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Resumen del proyecto

El virus del Distemper canino (DC) causa una enfermedad de gran letalidad en cdnidos, cursando con trastornos
respiratorios, entéricos, dermatoldgicos y neurolégicos. En el sistema nervioso (SN) provoca rigidez de nuca, déficits
visuales, signos vestibulares, cerebelosos, paresia, paraplejia, convulsiones y mioclonias. Las encefalitis por DC se
clasifican en: polioencefalitis y leucoencefalitis desmielinizante (mds frecuente). Aunque la desmielinizacién no es la tnica
responsable de los signos neuroldgicos, es caracteristica del DC, presentdndose 3 formas: aguda, subaguda y crénica.
Estas lesiones empiezan a las 3 semanas post-infeccion, y pese a que inicialmente su estudio se centré en la alteracién de
los oligodendrocitos, hoy se sabe que son los astrocitos el “blanco” principal del virus, ocasionando la desmielinizacién
central por la alteracién celular del entorno cercano, y aunque se considera que puede deberse a un fendmeno de
autoinmunidad, adn no se han dilucidado las causas.

Dada la complejidad de su patogenia, resulta crucial la identificaciéon de marcadores biolégicos que contribuyan a su
diagnéstico, evolucidn clinica, al desarrollo de metodologias que mejoren su diagnédstico (electrofisioldgico, molecular y
anatomo-patolégico).

En el presente proyecto se desarrollaron estudios clinicos, hematoldgicos, electrofisiolégicos y moleculares en caninos
domésticos infectados naturalmente con DC, recibidos en la Unidad de Neurologia (FVET-Udelar). Estos estudios, en su
conjunto, nos han permitido, ademds de la implementacidon de este proyecto, la consolidacién de un equipo
multidisciplinario para abordar integralmente esta enfermedad, ayudando a establecer diagnésticos certeros y ajustar los
pronésticos de la discapacidad en los perros recuperados, mientras que en los casos de mal prondstico, que mueran
espontdneamente, o que se recomiende su eutanasia por motivos humanitarios, se estandarizaron técnicas de autopsia,
toma de muestras, estudios histopatoldgicos, inmunohistoquimicos y moleculares, los que nos permitirdn continuar
profundizando en la etiopatogenia de esta enfermedad, usando las herramientas puestas a punto en la Unidad Patologia de
la FVET-Udelar.

Ciencias Agricolas / Ciencias Veterinarias / No Corresponde / Patologia Veterinaria

Palabras clave: virus del distemper canino / infeccion natural / neurodegeneracién /

Introduccién

El Distemper canino (DC) es una enfermedad infecciosa, multisistémica, causada por un virus ARN del género Morbillivirus.
Este virus altamente infeccioso, se propaga por via respiratoria causando una inmunosupresion perdurable en el tiempo
(Beineke y col. 2009,de Vries y col. 2015,Lempp y col. 2014). Presenta distribucién cosmopolita, afectando a cdnidos
domésticos y salvajes, causdndoles gran mortalidad (Appel y Summers 1995). En los ultimos afos, han habido numerosos
brotes en todo el mundo, incluso en animales vacunados (Feijéo y col. 2021,Feijéo 2020,Panzera y col. 2015). Feijéo y col.
(2009) en un estudio de los pacientes neuroldgicos recibidos entre 1992 y 2005 por la FVET-Udelar, muestra una media de 5
casos mensuales de DC (12% del total de casos recibidos), teniendo en 2022, 52 casos registrados de DC. Asimismo se
confirma que muchos de ellos enfermaron pese a estar vacunados, concordando con lo reportado por otros grupos (Feijéo
y col. 2021,Feij6éo 2020, Galdn y col. 2014,Richards y col. 2011).

EL DC cursa con trastornos respiratorios (Feijéo y col. 2019), entéricos, dermatolégicos y neuroldgicos, con gran
compromiso de los sistemas involucrados (Feijéo 2020). Se estima que entre un 25y 75% de las infecciones son subclinicas
(Sarute y col. 2011), causando también deplecion linfoide severa, favoreciendo asi las infecciones secundarias (Beineke y
col. 2009,de Vries y col. 2015,Lempp y col. 2014). Los dafos del sistema nervioso pueden ser devastadores, ocasionando la
muerte o dejando secuelas en los sobrevivientes (Headley y col. 2012,Koutinas y col. 2002). De acuerdo a la distribucién
lesional, asi como a su patogénesis, la encefalitis por DC se clasifica como: polioencefalitis y leucoencefalitis. La
leucoencefalomielitis desmielinizante es la forma mds frecuente (Amude y Alfieri 2010), afectando cerebelo, region peri-
ventricular, tractos dpticos y médula espinal (Gutiérrez et al. 2023,Gutiérrez 2022,Feijéo y col. 2021,Ulrich y col. 2014).
Estas lesiones aunque no son las Unicas responsables de los signos neuroldgicos, son caracteristicas de esta infeccidn,
presentdndose en 3 formas: aguda, subaguda (Lempp y col. 2014) y crénica (Feijéo y col. 2021, Lempp y col. 2014,39). Los
estudios patogénicos del DC deberian considerar estos diferentes estadios de desmielinizacion. Las lesiones iniciales
ocurren alrededor de las 3 semanas post-infeccidn, y se desarrollan durante un periodo de inmunosupresiéon masiva,
observdndose pirexia y leucopenia por deplecion de células linfoides (Carvalho y col. 2012,Vandevelde y Zurbriggen 2005).
Dependiendo del grado y la rapidez de la recuperacién inmunitaria, los animales pueden morir (llegando al 50% de los
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afectados), o pueden recuperarse después de desarrollar una enfermedad leve. Un grupo intermedio se recupera
parcialmente, desarrollando la enfermedad crénica (Vandevelde y Zurbriggen 2005).

Pese a que se ha intentado demostrar la alteracién primaria de los oligodendrocitos como responsables de la
desmielinizacién aguda, hasta ahora, solo se ha confirmado que los astrocitos, la microglia y en mucha menor medida los
oligodendrocitos son las células gliales mds afectadas (Vandevelde y Zurbriggen 1995), e incluso se ha demostrado que la
desmielinizacién precede a la desaparicion de los oligodendrocitos, sin un efecto citolitico directo del virus del DC sobre
estos (Schobesberger y col. 2002), sugiriéndose que la desmielinizacidn central se daria mds por interaccion con otros
tipos gliales o neuronales, resultando los oligodendrocitos finalmente afectados por su condicién de “espectadores” del
dafo ocasionado sobre los astrocitos y la reaccidon de estos hacia el virus (Schobesberger y col. 2002, Vandevelde y
Zurbriggen 2005, Vandevelde y Zurbriggen 1995). Estos son detalles de la patogenia de la enfermedad, que adn quedan por
dilucidarse (Pratakpiriya y col. 2017, Schobesberger y col. 2002, Vandevelde y Zurbriggen 2005, Vandevelde y Zurbriggen
1995).

EL DC ha sido propuesto como modelo de enfermedades desmielinizantes en el humano (Vandevelde y Zurbriggen 2005). En
particular, el DC comparte similitudes con la Esclerosis Multiple (EM), habiendo sido descrita como la “esclerosis multiple
aguda de los caninos” (Verdes y col. 2023,Amude y Alfieri 2010,Ulrich. y col. 2014). Ambas enfermedades presentan:
neuritis dptica, alteraciones retinianas, paresias, plejias, incoordinacién motora e inestabilidad en la marcha y
movimientos anormales tales como mioclonias (Alvarez-Cermefio y col. 2007,Ferndndez y col. 2015, Ferndndez y
Ferndndez 2003,Pueyo y col. 2010,Soderstrom 2001). En el DC asi como en la EM, la identificaciéon de marcadores bioldgicos
gue contribuyan al diagndstico y seguimiento evolutivo es crucial, dada la complejidad de estas enfermedades y el escaso
conocimiento de su fisiopatologia (Alvarez-Cermefo y col. 2007,Barkhof 2002,Davis 2014,Ferndndez y col. 2013). Los
estudios de potenciales evocados (PE) en el caso de la EM han constituido una herramienta valiosa, permitiendo hacer un
seguimiento de la enfermedad y un pronéstico de daio (Ramanathan y col. 2013,Schlaeger y col. 2016). Dependiendo de las
modalidades a estudiar, dichos estimulos pueden ser somato-sensitivos (PESS), visuales (PEV) o auditivos (PEA). Estos
estudios permiten la deteccion precoz de alteraciones funcionales, con anterioridad a su manifestacion clinica, e incluso
en ausencia de sintomas (Cambron y col. 2012,Di Maggio y col. 2014,Kiiski y col. 2016,Kraft 2013,Ramanathan y col. 2013). A
su vez, por estas técnicas pueden llegar a diferenciarse desmielinizacion y dafio axonal (Klistorner y col. 2007,You y col.
2011). Hasta el momento, no existen reportes que describan cdmo se afectan los PESS en los caninos con DC, siendo
escasos los estudios de neuritis éptica asociada a DC que evalien la via visual por técnicas electrofisioldgicas tales como
los PEVs (Gutiérrez et al. 2023,Gutiérrez 2022). El seguimiento clinico que se realizard a cada paciente en la Unidad de
Neurologia del Hospital, al igual que las necropsias en los casos que mueren y son remitidos con la autorizacién de sus
tenedores para su estudio post-mortem, han permitido estandarizar metodologias de trabajo y caracterizar el dafo
histopatolégico de forma completa, sistemdtica y ordenada, para establecer asociaciones entre el grado y tipo de
neurodegeneraciéon y la carga viral en las regiones mds afectadas en los animales con danos agudos, subagudos y
cronicos (Verdes y col. 2023, Iribarnegaray 2023, Godifio y col. 2023), asi como intentar correlacionarlo con las
alteraciones de los registros electrofisiolégicos (Gutiérrez et al. 2023,Gutiérrez 2022).

Por otro lado, y con respecto al daino axonal primario, algunos autores postulan que el mismo constituye una lesién inicial
y progresiva, que incluso precede a la desmielinizacién (Lempp y col. 2014,Schobesberger y col. 2002,Vandevelde y
Zurbriggen 2005,Vandevelde y Zurbriggen 1995). En estos casos, la axonopatia podria funcionar entonces, como un
disparador para posteriores disturbios en la interacciéon axdn—mielina—glia. Por lo tanto, la confirmacidn temprana del
dano axonal, asi como el estudio de los cambios desencadenantes del mismo, confrontaria la idea prevalente de una
desmielinizacién primaria como Unica causa de la neurodegeneracién por DC (Lempp col. 2014). Para estudiar este tipo de
cambios, el diagnostico histopatolégico asociado a la inmunohistoquimica (IHQ) resultaron herramientas adecuadas
(Feijéo y col. 2021), localizando y diferenciando los distintos grupos celulares, logrando asi, caracterizar las lesiones
neuroparenquimatosas existentes en el DC (Feijéo y col. 2021,Alldinger y col. 1993,Headley y col. 2009,Headley y col.
2001,0rsini y col. 2007). Complementando esta técnica, también se usé la técnica de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) precedida por retrotranscripcion (RT) del ARN de la muestra, la que permitié diagnosticar ante- y post-
mortem aquellos casos presuntivos de DC (Sarute y col. 2011,Frisk y col. 1999), secuenciando las cepas virales circulantes
en los casos de Uruguay en animales vacunados y con infeccidn con DC (Feijéo y col. 2021) y cuantificando la carga viral en
las regiones con mayor dafio mediante el uso de la digital droplet PCR —ddPCR- (Iribarnegaray 2023, Godifio y col. 2023).
En este proyecto se realizé un seguimiento clinico de los pacientes, registrando su evolucidn y los PEVs, para evaluar y
caracterizar in vivo el tipo y grado de desmielinizacién existente, y correlacionarlo con la categorizacién de los signos
clinicos. Ademds, en aquellos pacientes que murieron durante el seguimiento, se les realiz6 estudios anatomo-patoldégicos,
inmunohistoquimicos y moleculares, para caracterizar las lesiones de diferentes tipos celulares, aportando conocimiento
a la patogenia de la neurodegeneracion temprana en simultdneo con la desmielinizacion caracteristica del DC. Durante su
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desarrollo se consolidé un grupo de estudio multidisciplinario de enfermedades neurodegenerativas en la FVET-Udelar, que
seguird trabajando de forma integral esta y otras enfermedades neurodegenerativas de los animales domésticos, como
modelo animal para el estudio comparado de enfermedades neurodegenerativas, como la esclerosis multiple del humano
(Verdes y col. 2023).

Metodologia/disefio del estudio

Poblacidn muestral: Los casos estudiados que se propusieron originalmente en el proyecto fueron caninos que
concurriesen a la consulta neurolégica del Hospital Veterinario (FVET-Udelar), para establecer 3 grupos de estudio, de los
cuales no se harian distincidn entre sexo, raza, edad, ni estado vacunal.

* Grupo 1: Al menos 20 casos clinicos con signos clinicos compatibles con DC en curso, adquirido de forma natural. En este
grupo terminamos estudiando mds de 50 animales durante el proyecto y se contintan recibiendo para su estudio los casos
recibidos en la Unidad Neurologia del Hospital Veterinario (FVET-Udelar).

» Grupo 2: Al menos 10 perros sanos sin ningln signo de enfermedad general, que se utilizardn como controles para las
pruebas neurofisiolégicas. Se obtuvieron registros de mds de 20 caninos sanos para estos estudios.

» Grupo 3: Al menos 5 caninos con vacuna vigente, que concurran a la consulta del Centro Hospital Veterinario (FVET-
Udelar), y que se decida su eutanasia por causas no infecciosas y con ausencia de antecedentes de signos neuroldgicos de
otro origen. Grupo Control para estudios post-mortem, histopatoldgicos e inmunohistoquimicos. En este caso, también se
supero el nimero originalmente propuesto.

Ademds, se proponia obtener muestras de orina de los 15 animales controles, que integrardn los grupos 2 y 3, para
confirmar la ausencia de reaccion del genoma del virus del DC en estos animales mediante RT—-PCR. Finalmente, se
procesaron muestras de al menos 30 animales pertenecientes a estos grupos controles, incorporando como técnica mds
precisa para el diagnéstico molecular la digital droplet PCR (ddPCR).

Durante la consulta neurolégica, también se utilizé un test rdpido inmunocromatogrdfico para la deteccién cualitativa de
antigenos del virus del moquillo canino (VDC), que permite detectar antigenis virales en secreciones nasales u oculares,
orina o liquido cefalorraquideo (LCR) en los perros infectados en 5 minutos (Fast test® Distemper, Megacor, Austria).

Los criterios de inclusion al Grupo 1, fueron la presencia de signos clinicos caracteristicos de la enfermedad y la deteccion
de la presencia de genoma viral mediante las técnicas de inmunocromatografia y de PCR mencionadas anteriormente.

A cada animal se le realizé un examen fisico general y un examen neurolégico, asi como se midieron diferentes
pardmetros hematoldgicos (hemograma completo).

Disefio de la Investigacion: La metodologia utilizada para cumplir el objetivo especifico 1 (Determinar si existen
alteraciones en los Potenciales Evocados Visuales (PEV), Somatosensitivos (PESS) y Electrorretinograma (ERG) en caninos
infectados con el VDC, fue la siguiente (Gutiérrez 2022). Brevemente, se estudiaron por pruebas de PEV, ERG y PESS, todos
los animales pertenecientes a los Grupos 1y 2. El registro electrofisiolégico se realizéd con el Sistema Bio-PC Potenciales
Evocados V.9 (Akonic S.A. Argentina), usando electrodos de aguja, de colocacion subdérmica; uno activo o de registro (+)
proximo al drea generadora de las respuestas eléctricas, otro de referencia (-) alejado del anterior, y un tercer electrodo
de tierra (G). Como estimulos luminosos para el registro de los PEV y ERG, se emplearon flashes de luz blanca generados
por un estroboscopio a 1 Hz de frecuencia, colocados préximos al ojo a estimular, sin tocar los pdrpados. Se realizaron
estimulaciones monoculares, tapando el ojo contralateral al estimulo con un parche opaco para aislar las respuestas de
cada ojo y asi detectar asimetrias funcionales entre ambos. De las muestras obtenidas, se cuantificaron la latencia
(milisegundos que demora en aparecer la onda) y amplitud de la misma (valor mdaximo tanto negativo como positivo que
puede adquirir la onda). En el caso de los PESS se calculd la Velocidad de Conduccidn por lo cual fue necesario medir la
longitud del miembro posterior, asi como el Tiempo de Conduccién Central.

Para el seguimiento clinico y los estudios hematolégicos de cada animal, se realizé un registro clinico en planilla individual
a lo largo de la enfermedad. Cada uno de estos signos clinicos se calificé como ausente, leve, moderado o severo. Dicha
planilla sirvié para controlar la evoluciéon del caso y lograr posteriormente asociarlos a los hallazgos anatomo-
patoldgicos en el cerebro. A su vez, se tomaron muestras de sangre en tubo con EDTA y de orina en frascos estériles. Se
procesaron en el Laboratorio de Andlisis Clinicos de la FVET-Udelar (hemograma completo y andlisis de orina). Parte de
las mismas se usaron para desarrollar el test rdpido de inmunocromatografia y las PCR para identificar la presencia de
VUDC. De acuerdo a la sobrevida de los individuos, se evalud lo ocurrido con los PEs, asocidndolos con el grado de
alteracion y recuperacién. El criterio de finalizacién de dicho registro clinico, se hizo considerando como limite de tiempo 3
meses posteriores al inicio del seguimiento. Considerando este tiempo suficiente para que el paciente se hubiese
recuperado clinicamente, pudiendo continuar con mioclonias.

En aquellos casos de muerte natural o eutanasia de los pacientes que no se recuperon, se procedid antes de las 24 horas
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de muerte, a la autopsia completa y toma de muestras (liquido cefalorraquideo, orina, hemisferios cerebrales, cerebelo,
bulbo raquideo, tracto éptico, regién cervical de médula espinal, pulmén, higado, bazo, rifidn, linfonodos, intestino delgado y
grueso). Las muestras de SNC fueron hemiseccionadas, quedando la hemisecciéon derecha (incluyendo: hemisferio cerebral
cerebelo, bulbo raquideo, tracto dptico, region cervical de médula espinal, pulmén, higado, bazo, rifén, linfonodos, intestino
delgado y grueso), para procesamiento histoldgico, fijdndolas en formol tamponado al 10%. La hemiseccién izquierda del
Sistema Nervioso Central se conservo a -80°C para identificacion y cuantificacidn del virus por las técnicas de PCR
mencionadas (RT-PCR y ddPCR).

Las muestras fijadas en formol tamponado al 10%, luego de 5 dias en fijador, fueron procesadas de acuerdo a Verdes et al.
(2023), incluidas en parafina y cortadas a 4 ?m de espesor, tefiidas con Hematoxilina-Eosina y con Luxol Fast Blue-Cresil
Violet, para describir lesiones de poliencefalitis en dreas corticales y nucleos del tronco encefdlico y/o de leucoencefalitis
desmielinizante de cerebelo, regién periventricular, tractos 6pticos y medula espinal (Vandevelde y Zurbriggen 1995, 2005).

Con el fin de detectar antigenos celulares y virales, se utilizé la inmunohistoquimica basada en el método ABC asociado a
DAB. El grado de inmunoreactividad se puntué semi-cuantitativamente como: (+), células positivas individuales; +, foco
individual de células inmunopositivas; ++, nUmero moderado de células inmunopositivas; y +++, numerosas células
inmunopositivas (Gimeno y col. 2000). Por detalles de los anticuerpos a utilizar para la técnica de Inmunohistoquimica
(Verdes y col. 2023, Feijéo y col. 2021, Feijéo 2020).

Para la ddPCR, sobre la base de los hallazgos histopatoldgico e inmunohistoquimicos, se establecié la clasificacion por
curso: agudo, subagudo y crénico. En los mismos casos en los que se realizé el estudio histopatolégico, se tomaron
muestras del parénquima cerebeloso contralateral (50 mg) y se realiz6 la extracciéon de ARN mediante TRIZOL™
(Invitrogen), siguiendo el protocolo del fabricante. Posteriormente, se realizé la deteccién de ARN del VDC mediante RT-
PCR convencional. Luego se cuantificé la carga viral mediante la ddPCR (Godifio y col. 2023, Iribarnegaray 2023)

Para las RT-PCR, se utilizé la metodologia descrita previamente (Sarute y col. 2011, Frisk y col. 1999). Los productos del
PCR fueron visualizados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 6 % y revelados por tincién de nitrato de plata
(Sarute y col. 2011, Frisk y col. 1999). Finalmente, los productos de la PCR se secuenciaron en Macrogen (Corea) para
identificar las variantes de VDC circulantes en los casos de caninos con infeccion natural (Feijéo et al. 2021).

Andlisis Estadistico

Este estudio se centrd en el estudio de un niumero acotado de casos naturales de DC, por lo que buena parte de los
resultados generales se presentaron de forma descriptiva (Feijéo 2020).

A partir de los datos previamente descritos, fueron utilizados estadisticos de frecuencias para las variables categéricas
(sexo, raza, plan de vacunacidn, inicio de signos clinicos, sobrevida). Para verificar si existia asociacidn entre las
variables categoéricas se utilizé la prueba de Chi cuadrado (X2) y el Test exacto de Fisher. Para ello se usé el software
estadistico computacional R Core Team 2020 (A language and environment for statistical computing. R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/). Se utilizé un intervalo de confianza de 95% y el
nivel de significancia fue de p < 0.05. Posteriormente se estudié la asociacién estadistica entre las variables analizadas,
usando regresion logistica (Feijéo 2020).

Resultados, andlisis y discusiéon

El distemper canino es una infeccidon multisistémica, letal; provocada por un Morbillivirus. Frecuentemente afecta al
sistema nervioso. La leucoencefalitis desmielinizante es la forma mds frecuente de Distemper neuroldgico. Ha sido
vinculado con la esclerosis multiple (EM) por sus mecanismos de injuria similares. Se ha determinado en EM que los
potenciales evocados visuales (PEV) y somatosensitivos (PESS) son muy buenos marcadores del curso de la enfermedad y
permiten detectar precozmente lesiones que se sospechan a nivel clinico (Gutiérrez 2022).

Durante la consulta clinica de los caninos infectados por el VDC, los signos neuroldgicos observados con mayor frecuencia
fueron: mioclonias, signos medulares, encefalitis y convulsiones. El 95% de los animales no vacunados presentaron
mioclonias. Ademds, todos tuvieron alglin signo sistémico de la infeccion, en forma simultdnea o previamente a la
aparicién de los signos neuroldgicos (Feijéo y col. 2021, Feijéo 2020).

Durante la primera consulta neurolégica y posteriormente durante todo el tiempo de evolucién de los pacientes, se
registraron los PEV, ERG (electrorretinograma) y PESS de miembros posteriores a nivel craneal y espinal tanto en caninos
infectados naturalmente con Distemper y en caninos sanos. Se demostré un aumento de la latencia de las ondas N1, P1, N2,
P2 y N3 del PEV bilateralmente, sin alteraciones en las amplitudes de las mismas. Para el ERG no se encontré diferencias
entre ambos grupos. En cuanto a los PESS se encontré un aumento de la latencia de las ondas P1y N1 en el registro
craneal, sin alteraciones de la amplitud. No se hallaron alteraciones en las latencias a nivel espinal; asimismo, existié un
aumento en la amplitud N1-P1; P1-N2 y N2-P2 en los registros espinales (Gutiérrez y col. 2023 —en revision-, Gutiérrez 2022)
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Los animales infectados sobrevivientes fueron el 51%, con un mayor tiempo de sobrevida en los vacunados y los mayores
de 6 meses (Feijéo 2020).

Con respecto a las lesiones anatomopatoldgicas e histopatolégicas, el hallazgo constante fue la desmielinizaciéon. Ademds,
se observo gliosis, leptomeningitis, manguitos perivasculares, necrosis y cuerpos de inclusién, siendo estos hallazgos mds
severos en el cerebelo. Ademds, usando la inmunohistoquimica contra el virus de Distemper canino, se co-localizé la
presencia del virus en aquellas regiones con los mencionados danos histopatoldgicos, principalmente en astrocitos. La
Unica diferencia histopatolégica entre vacunados y no vacunados, fue la presencia de zonas de hemorragia perivascular
en los no vacunados (Feijéo 2020).

El estudio estadistico no encontré asociaciones entre signos neurolégicos y los hallazgos histopatolégicos. Aunque se
pudieron identificar dos de las rutas de ingreso del virus al sistema nervioso, a través de la diseminaciéon hematdgena
directa, asi como a través del fluido cerebroespinal (Feijéo 2020).

En las muestras provenientes de la hemiseccion derecha de los cerebelos de caninos infectados con VDC, sobre la base de
las lesiones y de la cantidad de células inmunomarcadas, se establecid la clasificacidn por curso: agudo, subagudo y
crénico. En la misma regidn de cerebelo de la hemiseccién izquierda (conservada a -80°C para estudios moleculares), se
tomaron muestras del parénquima cerebeloso contralateral (50 mg) y se realizé la extracciéon de ARN mediante TRIZOL™
(Invitrogen), siguiendo el protocolo del fabricante. Posteriormente, se realizé la deteccion de ARN del VDC mediante RT-
PCR convencional. Luego se cuantificé la carga viral mediante la ddPCR (Godifo y col. 2023, Iribarnegaray 2023).

Las lesiones subagudas incluyeron desmielinizacion focalmente extensa, extensa gliosis, necrosis neuronal, manguitos
perivasculares prominentes (2 a 3 capas de células inflamatorias mononucleares), cuerpos de inclusidon de CDV evidentes
y numerosas células CDV-positivas. Las lesiones crénicas fueron similares a las de la etapa subaguda, pero con mayor
nimero de neuronas en degeneracidn y necrosis, con manguitos perivasculares de al menos 3 capas. Se observé que un
65 % de las muestras analizadas correspondieron a lesiones agudas, el 10% a lesiones subagudas y el 25% lesiones
cronicas. Mediante la ddPCR se observé una tendencia a presentar mayor carga viral en los casos con lesiones agudas y
crénicas que en aquellas con lesiones subagudas (Godifio y col. 2023).

Paralelamente, y a partir de los estudios moleculares (RT-PCR y ddPCR) se realizé la secuenciacién genética de las cepas
virales del moquillo canino en animales vacunados, se confirmaron dos cepas de campo sudamericanas (Kikiy Uy251),
ambas del linaje Europa-1/ Sudamérica-1, que no estdn incluidas en las vacunas comerciales disponibles en Uruguay
(Feijéo y col. 2021).

Conclusiones y recomendaciones

En base a nuestros resultados clinicos y anatomo-patoldgicos y dada la alta tasa de prevalencia de animales con
Distemper canino en el pais, la enfermedad siempre deberia incluirse dentro del diagndstico diferencial en perros con
enfermedad neuroldgica, incluso en aquellos animales vacunados, ya que, en este proyecto, se identificaron un porcentaje
de caninos vacunados en los que se desarrolld la enfermedad neurolégica de VDC, que incluso llevaron a su muerte.

En los casos vacunados y que desarrollaron Distemper neurolégico que llevé a su muerte, se identificaron cepas de campo
sudamericanas (Kiki y Uy251), ambas del linaje Europa-1/ Sudamérica-1, que no estdn incluidas en las vacunas
comerciales disponibles en Uruguay, por lo que podrian ser un fututo aporte de este proyecto, contribuir al desarrollo de
vacunas nacionales contra el VDC que incluyan las cepas circulantes en el pais.

Los resultados electrofisiolégicos pueden ayudar a establecer un diagndstico precoz de dafo neurolégico vinculado a
Distemper, dado que muchas veces, los signos neuroldgicos de los pacientes con Distemper, aparecen mds tardiamente
gue los signos digestivos o respiratorios. Por lo tanto, la realizacién de estos estudios de forma rutinaria y protocolizada,
podria ser una herramienta valliosa en la clinica neurolégica, para detectar trastornos en la conduccién nerviosa central,
auln en fases subclinicas de la enfermedad.

De acuerdo a los resultados obtenidos con la ddPCR, podemos afirmar que resulté una técnica sensible y precisa para la
determinacidén de carga viral en aquellos casos diagnosticados clinicamente como distemper neuroldgico y clasificados
como agudos y crénicos, siendo estos el 75% de los casos estudiados. Con respecto a los casos clasificados
histolégicamente como subagudos, se requiere un mayor estudio de su patogenia para entender las causas de la menor
carga viral en muestras de cerebelo.
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