosuero, llama, distemper, parvovirosis canina

IV. Justificacién del proyecto (Describa el problema y su relevancia como objeto de
investigacion. Es importante una clara definicion y delimitacion del problema que
abordara la investigacion, ya que temas cuya definicién es difusa o amplisima son
dificiles de evaluar y desarrollar)

El virus del moquillo canino (VMC) es un virus ARN de cadena negativa envuelta que
pertenece al género Morbillivirus, en la familia Paramyxoviridae. EI VMC es altamente
contagioso y se transmite por aerosol, causando una infeccién sistémica y a menudo fatal
en carnivoros (Da Fontoura et al., 2016); La naturaleza de la enfermedad es variable y su
curso depende en gran medida de las complejas interacciones entre las caracteristicas
biolégicas del virus (atenuacion, tropismo y polimorfismo genético) y el sistema inmune del
hospedero (grado de madurez, refuerzo, especificidad y eficiencia) siendo este Gltimo uno
de los principales factores en determinar el curso, consecuencias y letalidad de la infeccion
(Bonami y col 2007).

La parvovirosis canina es la causa mas frecuente de enteritis virica en cachorros. El
parvovirus canino se replica activamente en células en division; epitelio intestinal, médula
Osea y tejidos linfoides entre otras. La multiplicacion del virus en el epitelio germinal de las
criptas intestinales conduce a su destruccion, perdiéndo la capacidad de absorciéon y
provocando diarrea hemorragica. Esta provoca elevadas pérdidas de proteinas, fluidos e
iones a través del tracto digestivo, originando una deshidratacion severa e incluso shock
hipovolémico. La afectacion del tejido linfoide y de las células mieloproliferativas de la
médula 6sea provocan linfopenia e incluso panleucopenia. La lesion de la mucosa conduce
a la alteracién de la barrera gastrointestinal, permitiendo el paso de bacterias y/o
endotoxinas a la circulacion sistémica, por lo que en los casos mas graves se puede producir
un Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica.

La inmunoterapia se basa en la activacion y modulacién del sistema inmune para dirigirlo
hacia la respuesta requerida para el control de los germenes que estan provocando las
patologias que queremos resolver. Entre las formas de inmunoterapia estan los
inmunosueros 0 sueros hiperinmunes, que contienen grandes cantidades de
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inmunoglobulinas especificas contra el patégeno que activd su produccion y estos
inmunosueros pueden ser homélogos, cuando se producen en animales de la misma
especie en el que se va aplicar y los inmunosueros heterdlogos que son producidos en
animales de diferentes especies; en ambos casos se tiene el riesgo de reacciones
anafilacticas cuando se aplican dos o mas veces.

Los VHH o nanoanticuerpos son la nueva generacion de anticuerpos monoclonales
recombinantes, los cuales son derivados de los camélidos. Brevemente, los camélidos
poseen un porcentaje de sus inmunoglobulinas IgG carentes de cadena liviana y también
del dominio constante CH1, estas inmunoglobulinas se denominan anticuerpos de cadena
pesada y su porcion variable, la cual reconoce al antigeno, se denomina VHH (Wesolowski
J. col 2009)

Los nanocuerpos también son llamados anticuerpos de dominio simple o anticuerpos VHH
debido a que consisten Unicamente en un dominio variable (VHH) de la cadena pesada de
un anticuerpo. Los nanocuerpos son péptidos de aproximadamente 110 aminoacidos de
longitud. Los dominios VHH poseen cuatro regiones marco (FR) y tres regiones
hipervariables (HV) o regiones determinantes de la complementariedad CDR. Los CDRs o
HV poseen una alta proporcion de variabilidad de aminoacidos en una posicién, y son las
regiones que intervienen en la unién al antigeno, ya que entran en contacto con la superficie
de éste. Las regiones marco (FR) tienen secuencias de aminoacidos mas estables que los
HV y forman la estructura del nicleo del dominio variable del anticuerpo, ya que poseen una
estructura de lamina beta que se emplea como andamio, manteniendo las regiones de HV
en posicién de contacto con el antigeno. Los anticuerpos de un solo dominio presentes en
el tiburén, poseen un CRD2 vestigial que no contribuye a la unién al antigeno (Harmsen
MM, De Haard HJ. 2007).

Considerando que para las enfermedades virales no se tienen medicamentos especificos
de tratamiento, es que la inmunoterapia es una opcion y considerando la presencia de
nanocuerpos o anticuerpos de dominio simple que producen los camélidos, en este caso el
de llamas, seria una alternativa que daria mejores resultados en el tratamiento del distemper
y la parvovirosis canina.

V. Antecedentes del proyecto (Incluya el estado actual del conocimiento en el &mbito
nacional e internacional. La revisién bibliografica debe incluir en lo posible articulos
cientificos actuales, para evidenciar el conocimiento existente y el aporte de la Tesis
propuesta. Esto es importante para el futuro articulo que resultara como producto de este
trabajo)

DISTEMPER CANINO

Distemper canino es una enfermedad viral sistémica que afecta a los perros de todo el
mundo, clinicamente se caracteriza por una elevacion de temperatura difasica, leucopenia,
catarro gastrointestinal y respiratorio; con frecuencia se presentan complicaciones
neumonicas y neurolégicas. La enfermedad ocurre en las familias Canidae, Mustelidae,
Procyonidae y algunos Viverridade (Ramsey, 2012). Es altamente contagiosa y afecta
basicamente a cachorros menores a un afio, quienes constituyen el grupo etario de mayor
susceptibilidad. Sinonimia Distemper canino, Moquillo canino, Enfermedad de Carre, Fiebre
infecciosa Canina (Apple & Summers, 2005).

Agente etiolégico

El Distemper canino es una enfermedad producida por un virus del género Morbillivirus de
la familia Paramixoviridae, es un virus resistente a temperaturas bajas, pero se inactiva con
la luz ultravioleta haciéndolo vulnerable en épocas de verano (Carnero, 2014).

Se estima que del 25 % al 75 % de los perros susceptibles al moquillo canino presentan una
infeccidn subclinica y estan transmitiendo el virus sin ningun signo clinico de enfermedad,
ademas los perros asintomaticos no son diagnosticados y actian como un reservorio del
virus, un diagnéstico preciso de la enfermedad en una etapa temprana es requerido puesto
que permite que estos animales sean aislados y se impida la propagacién del virus (Moro,
2010).
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Fransmision

La ruta mas importante de transmision es a través de aerosoles se secreciones respiratorias.
El periodo de incubacién es de 7 a 10 dias pero los signos y la eliminacion de virus comienza
aproximadamente a los 7 dias pos-infeccion (Pl) y se puede diseminar en casos extremos
durante 60 y 90 dias, aunque generalmente los periodos de eliminacién son menores y por
ser inestable fuera del huésped, el virus se deteriora rapidamente (Apple & Summers ,
2005). La transmision ocurre directamente por aerosoles o a través de excreciones oculares
y nasales, orina y heces. El indice de infecciones es mas alto que el de la enfermedad, lo
gue reflejaria un cierto grado de inmunidad natural o resistencia inducida por vacunacion
(Navarro C., 2004). Los perros que se recuperan de la infeccién del virus de moquillo canino
son inmunes de por vida, no permanecen persistentemente, la infeccion transplacentaria
puede ocurrir, hecho que quedé demostrado en cachorros criados en condiciones
gnotobidticas, hijos de madres aparentemente sanas, que desarrollaron infeccion por Virus
de Moquillo Canino sin exposicion pos natal (Apple & Summers , 2005).

Patogénia

La transmision ocurre directamente por aerosoles de secreciones respiratorias, o por medio
de secreciones oculares, orina 'y heces, el virus se elimina a los 7 dias pos infeccion y puede
diseminarse en casos extremos durante 60 y hasta 90 dias, aunque generalmente los
periodos de eliminacién son menores. La mayoria de las infecciones en perros ocurre entre
los tres y los seis meses de edad, cuando baja la inmunidad materna (Mendez, 2015).

El virus llega a las mucosas, infecta los linfocitos locales y células mononucleares CD150+
dependiendo esta etapa de la hemaglutinina viral que es una glicoproteina de la envoltura
lipidica que se encarga de reconocer y unirse al receptor linfocitario (CD150/SLAM), todo
esto nos permite tener una idea mas clara sobre el linfotropismo del VMC y de igual forma
comprender el papel fundamental que tiene sobre la virulencia y la citopatogenicidad (Pinotti,
2015).

Presentacion clinica

El distemper canino varia desde inaparentes hasta una enfermedad severa segun la cepa
viral. Se puede presentar de varias formas (respiratoria, entérica o gastrointestinal, cutanea
y nerviosa (Okita, 2005).

Muchos de los perros con afecciones clinicas satisfacen los siguientes criterios; falta de
vacunacion, falta de ingestiéon de calostro de una perra inmune, vacunacién inapropiada,
inmunosupresion y antecedentes de exposicién a perros infectados (Nelson, 2010). Varia
segun las condiciones ambientales, la edad y el estado inmunitario del animal. Los primeros
signos aparecen al mismo tiempo que el primer pico febril. Después de varios dias el animal
vuelve a la temperatura normal y luego presenta una segunda fase de fiebre. Este segundo
pico febril va acompafiado de falta de apetito, erizamiento del pelo, inflamacién y eritema de
las amigdalas e inflamacién en las conjuntivas y la mucosa nasal (Von, 2003).

Forma clinica del distemper

La infeccidon por el virus del distemper canino se presenta como una enfermedad
multisistémica potencialmente fatal que puede involucrar al SNC. Se piensa que la mayoria
de las infecciones de Moquillo canino son subclinicas o subagudas, y no requieren
tratamiento y la infeccién clinica se manifiesta de tres formas: aguda, subaguda y crénica
(Cerda, 2012).

Forma aguda

Es la forma mas comun, el periodo de incubacién (desde la infeccion hasta la aparicion de
signos clinicos) normalmente es de 7 a 14 dias. Entre los 3 a 7 dias, se presenta fiebre y
leucopenia que casi siempre pasan inadvertidas. La fiebre disminuye durante algunos dias
hasta que acontece un segundo pico térmico (39.5 °C a 41°C), que normalmente va
acompafiada de conjuntivitis, rinitis y anorexia, asi también esta presente la linfopenia
durante la infeccidén temprana. Luego siguen a continuacion los signos gastrointestinales y
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respiratorios—y que—van—aumentando—por—infecciones—bacterianas—donde—encontramos
(Lorenzana, 2008). El primer signo es una conjuntivitis, que en unos cuantos dias va seguida
de tos seca que se torna humeda y productiva, a la auscultacién de campos pulmonares se
pueden escuchar unos incrementos de ruidos respiratorios inferiores, secrecién serosa (que
cambia a mucopurulenta) nasal y ocular, depresién y anorexia, se desarrollan una
deshidratacion por pérdida de liquido y emaciacion puede ocurrir tenesmo e intususcepcion
(Lorenzana, 2013).

Diagnéstico

En el diagnéstico clinico del moquillo canino se tiene que tener en cuenta todas las
afecciones respiratorias, gastrointestinales y febriles de los cachorros comprendidos entre
los 2 a 6 meses. Se basa en los signos clinicos. Sin embargo existe una bateria de pruebas
diagnosticas que pueden realizarse para confirmar la presencia del virus (Appel y col, 1999).

Test Rapida del antigeno del virus del distemper canino cdv ag

El Kit del Test Rapido Anigen para CDV Ag es un inmunoensayos cromatografico para la
deteccion cualitativa del antigeno del virus de Moquillo en conjuntiva, orina, suero o plasma.
El Kit del Test Rapido Anigen para CDV Ag presenta las letras "T" y "C" como la linea del
test y como la linea de control en la superficie del dispositivo. Estas dos lineas no se haran
visibles en la ventana de resultados antes de aplicar las muestras. La linea de control de
usa para control procedimental y debera aparecer en todo momento si el procedimiento del
test se ha realizado correctamente y los reactivos de control del test estan funcionando bien.
En la ventana de resultado aparecera la linea del test de color purpura si existen en las
muestras suficientes antigenos del virus de Moquillo Canino (Binote, 2003).

Los anticuerpos del virus de Moquillo Canino especialmente seleccionados se usan en la
banda de test tanto como materiales de como materiales detectores. Ello permite al Kit del
Test Rapido Antigen para CDV Ag identificar el antigeno del virus de Moquillo canino en
conjuntiva, orina, suero o plasma con un alto grado de exactitud (Binote, 2003).

Tratamiento

En la actualidad no existe un medicamento antiviral especifico que tenga efecto sobre el
virus del Distemper canino. Los perros con infecciones respiratorias superiores deben
conservarse en ambientes limpios, calientes y sin corrientes, es necesario limpiar los
exudados oculonasales de la cara. La neumonia se complica con frecuencia con infecciones
bacterianas secundarias, requiriendo antibioticoterapia de amplio espectro, expectorante o
nebulizacién y golpes en el térax con la mano acopada. Las selecciones iniciales de
antibiéticos adecuados incluyen ampicilina, amoxicilina, cefapirina, enrofloxacina,
tetraciclina y cloranfenicol. Cuando existen vomitos severos se debe suspender el alimento,
agua y medicamentos orales, se recomienda el uso de kaolina y pectina que recubren la
mucosa intestinal ejerciendo un efecto emoliente y absorbente, es importante no usarse en
animales deshidratados (Camero, Losurdo, Larocca V., Marthella, & Elia, 2014).

PARVOVIROSIS CANINA

Es una enfermedad viral que segun Sharp (citado en Afasco, 2017), afecta a perros
domeésticos y callejeros, tanto de razas como mestizos, el parvovirus puede atacar a todas
las razas sin distinguirlas, sin embargo, las razas mas susceptibles son el Doberman y
Rottweiler.

Etiologia.

Murphy (Citado en Hurtado & Baez, 2012), la parvovirosis canina, es una enfermedad viral
provocada por el parvovirus canino (CPV), es un virus pequeno, de 20 nanémetros de
diametro, sin envoltura, con capside icosaédrica, posee un DNA mono catenario, pertenece
al Grupo: Il (Virus DNA mono catenario) Familia: Parvoviridae Subfamilia: Parvovirinae,
Género: Parvovirus, este virus requiere células en division rapida o en mitosis activa para
su replicacion.
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Patogeniay Patologia:

Después de la exposicidon oro nasal, el virus se replica en los tejidos linfoides de la oro
faringe y alcanza el torrente sanguineo. Del primero al quinto dia hay marcada viremia
plasmatica, donde el virus se disemina a los tejidos de rapida divisiéon celular (Morais &
Costa, 2007). Tras penetrar la célula, el virdn pierde sus cubiertas y su genoma compuesto
por DNA mono catenario, se convierte en DNA bi catenario; gracias a las DNA polimerasas
del nucleo, después de replicarse los nuevos virones son liberados por ruptura de la célula,
la patogenia del parvovirus canino viene determinada por la necesidad de células en divisién
para llevar a cabo la replicacion viral, tras la infeccion de cachorros (1 a 6 meses de vida),
el virus puede ser pan tropico, infectando una amplia gama de células de diferentes tejidos
y érganos (Greene, 2008). El virus se replica inicialmente en el tejido linfoide de la faringe y
las placas de peyer, luego se produce una viremia en los principales tejidos donde las células
se replican facilmente. Después de un periodo de incubacién que dura 4 a 6 dias, en la fase
aguda de la enfermedad se comienza con depresion, vomitos y diarreas, el sitio primario de
replicacion viral es el tejido linfoide oro faringeo en el primer dia post infeccion, nédulos
linfaticos mesentéricos de 1-2 dias post infeccidon y timo de 3-4 dias post infeccion (Ettinger
& Feldman, 2007). Sin embargo, el periodo de incubacién es dependiente de otros factores
como el grado de viremia y el indice de mitosis de la cripta intestinal (Mccandlish, 2001).
Posteriormente, el virus se disemina e infecta el epitelio germinal de las criptas del intestino
delgado causando destruccion del epitelio, asi como de leucocitos y algunas otras células
linfoides (en infecciones severas aparece neutropenia y linfopenia), es comuin observar
vellosidades acortadas, fusion de las mismas, necrosis de las criptas y células de
regeneracién o proclasticas en las criptas, acompafadas de infiltrado inflamatorio
compuesto por linfocitos y células plasméticas, en la forma entérica, la manifestacion de
signos clinicos puede ocurrir a partir del cuarto dia post infeccion, como refieren Jubb,
Palmer, & Maxie (Citados en Afiasco, 2017). La excrecion activa del PVC- 2 comienza el
tercer o cuarto dia después de la exposicion, en general antes de que se manifiesten signos
clinicos, el virus se libera ampliamente en la materia fecal por un maximo de 7 a 10 dias
(Hurtado & Baez, 2012). En la forma miocardica de la enfermedad, que en la actualidad es
rara, los cachorros afectados suelen presentar sintomas de fallo cardiaco agudo antes de
las 6 semanas de edad, algunos cachorros pueden sufrir un fallo cardiaco congestivo meses
después de la miocardica (Hoskins, 2009).

Presentacion Clinica.

Los signos clinicos pueden ir desde una infeccién asintomatica hasta enfermedad fulminante
y muerte subita. Generalmente los signos mas severos se observan en perros menores de
doce semanas o en aquellos con baja proteccion inmune (Crawford & Sellon, 2010). Estos,
inician con letargia, anorexia con o sin pirexia; lo cual progresa en 1 a 2 dias con vomitos
(productivos e improductivos) y diarreas que a menudo son hemorragicas y con moco, dolor
abdominal y deshidrataciéon (Pintos et al, 2011). Las deposiciones pueden partir de color
amarillo palido a gris, posteriormente se oscurecen o manchan con sangre, para luego
tornarse hemorragicas. La muerte puede ocurrir por sepsis asociada a bacterias Gram
negativo y/o SCID (McCaw & Hoskins, 2006). Ademas de lo anterior, la enfermedad
progresa, asociada a una pérdida de proteinas plasmaticas por intestino, a una
deshidratacion severa asociada al vomito y diarrea persistente, lo que mantenido en el
tiempo produce entre otros signos: taquicardia, hipotension, finalmente signos de shock e
hipo perfusién. La enteritis y las alteraciones en la motilidad intestinal pueden llevar a una
de las consecuencias secundarias mas comunes de esta enfermedad, como es la
intususcepcion (Crawford & Sellon, 2010). Otra presentacion de la enfermedad es la
miocardica, producto de la replicacion viral en éste tejido, que presenta un alto indice
mitético. El cuadro se desarrolla ante una exposicion viral “in Utero” o en cachorros
contagiados antes de las 8 semanas. Generalmente toda la camada se ve afectada y los
cachorros mueren subitamente o después de un corto episodio de disnea (McCaw &
Hoskins, 2006) (Crawford & Sellon, 2010).

Diagndstico.

La sola presentacion del cuadro asociado a los factores epidemiolégicos entrega un
diagnéstico presuntivo de la enfermedad (Goddard & Leisewitz, 2010). Depende de las
pruebas de laboratorio que se realizan para confirmar dicho diagnéstico, dentro de los
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éxéen.es detaboratorio-utilizados se-encuentran:-Microscopia-electrénica-directa,Prueba
de ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay), Prueba de reaccion de la polimerasa
(PCR), Inmunocromatografia, etc. (Latimer, Mahaffey, & Prasse, 2005).

Tratamiento convencional.

El tratamiento de la infeccion por CPV puede ser bastante costoso. Por lo tanto, uno de los
protocolos de tratamiento es la administracién de antisuero homodlogo de perros inmunes
(Meunier et al., 1985).

Este gira entorno a corregir un volumen circulatorio eficaz, controlar las infecciones
bacterianas secundarias y proporcionar descanso al sistema digestivo (Castro et al, 2011).
Si el animal sobrevive los primeros 3 o 4 dias de la enfermedad, la recuperacién por lo
general ocurre rapidamente. Sin embargo cuando mas joven sea el animal, mayor el
porcentaje de mortalidad (Juarez, 2011). Para la severa deshidratacion se recomienda el
uso de liquido balanceado intravenoso, como por ejemplo, una solucién de lactato de Ringer
0 una solucion de cloruro de sodio al 0,9 % con dextrosa y potasio agregados (Hoskins,
2009).

SISTEMA INMUNE

El sistema inmune puede considerarse como un sistema homeostatico fisioldgico, que
dentro de ciertos limites contribuye a la integridad del organismo con neutralizaciéon del
peligro y preservacion de lo propio. La respuesta inmune adecuadamente regulada protege
al huésped de patdgenos y otros agresores ambientales. Frecuentemente es imposible
erradicar a un organismo patégeno sin destruir células infectadas. EI mecanismo de
apoptosis minimiza el dafio a células cercanas, sin embargo la inflamacion local es parte
importante de una respuesta efectiva. Habitualmente el dafio es controlado y tolerado; sin
embargo, si la inflamacién es intensa o crénica y la respuesta inmune mal regulada, se
produce dafio tisular y disfuncién organica. Lo anterior, puede originar enfermedades
autoinmunes o por hipersensibilidad como la alergia (Alberts et al. 2002).

Inmunidad activa.

El sistema inmune trabaja activamente para montar y consolidar una respuesta contra un
agresor. Esta inmunidad se establece cuando el sistema inmune toma contacto con el
antigeno, lo cual puede darse de manera natural, a través de una infeccion, o artificial, por
medio de la administracion de vacunas (Villegas, 1999). Las vacunas de virus inactivado
proveen inmunidad suficiente frente al serotipo CPV-2. Los perros inmunizados con este tipo
de bioldgico, pueden cursar con una infeccidon subclinica dos semanas después de su
aplicacion. Estas vacunas han sido reemplazadas por vacunas atenuadas que producen
titulos de anticuerpos mas elevados (Tizard, 1998). Las vacunas de virus atenuado frente a
la ausencia de anticuerpos maternos, comienzan a generar una respuesta inmune tres dias
después de su aplicacion. Asimismo, propician una linfopenia transitoria entre cuatro y seis
dias posteriores a la vacunacion. No obstante, son vacunas seguras ya que no se ha
probado que el virus presente en ellas, se vuelva activo, por otra parte, un cachorro que se
recupera de la enteritis por PVC-2 es inmune a la reinfeccion por al menos 20 meses v,
posiblemente de por vida. Al exponerse nuevamente el animal sobreviviente al CPV-2, no
mostrara incremento en los titulos seroldgicos ni manifestara signologia clinica alguna
relacionada con el proceso infeccioso (Tizard, 1998). En general, al establecer un protocolo
de inmunizacién experimental se debe tomar en consideracion un conjunto de factores que
afectan el tipo y la magnitud de la respuesta humoral del animal inmunizado. Estos factores
son los siguientes: la especie del animal utilizado, la constitucion genética del animal, el tipo,
la dosis y la ruta de administracion del inmunégeno, el numero de inmunizaciones
(refuerzos) y el uso de adyuvantes (Abbas, 2012)

Inmunidad pasiva
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Es-ta-transferencia-a-un-individuo-deta-inmunidad-que-se-desarrolié6-en-otro--Se-transfiere
de manera natural, cuando los anticuerpos pasan de la madre a la cria a través de la
placenta y el calostro, o anticuerpos, células y otros factores por la leche materna. Se
transfiere de manera artificial mediante el paso de células a través de una transfusion
sanguinea o de anticuerpos preformados contenidos en los llamados “antisueros” o
“antitoxinas”. Debido a que el individuo no formé esos anticuerpos a través de su propio
sistema inmune, Unicamente lo protegeran durante el tiempo en que, de acuerdo a su vida
media, estas proteinas desaparezcan al ser metabolizadas (Collado et al. 2008).

TRATAMIENTO ALTERNATIVO
Suero policlonal.

La produccion de anticuerpos es la culminacion de una serie de interacciones entre los
macrofagos, linfocitos T y linfocitos B, los cuales reaccionan frente a la presencia de un
antigeno extrafio. El producto final de esta respuesta es la produccion de gran cantidad de
anticuerpos que se unen especificamente al antigeno, retirandolo inmediatamente de la
circulacion del animal. Un antisuero policlonal (Anticuerpo policlonal) es el suero producido
de manera convencional por un animal inmunizado usualmente conejo, oveja o cabra. Se
denominaron asi porque contienen una mezcla compleja de anticuerpos dirigidos frente a
una gama de determinantes antigénicos localizados sobre un determinado antigeno. La
mayor ventaja del suero policlonal radica en su capacidad de formar gran cantidad de
inmunocomplejos insolubles con el antigeno. Este tipo de antisueros es excelente cuando
se estudia el antigeno como un todo, asi como proporcionan una amplia barrera de
proteccién del organismo al formarse una gran variedad de anticuerpos. Sin embargo, como
el antisuero contiene especificidades no deseadas, resulta pobre cuando se estudian
determinantes antigénicos especificos. Por todo esto, el antisuero animal tiene ciertas
limitaciones para su aplicacion en inmunoensayos. La principal limitacion radica en su
escasa especificidad (incluso cuando reaccionan con antigenos pequenos) y su variabilidad
entre animales y lotes (Suter, 1992). Los sueros hiperinmune contienen anticuerpos que son
productos naturales con toxicidad minima, siempre que no tengan reactividad con el tejido
del huésped (Tizard y Ni 1998). Otros tratamientos alternativos son las Trasfusiones de
plasma sanguineo canino, que pueden incluir anticuerpos contra parvovirus canino, que
ayudan a expandir el volumen sanguineo en el paciente, este plasma es obtenido en perros
donantes o bancos de sangre (Schaer, 2006). Dichos tratamientos lo han iniciado con la
purificacion de la Ig G de perros recién recuperados de la infeccion por parvovirus. En
ensayos clinicos, y tras la administracion de esta IgG junto con el tratamiento tradicional
(paliativo) se comprobd que los pacientes se recuperaban con mayor rapidez que aquellos
que recibieron unicamente el tratamiento convencional. Ninguno de los individuos tratados
con IgG necesito alimentacion parenteral ni transfusion sanguinea. Este tratamiento redujo
la mortalidad de un 16 a un 10%, el tiempo necesitado para que el perro recuperara el apetito
y su estado normal. Todo esto llevo a la reduccion de los gastos debidos a hospitalizacion,
tratamiento, cuidados, etc. (Jimenez, 2001).

El uso de Sueros Hiperinmunes es una idea que puede cambiar la historia de la medicina
veterinaria. ACTINMUN es suero sanguineo con niveles adecuados de anticuerpos IgG
contra Parvovirus que neutralizan a estos virus promoviendo su fagocitosis de manera que
el animal puede recuperarse mas rapido que cuando solo se administra tratamiento
sintomatico. La aplicacién del Suero Hiperinmune policlonal junto con el tratamiento
sintomatico implementado por el Médico Veterinario se convierte en una forma diferente y
especial de hacer clinica veterinaria porque es especifico, compatible y complementario al
tratamiento sintomatico que el Médico veterinario aplica a los enfermos (Lopez, 2014).

El uso de sueros hiperinmunes para transferir globulinas especificas en el tratamiento de
algunas enfermedades infecciosas aun contintia en debate debido a los riesgos de shock
anafilactico, principalmente en el caso de sueros heterélogos. La transferencia especifica e
inmediata de inmunidad humoral al animal no es muy duradera debido al catabolismo de los
33 anticuerpos. Se ha utilizado para el tratamiento de infecciones por Parvovirus y VMC en
canes (lzquierdo, 1999).

Condori (2017) realizé un estudio aplicando Actinmun, un suero hiperinmune homaélogo que
contiene IgG especificas, en cachorros infectados por VMC durante tres dias consecutivos.
Sus resultados arrojaron que los canes tratados mostraron una recuperacion mas rapida




que con—el-tratamiento—convencional—probablemente—por—ta—accién—de—las—1gG—en—la
neutralizacion viral y estimulaciéon de la fagocitosis.

Otro estudio realizado en Trujillo evaluo el efecto de la aplicacion de suero hiperinmune
Soroglobulin durante los dias 10, 11, 12 y 13 post infeccién a una dosis de 2ml/kg en
cachorros infectados experimentalmente. Se evalu6 los cambios hematoldgicos en los
canes tratados observando una anemia leve a moderada, el recuento plaquetario estuvo
dentro de los valores de referencia a diferencia del grupo control. Dentro de los valores
encontrados en la serie blanca se observa una linfopenia leve en el grupo tratado y severa
en el grupo control (San Martin, 2018).

VI. Hipdtesis del trabajo (Es el aporte proyectado de la investigacion en la solucion del
problema)

El inmunosuero producido en llamas, tendra titulos altos de anticuerpos contra el virus del
distemper y parvovirosis canina

VII. Objetivo general

Producir y titular anticuerpos en inmunosuero de llama (Lama glama) contra el virus de
distemper y parvovirosis canina.

VIII. Objetivos especificos

- Producir anticuerpos en llama (Lama glama) contra el virus del distemper y
parvovirosis canina.

- Evaluar la antigenicidad de los anticuerpos producidos en inmunosuero de
llama (Lama glama) contra el virus del distemper y parvovirosis canina.

- Titular los anticuerpos producidos en inmunosuero de llama (Lama glama)
contra el virus del distemper y parvovirosis canina.

- Purificar los anticuerpos producidos en inmunosuero de llama (Lama glama)
contra el virus del distemper y parvovirosis canina.

IX. Metodologia de investigacion (Describir el(los) método(s) cientifico(s) que se
empleara(n) para alcanzar los objetivos especificos, en forma coherente a la hipotesis
de la investigacion. Sustentar, con base bibliografica, la pertinencia del(los) método(s)
en términos de la representatividad de la muestra y de los resultados que se esperan
alcanzar. Incluir los andlisis estadisticos a utilizar)

- 1.- Produccion de anticuerpos en inmunosuero de llama (Lama glama) contra
el virus del distemper y parvovirosis canina.

- Se adquiriran dos llamas machos de 3 a 4 afios de edad, clinicamente sanos
a los que se les aplicard un test para confirmar que no tengan anticuerpos
contra distemper y parvovirosis canina.

- Se les aplicara antigenos vacunales 1ml a cada llama y después de 21 dias
se aplicara un refuerzo, para después de 30 dias se tome muestras de sangre
cada 15 dias por 4 veces, de los cuales se obtendra el suero que sera
depositados en viales de 2 ml para ser almacenados en refrigeracion.

- 2.- Evaluacion de la antigenicidad de los anticuerpos producidos en
inmunosuero de llama (Lama glama) contra el virus del distemper y
parvovirosis canina.

- En las muestras de suero almacenados en refrigeracién, seran evaluadas la
antigenicidad de los anticuerpos, para lo cual se prepararan: una prueba de
ELISA indirecta y una prueba de inmunodifusién simple con tal fin.

- 3.-Titulacién de los anticuerpos producidos en inmunosuero de llama (Lama
glama) contra el virus del distemper y parvovirosis canina.

®




——Para ta titulacion de anticuerpos producidosen-inmunosuero—de-tlama;se
preparan placas para inmunodifusion radial y ELISA indirecta, utilizando
antigenos vacunales del virus de distemper y parvovirosis canina

- 4.- Purificacién de los anticuerpos producidos en inmunosuero de llama
(Lama glama) contra el virus del distemper y parvovirosis canina.

- Mediante la técnica de sulfato amoédnico se purificara los anticuerpos
producidos en inmunosuero de llama (Lama glama) contra el virus del
distemper y parvovirosis canina.
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XI. Uso de los resultados y contribuciones del proyecto (Sefialar el posible uso de los
resultados y la contribucién de los mismos)

Los anticuerpos producidos en inmunosuero de llama (Lama glama) contra el virus del
distemper canino y parvovirosis canina, seran utilizado en su tratamiento.

XIl. Impactos esperados

i. Impactos en Ciencia y Tecnologia

La produccion de inmunosueros es una alternativa de inmunoterapia de
enfermedades virales.
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ii.—Impactos econémicos

\ Los costos de tratamiento de enfermedades virales seran menores y efectivos.

iii. Impactos sociales

El tratamiento del distemper y parvovirosis canina con inmunosueros evitaran la
muerte de mascotas que influyen en el estado animico de los miembros de la familia.

iv. Impactos ambientales

La inmunoterapia no generard contaminacion ambiental con residuos de
medicamentos

XIll. Recursos necesarios (Infraestructura, equipos y principales tecnologias en uso
relacionadas con la tematica del proyecto, sefiale medios y recursos para realizar el

proyecto)

animal.

inmunodifusi

Microbiologia Veterinaria:

on radial.

Autoclave,

Microscopio,

- Infraestructura: se utilizaran los ambientes del Centro de Investigacién Carolina para la
crianza de las llamas y para los trabajos de laboratorio se utilizaran los ambientes del
Laboratorio de Microbiologia Veterinaria de la Universidad Nacional del Altiplano.

- Equipos: Los equipos a utilizar seran los que se encuentran en el Laboratorio de

Incubadora, Refrigeradora,

congeladora, camara de seguridad, bafio Maria, lector de ELISA, equipos de manejo

- Materiales de vidrio: Placas petry, tubos de ensayo, Vasos de precipitacion, Erlen
meyer, laminas porta y cubre objetos y placas de micropozos,
- Reactivos: Agar agar, reactivos para elaborar test de ELISA indirecta, reactivos para

XIV. Localizacion del proyecto (indicar donde se llevara a cabo el proyecto)

de Greenwich.

El trabajo de investigacion se realizara en el distrito, provincia y regién de Puno. La ciudad
de Puno, capital de distrito, provincia y del departamento de Puno, esta ubicado a orillas del
Lago Titicaca a 3827 m.s.n.m., lago navegable mas alto del Mundo. Se encuentra en la
region de la sierra a los 15° 50' 26" de latitud sur, 70° 01' 28" de longitud Oeste del meridiano

XV. Cronograma

de actividades

Actividad

Trimestres 2021

4

Adquisicion y evaluacion clinica de llamas

Aplicacién de antigenos vacunales a llamas

Obtencién de inmunosueros con anticuerpos

XX [ X |=

Preparacion de test ELISA e inmunodifucion radial

Determinacion de antigenicidad y titulacion de Ac.

Titulacién y purificacion de anticuerpos

Analisis de datos y elaboracién del informe final

XVI. Presupuesto

Descripcion

Unidad de medida

Costo
(S1.)

Unitario

Cantidad

Costo total (S/.)
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Llamas

Unidades 350.00 2 700.00
Reactivos Kits 200.00 10 2000.00
Material de vidrio | Kits 120.00 10 1200.00
Material de lab. Kits 60.00 10 600.00
Capacitacion 1000.00 1 1000.00
Imprevistos 500.00
Total 6000.00




