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REVISION BIBLIOGRAFICA

Modulacion de la respuesta inmune durante la infeccion por virus distemper canino:
implicancias terapéuticas y en el desarrollo de vacunas

Modulation of immune response during canine distemper virus infection:
therapeutic and vaccine development implications

PF Céspedes”, P Cruz, CO Navarro

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Laboratorio de Virologia Animal, Universidad de Chile, Santiago, Chile.

SUMMARY

Canine distemper virus (CDV) infection is the main infectious cause of mortality in canines and exotic animals worldwide, and also threatens several
endangered species such as the giant panda and big felids. The CDV blocks interferon and cytokines signaling pathways through massive infection of
peripheral mononuclear cells and lymphocytes, which decreases B and T cell proliferation and causes CD4* Th1 depletion. These events explain the severe
and long lasting immunosuppression that characterizes CDV infection, which leads to a multisystemic disease with subsequent deleterious opportunistic
infections. Complex events such as cell dysfunction caused directly by virus replication or exaggerated immune response triggered by infected cells,
contribute to the establishment of diverse and complex neurologic diseases throughout the course of the disease. Considering that several species are
affected and that CDV infection has a high morbidity and mortality, the present review highlights the relevance of designing safer vaccines, capable
of both inducing strategic immunity and preventing CNS pathology. Additionally, in order to better understand the diverse and dynamic mechanisms
involved in the disruption of the adaptive immune response, as well as immunity induction during viral infection and vaccination, this review addresses
the role of dendritic cells (DC) during CDV infection. Furthermore, we will discuss how DC-based therapies could improve the outcome of these patients

in terms of survival and prevention of associated sequels.

Palabras clave: respuesta inmune Th1, respuesta inmune Th17, virus distemper canino, células dendriticas.
Key words: Th1l immune response, Th17 immune response, canine distemper virus, dendritic cells.

INTRODUCCION

En 1905 Henri Carré descubri6 el virus distemper
canino (VDC), causante de la enfermedad multisistémica
mds difundida, contagiosa y letal de cdnidos y otras nueve
familias de mamiferos (Mustelidae, Procyonidae, Ursidae,
Viverridae, Hyaenidae, Phocidae y Felidae), llegando a
comprometer drasticamente la conservacion de especies
amenazadas debido a su altisima letalidad (Pardo y col 2005).
Este virus pertenece al orden Mononegavirales, a la fa-
milia Paramyxoviridae y al género Morbillivirus, posee
envoltura y un tamafio entre 150 a 300 nm de didmetro
(Summers y Appel 1994). Su genoma estd constituido
por 4cido ribonucleico (ARN) no segmentado, de hebra
simple y sentido de codificacion negativo, formado por
aproximadamente 15,7 kb que incluyen 6 genes organizados
en unidades transcripcionales separadas y no traslapadas.
En direccion 5°- 3’ codifica 7 proteinas: la proteina de la
nucleocépside (gen N; de 1,5 kb), la fosfoproteina (gen P;
que con un largo total de 1,5 kb codifica en las primeras
500 a 1.000 bases de su extremo 5’ el gen Cy gen V, de
las proteinas C y V, respectivamente), la proteina de la

Aceptado: 20.01.2010.

*  Avda. Santa Rosa 11735, La Pintana, Santiago, Chile; pablocesdon@
gmail.com.

matriz (gen M; de 1 kb), la proteina de fusion (gen F; de
1,9 kb), 1a hemaglutinina (gen H; de 1,8 kb) y la polimerasa
grande (gen L; de 6,5 kb) (Sidhu y col 1993). Las proteinas
estructurales corresponden a la proteina de matriz, de la
nucleocépside, la polimerasa, la fosfoproteina y las glico-
proteinas de envoltura, hemaglutinina y de fusion. Estas
ultimas son responsables del reconocimiento e ingreso
del virus a la célula blanco, siendo el principal objetivo
de los anticuerpos neutralizantes sintetizados por el sis-
tema inmune del hospedero (Summers y Appel 1994). El
ARN viral se encuentra empaquetado en la nucleocdpside
y, una vez dentro del citoplasma, funciona junto con la
polimerasa viral y su cofactor, la fosfoproteina, como un
complejo ribonucleoproteico que sintetiza ARN mensa-
jero cubierto y poliadenilado, que mediante transcripcion
y replicacion secuencial genera un antigenoma de largo
completo esencial para la replicacion viral (von Messling
y col 2001). Pese a ser un virus envuelto muy sensible
al medio ambiente, su constante eliminacidn a través de
todo tipo de secreciones, exudados y fluidos corporales a
partir del séptimo dia postinfeccidn, y su alta infectividad,
permiten que se disemine rdpidamente en el ecosistema
gracias a la existencia de animales infectados que eliminan
el virus antes de manifestar signos asociados a la virosis
(Summers y Appel 1994). La naturaleza de la enfermedad
es variable y su curso depende en gran medida de las com-
plejas interacciones entre las caracteristicas bioldgicas del
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virus (atenuacidn, tropismo y polimorfismo genético) y el
sistema inmune del hospedero (grado de madurez, refuerzo,
especificidad y eficiencia) siendo este tiltimo uno de los
principales factores en determinar el curso, consecuencias
y letalidad de la infeccién (Bonami y col 2007).

PATOGENIA: INTERACCIONES TEMPRANAS CON
EL SISTEMA INMUNE

Las principales vias de ingreso del virus son la aer6gena
ocular-respiratoria y oral, a través de aerosoles y fomites,
por medio de los cuales alcanza superficies mucosas donde
establece la primera interaccion con el sistema inmune del
hospedero mediante la infeccién temprana de linfocitos
locales y células mononucleares CD150" (von Messling y
col 2004, von Messling y col 2005). En este punto el virus
despliega una serie de mecanismos rapidos que permiten
neutralizar y evadir la respuesta inmune antiviral innata y
adaptativa: (a) utilizacién de c€lulas del sistema inmune
como vehiculo de transporte a los nddulos linfaticos
regionales, (b) replicacién deletérea en subpoblaciones
de linfocitos entre el primer y tercer dia postinfeccion
(PD), (c) establecimiento de la viremia primaria asociada
a leucocitos, (d) replicacién masiva en érganos linfoides
con agotamiento selectivo de la subpoblacion Thl y (e)
establecimiento del cuadro multisistémico al séptimo dia
PI (von Messling y col 2004).

La infeccidn de linfocitos es dependiente de la hema-
glutinina viral, glicoproteina de la envoltura lipidica que
reconoce y se une al receptor linfocitario CD150/SLAM
(Signaling Lymphocyte Activation Molecule) (von Messling
y col 2001, Tatsuo y col 2001). El receptor CD150 se
expresa de forma diferencial en distintas poblaciones
celulares, siendo constitutiva en células hematopoyéticas
e inducible en linfocitos T efectores y células plasmaticas
(Cocks y col 1995, Sidorenko y Clark 2003). La amplia
distribucion de este receptor en poblaciones linfocitarias
activas explica el exquisito linfotropismo del virus y la
relevancia de la hemaglutinina en la virulencia y citopa-
togenicidad de VDC y otros Morbillivirus, siendo la unién
de estas dos moléculas un evento clave en la infeccién de
diversos tipos celulares y el determinante del tropismo de
cada cepa viral (von Messling y col 2003, Vandevelde y
Zurbriggen 2005).

Luego de infectar células inmunes, el virus asegura
la sintesis del antigenoma (ARNm) y una replicacién
intracitoplasmadtica efectiva formando un complejo
ribonucleoproteico, que evita el reconocimiento de
intermediarios de ARN doble hebra por parte de TLR-3
(Toll Like Receptor-3)y, de esta forma, inhibe las vias
de activacion del factor de transcripcion NF-xB (Nuclear
Factor-Kappa B) responsable de activar la expresion de
citoquinas proinflamatorias, quimioquinas, moléculas
de adhesion y receptores inmunolégicos (Curran y
Kolakofsky 2000). En este punto, la patogénesis es in-
fluenciada adicionalmente por 2 productos generados en
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el ciclo replicativo viral, ambos derivados del gen P: las
proteinas V' y C (von Messling y col 2006). La primera
actiia inhibiendo las vias de sefializacion de interferén y
citoquinas aboliendo la sefializacién JAK (Janus Kinase)/
STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription),
marcando STATI, 2 o 4 para su degradacién proteoso-
mal e interfiriendo con su activacién dependiente de
fosforilacién mediada por el complejo JAK-receptor de
citoquina (figura 1). Esto dltimo se traduce en bajos nive-
les de transcripcion y expresion de proteinas antivirales,
citoquinas proinflamatorias (TNF-a e IL-6), citoquinas
Thl y Th2 especificas (IL-2 e IL-4, respectivamente)
e interferones de la clase I (IFNa y B), siendo de esta
forma un determinante de virulencia esencial en la in-
vasion del hospedero (von Messling y col 2006). Este
fendmeno explica la inhibicién de la secrecion de inter-
ferén gamma (IFNY) en linfocitos Thl y células natural
killer (NK) y, consecuentemente, la interferencia de la
respuesta inmune Th1 antiviral (Sidorenko y Clark 2003,
von Messling y col 2005). La proteina C corresponde
a un factor de infectividad que asegura el ensamble y
liberacién de particulas virales estables, sustentando
fases tardias del cuadro multisistémico (von Messling
y col 2006). Adicionalmente, la nucleoproteina viral se
une como factor soluble al receptor CD32 (FcyRII) de
linfocitos B, desencadenando eventos que determinan
una disminucién temprana de su actividad proliferativa
(Kerdiles y col 2006, von Messling y col 2006).

Estos fendmenos permiten que el virus utilice células
inmunes para viajar a érganos linfaticos secundarios
como pulpa blanca del bazo, nddulos linféiticos y tejido
linfoide asociado a mucosas (tonsilas y placas de Peyer)
que corresponden a los sitios de replicacion preferencial
antes del establecimiento de la viremia secundaria (von
Messling y col 2004). En dichos tejidos el virus, a través
de la unién a CD150, ejerce un efecto deletéreo sobre la
respuesta inmune adaptativa antiviral, caracterizado por
el agotamiento selectivo de linfocitos CD4* Th1 mediante
un proceso apoptético (Schobesberger y col 2005, Pillet y
von Messling 2009) afectando adicionalmente la actividad
proliferativa de células B y T CD8" involucradas en la
respuesta Th1 durante las primeras 72 horas PI (Sidorenko
y Clark 2003, von Messling y col 2004, Suter y col 2005,
Beineke y col 2009). La infeccién de tonsilas y placas de
Peyer ha sido sugerida como uno de los eventos claves en
el compromiso de la respuesta inmune de mucosas (Th2)
mediada por IgA, facilitando el ingreso de patégenos desde
las barreras epiteliales y las infecciones oportunistas (von
Messling y col 2004). Todos estos mecanismos explican
la severa leucopenia descrita entre el primer y séptimo dia
postinfeccién, con una disminucién de hasta el 80% de las
células mononucleares periféricas, y un alto porcentaje de
linfocitos T y B infectados (40-60%) (Rudd y col 2006).
Sélo unos pocos monocitos/macréfagos expresan antigenos
virales, lo que se relaciona directamente con su limitada
expresion de CD150 (Cocks y col 1995).
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Figura 1. Modulacién de la respuesta inmune por VDC. Eventos secuenciales desarrollados durante la infeccion de células mononucleares
durante las primeras horas PI. 1) Reconocimiento de CD150 por la hemaglutinina viral e infeccién de CDs. 2) sintesis de proteinas estructurales y me-
diadores solubles del virus. Interferencia con la via de sefalizacion de citoquinas e interferones por parte de la proteina V, a través de la degradacion de
STAT 1/2/4 (3) o la inhibicién de su activacién por enzimas de la familia JAK (4). (5) La inhibicién de la fosforilacién de STAT evita su dimerizacién
(dSTAT-1/2/4) y consecuente traslocacién al niicleo para unirse a los promotores de los genes de citoquinas y proteinas antivirales (destacadas en rojo).
6) Sinapsis infecciosa, el virus aprovecha el establecimiento de una sinapsis inmunoldgica (S.I.) para infectar linfocitos virgenes, en los que despliega
los mismos mecanismos para interrumpir su activacion, proliferacién, maduracion y comunicacién paracrina con otras células del sistema inmune. En
linfocitos Th2 no se inhibe la via de sefializacion de IL-4/JAK-1 o 3/STAT-6 (7).

Immune response modulation by CDV. Sequential events developed along the infection of mononuclear cells during the first hours post-
infection (PI) 1) DCs infection through CD150 recognition by viral hemagglutinin. 2) Synthesis of viral structural and soluble proteins involved in
immune response suppression. Disruption of cytokines and interferon signaling pathways mediated by viral V protein through degradation of STAT 1/2/4
(3) or inhibition of their activation mediated by JAK family kinases (4). 5) Inhibition of STAT phosphorylation conduces to its reduced dimerization and
consequent nuclear translocation and binding to promoters controlling cytokine and antiviral protein gene expression (highlighted in red). 6) Infectious
synapse theory, CDV take advantage of immune synapse (S.1.) assembly to infect naive T lymphocytes, where deploy similar mechanisms to disrupt
activation, proliferation, maturation and paracrine cross-talk with other immune cells. 7) IL-4/JAK-1 or 3/STAT-6 signaling pathway is not inhibited in
Th2 lymphocytes.

Lardpida y masiva replicacién viral en linfocitos pre-
para la invasién sistémica a través de la viremia secundaria
asociada a células, que se caracteriza por altos titulos
virales y el inicio del cuadro clinico. En este curso de la
virosis, el sulfato de heparina presente en la superficie
de células epiteliales y no inmunes actia como receptor
para la hemaglutinina, sustentando de esta manera la
diseminacién epiteliopantrépica propia de la fase mas
tardia de la infeccion (Rudd y col 2006, Zhao y col 2008),
donde el comportamiento de la patologia es altamente
impredecible, describiéndose que aproximadamente un

30% de los animales que desarrollan un cuadro multisis-
témico presentan algin grado de compromiso neurolégico
y, de ellos, un 10% muere de encefalitis aguda (Rudd y
col 2006). El establecimiento multisistémico y la viremia
secundaria son etapas esenciales para que el virus aso-
ciado a células mononucleares y endoteliales infectadas
alcance el Sistema Nervioso Central (SNC), a través
del plexo coroideo y de los vasos sanguineos cerebrales
(Summers y Appel 1994, Vandevelde y Zurbriggen 2005).
Sin embargo, no corresponde a la tnica via de ingreso,
pues algunas cepas durante la invasién masiva de la
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mucosa respiratoria y de sus células epiteliales infectan
neuronas receptoras cercanas y de forma anterograda, a
través de sinapsis neuronales, alcanzan nervio y bulbo
olfatorio, lugares donde comienza el proceso patoldgico,
disemindndose luego al resto del SNC (Rudd y col 2006).
Alrededor del dia 28 postinfeccién la enfermedad se
acompafia con la presencia de virus libre en el fluido
cerebroespinal, explicando la gran cantidad de focos de
desmielinizacién ubicados bajo la piamadre en capas
subyacentes del cuarto ventriculo, las cortezas cerebral
y cerebelar (Vandevelde y Zurbriggen 2005).

INMUNOPATOLOGIA DEL CUADRO
NEUROLOGICO

Los Morbillivirus sarampion y distemper producen
desérdenes sistémicos similares en sus respectivos hospe-
deros naturales, y aunque la frecuencia del compromiso del
SNC difiere marcadamente (0,1% versus 30%, respectiva-
mente), los procesos neuropatoldgicos que se desarrollan
en el transcurso de la infeccién son similares (Summers
y Appel 1994, Rudd y col 2006). Ambos virus causan
encefalopatia aguda y leuco-, polio- o panencefalitis o
encefalomielitis con desmielinizaciéon multifocal, y los
cambios patoldgicos observados sugieren que la natura-
leza del proceso involucra tanto eventos desencadenados
directamente por la infeccién viral como por mecanismos
inmunomediados o, eventualmente, de autoinmunidad
(Lampert 1978, Krakowka y col 1985). Efectivamente,
se ha demostrado citdlisis inducida por virus en lesiones
agudas no inflamatorias y un mecanismo inmunomediado
en lesiones inflamatorias subagudas y crénicas (Frisk y
col 1999, Moro y col 2003). Las lesiones no inflamatorias se
caracterizan por la presencia de antigenos virales y niveles
bajos de expresion del complejo principal de histocom-
patibilidad (MHC) clase II, mientras que en las lesiones
crénicas existe una expresion reducida de antigenos y una
fuerte sobreexpresion del MHC clase II con infiltracion
perivascular acumulativa de linfocitos CD4* e infiltracion
parenquimatosa de células inmunes citotdxicas, evidencia
que demuestra la naturaleza progresiva e inmunomediada
de la patologia neurolégica (Baumgirtner y col 1989,
Alldinger y col 1993, Miiller y col 1995).

La llegada del virus al SNC a través de la barrera
hematoencefédlica ocurre en un escenario de severa
inmunosupresion, y a pesar de la infeccién restrictiva
de oligodendrocitos (menor al 10%) se desarrolla un
proceso temprano de desmielinizacién no inflamatoria,
asociada a fendmenos derivados de la replicacion viral
en astrocitos y microglia, que corresponden a las pobla-
ciones celulares responsables de mantener y facilitar la
propagacién viral en el SNC (Vandevelde 2004). En los
escasos oligodendrocitos infectados, la transcripcion
viral interfiere con funciones especializadas causando
un desequilibrio metabdlico que conduce a una masiva
depresion en la sintesis de mielina, caracterizada por la
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subexpresion de la proteina bésica de mielina (PBM) y
de la enzima cerebrdsido-sulfotransferasa (Vandevelde y
Zurbriggen 2005). Adicionalmente, se describe apoptosis y
cit6lisis inducida por virus en la materia gris del cerebelo
(Moro y col 2003). En esta fase inicial, la infeccion de
macré6fagos induce activacion fagocitica local caracterizada
por sobreexpresion del MHC clase II, de moléculas de
adhesion (CD44) y por la produccion de radicales libres,
fenémenos responsables del dafio sobre la vaina de mielina
(Alldinger y col 1996). La exacerbacion de la enfermedad
se debe al aumento de expresion de citoquinas proinfla-
matorias, especialmente IL-1, IL-6 y factor de necrosis
tumoral (TNF), sin existir un aumento compensatorio
en la expresion de citoquinas antiinflamatorias (Frisk y
col 1999, Grone y col 2002, Markus y col 2002, Beineke
y col 2008). El efecto detrimental de la infeccién sobre la
subpoblaciéon Th1 CD4* es duradera, siendo mds breve
sobre la subpoblacién Th2 y CD8* CD25* citotéxica. Esta
dltima se recupera con prontitud e inicia una respuesta
inmune antiviral en los cuadros agudos, infiltrando difusa-
mente el parénquima del SNC donde ejerce citotoxicidad
local que permite eliminar la infeccion del sistema entre
los 14 y 21 dias PI (Tipold y col 2005, Vandevelde y
Zurbriggen 2005). Sin embargo, si la respuesta citotoxica
es ineficiente se establece una infeccidn persistente no
citolitica que favorece la evasion de la respuesta inmune
y la diseminacidn del virus en SNC, caracterizada por la
expresion restrictiva de las proteinas de superficie y una
infeccién masiva de neuronas que promueve lesiones
cronicas inmunomediadas, progresivas y reincidentes
(Tipold y col 2001, Vandevelde y Zurbriggen 2005). La
poblaciéon Th2 forma infiltrados perivasculares en SNC
que responden al estimulo del MHC clase II expresado en
células presentadoras de antigenos locales. Estos tltimos
son generados en el contexto del proceso inflamatorio
propio de lesiones subagudas y crénicas.

Wiinschmann y col (1999) describen 4 formas secuen-
ciales de los eventos patoldgicos desarrollados en una
escala temporal, caracterizados por diferencias marcadas
en cuanto a sus caracteristicas histo e inmunopatolégicas:
(1) lesiones agudas no inflamatorias carentes de desmie-
linizacion, (2) lesiones subagudas no inflamatorias, que
marcan el inicio del dafio sobre la vaina de mielina, (3)
lesiones subagudas inflamatorias y (4) lesiones crénicas
inflamatorias. En las lesiones no inflamatorias, la infeccion
de astrocitos y microglia conduce a la sobreexpresion de
CD44 y de su ligando, las metaloproteinasas de matriz
(MMP). La interaccion entre estas moléculas conduce a
la apertura de la barrera hematoencefdlica, que junto a la
secrecion de citoquinas promueve el inicio del proceso
inflamatorio en las meninges y el parénquima del SNC
(Alldinger y col 2006). En el transcurso de las lesiones
inflamatorias, y en respuesta a la injuria propia de ellas,
existe sobre-expresion de los inhibidores de metalopro-
teinasas (TIMP) e inhibicion de la expresion de CD44,
estableciendo un delicado equilibrio entre MMP-TIMP que
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logra disminuir la infiltracién de células inflamatorias CD44*
y la progresion del dafio tisular (Miao y col 2003).

En momentos mds tardios, aproximadamente entre las
6y 7 semanas postinfeccién comienza la recuperacion de
la subpoblacién Th1 CD4* y la formacién de infiltrados
perivasculares que promueven una fuerte respuesta inmune,
caracterizada por la acumulacidn perivascular progresiva
de esta poblacion y la quimioatraccién de monocitos y
linfocitos efectores (citotdxicos y células plasmaticas).
Todo esto conduce al establecimiento de un cuadro infla-
matorio del SNC, potenciado por el acimulo temprano de
citoquinas proinflamatorias y el dafio inicial del sistema,
que comprende una desmielinizacién multifocal (placas
subagudas y crénicas) acompafiada de un infiltrado paren-
quimatoso progresivo de linfocitos citotéxicos CD8*, que
responde a la gran cantidad de citoquinas producidas por
CD4*y los antigenos presentados por macréfagos y células
dendriticas (Wiinschmann y col 1999). La desregulacién
de la respuesta inmune Th1 (con expresién dominante de
IL-12, IL-2 e IFN-y) que a su vez es potenciada por la
secrecion de anticuerpos contra las proteinas virales y los
antigenos generados en las lesiones crénicas, incluyendo
PBM, produce dafio masivo a través de una respuesta
inflamatoria y citotdxica exagerada (Grone y col 2002,
Vandevelde y Zurbriggen 2005). El reconocimiento de la
porcién Fc de anticuerpos anti-PBM por parte de células
citotoxicas innatas y el sistema complemento produce dafio
colateral y directo sobre la oligodendroglia (Vandevelde y
Zurbriggen 2005). De esta manera, se establece un efecto
tsunami en el que la severa inmunosupresion sistémica que
acompafia la infeccién del SNC permite la diseminacién
del virus, mientras la desregulacion inmune facilita la
produccién incesante de citoquinas proinflamatorias en
un parénquima que no es capaz de responder adecuada-
mente a ellas.

Debido a que en un comienzo el infiltrado perivas-
cular sélo establece una respuesta Th2 que es incapaz de
producir un clearance eficiente del virus, se promueve
un fendmeno inflamatorio que dafia el parénquima, faci-
litando la presentacion de autoantigenos y la generacion
de autoanticuerpos. Asi, luego de que se recupera la
respuesta inmune mediada por CD4* Thl, se desenca-
denan eventos dirigidos a establecer una fuerte y masiva
respuesta inmunitaria mediada por células T citotéxicas
(linfocitos T CD8* of* 0 y0*) que acopladas a una fuerte
reaccion inflamatoria, conducen a un dafio irremediable a
la estructura tisular y funcién neurolégica del hospedero
(Tipold y col 1999).

INMUNIDAD Y POLIMORFISMO
GENETICO VIRAL

El virus distemper se caracteriza por dafiar la inmunidad
innata y adaptativa desde momentos iniciales del cuadro
infeccioso gracias a su elevado linfotropismo y capacidad
de generar disrupcién en funciones esenciales de células

inmunes. Lo anterior se explica por complejas interacciones
entre las proteinas virales y elementos propios de cada via
de sefializacion, que limita el desarrollo de una respuesta
inmune antiviral Th1 efectiva y en perfecto equilibrio con
una respuesta de mucosas Th2. Esta tltima cumple el rol
fundamental de evitar infecciones productivas neutralizando
agentes patdgenos a nivel de superficies mucosas, mediante
la secrecion de anticuerpos IgA especificos. La respuesta
Th1 permite eliminar infecciones ya establecidas utilizando
linfocitos T citotéxicos CD8* secretores de IFNyy células
plasmadticas secretoras de anticuerpos neutralizantes de
los isotipos IgG2a e IgG2c séricos. Considerando esta
diferenciacion funcional, una estrategia de vacunacion
Optima debe ser capaz de estimular ambas respuestas, de
forma soélida y equilibrada. No obstante, se ha descrito
que los virus atenuados utilizados actualmente en vacunas
polivalentes poseen un linfotropismo y capacidad de inducir
inmunosupresion residual, comprometiendo el balance de
las respuestas inmunes mencionadas (Sereda y col 1999).
Es mas, la vacunacion con virus atenuado afecta la actividad
proliferativa de linfocitos T y neutréfilos favoreciendo la
emergencia de infecciones oportunistas, lo que destaca la
importancia de vacunar solamente animales sanos (Strasser
y col 2003). Lo mencionado anteriormente demuestra
que, a pesar de la capacidad que tiene el sistema inmune
de responder adecuadamente a otro tipo de infecciones
luego de los 6 meses de edad, 1) el desarrollo de un cuadro
multisistémico en animales inmunizados mayores de 18
meses, 2) la incapacidad del sistema inmune de modular
negativamente y controlar la poblacién de linfocitos T
autorreactivos responsables de la patologia autoinmune
en SNCy 3) la patologia postvacunal descrita sugiere que
para el caso de distempervirosis el sistema inmune no es
completamente maduro, dependiendo en la mayoria de los
casos de programas de vacunacion bien disefiados para
establecer una respuesta inmune sélida y duradera. Esto
ultimo tiene especial relevancia en aquellos animales méas
susceptibles, como individuos menores de 18 meses de edad
y especies silvestres, en los que es recomendable recurrir
a vacunas recombinantes que prescinden del patégeno y
sOlo utilizan algunos de sus antigenos para estimular ade-
cuadamente al sistema inmune del hospedero. Esta tltima
afirmacidn se sustenta en la evidencia de la capacidad del
virus vacunal atenuado de revertir de manera fugaz su
virulencia y causar encefalomielitis postvacunal letal en
caninos y, de modo similar, un cuadro multisistémico de
90-100% de morbilidad y letalidad en hurones de patas
negras (Mustela putorius furo) (Summers y Appel 1994,
von Messling y col 2003). Considerando estos antecedentes
y utilizando virus viruela del canario o virus sarampion
como vectores genéticos de los antigenos inmunodomi-
nantes de VDC, se ha demostrado la capacidad de estas
vacunas recombinantes para estimular una rapida y sélida
respuesta inmune tipo Thl, caracterizada por titulos de
anticuerpos neutralizantes séricos hasta por 3 afios (Larson
y col 2006, Bronson y col 2007, Rouxel y col 2009). La
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primera de ellas posee la ventaja adicional de estar exenta
de la interferencia por parte de los anticuerpos maternos,
y al carecer de particulas de VDC, de la reversion de viru-
lencia potencial y de la inmunosupresion residual presente
en las vacunas polivalentes convencionales, permitiendo
de esta forma vacunar animales desde las 4 semanas de
edad (Larson y col 2007, Pardo y col 2007).

En animales correctamente inmunizados, la infeccién
es incapaz de establecer un estado de inmunosupresion
gracias a la s6lida respuesta inmune antiviral desarrollada,
que se caracteriza por la eliminacién de cepas virulentas
antes del establecimiento de la viremia secundaria, entre el
tercer y quinto dia PI (Tipold y col 2001). Actualmente, no
existen vacunas capaces de estimular una respuesta inmune
estratégica en el contexto de la distribucién orgénica de los
distintos elementos celulares y moleculares involucrados,
tanto linfocitos CD4* Th 1 como Th 2, y de las células
efectoras y anticuerpos desarrollados. Si bien las vacunas
polivalentes convencionales son capaces de estimular la
secrecion de anticuerpos neutralizantes tipo IgG1 e IgG2b,
éstas sélo tienen una distribucion sérica y un limitado
poder de difusion a superficies mucosas. Adicionalmente,
el limitado poder de proteccidn de las vacunas polivalentes
se explica por la variabilidad genética (polimorfismo)
del virus, demostrandose una diferencia marcada en las
caracteristicas genéticas de las cepas vacunales y las cau-
santes de brotes epidémicos en América del Norte, Africa,
Europa, Japén y Argentina, tanto en poblaciones de caninos
domésticos como silvestres (Martella y col 2002, Hirama
y col 2004). Efectivamente, el andlisis de polimorfismo
genético ha demostrado diferencias significativas entre
aislados clinicos y cepas utilizadas hace décadas como
vacunas: SnyderHill, Onderstepoort, Rockborn, Convac y
Lederle (Mochizuki y col 1999, Pardo y col 2005, Uema y
col 2005, Lan y col 2006, Martella y col 2006, Calderén
y col 2007). Dichos estudios han identificado 6 genotipos
con una variacién promedio de 10% en la composicion
del gen H (Zhao y col 2008), diferencia que determina
la cantidad y ubicacién de sitios de glicosilacién de la
hemaglutinina y, de esta forma, la fuerza de interaccién
con los receptores celulares, la extension de la propagacion
viral y la virulencia de este Morbillivirus (von Messling y
col 2001, Orlando y col 2008). Esta variabilidad genética
determina cambios en los epitopos de la hemaglutinina y
diferencias en la capacidad neutralizante de los anticuerpos
derivados de la inmunizacién frente a otras cepas vacunales
y diversos aislados de campo. En este contexto, los antige-
nos virales mas relevantes en la induccién de inmunidad
adaptativa no s6lo corresponden a la hemaglutinina, sino
que ademads a las proteinas de fusién y de la nucleocépside,
siendo las dos primeras los principales objetivos de los
anticuerpos neutralizantes debido a que la interaccién con
los receptores celulares depende exclusivamente de éstas
(Zhao y col 2008).

El adecuado estimulo sobre el tejido linfoide asociado
a mucosas, induce la proliferacion de linfocitos T helper
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y citotéxicos junto con la secrecion de anticuerpos IgA
especificos, siendo estos dltimos capaces de reconocer,
unirse a las glicoproteinas virales e interferir con el re-
conocimiento de CD150 en los primeros momentos de la
exposicion al virus, evitando su diseminacién primaria
dependiente de linfocitos y la interferencia de las vias de
sefializacion de citoquinas e interferones, necesarias para
el normal desarrollo de la respuesta innata y adaptativa.
El desarrollo de vacunas recombinantes que promuevan
inmunidad estratégica es uno de los principales desafios
para el control de virus distemper, tanto en poblaciones
urbanas como silvestres bajo riesgo de infeccién (Bronson
y col 2007, Rouxel y col 2009). En este contexto, y consi-
derando la inespecificidad de hospedero de VDC, disponer
de vacunas seguras de facil administracion y bajo costo
que permitan proteger poblaciones silvestres con minima
intervencion en el ecosistema y desde edades tempranas,
como también generar inmunidad de masa de manera
mds rdpida frente a brotes esporadicos, es un desafio que
debe contemplar el uso de vacunas que puedan ser admi-
nistradas via oral o intranasal. Aunque para VDC no se
han desarrollado vacunas con estas caracteristicas, se ha
demostrado para virus respiratorio sincicial humano, otro
miembro de la familia Paramyxoviridae capaz de inhibir
la respuesta Thl, que vacunas recombinantes adminis-
tradas via intranasal son capaces de estimular una muy
buena respuesta tipo Thl tanto celular como humoral,
y con una distribucién de sus elementos efectores tanto
sistémica como en superficies mucosas (Mok y col 2007).
Esta evidencia demuestra que, a pesar de la capacidad que
tiene el virus respiratorio sincicial de inhibir la respuesta
adaptativa tipo Thl a nivel de la sinapsis inmunolégica
(Gonzilez y col 2008), la vacunacion estratégica promueve
el desarrollo de una respuesta inmune sélida mientras
previene el despliegue de los mecanismos responsables de
aquella disrupcién y de los procesos inmunopatolégicos
caracteristicos de la infeccién.

FUNCION DE CELULAS DENDRITICAS
DURANTE LA INFECCION

Las células dendriticas (DC) corresponden a presen-
tadoras de antigenos profesionales localizadas de manera
ubicua y estratégica para captar antigenos, procesarlos y
presentarlos junto a moléculas coestimuladoras (CD80 y
CD86) como péptidos asociados a moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad clase I y Il a células T'y,
de esta forma, promover una adecuada respuesta inmune
adaptativa gracias al establecimiento de una sinapsis in-
munolégica funcional. Se han descrito tres subconjuntos
principales de DC; CD8**+/CD4-, CD4+/CD8%*y CD4"/
CD8%* (doble negativas). El primer grupo se diferencia
de progenitores comunes por estimulo de [IFN-y secretado
por células NK y posee la capacidad de inducir una res-
puesta Th1 mediante la secrecién de grandes cantidades
de IL-12, mientras que las dos tdltimas son capaces de
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inducir una respuesta Th2, mediante la secrecion de IL-4
(Aliberti y col 2003).

Aunque se reconoce la infeccién de células dendriticas
por VDC, poco se sabe acerca de la capacidad de este
virus para interferir con el normal funcionamiento de la
sinapsis inmunolégica (Wiinschmann y col 2000). Algunos
estudios han demostrado que sarampidn, el Morbillivirus
filogenéticamente mds cercano a VDC, posee la capacidad
de infectar células dendriticas y linfocitos durante la forma-
cién de sinapsis inmunoldgica, junto con inducir actividad
citotéxica en DC y el agotamiento selectivo de células
Thl a través de apoptosis inducida por el ligando TRIAL
(TNF-related apoptosis-inducing ligand) (Servet-Delprat
y col 2003). Ademds, la infeccidn inhibe la secrecion de
IL-12, la liberacién de quimioquinas y el reclutamiento
de células Thl, polarizando de esta forma la respuesta
hacia Th2 afectando luego la actividad proliferativa de
células T mediante sefializacion negativa dependiente de
contacto con el complejo glicoproteico viral desplegado en
la sinapsis inmunoldgica (Schneider-Schaulies y col 2003,
Abt y col 2009). Estos antecedentes indican posibles
mecanismos utilizados por VDC para interferir y evitar el
desarrollo de una adecuada respuesta inmune adaptativa.
Adicionalmente, considerando la capacidad que poseen
los Morbillivirus de reconocer CD150/SLAM, es posible
que existan mecanismos que perjudiquen la respuesta Th1
mediante la interferencia con eventos de diferenciacion y
sefializacion tempranos, en los que la infeccién de células
NK (via CD150) y la consecuente inhibicién de la secrecion
de IFN-y, produzca la supresién de la diferenciacién de DC
CD8aoi+ a partir de precursores comunes, disminuyendo
la induccidn de linfocitos con fenotipo Thl.

El desarrollo de un cuadro neurolégico de base inmuno-
patoldgica en fases tardias de la infeccion, es un fendmeno
que sugiere la existencia de mecanismos moleculares ain
desconocidos, capaces de interferir con el normal funcio-
namiento de las DC, elementos celulares responsables de
regular respuestas autoinmunes y mantener un estado de
tolerancia inmunoldégica mediante la supresion de células
T autorreactivas y, de esta forma, proteger la estructura
y funcién de 6rganos vitales (Steinman y col 2003,
Iruretagoyena y col 2006). La barrera hematoencefilica
(BHE) determina un estado de privilegio inmunoldgico en
SNC, limitando la infiltracion de células inflamatorias e
inmunes al parénquima. Sin embargo, la infeccién viral en
astrocitos y la sobreexpresion de CD44 y MMP, conducen
a su apertura y, consecuentemente, a la llegada de linfocitos
T helper competentes, capaces de promover una inmunidad
descontrolada en respuesta al gran acimulo de citoquinas
proinflamatorias presentes en el tejido. De esta manera,
durante el transcurso de la enfermedad, el SNC sufre un
dafio masivo derivado del proceso inflamatorio exagera-
do, fenémeno que predispone al progreso de la patologia
gracias a la masiva presentacion de antigenos, incluyendo
virales y autoantigenos (como PBM) que estimulan un
sistema inmune dafiado en su capacidad de autorregulacion

y favorecen el desarrollo de un proceso autoinmune con
caracteristicas de hipersensibilidad retardada.

NUEVAS HERRAMIENTAS TERAPEUTICAS EN
EL CONTEXTO DE LA INMUNOPATOLOGIA

Debido a la inexistencia de protocolos terapéuticos
estandarizados y mds atn, de antivirales especificos, los
tratamientos actuales persiguen controlar las infecciones
oportunistas y los signos neurolégicos desarrollados en el
transcurso de la enfermedad. En este sentido, es importante
discutir el uso erréneo de interfer6n gamma recombinante
humano (IFN-yrh) y vitamina C en el contexto de la fisio-
patologia del cuadro neurolégico. El IFN-y corresponde a
una citoquina con funciones esenciales en la restriccion
de la replicacion y diseminacion multisistémica de agen-
tes virales, mientras coordina la actividad de linfocitos
Thl y citotéxicos (Placek y col 2009). En términos de su
actividad bioldgica, su uso debe restringirse a animales
expuestos con riesgo de enfermar, ya que sélo es efectivo
en etapas tempranas de la infeccién cuando atin no se ha
irrumpido con el normal funcionamiento de la respuesta
Thl. Adicionalmente, considerando que el inicio de la
enfermedad neuroldgica sucede en momentos en los que
la naturaleza del cuadro patoldgico se define entre un
proceso inducido por la replicacién viral y uno determi-
nado por la hiperreactividad del sistema inmune, el uso
de esta citoquina en pacientes con signologia asociada
a dafio neuroldgico es contraproducente debido a que
esta citoquina exacerba el dafio sobre SNC mediante el
estimulo de poblaciones funcionalmente dependientes de
IFN-y: linfocitos Th1 CD4* y CD8* efectores. Asimismo,
para minimizar el dafio inicial sobre la mielina (causado
principalmente por radicales libres secretados por la mi-
croglia), el uso de antioxidantes, vitamina E, vitaminas
del complejo B y altas dosis de vitamina A corresponden a
medidas terapéuticas esenciales, en las que debe restringirse
el uso de vitamina C por su capacidad de promover dafio
inmunomediado al potenciar la respuesta Th1 durante la
activacion de células T (Noh y col 2005), suceso que en
el caso de distemper canino ocurre después de los 21 dias
PI, momento en el que se estd incubando silenciosamente
la encefalopatia inmunomediada a través de la activacion
de linfocitos T autorreactivos. De esta forma, a diferencia
de la vitamina A, que es capaz de disminuir la severidad
del cuadro clinico y aumentar la sobrevida de hurones
infectados experimentalmente (Rodeheffer y col 2007)
el uso de vitamina C debe restringirse a los protocolos
de vacunacién donde favorece el adecuado estimulo,
desarrollo y refuerzo de la respuesta antiviral mediada
por linfocitos Th1.

El control de la inflamacion del tejido nervioso es
uno de los puntos mds importantes en el tratamiento de
pacientes con signologia nerviosa; sin embargo, el uso
de corticoides es bastante perjudicial por su tendencia
a promover influjo de glucosa a un tejido bajo estrés
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oxidativo y por los efectos secundarios del tratamiento
crénico. Para resolver este problema existen dos alternativas
terapéuticas utilizadas por Iruretagoyena y col (2006) en
el tratamiento de encefalomielitis autoinmune experi-
mental (EAE): andrografolido y rosiglitazona, la primera
corresponde a una lactona diciclica dipertenoide obtenida
de los extractos de Andrographis paniculada, mientras
que la segunda es una tiazolidinediona agonista de PPAR
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor); ambas se
caracterizan por inhibir NF-xB, principal responsable de
la activacion de los genes de citoquinas proinflamatorias
que corresponden a los mediadores mds importantes del
progreso de la enfermedad. El efecto modulador de estos
farmacos tiene lugar a nivel de células dendriticas, que al
suftir inhibicién de NF-xB, adquieren un fenotipo inmaduro
tolerogénico capaz de inducir respuestas moduladoras a
través de células T reguladoras (Treg) (Iruretagoyena y
col 2006). La inhibicién de NF-kB puede complementarse
adicionalmente utilizando N-acetil-cisteina (NAC), un
antioxidante inmunomodulador cuyo mecanismo de accién
incluye la inhibicién de la unién al ADN de NF-kB, y las
consecuentes vias de metabolismo de fosfolipasa A,, la
liberacién de citoquinas proinflamatorias y la actividad
de metaloproteinasas, junto con disminuir la expresion de
ICAM-1 (Sakurada y col 1996, Lappas y col 2003). Este
hallazgo fue corroborado a nivel de sinapsis inmunoldgica
mediante pruebas de reaccién mixta linfocitaria, donde
se demuestra la inhibicién de la activaciéon de células T
virgenes de manera dependiente de la presencia de DC
tratadas con NAC, sin afectar este compuesto, la viabilidad
de las células presentadoras de antigeno ni la activacion de
células T en ausencia de DC (Verhasselt y col 1999). Estas
drogas representan alternativas terapéuticas que deben ser
evaluadas como sustitutos de los glucocorticoides para el
tratamiento de la enfermedad neuroldgica inmunomediada
(Lee y Burckart 1998).

La inexistencia de drogas antivirales especificas es un
desafio importante en el tratamiento de animales infec-
tados, especialmente considerando la elevada mortalidad
del cuadro multisistémico. Actualmente se ha conseguido
utilizar dos drogas con efecto antiviral promisorio sobre
VDC: azatioprina y ribavirina. La primera ha sido utilizada
experimentalmente desde el afio 2006 en el tratamiento de
esta virosis, y a pesar de haber sido administrada inicialmente
con el objetivo de controlar la naturaleza inmunomediada
del cuadro neurolégico, ha mostrado ser una muy buena
alternativa terapéutica, logrando limitar el progreso del
cuadro multisistémico, aumentar la sobrevida y disminuir
la presentacién del cuadro neurolégico en 32 pacientes (de
un total de 41), entre 4 meses y 2 afios de edad, con diag-
néstico clinico confirmado por PCR! (Reaccién en Cadena
de la Polimerasa), midiéndose la respuesta al tratamiento
como sobrevida a los 28 dias de iniciado el tratamiento,
evaluando adicionalmente la presencia/ausencia de secuelas

I Céspedes, datos no publicados, manuscrito en preparacion.
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como mioclonias, amaurosis o convulsiones recurrentes
adquiridas, respectivamente. No obstante, si es utilizada
de manera inadecuada produce severas complicaciones
como trombocitopenia (en dosis mayores de 1 mg/kg al
dia), enterotoxemia e infecciones sistémicas derivadas de
bronconeumonias y desequilibrios de la flora intestinal,
requiriendo evaluacién semanal del recuento de plaquetas
y linfocitos, el uso de probidticos y una antibioticoterapia
especifica. Cabe destacar que debido a su farmacodinamia
el efecto antiviral de azatioprina fue cuestionado, sin em-
bargo, Hoover y Striker (2008) demostraron la capacidad
de este compuesto de limitar la replicacién de otro virus
ARN, mediante la inhibicién de la polimerasa viral ARN
dependiente (RPRD) por el ribsido de 6-metil-mercapto-
purina (r6-MMP), uno de los metabolitos biolégicamente
activos generados durante la degradacion de AZA por la
enzima tiopurina metiltransferasa (TPMT) hepatica.

La segunda droga, al igual que azatioprina, inhibe la
sintesis de material genético de virus ARN, poseyendo
efecto terapéutico demostrado en las virosis causadas por los
virus hepatitis C humano y sarampion, siendo este tltimo
el miembro del género Morbillivirus genéticamente mas
cercano a VDC. Considerando este tltimo antecedente Elia
y col (2008) demuestran el efecto antiviral in vitro de riba-
virina sobre VDC, caracterizado por inhibir la replicacion
viral a muy bajas concentraciones del compuesto activo,
medido como una disminucién de la cantidad de ARN viral
en células VERO infectadas y de la capacidad infectante
del virus luego de tres generaciones, fendmeno atribuido
por los autores a la extincién de la progenie viral.

Debido a que la infeccién por VDC es una de las
principales causas de morbilidad y letalidad en caninos
domésticos, y que la patologia asociada corresponde a uno
de los mejores modelos no murinos de esclerosis miltiple
y sarampion, nuevos ensayos son necesarios para deter-
minar la verdadera capacidad in vitro e in vivo de estos
compuestos para inhibir la replicacién viral e interferir
con los mecanismos responsables de la desregulacion de
la respuesta inmune, especialmente en el caso de azatio-
prina, que ha sido utilizada durante afios como terapia
inmunosupresora.

DISCUSION

La infeccién por VDC es una de las principales causas
de muerte en caninos domésticos y una de las principales
amenazas para la conservacion de especies silvestres en
peligro de extincién. Debido a su distribucion global, el
virus representa un desafio mayor para la medicina de
pequefios animales y los programas de preservacion de
especies silvestres. En Chile, aunque existen escasos re-
portes de infecciones en animales silvestres, ciertamente
se reconoce la infeccidn esporddica de zorros endémicos,
tanto en zonas rurales con poblaciones establecidas de
cénidos domésticos como en poblaciones silvestres mas
aisladas (Moreira y Stutzin 2005). El riesgo de infeccién de
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estas poblaciones exige disefiar vacunas seguras, estables
y de facil administracién (Ej.: en carnadas) que permitan
inmunizar animales en riesgo con minima intervencion del
ecosistema. En este contexto, una vacuna ideal debe ser
capaz de estimular una respuesta inmune de distribucion
sérica y de mucosas, capaz de prevenir la enfermedad
desde la exposicion al patdgeno, evitando el desarrollo
de inmunosupresion y de cuadros patolégicos de elevada
letalidad. En Chile existen numerosas especies de canidos
y mustélidos silvestres potencialmente susceptibles a la
infeccién por VDC. Un ejemplo de ello, el zorro chilote
(Pseudalopex fulvipes), corresponde a una poblacién
verdaderamente tnica, de distribucién limitada y en pe-
ligro de extincién que puede ser severamente amenazada
por la rdpida infectividad y letalidad caracteristicas de la
infeccién.

Considerando la limitada proteccién de las vacunas
polivalentes y el riesgo de encefalitis posvacunal propia
de ellas, es importante desarrollar vacunas recombinantes
que puedan proteger animales en peligro de extincidn
frente a brotes esporddicos, permitiendo erradicar el
virus de ecosistemas silvestres en condiciones seguras.
Asimismo, prescindir de virus atenuados para vacunar
contra VDC es un objetivo que también debe plantearse
para prevenir la enfermedad en poblaciones de caninos
domésticos, especialmente si se desea aplicar programas
de vacunacién sobre la base de vacunas recombinantes
con el fin de erradicar el virus de zonas geogréficas de
interés para la preservacion de vida silvestre. En este con-
texto, una vacuna ideal debe ser disefiada sélo para VDC
y considerar el polimorfismo genético propio del pais o
continente donde se desee aplicar programas de vacuna-
cion estratégica. Lamentablemente, a la fecha no existen
estudios filogenéticos en Chile que permitan desarrollar
prototipos de vacuna que consideren las variantes genéticas
circulantes en el pais, especialmente de los antigenos mds
conservados entre ellas. Esto dltimo limita a los médicos
veterinarios a utilizar vacunas recombinantes disefiadas
con material genético de cepas extranjeras, no siendo
prototipos adecuados para erradicar la enfermedad.

Para aumentar el poder protectivo de vacunas recom-
binantes es necesario incluir la funcién especializada del
subconjunto de células dendriticas CD8c.ot'/DEC205* en
la induccién de una inmunidad adecuada, estrategia que
ya ha sido utilizada para Epstein Barr virus, y que puede
ser utilizada para VDC mediante la entrega dirigida de
antigenos a esta poblacion celular (Gurer y col 2008).

Larelevancia de VDC no s6lo se restringe a la conser-
vacion de animales silvestres y a la medicina de caninos
domésticos, sino que adicionalmente repercute en salud
publica. Selby y col (2006) han propuesto el posible rol
patolégico de este virus en la enfermedad de Paget, pa-
tologia que produce resorciéon 6sea y que se caracteriza
por el aumento de la actividad fagocitica de osteoclastos
(macrdéfagos del tejido 6seo). Esta hipdtesis se basa en la
deteccién de material genético de VDC en muestras de

hueso pagético (Mee y col 1993, Mee y col 1998, Hoyland
y col 2003) y por la capacidad del virus para generar
patologia metafisiaria en perros infectados durante el
desarrollo de la enfermedad multisistémica (Baumgértner
y col 19952, Baumgirtner y col 1995, Mee y col 19952,
Mee y col 1995P). Considerando esto tltimo, el estudio de
la capacidad antiviral in vivo de azatioprina y ribavirina
no solo debe enfocarse en la resolucion de la enfermedad,
y la prevencién del cuadro neuroldgico y las secuelas
propias de la infeccién, sino que ademds debe evaluar si
existe efecto terapéutico sobre la patologia metafisiaria
en caninos infectados y, de esta manera, utilizar esta en-
fermedad no s6lo como modelo de estudio para nuevos
tratamientos de esclerosis multiple, sino que ademds para
la enfermedad de Paget.

Debido al pequefio nimero de pacientes tratados con
azatioprina, las conclusiones obtenidas s6lo nos permiten
proponer a este firmaco como tratamiento antiviral de
uso restringido para los casos mas severos que incluyan:
infeccién del tracto respiratorio alto o bajo, piodermas
superficiales y gastroenteritis no hemorrégicas, no califi-
cando para el tratamiento aquellos pacientes que carezcan
de antibioticoterapia complementaria y que presenten
trombocitopenia, gastroenteritis hemorragica o anemia
moderada a severa. La busqueda de un antiviral mis seguro
es uno de los desafios mds importantes en el disefio de
protocolos terapéuticos capaces de limitar la infeccion
y el compromiso de SNC. En este sentido, debido a su
efecto antiviral demostrado para diversos virus humanos
como hepatitis C, sarampion y VRS, los dos ultimos,
pertenecientes a la familia Paramyxoviridae, uno de los
mejores candidatos corresponde a ribavirina, sin embar-
go es de limitado acceso para los médicos veterinarios y
sus propiedades farmacocinéticas son desconocidas en
Canis familiaris.

Luego del establecimiento de la viremia secundaria, una
de las consecuencias mas importantes es el compromiso de
SNC, fenémeno explicado inicialmente por la interrupcién
de funciones celulares esenciales en oligodendrocitos,
astrocitos y la microglia, gracias a fendmenos derivados
de la replicacion viral diferencial en estas poblaciones
celulares. El establecimiento de una infeccién latente
promueve un cuadro inflamatorio inmunomediado con
poblaciones autorreactivas de linfocitos, cuyo origen se
debe a alteraciones en los procesos fisioldgicos encargados
de inhibir el desarrollo de enfermedades autoinmunes. En
este sentido, el disefio de propuestas terapéuticas requiere
incorporar farmacos capaces de favorecer el rol modula-
dor de las células dendriticas sobre la respuesta inmune
patoldgica, especificamente sobre las poblaciones auto-
rreactivas de linfocitos desplegadas en el tejido enfermo.
Esta aproximacidn terapéutica no sélo debe incorporar
inhibidores de NF-kB como sustitutos de glucocorticoides,
sino que, ademds, un manejo nutricional acorde con el
estado inmunoldgico del paciente. Debido a que uno de
los principales fenémenos involucrados en la induccién
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del dafio en SNC es la secrecién local de citoquinas
proinflamatorias: andrografolido, rosiglitazona y NAC,
representan buenas alternativas terapéuticas a incorporar
en el tratamiento de pacientes con encefalopatia. La in-
hibicidn a distintos niveles de NF-xB por parte de estos
compuestos permitiria que las células dendriticas presentes
en SNC adquieran un fenotipo inmaduro capaz de inducir
células T reguladoras (Treg) y al mismo tiempo inhibir la
secrecion de citoquinas proinflamatorias por la microglia
y otras poblaciones celulares infectadas.

Aunque para distemper atin no se han descrito las caracte-
risticas fenotipicas de las poblaciones celulares responsables
del daiio citotdxico, es bastante probable que, al igual que
para esclerosis multiple, exista un subconjunto de linfocitos
CD8* tanto o como Y0 seleccionados y activados durante
la presentacion antigénica junto a linfocitos helper Thl o
Th17. Al considerar esto tltimo, cabe destacar que, aunque
el efecto terapéutico de vitamina A en animales infectados
es desconocido, en estos dltimos afios se ha demostrado
que el 4cido retinoico, sintetizado a partir de retinol por
DCs (Yokota y col 2009) posee un rol importante en la
adquisicién de un fenotipo regulador de células T en EAE,
una patologia autoinmune asociada por varios autores a una
respuesta patoldgica tipo Th17 (Herrada y col 2010). Este
fenémeno no sélo se observa en SNC, pues en patologias
inflamatorias de sistema digestivo, caracterizadas por una
respuesta patolégica tipo Th17, también se ha demostrado
el rol tolerogénico que cumplen DC en el homing de linfo-
citos Treg al intestino enfermo (von Boehmer 2007). Dicha
funcidn es llevada a cabo mediante la secrecién de TGF-3
y 4cido retinoico en la sinapsis inmunoldgica entre la DC y
un linfocito T regulador. Adicionalmente, el 4cido retinoico
se ha demostrado capaz de generar de novo e in vitro Treg
CD4%/CD25%/FOXP3*, en ausencia de células dendriticas
(Wang y col 2009) e incluso de manera independiente a
las citoquinas secretadas durante el establecimiento de
la sinapsis inmunolégica (Nolting y col 2009). El rol del
dcido retinoico se encuentra bien caracterizado para EAE,
siendo demostrado incluso en pacientes con esclerosis
multiple (Racke y col 1995, Xiang y col 1998), abriendo
la posibilidad de utilizar vitamina A o 4cido retinoico con
el objetivo de potenciar el desarrollo de tolerancia en es-
quemas terapéuticos combinados que utilicen inhibidores
de NF-xB (figura 2).

Para conseguir una combinacién de farmacos que se
adapte de la mejor manera posible a la fisiologia y cuadro
patoldgico del animal infectado es necesario considerar
los efectos secundarios de la terapia combinada y, en este
sentido, el uso crénico de rosiglitazona en altas dosis se
ha asociado a un aumento del volumen plasmadtico y a
la generacion de hipertrofia concéntrica del corazén. En
este ultimo caso, una de las drogas que mejor se adecua
a protocolos combinados es espironolactona, cuya far-
macodinamia no sélo se restringe a controlar el volumen
plasmadtico sino que ademads posee la capacidad de inhibir
respuestas inmunes patoldgicas del tipo Th17 (Herrada y
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col 2010). Este efecto fue demostrado tanto en ensayos in
vitro —en los que la administracién de esta molécula inhibe
la secrecion de citoquinas y la expresion de marcadores de
superficie asociados a la activacién de linfocitos Th 17—
como en ensayos in vivo, en los que ratones tratados con
espironolactona muestran una disminucion en la progresion
patolégica de EAE (Herrada y col 2010).

Pese a que distemper canino es un virus ubiquo cuya
infeccion es de elevada morbilidad y letalidad, a més de
100 afios de su descubrimiento ain no existe un trata-
miento estandarizado que permita aumentar la sobrevida
de los animales enfermos en ausencia de secuelas severas.
Nuestro esfuerzo debe considerar el disefio de un protocolo
terapéutico para animales enfermos que evalie el efecto
terapéutico combinado de vitaminas (A, E y complejo B,
en ausencia de dcido ascérbico), antibidticos, probidticos,
inhibidores de NF-kB o bloqueantes de su unién a ADN
en asociacion a un antiviral (azatioprina o ribavirina).
Dicha evaluacién no sélo requiere considerar e incluir
variables como género, edad y raza, sino que ademas
los tiempos criticos de intervencién durante la evolucion
de la patologia (figura 2), siendo los mds importantes el
inicio de la ventana de inmunosupresion y la génesis del
cuadro inmunomediado en SNC. Aunque el rol de las cé-
lulas dendriticas en el contexto de la inmunopatologia de
SNC no se conoce del todo para virus distemper en Canis
Sfamiliaris, existe abundante informacién sobre el rol de
este subconjunto celular en diversas patologias infeccio-
sas e inmunomediadas experimentales desarrolladas en
el modelo Mus musculus. Dichas enfermedades han sido
herramientas significativas en la evaluacién de nuevos
tratamientos dirigidos a modular la fisiologia de la célula
dendritica y la respuesta inmune a nivel de la sinapsis
inmunolégica. Sin embargo, mientras no se pueda demos-
trar dicho efecto modulador sobre las células dendriticas
caninas in vitro, el efecto terapéutico de la combinacién
terapéutica propuesta en esta revision se limita a la eva-
luacién in vivo de pacientes naturalmente infectados. Esta
restriccion se explica, en parte, al limitado conocimiento
del comportamiento, distribucién y funcionalidad de las
diversas subpoblaciones de células dendriticas en caninos
domésticos, siendo un drea de la inmunologia veterinaria
poco abordada en la actualidad, pese a que los modelos
caninos de enfermedad autoinmune espontdnea (no experi-
mental), como la enfermedad inflamatoria intestinal (IBD,
Inflamatory Bowel Disease) y la encefalopatia causada
por VDC recapitulan muchos de los eventos desplegados
durante la fisiopatologia de la enfermedad de Crohn y
esclerosis mdltiple, respectivamente.

Al combinar eventos de naturaleza infecciosa e in-
munomediada que afectan la funcionalidad de las células
dendriticas a nivel de sinapsis inmunolégica, tanto en la
inhibicidn selectiva de la subpoblacion de linfocitos Thl
como en la génesis de una respuesta inmune exagerada
Thl o Th17, la infeccién por virus distemper canino
representa uno de los mejores modelos de estudio para
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de mielina y la cerebrdsido-sulfotransferasa en oligodendrocitos. Los antioxidantes y vitaminas (2) sirven de neuroprotectores. B) 3 a 7 semanas PI, la
infeccién crénica de VDC en astrocitos y macréfagos producen la sobreexpresion de MHC clase 11 y citoquinas proinflamatorias, fenémenos que luego de
larecuperacion de la respuesta inmune predisponen a un cuadro autoinmune dirigido por linfocitos autorreactivos. Debido al rol inflamatorio preponderante
de las citoquinas, la inhibicién de NF-«B (3) se orienta a modular la respuesta inmune mediante la supresién de interleuquinas y linfoquinas, y la induccién
de un fenotipo tolerogénico en DC. (4) Aunque se desconocen los fenotipos involucrados en el dafio citotdxico, el uso de espironolactona y vitamina A
permitirfa atenuar los efectos secundarios de rosiglitazona y controlar la poblacién autorreactiva TYd o To a través de la induccién de Treg.
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nuevas alternativas terapéuticas. La validaciéon de un
protocolo para el tratamiento de VDC debe considerar
la fisiologfa de las células dendriticas y el uso adecuado
de cada uno de los farmacos durante el curso de la in-
feccion. Para cumplir con dichos objetivos es necesario
estandarizar la terapia combinada de manera tal que
permita controlar las diferentes manifestaciones de la

infeccidn, una meta que sélo puede ser conseguida con
el estudio de pacientes espontineamente infectados y
bajo un seguimiento estricto de cada medida terapéutica
adoptada, que permita evaluar de manera objetiva los re-
sultados obtenidos en el contexto de la inmunosupresion
y la modulacién de la respuesta inmune exagerada y sus
secuelas en SNC.
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RESUMEN

La infeccion por virus distemper canino (VDC) es la principal
causa infecciosa de muerte en caninos domésticos y especies exoticas
alrededor del mundo, amenazando especies protegidas como el panda
gigante y grandes félidos. A través de la infeccion de linfocitos y
células mononucleares periféricas, VDC bloquea la sintesis y vias
de sefializacion de interferones y citoquinas, fendmeno que produce
agotamiento selectivo de linfocitos CD4* Th1 y disminuye la proliferacién
de células B y T. Estos eventos explican la severa inmunosupresion
que caracteriza la infeccién por VDC y que conduce a una enfermedad
multisistémica asociada a infecciones oportunistas deletéreas. Durante
el curso de la infeccién, complejos eventos como la disfuncién celular
causada directamente por el virus o la respuesta immune exagerada
contribuyen a la inmunopatogénesis de SNC. Considerando que varias
especies son afectadas y que la infeccién posee una elevada infectividad
y letalidad, esta revisién destaca la importancia de disefiar vacunas mds
seguras, capaces de inducir una inmunidad estratégica y de prevenir la
neuropatologia. Adicionalmente, para comprender de mejor manera
los diversos y dindmicos mecanismos involucrados en la disrupcion de
la respuesta immune adaptativa, asi como aquellos responsables de la
induccién de inmunidad durante la vacunacién o la exposicion al virus,
esta revision expone el rol de las células dendriticas durante la infeccién
por VDC. Finalmente, se discute como las terapias combinadas basadas
en la fisiologia de estas células nos permitiran mejorar la recuperacion
de pacientes en términos de sobrevida y la prevencién de las secuelas
asociadas a la infeccidn.
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