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DISTEMPER CANINO

PINOTTI, M."; GOLLAN, A."; DELGADO, A2; PASSEGGI, C.";
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RESUMEN

El Distemper canino (DC) es causado por un Morbillivirus perteneciente a la familia Paramyxo-
viridae estrechamente relacionado al virus Sarampion, y es considerada la enfermedad viral mas
importante de los perros. Los hospedadores naturales son predominantemente familias del orden
Carnivora. Es un virus envuelto con RNA de cadena de polaridad negativa. Se considera un solo
serotipo con cepas que varian en su tropismo y virulencia, aunque estudios de secuencia de genes de
la hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y de la proteina de fusion (F) sugieren diferencias en genotipos
a ser tenidas en cuenta para la elaboracion futura de inmundgenos. Produce una infeccion sistémica
severa en diferentes tipos de células incluyendo epiteliales, mesenquimatosas, neuroendocrinas y
hematopoyéticas en varios 6rganos y tejidos, lo que podria conducir a persistencia viral en el siste-
ma nervioso central (SNC) y en tejidos linfoides. Los anticuerpos séricos son protectores contra la
diseminacion viral y su nivel al momento de la infeccion es critico para su evolucion. Las principales
manifestaciones clinicas incluyen signos respiratorios, gastroentéricos, cutaneos, inmunosupresion y
leucoencefalitis desmielinizante (LD). La falla en la funcién inmune est4 asociada con la deplecion
de organos linfoides y viremia asociada a pérdida de linfocitos, especialmente células T CD4+ de-
bido a apoptosis en la fase temprana. La fase temprana de la LD es una secuela de un dafio mediado
por virus e infiltracion de células T citotoxicas CD8+ con liberacion de citocinas pro inflamatorias
y pérdida de respuesta de citocinas inmunomoduladoras, lo que contribuye a un aumento de placas
de desmielinizacion mediado inmunolégicamente, en la fase cronica. Ademas, parece jugar un rol
central un balance alterado entre las metaloproteinasas de matriz y sus inhibidores.

SUMMARY

Canine Distemper

The canine Distemper disease caused by a Morbillivirus closely related to Measles virus in hu-
mans, is the most important viral disease in dogs. The natural hosts are mainly families related to the
Carnivorous order. It’s a RNA (ribonuneic acid) virus, enveloped and a negative chain.

It’s recognized or considered a single serotype with strains which vary in its tropism and viru-
lence, although studies about the sequences of the gens of H,N y F suggest differences in genotypes
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to bear in mind for the future manufacturing of immunogens. The virus produces a severe systemic
infection in different types of cells including the ephitelial ones, mesechimathic, neuroendocrins and
haemathopoyetics in several organs and tissues, which can lead to a viral persistence in the nervous
central system (CNS) and in the linphoid tissues. The seric antibodies are protective against the viral
spreading and its level at the time of the infection is critical for its evolution.

The main clinical manifestations include respiratory, gastroenteric, cutaneous, immunosupression
and demyelinating leucoencephalitis (DL) signs. The fault in the immune function is associated with
depletion of the liymphoid organs and viremia associated to the lymphocytes lost specially TCD
4 + cells due to the apoptosis in the early phase. The early phase of the DL is a consequence of a
damage produced by virus and cytotoxic T cells CD 8 + infiltration with liberation of inflamatory
citokines and lost of the immunomodulating citokines response, which contribute to an increase
of demielynization plates in the chronical phase, immunologically mediated. Moreover, an altered
balance between the metaloproteinsases of matrix and its inhibitors, seems to play a central and

crucial role.

INTRODUCCION

El Distemper canino (DC) es una enfer-
medad infecciosa de distribucion mundial,
causada por un Morbillivirus de la familia
Paramyxoviridae. Fue descripta por Edward
Jenner en 1809 y su etiologia viral la demos-
tr6é Carré en 1906. El espectro de hospeda-
dores naturales comprende miembros de las
familias Canidae, Felidae, Procyonidae y
Moustelidae, afectando a un rango importante
de organos incluyendo tejidos linfoides, piel,
tracto intestinal, respiratorio y encéfalo. Sus
manifestaciones patologicas mas severas son
la inmunosupresion y la leucoencefalitis des-
mielinizante (LD) (Krakowka et al., 1985).
Epidemias recientes de DC han sido obser-
vadas en Francia, Alemania, USA, Japén y
Finlandia demostrando la importancia de la
vacunacion regular como una herramienta
protectora altamente eficiente (Beincke
et al., 2009). Ademas, brotes ocasionales
de enfermedad pueden ser observados en
cohortes vacunadas, posiblemente debido
a la introduccién o circulacion de cepas
genéticamente diferentes (Mori et al., 1994;
Scagliarini et al., 2003; Gallo Calderon et
al., 2007).

CARACTERISTICAS
DEL AGENTE

El virus del Distemper Canino (VDC)
pertenece a la Familia Paramyxoviridae,
género Morbillivirus que también compren-
de los virus Sarampion, de la Peste de los
rumiantes (Rinderpest), Morbillivirus de
delfines y marsopas y virus de Distemper de
focas (Pringue, 1999; Lamb & Kolakoskky,
2001).

Es un virus envuelto, que contiene: la
nucleocapside de simetria helicoidal que
consiste en una cadena unica de RNA de
sentido negativo y 15882 nucledtidos y
proteinas asociadas: nucleoproteina (N),
fosfoproteina (P) y proteina polimerasa
mayor (L). Ademas conforman la particu-
la viral la proteina de membrana (M), la
hema-glutinina/neuraminidasa (HN) y la
proteina de fusion (F). (Orvell, 1980; Diallo,
1990). La envoltura lipidica contiene las dos
glicopro-teinas de superficie F y HN, las
cuales median la entrada y salida viral de
la célula hospedadora. El core contiene las
proteinas N, Py L que inician la replicacion
intracelular. La proteina viral M conecta las
glicoproteinas de superficie y la nucleocap-
side durante la maduracién viral (Lamb &
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Kolakofsky, 2001).

Lareplicacion tiene lugar en el citoplasma
a las 14 a 24 horas pos infeccion. Comienza
con la adhesion de la proteina HN del virus
a receptores celulares tales como sialoglico-
proteinas o glicolipidos. La proteina F inter-
viene en la fusion de la envoltura viral con la
membrana plasmatica a un pH fisiolégico. El
genoma ARN de cadena simple y polaridad
negativa debe transcribirse a un interme-
diario autorreplicativo antes de generar los
ARNmMm. Para que esto ocurra son necesarias
las nucleocapsides libres e intactas con sus
tres proteinas asociadas (N, P y L). Una
vez que la nucleocapside es liberada en el
citoplasma, la polimerasa ARN dependiente
inicia la transcripcion desde el extremo 3°
hacia el final del genoma, sintetizandose
una cadena de polaridad positiva. A partir de
ella se generan los ARNm correspondientes
a cada gen. Los genes en el ARN viral se
hallan separados mediante secuencias cortas
intergénicas de residuos uracilicos, y son
capaces de generar una cola larga de poli A
en cada ARNm por un proceso reiterativo de
copiado, interrupcion y reinicio de la trans-
cripcion. Cada ARNm se cliva y las enzimas
contintian transcribiendo el siguiente gen.

El ensamble y maduracion de los viriones
involucra la incorporacién de glicoproteinas
virales en la membrana plasmatica de la célu-
la hospedadora, la asociacion de la proteina
M y de otra proteina no glicosilada con la
membrana celular modificada y el alinea-
miento de la nucleocapside con la proteina
M. La liberacion es por gemacion de los vi-
riones maduros que se cubren de una envol-
tura que contiene lipidos de origen celular y
glicopro-teinas virales. El ARN neoformado
se asocia a proteinas de la nucleocapside, que
se producen en exceso y se acumulan en el
citoplasma, dando lugar a la formacion de
cuerpos de inclusion caracteristicos (Lamb

& Kolakofsky, 2001).

Se inactiva rapidamente a 37°C, en pocas
horas a temperatura ambiente y es muy sen-
sible a desinfectantes comunes.

Mundialmente se reconoce un solo
sero-tipo. No obstante, cocirculan varios
genoti-pos de distinta virulencia y tropismo
celular. Algunas cepas estan asociadas con
Polioen-cefalitis (PE), ¢j.: cepa Snyder Hill,
mientras otras inducen LD, ¢j.: cepas R252
y A75-17 (Krakowka & Koestner, 1977;
Orlando et al., 2008). Aunque los analisis de
secuencia de aislamientos de campo revelan
varios clusters de cepas de VDC, en brotes
recientes se ha observado una considerable
estabilidad genética (Haas et al., 1997;
Frisk et al., 1999). Estudios posteriores de
analisis de secuencia completa de genes de
HN y F y parcial de P realizados en Estados
Unidos, sugirieron en dos cepas una relacion
evolutiva similar a la del Distemper de fo-
cas. Ubicadas en el arbol de cepas de VDC
se demostré diferencia genética con cepas
vacunales y las previamente reportadas en
Norte América (Pardo et al., 2005). La cepa
007Lm, aislada en Japon de un canino va-
cunado enfermo, ha sido comunicada dentro
de un cluster lejano de las cepas vacunales
en los arboles filogenéticos de genes de HN
y P (Lan et al., 2005). Por otra parte, otro
estudio de caracterizacion genética con ana-
lisis filogenético de secuencias parciales de
aminoacidos de HN realizado en Argentina,
mostré un cluster estrecho para las cepas
locales, claramente distinto del de las cepas
vacunales de otro origen. Una de las cepas
locales, Arg 23 muestra diferencias que su-
gieren que dos diferentes genotipos patogé-
nicos de VDC circulan corrientemente en el
pais, uno de ellos claramente predominante
(Gallo Calderon, et al., 2007).
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HOSPEDADORES

El rango natural de hospedadores com-
prende familias del orden Carnivora como
Canidae (perros, dingos, zorros), Procyo-
nidae (mapaches, panda menor), Mustelidae
(hurones, visones, tejones), Mephitidae,
Hyaenidae, Ailuridae, Viverridae y Felidae.
En los ultimos afios han sido observadas
enfermedades distemper-like en grandes
félidos en el Parque Nacional Serengeti en
Tanzania (Roelke-Parker et al., 1996) y en
zoologicos de Norteamérica (Appel et al.,
1994), pecaries de collar (Tayassu tajacu)
en Arizona (Appel et al., 1991) y en prima-
tes no humanos (Macaca fuscata) en Japon
(Yoshikawa et al., 1989). Las focas, ademas
de tener un virus de distemper especifico,
pueden llegar a infectase con el virus del
DC (McCullough et al., 1991). El hurén es
utilizado ampliamente como modelo para
estudios de virulencia e inmunosupresion
(Messling et al., 2003).

En laboratorio, el virus replica en cultivos
primarios o en lineas celulares estableci-
das, entre las que destacan de rifién canino
(MDCK) vy, en segundo lugar células de
mono (VERO). En ellas produce formacion
de sincicios, vacuolizacion, lisis celular y
formacion de inclusiones aciddfilas intracito-
plasmaticas e intranucleares. Este virus no es
cultivado con facilidad y requiere una adap-
tacion por pasajes y la adicion de tripsina al
medio para clivar la proteina F (Reutemann
et al., 2000).

INFECCION Y
DISEMINACION VIRAL

El virus es liberado en gran escala por
via oro-nasal, aunque cualquier descarga y
secrecion puede contenerlo. La infeccidn se
produce primariamente por contacto directo,

inhalacion de virus transportado por el aire o
por gotitas (Krakowka et al., 1980), seguido
por replicacion en tejidos linfoides del tracto
respiratorio. Los macréfagos y monocitos
localizados en tonsilas y epitelio respiratorio
representan el primer tipo de célula en repli-
cary propagar virus (Appel, 1970). Siguien-
do a este punto local de replicacién ocurre
la diseminacion via sanguinea y linfatica a
tejidos hematopoyéticos distantes durante
la primer fase de viremia que conduce a una
infeccion generalizada de todos los tejidos
linfoides incluyendo bazo, timo, nédulos
linfaticos, médula 6sea, tejidos linfoide aso-
ciados a mucosa (MALT) y macréfagos en
la lamina propia del tracto gastrointestinal,
asi como células de Kupffer (Appel, 1970).
La viremia ocurre por diseminacién viral
libre de células, asi como por leucocitos y
trombocitos asociados a virus. La segunda
viremia tiene lugar varios dias mas tarde y
conduce a la infeccion de células de tejidos
parenquimatosos de todo el organismo
(Appel, 1969; Okita et al., 1997). Asi, el
VDC puede ser hallado en células de los
tractos respiratorio, gastrointestinal y uri-
nario, sistema endocrino, tejidos linfoides,
sistema nervioso central (SNC) y vasos,
incluyendo queratinocitos, fibroblastos,
trombocitos y diferentes células linfoides asi
como bronquiales, endoteliales, epiteliales y
neuroectodermo (Baumgértner et al., 1989;
Grone et al., 2004; Koutinas et al., 2004). E1
VDC atraviesa sin dificultad la placenta en
hembras prefiadas carentes de anticuerpos,
y el periodo neonatal constituye el momento
de mas alta susceptibilidad al virus. Puede
ocasionar abortos debidos a severos efectos
sistémicos de la infeccion de la madre, sin
demostracion de virus en placenta o feto,
o invadir este ultimo con alta probabilidad
de encefalitis fatal o muerte temprana en el
periodo neonatal por infeccion secundaria
asociada a inmunosupresion (Krakowka et
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al., 1977).

La neuroinvasion del VDC ocurre pre-
dominantemente por via hematdgena
(Krakowka, 1989). La viremia asociada a
leucocitos se cree que representa la mayor
fuente de infectividad hematégena. El
antigeno viral es detectado primero en los
endotelios capilares y de vénulas del SNC a
los 5-6 dias pos inoculacion y/o en linfocitos
perivasculares a los 8 dias (Summers et al.,
1979). Puede ser observada a los 10 dias pos
inoculacion una infeccion productiva del
epitelio del plexo coroideo, con liberacion de
virus progenie en el liquido cefalorraquideo
(LCR), seguida por infeccion ependimal y
diseminacion del virus a la sustancia blanca
subependimal (Vandevelde et al., 1985).
Los estudios para seguir la ruta del VDC
dentro del cerebro mostraron infeccion de la
sustancia blanca ependimal y subependimal,
lo que indica difusion en el SNC via LCR
(Vandevelde ef al., 1985). Ademas, hay di-
seminacion directa desde células meningeas
de la piamadre. (Baumgirtner et al., 1989).
Cuando el virus es eliminado de la sangre
periférica y de algunos drganos puede, en
algunos casos, persistir en ciertos tejidos
incluyendo uvea, SNC, 6rganos linfoides
y almohadillas (Appel, 1970; Zurbriggen
et al., 1995; Greene & Appel, 1998; Grone
et al.,2004).

PATOGENESIS

Inmunosupresion:

Al igual que otros Morbillivirus tales
como los virus del Sarampion y Rinderpest,
el VDC es un agente infeccioso linfotropico
y altamente inmunosupresor. La infeccion
establecida, causa una larga y profunda
inhibicion de las funciones inmunes celular
y humoral caracterizadas por inmunosupre-
sion, pérdida de linfocitos y leucopenia, lo

que transforma al enfermo en altamente
susceptible a infecciones oportunistas (Kra-
kowka et al., 1975). Las células T son mas
afectadas que las células B y los linfocitos
CD4+ son rapidamente deplecionados por
varias semanas, mientras que las células
CD8+ son afectadas menos severamente y
se recobran relativamente rapido (Vande-
velde, 2004). Durante la fase aguda de DC,
la linfopenia se caracteriza por una deplecion
transitoria de células T helper CD4+, células
T citotoxicas y células B CD21+ en la sangre
periférica. El reducido numero de células
inmune circulantes puede considerarse una
secuela de un dafio celular en la produccion
de 6rganos linfoides primarios y secundarios,
asi como apoptosis de leucocitos de sangre
periférica. La muerte celular programada
puede ser detectada en un considerable nu-
mero de linfocitos no infectados, indicando
la existencia adicional de mecanismos de
apoptosis independientes del virus. Por
consiguiente, deben ser considerados otros
mecanismos ademas de la accion directa del
virus para inducir apoptosis, tales como una
sobreactivacion del sistema inmune innato
(Moro et al.,2003). Se han realizado estudios
apuntando al tropismo del VDC por los linfo-
citos (Appel et al., 1982). Investigaciones in
Vitro demostraron que el linfotro-pismo del
VDC se basa presumiblemente en la union
de CD150 (molécula de sefial de activacion
de linfocitos — SLAM -) con la proteina viral
HN, seguido por la entrada del agente a la
célula. SLAM es constitutiva-mente expre-
sada en una variedad de 6rganos en caninos
sanos. Sin embargo, en la infecciéon por
VDC, SLAM es marcadamente acentuada
en células linfoides, indicando una posible
estrategia para incrementar la diseminacion
del virus en el hospedador (Wenzlow et al.,
2007). La presentacion del antigeno también
es afectada, dado que SLAM es expresada
en células dendriticas maduras y monocitos
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activados (Tatsuo & Yanagi, 2002). CD9,
una proteina de transmembrana, es asociada
con induccion por VDC de fusiones célula-
célula y formacion de sincicios celulares,
pero no se observan fusiones virus-célula.
Sin embargo, desde que la unién no directa
de esta proteina de transmembrana con el
virus ha sido demostrada, CD9 es consi-
derado un cofactor para la infeccion viral,
posiblemente como una parte del receptor
complejo para VDC o debido a senales in-
tracelulares, que incre-mentan la expresion
o actividad de un receptor molecular (Loffler
etal., 1997).

Distemper nervioso:

La aparicién de lesiones en el SNC
depende de la cepa del virus, la edad y el
status inmune del animal afectado y puede
ser clasificada en diferentes subtipos. En
general, puede distinguirse una polio y una
leucoencefalitis, caracterizadas por diferen-
tes patrones de distribucion de las lesiones y
patogénesis. La LD es la secuela mas comin
y es un proceso bifasico (Baumgértner &
Alldinger, 2005). El inicio se debe a una
accion directa del virus, donde hay una ex-
presion intralesional prominente de proteinas
virales y mRNA. Las lesiones tempranas
son acompaiiadas por la presencia de pocos
linfocitos CD8+ y escasas cé¢lulas CD4+ y
una expresion incrementada de moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad
de tipo I (CMH II). En esta fase, hay induc-
cion de la produccion de factor de necrosis
tumoral alfa (TNF a), CD44, un receptor de
hialunorato y las metaloproteinas de matriz
(MMPs), asi como sus inhibidores (TIMPs).
Como segunda fase, el progreso de las placas
parece ser un proceso inmunopatoldgico.
La fuerte reduccion o ausencia de proteinas
virales y expresion de mRNA es asociada a
una respuesta inmune vigorosa. Los linfoci-
tos CD8+ dominan en las lesiones, mientras

los linfocitos CD4+ y células B se hallan
principalmente perivascularmente. Simulta-
neamente hay una fuerte expresion de molé-
culas del CMH Il y de las citocinas proinfla-
matorias IL-6, IL-8, IL- 12 y TNF- a. Las
citocinas antiinflamatorias IL-10 y el factor
transfomante del crecimiento beta (GTF B)
no son influenciados por la infeccion. CD44,
TIMPs y MMPs estan fuertemente disminui-
dos. En suma, en la LD inducida por CDV,
la génesis de la placa es un proceso bifasico
con varios factores asociados con el inicio
de la lesion o su progresion (Beineke et al.,
2009). Estudios detallados de diseminacion
de virus dentro del SNC indican que puede
ser observada una fase poco comun y breve
de enfermedad en la materia gris previo al
desarrollo de LD (Summers et al., 1984).
Basado en esta observacion, ha sido pro-
puesto que alguna infeccion de VDC puede
pasar a través de una secuencia de entrada
en el SNC afectando la materia gris y mas
tarde la materia blanca. Esto es soportado
por hallazgos de lesiones subpiales en el
cerebelo y la presencia de células positivas
al antigeno VDC en la piamadre y la mate-
ria gris subyacente en la fase temprana de
la infeccion. El punto final es mayormente
determinado por la cepa del virus (Summers
etal., 1984).

La persistencia viral parece ser un impor-
tante factor para la induccion de mecanismos
inmunes mediados en la fase cronica de la
LD (Gaedke et al., 1999). Al respecto, los
factores que favorecen la persistencia in-
cluyen una infeccion no citolitica y escasa
liberacion de progenie viral, limitando la
exposicion del antigeno a las células de in-
munidad local (Zurbriggen ef al., 1995).

En el SNC, pueden ser infectados astro-
citos, microglia, oligodendrocitos, neuronas,
células ependimales y células del plexo
coroideo. Los astrocitos son la principal
poblacion celular infectada en placas tem-
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pranas (Orlando et al., 2008). Las células de
la microglia son los principales elementos
efectores con que el cerebro responde a
eventos patoldgicos. Su posible rol en la
desmielinizacion inicial no inflamatoria
en la infeccion por VDC es abonada por
la clara asociacion entre su activacion y la
desmielinizacion. Esto sugiere fuertemente
que la microglia contribuye a la desmieli-
niazacion aguda en el distemper (Stein et
al., 2004). La expresion de antigeno VDC
y mRNA en neuronas, lo cual puede ocurrir
en algun tipo de distemper nervioso durante
la fase temprana, y mas prominentemente
en la polioencefalitis, esta asociada con
una cantidad desproporcionadamente baja
de proteina viral comparada con el mRNA
(Nesseler ef al., 1999). La polioencefalitis,
incluyendo la encefalitis de los perros vie-
jos y la encefalitis pos vacunal es una rara
manifestacion de la infeccion de VDC y
es predominantemente localizada en areas
corticales y nucleo del tronco cerebral. Las
neuronas y los astrocitos protoplasmaticos
representan las poblaciones celulares ma-
yormente afectadas. En contraste, la LD
representa la manifestacion mas comun del
DC (Nesseler et al., 1999).

La migracion inicial de células T esta
sospechada de ser mediada por citocinas
derivadas de la microglia, tales como IL-8.
Una acumulacion de células inmunes en
el SNC durante los estados tempranos de
la enfermedad puede facilitar el desarrollo
tardio de una respuesta inmune intratecal
y complicaciones inmunopatoldgicas aso-
ciadas (Tipold et al., 1999). El incremento
de la expresion de moléculas del CMH 11
durante la progresion de lesiones de la LD,
y una reduccion simultanea de la expresion
de proteinas virales en el SNC, indican una
participacion de antigenos no virales como
gatillo de procesos inmunmediados en la
fase cronica de desmielinizacion (Alldinger

et al., 1996). Aunque la pérdida de mielina
en lesiones tempranas ha sido atribuida a
procesos mediados directa o indirectamente
por virus, la desmielinizacion en lesiones
cronicas ocurre como dafio colateral. La des-
mielinizacion cronica inflamatoria puede ser
debida al llamado “mecanismo espectador”,
término utilizado para describir el efecto da-
fiino sobre la mielina de enzimas proteoliticas
liberadas por macréfagos/microglia estimu-
lados en ausencia de infeccion detectable de
oligodendrocitos (Cammer et al.,1978). La
activacion de esas células caracterizada por
el incremento en la expresion de CMH Il y de
moléculas de adhesion, produce la liberacion
de factores toxicos, una actividad fagocitica
incrementada y produccion de radicales de
oxigeno (Biirge et al., 1989). Ademads, una
respuesta inmune humoral antiviral puede
conducir a la destruccion de oligodendro-
citos como “espectadores inocentes”. El
incremento en la produccion de anticuerpos
intratecales debido a la presencia de células
B intracerebrales es sospechada de acelerar
la destruccion de mielina en la LD cronica.
Una citotoxicidad humoral dependiente de
anticuerpos y mediada por complemento
es discutida como posible mecanismo de
desmielinizacion ( Vandevelde et al., 1986).
Los macrofagos residentes en el SNC, la
microglia, asi como la invasiéon de mono-
citos asociada con la reaccion inflamatoria
puede jugar un rol central en los procesos de
desmielinizacion (Stein et al., 2008). En el
estado cronico, las células dendriticas sirven
como células primarias del hospedador para
el virus. El cambio de tropismo celular se
presume una consecuencia de la respuesta
inmune y puede representar un mecanismo
de persistencia viral, tal como se describe
para las neuronas y oligodendrocitos (Wiins-
chmann et al., 2000).

Las células T autorreactivas pueden ser
responsables de la induccion observada de
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inmunidad celular especifica anti mielina,
via epitopes diseminados secundariamente al
dafio de la mielina en el SNC (Wiinschmann
et al., 2000). Sin embargo, el rol preciso
de esta respuesta inmune contra si mismo
y autoanticuerpos en la patogénesis de la
desmielinizacion del SNC permanece inde-
terminada. El hallazgo simultaneo de alto
numero de linfocitos CD8+ intralesionales y
perivasculares es sugestivo de una citotoxi-
cidad mediada por células T dependientes
de anticuerpos (Wiinschmann et al., 1999).

lemas, los cambios inmunofenotipicos son
indicativos de una reaccion de hipersensibi-
lidad de tipo retardada en lesiones avanzadas
(Wiinschmann et al., 1999). El hallazgo de
IFN-. e =2l LCR de perros con infeccion
del SNC con VDC lo sefiala como un mar-
cador valido para determinar la persistencia
de VDC en el SNC (Tsai ef al., 1982). La
produccion inicial de TNF- por astro-
citos puede conducir a un circulo vicioso
de atraccion de células inflamatorias en las
lesiones del SNC, conduciendo a la sintesis
de mas citocinas y al desarrollo del estado
cronico de LD. La produccion de IL-12 en
las lesiones de desmielinizacion de cerebros
infectados por VDC se supone promueve
una respuesta inmune Th-1 parcial (Grone
et al., 2000).

Por otra parte, la disrupcion de la barrera
sangre-cerebro por enzimas proteoliticas es
considerado un factor central para la afluen-
cia de células inflamatorias y la progresion
de las lesiones en enfermedades desmielini-
zantes. Los astrocitos representan la princi-
pal célula blanco del VDC, forman la barrera
sangre-cerebro y son una fuente mayor de las
proteinas de la matriz extracelular y células
mediadoras. Juegan un rol esencial en el
mantenimiento de la integridad estructural
del SNC (Montgomery, 1994).

MANIFESTACIONES CLINICAS

Presenta grandes variaciones en cuanto a
duracion, severidad y presentacion clinica.
El periodo de incubacion puede variar entre
1 y 4 semanas y depende de la cepa viral, la
edad del animal y el estatus in-munitario. La
manifestacion de la enfermedad varia desde
virtualmente ausencia de signos detectables
a una severidad con 50% de mortalidad
aproximada (Appel, 1970).

Los primeros signos clinicos se caracte-
rizan por letargia, deshidratacion, anorexia
y pérdida de peso seguida por una mas pro-
nunciada manifestacion clinica dependiendo
predominantemente del 6rgano afectado. El
desarrollo de una fiebre bifasica representa
otro hallazgo clinico caracteristico (Wright
et al., 1974). Entre los 3 a 6 dias p. i. puede
observarse una fiebre transitoria y el co-
mienzo de una linfopenia en coincidencia
con la primer viremia (Krakowka et al.,
1980). La fase aguda se caracteriza por
varios signos clinicos incluyendo rashes
cutaneos, descarga serosa o mucosa nasal
y ocular, conjuntivitis y anorexia, seguidos
por signos gastrointestinales y respiratorios,
los cuales a menudo se complican por infec-
ciones bacterianas secundarias y disturbios
neurologicos (Krakowka ef al., 1985). Las
manifestaciones respiratorias consisten en
rinitis serosa o mucopurulenta, neumonia
intersticial y bronquiolitis necrotizante, la
cual se complica a menudo con una bronco-
neumonia supurativa debido a una infeccion
bacteriana secundaria (Caswell & Williams,
2007). La infeccion entérica conduce a en-
teritis catarral con deplecion de las Placas
de Peyer (Krakowka et al., 1985; Greene
& Appel, 1998). En caninos naturalmente
infectados, puede ser hallada una dermatitis
pustular, también llamada Exantema por
Distemper, localizada en muslos, abdomen
ventral y en las superficies internas del pa-
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bellon auricular. La almohadilla dura repre-
senta una manifestacion cutanea no comun
del DC y se caracteriza por hiperqueratosis
de las almohadillas plantares y epitelio nasal
(Moritz et al., 2000). Durante el desarrollo
de la dentadura permanente el VDC también
infecta los dientes en desarrollo y los amelo-
blastos, causando hipoplasia del esmalte
(Dubielzig et al., 1981). Una persistencia de
la esponjosa primaria en la metafisis de los
huesos largos, también llamada osteoescle-
rosis metafisea o crecimiento retardado en
reja ha sido descripto en caninos jovenes
que sufrieron la forma sistémica del DC
(Baumgirtner et al., 1996). Ademas, una de-
plecidn generalizada de 6rganos linfoides y
una inmunosu-presion asociada representan
manifestaciones comunes e importantes.

Los signos nerviosos son diversos y pro-
gresivos e incluyen mioclonias, nistagmo,
ataxia, déficit postural y tetraparesis o pa-
ralisis (Greene & Appel, 1998; Vandevelde
& Zurbriggen, 2005). En algunos casos,
una mejoria en la respuesta inmune espe-
cialmente por incremento de anticuerpos
neutrali-zantes puede promover la recu-
peracion del animal. Otros muestran una
progresion retardada de la enfermedad y
una respuesta inmune moderada con signos
clinicos tempranos discretos. Mas tarde
como consecuencia de la persistencia viral
en el SNC pueden ser observados disturbios
manifiestos, expresion de la forma nerviosa
del DC. Estos caninos usualmente mueren,
pero algunos se recobran y pueden mostrar
signos residuales de por vida, tales como una
mioclonia persistente.

En ocasiones, puede presentarse una
encefalomielitis cronica por distemper ini-
cialmente silenciosa, sin las manifestaciones
extraneurales caracteristicas, apareciendo
signos cerebelosos o vestibulares que pro-
gresan a tetraparesia/plegia (Amude ef al.,
20006)

LESIONES

La infeccion sistémica por el VDC causa
grandes cambios en los tejidos linfoides,
tales como nodulos linfaticos aumentados,
deplecion del MALT y reduccion del tamaiio
del timo. En la fase aguda, las lesiones son
caracterizadas microscopicamente por una
generalizada deplecion de células Ty B en
los compartimientos del bazo, nodulos linfa-
ticos, MALT y tonsilas, asi como hiperplasia
de células reticulares en la region medular
de los nddulos linfaticos. La atrofia timica
se asocia con un decrecimiento de la razon
cortico-medular, demarcacion indistinta en-
tre corteza y médula asi como una reduccion
de corpuisculos de Hassall (Krakowka et al.,
1980). Ademas, se observa la formacion de
sincicios y muerte celular de células inmunes
predominantemente en foliculos linfoides,
conduciendo a una pérdida completa de fo-
liculos secundarios en caninos que padecen
la forma aguda de la infeccion. Ademas,
pueden observarse cuerpos de inclusion
eosinofilicos citoplasmaticos caracteristicos
en células reticulares y linfocitos en caninos
afectados (Iwatsuki et al., 1995).

Las lesiones del tracto respiratorio
anterior incluyen rinitis e inflamacion del
arbol traquobronquial. En los pulmones hay
neumonia intersticial difusa, caracterizada
por adelgazamiento del tabique alveolar y
proliferacion del epitelio de los alvéolos con
contenido de células epiteliales descamadas
y macrofagos, lo que puede transformarse en
una bronconeumonia. En la vejiga hay ede-
ma en el epitelio de transicion. Los cachorros
infectados en el momento de reposicion
dentaria presentan defectos en el esmalte
de los dientes y necrosis y degeneracion
quistica del epitelio ameloblastico (Greene
& Appel, 1998).

La infeccion por VDC induce desmielini-
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zacion multifocal en el SNC. La patogénesis
de este proceso no es clara. Se ha identifi-
cado la presencia de células apoptoticas en
las sustancias blanca y gris del cerebelo de
animales infectados naturalmente por el
VDC. Se observan placas de desmieliniza-
cion agudas y cronicas son observadas en
la sustancia blanca, mientras la apoptosis
ocurre particularmente en la capa granular
de la sustancia gris. La apoptosis demuestra
jugar un importante rol en la patogénesis de
la desmielinizacion por distemper (Moro et
al., 2003). Las lesiones agudas consisten
en una vacuolizacion focal de la materia
blanca a la que da un aspecto esponjoso,
gliosis leve con pocos astrocitos activados
y macro-fagos/microglia. Las lesiones de
LD son halladas en el cerebelo y menos
frecuentemente en la materia blanca del ce-
rebro y en la médula espinal (Baumgértner
et al., 1989). Los cambios estan presentes
mas frecuentemente en tractos nerviosos en
estrecha proximidad a los ventriculos, dentro
del velo cerebeloso, pedunculos cerebelares
y tracto optico (Summers & Appel, 1994).
Las vacuolas crecen en numero y tamafo
para formar una placa desmielinizada con
micro y astrogliosis y formacion de células
gigantes multinucleadas. Los infiltrados
mononu-cleares son raros en la fase inicial.
La remielinizacion de los axones desnudos
es un raro evento en lesiones desmielinizan-
tes viejas (Raine, 1976). Coincidiendo con
la recuperacion del sistema inmune, aproxi-
madamente 7 semanas p. i., son halladas en
lesiones cerebrales infiltrados de células
mononu- cleares perivasculares (Vandevelde
& Zur-briggen, 2005).

La almohadilla dura representa una
manifestacion cutdnea no comun del DC,
caracterizada por hiperqueratosis de las
almohadillas plantares y del epitelio nasal.
Se han hallado mas figuras mitdticas y un
numero significativamente abundante de

queratino-citos en la capa basal. Estos hallaz-
gos sugieren que la presencia de particulas
del VDC se asocian con la proliferacion de
queratino-citos. A pesar que la patogénesis
permanece indeterminada, estd demostrado
que el VDC causa un disturbio en la diferen-
ciacion de los queratinocitos y se ha espe-
culado con que una infeccion epidermal es
también una consecuencia de una infeccion
viral restrictiva (Grone et al., 2004).

INMUNIDAD PROTECTORA

La inmunidad tanto humoral como media-
da por células es crucial para la eliminacion
del VDC. Los anticuerpos IgM aparecen
dentro de las dos semanas post infeccion
(Vandevelde & Zurbriggen, 2005) y su mag-
nitud se correlaciona con las consecuencias
de la enfermedad. En general, la inmunidad
humoral protectora se debe a la produccion
de anticuerpos anti nucleoproteina viral,
seguidos por la aparicion de una respuesta
inmune humoral dirigida a las proteinas de
envoltura (Miele & Krakowka, 1983). La
carencia de una respuesta inmune humoral
efectiva conduce a un curso clinico agudo,
a menudo fatal. La eliminacion de los virus
depende de inmunoglobulinas especificas
para reconocer proteinas de la envoltura
viral, especialmente anti proteina HN, las
cuales previenen el desarrollo de lesiones
enel SNC (Rima et al., 1991). Sin embargo,
una pérdida temporaria de anticuerpos contra
la proteina viral M asi como una respuesta
de anticuer-pos fijadores del complemento
retardada o disminuida a las proteinas de
envoltura viral, resultan en una enfermedad
neuroldgica persistente (Miele & Krakowka,
1983). Ademas, los anticuerpos neutralizan-
tes y la citotoxi-cidad humoral mediada por
complemento representan factores criticos
para la eliminacion de particulas virales libres
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y para la prediccion del resultado clinico (Ho
& Babiuk, 1980; Appel et al., 1982, 1984 a).
Los anticuerpos neutralizantes previenen la
diseminacion viral intracelular y extracelu-
lar. Sin embargo, la prolongada exposicion a
los anticuerpos resulta en una internalizacion
de los antigenos virales de superficie en la
membrana celular y subsecuentemente su
desaparicion de la membrana de las células
infectadas. Asi, a pesar de una reduccion
de la diseminacion viral, la modulacion de
la expresion de antigeno viral mediada por
anticuerpos puede representar un factor que
contribuya a la persistencia de la infeccion,
debido posiblemente a la disminucién del
reconocimiento de antigenos e inadecuada
citotoxicidad humoral mediada por comple-
mento (Ho & Babiuk, 1979, 1980; Alldinger
etal., 1993). Siguiendo a la infeccion por el
VDC puede detectarse una respuesta inmune
humoral especifica de por vida, mientras la
respuesta inmune celular se detecta sola-
mente por un corto periodo de tiempo (Appel
et al., 1982). Sin embargo, la importancia
de la respuesta inmune celular en distemper
canino es destacada por la demostracion de
una inmunidad celular protectora en ausen-
cia de respuesta inmune humoral detectable
(Gerber & Marron, 1976).

DIAGNOSTICO

El diagndstico suele limitarse a la sospe-
cha clinica. No obstante, aunque la enferme-
dad multisistémica es facil de reconocer, no
siempre es esta la presentacion, existiendo
incluso manifestaciones neurolégicas no
clasicas, que dificultan el diagnostico. Los
cambios clinico patologicos pueden comple-
mentarse con otros recursos, que incluyen
la deteccion de la presencia de eritrocitos y
monocitos en el LCR, la presencia de anti-
cuerpos anti VDC en el LCR que evidencia

de manera definitiva encefalitis, pues los an-
ticuerpos se producen en forma local, y esto
no ocurre en perros vacunados o en enfermos
en forma sistémica sin enfermedad neuro-
logica (Greene & Appel, 1998). Ademas, la
radiografia de torax revela una neumonitis
viral con evidencia de infeccion bacteriana
secundaria y los hallazgos hematolégicos
muestran linfopenia absoluta, resultado de la
deplecion linfoide, seguida por leucocitosis
en la etapa cronica.

Los métodos especificos incluyen la In-
munofluorescencia directa (IFD) utilizada
para detectar virus a partir de hisopados de
conjuntiva, mucosa genital, tejidos, sangre,
LCRu orina. Es imprescindible realizarla en
la etapa aguda, que dura una semana y tiene
signos epiteliales. Esta prueba no es sensible
como un Enzimainmunoensayo (ELISA) o
una Transcripcion Reversa - Reaccion en
cadena de la Polimerasa (RT-PCR), un re-
sultado negativo no descarta la enfermedad
y pueden aparecer falsos positivos a causa
de fluorescencia no especifica. Para la detec-
cion de anticuerpos se utilizan las pruebas
de Inmunofluorescencia indirecta (IFI) y
ELISA, que son muy sensibles y detectan
anticuerpos séricos IgM e IgG. También
se ha desarrollado una prueba de Inmuno-
cromatografia empleando dos anticuerpos
monoclonales anti-VDC, la cual permite un
diagndstico ante mortem rapido, altamente
especifico y sensible, equivalente a RT-
PCR, pero de menor complejidad técnica.
Las muestras consisten en fluidos nasales,
hisopados conjuntivales o linfocitos, siendo
los hiso-pados conjuntivales de eleccion
(Dong-Jung et al., 2007). Para estudios mas
especializados, pueden utilizarse pruebas de
hibridiza-cion de acidos nucleicos virales
con sondas marcadas, dirigidas hacia los
segmentos gendomicos de mayor interés. La
RT-PCR como prueba diagndstica es capaz
de amplificar fragmentos del 4cido nucleico
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en forma exponencial, aun habiendo en la
muestra una sola molécula, indetectable por
otros métodos, y puede determinar infeccion
al segundo dia de ocurrida. Generalmente
se amplifican fragmentos del gen de la
NP, region conservada dentro del genoma
viral. Ademas puede aplicarse al estudio de
variaciones genéticas del virus, mediante
caracterizacion molecular de secuencias
relevantes del genoma (Gallo Calderdn et
al., 2007).

TRATAMIENTO

Pese a los grandes avances en la investi-
gacion del DC, se contintia recomendando la
terapéutica tradicional, basada en tratamien-
tos de sostén y el empleo de antibiodticos de
amplio espectro. Los signos nerviosos por
lo general no son reversibles y a menudo
son progresivos y conducen a la muerte, la
eutanasia, o al establecimiento de secue-
las permanentes. Merece una evaluacion
rigurosa el beneficio de la utilizaciéon de
inmunomodu-ladores o andlogos de bases
purinicas tales como Azatioprina. El agente
antiviral Riba-virina ha sido probado in
vitro sobre mono-capas de células VERO
infectadas por el VDC y se reveld como una
herramienta promisoria para la terapia del
DC (Elia et al., 2008).

PROFILAXIS

Los caninos poseen placentacion endo-
teliocorial, recibiendo anticuerpos de la
madre entre el 1 y el 5% por via placentaria
y entre el 40 y el 50% via calostro. El nivel
de estos anticuerpos equivale al 77% del
titulo sérico de la madre (Greene & Appel,
2006). Este hecho, de vital importancia para
la proteccion de los cachorros durante las

primeras semanas de vida, puede conspirar
contra la eficacia de la primera dosis de
vacuna administrada. En general, el nivel
de anticuer-pos va disminuyendo por de-
gradacion de las inmunoglobulinas y llega
a niveles de no interferencia entre los 42 y
90 dias de edad.

El primer intento de enfrentar el problema
consistio en el empleo de una vacuna elabo-
rada con virus Sarampion, un Morbillivirus
con parentesco antigénico estrecho con el
VDC como primer dosis, con el objetivo
de inducir inmunidad cruzada (Appel et.
al., 1984 b)

Las vacunas empleadas corrientemente
son a virus atenuado, en asociacién con
otros virus productores de enfermedades en
caninos y a bacterinas contra leptospirosis.
Las cepas mas utilizadas son la Onderes-
tepoort y la Lederle.

En carnivoros exdticos y muy suscepti-
bles, donde el empleo de vacunas atenuadas
no es seguro, se usaron con éxito vacunas
inactivadas (Appel & Summers, 1995).

También se encuentra disponible una
vacuna cuyo vector es el Canarypox en el
cual, utilizando tecnologia recombinante,
se introdujeron genes que codifican para la
expresion de la HN y la proteina F, los dos
antigenos inmunogénicos mas importantes
del VDC. Se postul6 su eficacia como primer
dosis, aun en presencia de inmunidad pasiva
(Pardo et al. , 2007).

Se ha desarrollado una vacuna experi-
mental por modificacion de la polimerasa
viral a partir de virus de campo, lo que
resulta en su atenuacion, y administrada
por via intranasal provee proteccion signi-
ficativa ante el desafio con la cepa parental
virulenta. Esto aporta una herramienta mas
a ser utilizada como respuesta rapida ante la
aparicion brusca de nuevas cepas, y podria
combinarse eficientemente con otras estra-
tegias vacunales (Silin et al., 2007).
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