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RESUMEN

En este trabajo se evalud la capacidad del virus de distemper canino para proliferar en
diferentes lineas celulares, a saber; VERO, MDCK, células de linfoma de raton, PK15 y
RK13. Es importante sefialar que las dos primeras ya se han utilizado previamente en estudios
in vitro, mientras que las restantes se probaron por primera vez para ver si son viables para
desarrollar en ellas un modelo de infeccion in vitro. El virus que se utilizd en este trabajo
provino de un brote de campo ocurrido en la FESC en el 2005. En todos los experimentos
realizados siempre se manejo cultivos dobles con exposicion al virus de distemper canino y
otros dos sin exposicion (cultivo control) para cada linea celular , se observaron diariamente
con el fin de detectar la presencia de algin efecto citopatico, se anotaron los hallazgos y se
realizo el registro fotografico de los mismos. Producto del desarrollo del ciclo viral se hizo
visible los diferentes efectos citopaticos, como; la presencia de vacuolas intracitoplasmaticas,
formacion de cumulos, fusion de membranas y finalmente formacion de sincitios, estos efectos
fueron muy similares en las diferentes lineas celulares estudiadas, sin embargo el tiempo
empleado por el virus para desarrollarlos fue diferente en cada una de ellas. En todos los casos
se comprobo la presencia del virus por medio de inmunofluorescencia directa. De acuerdo con
los resultados obtenidos se puede sefialar que las lineas celulares estudiadas son ttiles para
desarrollar modelos de infeccion in vitro con el virus de distemper canino ya que éste fue
capaz de desarrollar adecuadamente su ciclo viral. Sin embargo, es importante comentar que a
pesar de los buenos resultados obtenidos la linea de linfoma de raton es la que mas dificultades
presentd ya que, a diferencia de las otras lineas, estas células crecen en suspension, mientras
que el resto forman una monocapa sobre el sustrato. Al determinar que estas lineas celulares
son utiles para realizar experimentos in Vvitro con el virus de distemper canino se logra
aumentar las herramientas experimentales que pueden ser utilizadas al realizar estudios sobre
el ciclo viral, modelos de infeccion y la biologia celular del virus de distemper canino.



INTRODUCCION

El distemper canino (moquillo canino o enfermedad de Carré) es una enfermedad producida
por un Paramixovirus del género morbillivirus que fue aislado por primera vez en 1905 por
Henri Carré. Esta enfermedad afecta a canideos, procinideos (mapaches) y mustélidos
(hurones y visones) (1, 2). Asimismo se ha sefialado que puede afectar a gatos, en donde aun
no es clara la patogenia (2). Esta estrechamente relacionado, antigénicamente hablando, con el
virus del sarampién humano, peste bovina y paramixovirus de algunos mamiferos marinos
(3,4, 95).

Se sospecha que el virus del distemper canino (VDC) es originario del continente americano,
en 1735 se observaron los primeros casos en América del Sur, donde los perros sufrian de una
enfermedad Ilamada “Peste variole”, de este continente pas6 a Europa a través de Espana (6).

Del conjunto de enfermedades que pueden ocasionar la muerte en los perros, el VDC fue,
durante la primera mitad del siglo XX, una de las mas extendidas en todo el planeta. Pero esta
situacion cambid en forma notoria a partir de la década de los 60’s cuando comenzaron a
utilizarse las primeras vacunas de virus vivo modificado, que reemplazaron a aquellas de virus
inactivados que hasta entonces no habian podido controlar la enfermedad (7). No obstante,
luego de algunos afios de mantener al VDC bajo control comenz6 a aumentar otra vez su
incidencia, probablemente debido a desaciertos en la vacunacion o a una inmunizacidén
deficiente, aunando a la diversidad genética de VDC o por evasion inmune de los perros
vacunados (8).

Si bien desde el punto de vista microbiologico se acepta que existe un solo serotipo de VDC
hay diferencias marcadas en cuanto a la patogenicidad que presentan las diferentes cepas
aisladas. Algunas de éstas, como la Snyder Hill, A75/17 y R252 son altamente virulentas y
neurotropicas, mientras que la primera causa poliencefalomielitis, las dos ultimas provocan
desmielinizacion (9).

Epidemiologia

Los animales infectados eliminan el virus por todas las secreciones y excreciones corporales,
aunque para la transmision del virus los aerosoles son los mas importantes. La eliminacion
viral cesa de 1 a 2 semanas después de la recuperacion, por lo tanto la fase de portador no es
un gran problema. Si bien el VDC ataca a los perros de todas las edades son particularmente
vulnerables los cachorros de entre tres y seis meses, momento que se correlaciona con la
pérdida de los anticuerpos maternos luego del destete (10).

Aunque la inmunizacion al VDC es prolongada, no es lo suficientemente sélida para toda la
vida. Los perros que no reciben inmunizaciones periddicas pueden perder su proteccion e
infectarse después de un evento de estrés, inmunosupresiéon o por entrar en contacto con
animales enfermos (9).

Patogénesis

Una vez que el virus ingresa al organismo del perro, a través de sus vias aéreas superiores, los
macrofagos lo ingieren y durante las 24 horas siguientes es transportado por la linfa hasta los



linfonodos (10). Se multiplica primero en el tejido linfoide del aparato respiratorio (nddulos
linfoides tonsilares, faringeos y traqueobronquiales) y de ahi el virus se disemina al resto de
los tejidos linfaticos corporales en los que su multiplicacion viral dura de 2 a 6 dias. La
proliferacién del VDC en estos sitios provoca la marcada linfopenia que presentan los perros
infectados a causa del dafio que provoca este virus en las células linfoides y que afecta tanto a
las células T como a las B. Después de esto prosigue la viremia del dia 6 al 9. Al final de esta
fase sucede el epiteliotropismo y neurotropismo; del dia 9 al 14 el huésped puede mostrar
recuperacion, enfermedad multisistémica grave o localizacion del VDC en el sistema nervioso
central(SNC). Si la respuesta inmunolodgica falla el resultado es una diseminacion rapida del
virus a los epitelios, tracto respiratorio, tracto gastrointestinal y, por ultimo, al sistema
nervioso central (SNC). Si la respuesta inmunologica es tardia o débil se evitan los signos
multisistémicos y se da la infeccion tardia del SNC ocasionando encefalomielitis cronica con
retraso de los signos neurologicos (11, 12). Su excrecion se realiza por medio de exudados
respiratorios, heces, saliva, orina y secreciones conjuntivales durante los 60 a 90 dias después
de la infeccion natural (10).

Signos clinicos
Estadio virico

Los perros jovenes sin vacunar por lo general desarrollan una enfermedad generalizada grave
en la cual al inicio puede haber signos no neurologicos evidentes incluyendo secrecion
oculonasal, tos, disnea, vomito y diarrea. Los signos neurologicos comienzan de 1 a 3 semanas
después de la recuperacion de la enfermedad sistémica y puede incluir hiperestesia, rigidez
cervical, convulsiones, tetraparesia y ataxia. También si son afectados durante la denticion
permanente, se notard la hipoplasia del esmalte (decoloracion parda) de los dientes. Los
adultos experimentan un sindrome neurologico de subagudo a crénico caracterizado
primariamente por tetraparesia progresiva en ausencia de anormalidades sistémicas (10).

Los primeros signos aparecen al mismo tiempo que el ascenso febril inicial. Los animales
afectados estan apaticos o rechazan los alimentos. Las tonsilas palatinas estan enrojecidas e
inflamadas, la conjuntiva y la mucosa nasal presentan inflamacion catarral, también
encontramos gastritis, enteritis y vomito. A los pocos dias se normaliza la temperatura
corporal (24 a 48 hrs) y mejora el estado general y el apetito. Siempre se encuentra leucopenia
inicial que va seguida de leucocitosis, neutrofilia y linfopenia. Las alteraciones de las vias
circulatorias terminales originan lesiones degenerativas e inflamatorias en los o6rganos. El
virus se multiplica y tras un breve intervalo apirético, se produce el segundo ascenso febril con
linfocitosis y monocitosis. La accion del virus debilita el sistema inmune y facilita asi la
accion de organismos secundarios que ocasionan sintomas generales como; fiebre, tos, diarrea,
etc. (10, 11, 12).

Estadio secundario

El paciente tiene una segunda fase de fiebre de duracion variable; los sintomas se pueden
asociar con infecciones secundarias (estafilococos, estreptococos, salmonelas, etc.). La
rinoconjuntivitis se hace mucopurulenta, los animales presentan fotofobia y la cérnea luce
escarificada y turbia. Las ulceras cornéales pueden causar estafiloma y panoftalmia. El pelo se
torna mate y erizado. Son posibles los exantemas y pustulas (impétigo), sobre todo en el



vientre bajo y en los conductos auditivos. La punta de la nariz se agrieta y muestra depositos
hiperqueratosicos que se desprenden mas tarde. Los sintomas respiratorios se pueden
complicar ain mas que en el primer acceso febril y terminar en una bronconeumonia como
resultado de la asociacion con bacterias. El aparato digestivo esta casi siempre implicado y en
¢l se presentan los siguientes sintomas; anorexia, vomito y diarrea. El VDC causa lesiones en
el esmalte si la infeccion ocurre durante el cambio de denticién, dejando depresiones
punteadas en forma de alveolos o surcos de color pardo que representan la hipoplasia del
esmalte (13, 14).

En el aparato urinario se observa nefritis, con albuminuria, acetonuria, pigmentos biliares y
excepcionalmente hematuria. Los trastornos nerviosos aparecen poco después de mejorar el
estado general y consisten en embotamiento psiquico, somnoliencia o estados de excitacion
con aullidos sin motivo aparente y aumento de la agresividad, mioclonias o paralisis del tren
posterior. Generalmente, los perros que desarrollan hiperqueratosis nasal y plantar son los que
presentan diversas complicaciones neuronales (6, 9, 10).

Curso de la enfermedad

El curso del distemper canino generalmente se presenta en tres distintas formas; agudo,
subagudo o crénico, y también segin los sintomas que predominen puede ser catarral,
gastrico, respiratorio, neumonico y/o nervioso.

Aguda

Es la forma mas comun. El periodo de incubacion normalmente es de 7 a 14 dias. Entre los 3 a
7 dias, se presenta fiebre y leucopenia que casi siempre pasan inadvertidas. La fiebre
disminuye durante algunos dias hasta que se desarrolla una segunda fase febril, que
normalmente va acompafiada de conjuntivitis, rinitis y anorexia. Posteriormente se presentan
los signos gastrointestinales y respiratorios como tos, diarrea, vOmitos, anorexia,
deshidratacion y pérdida de peso. Con frecuencia las infecciones bacterianas secundarias
complican este cuadro (15).

Subaguda

Los signos del SNC pueden desarrollarse a partir de la enfermedad sistémica como una
encefalomielitis aguda. La presentacion neurologica incluye; contracciones bruscas
involuntarias de un musculo o grupo de musculos, paralisis que comienza a menudo en los
miembros pelvianos (ataxia), convulsiones, sialorrea, movimientos masticatorios,
movimientos de pedaleo de los miembros, miccién involuntaria y/o defecacion, hiperestesia,
vocalizacion y reacciones de miedo.(15)

Dependiendo de la severidad de la infeccidn, todos o ninguno de los signos neurolégicos
pueden ser evidentes. Después de la recuperacion del distemper agudo o de una presentacion
inaparente, los trastornos neuroldgicos pueden tardar en presentarse algunas semanas o hasta
meses. Puede verse hiperqueratosis en las almohadillas plantares y en la nariz (15).



Cronica

La encefalitis cronica del perro viejo es un desorden progresivo que afecta usualmente a perros
mayores de 6 afios. Se presenta con ataxia, movimientos en circulo, presion de la cabeza
contra objetos y cambios en la personalidad (no hay respuesta a estimulos externos o no
reconoce a los duefios). La persistencia del virus en el SNC produce una reaccion inflamatoria
que induce una encefalitis cronica. La forma cronica la constituye el virus instalado en el SNC
como consecuencia de un curso espontdneo de la enfermedad en la que el animal afectado no
recibid atencion veterinaria oportuna. En este caso se presentan lesiones de tipo degenerativo,
que se manifiestan por espasmos tonico-clonicos, paraplejias, hemiplejias, paralisis de los
miembros pelvianos y a veces, de los miembros toracicos, ataques epilepticos, alucinaciones,
etc., a consecuencia de lo cual se desarrolla un estado caquéctico que conduce a la muerte. Es
importante sefalar que estos animales ya no tienen la capacidad de infectar a otros animales
(6,9, 15).

Diagnostico

Las manifestaciones clinicas que presenta el animal con el VDC generalmente aporta
suficiente informacidn para permitir en la practica veterinaria arribar a su diagndstico sin la
ayuda de pruebas de laboratorio complementarias (9, 12, 16).

El analisis hematoldgico de un perro con VDC revela linfopenia y trombocitopenia como
anormalidades constantes (10). Es posible realizar el aislamiento viral de sangre, excreciones y
secreciones, nodulos linfaticos, higado, bazo y pulmones durante la fase aguda de la
enfermedad y, puede aislarse, asimismo del cerebro en perros con manifestaciones clinicas
nerviosas. Con frecuencia se encuentran inclusiones intracitopldsmaticas en frotis
conjuntivales tefiidos (4).

La prueba de ELISA para la deteccion de inmunoglobulina G (IgG) e IgM séricos contra el
virus plantea el inconveniente de no permitir diferenciar si los anticuerpos son vacunales, de
una exposicion previa o si corresponden a la enfermedad actual y la IgM aparece como
resultado de una infeccion o vacunacion reciente (9, 12, 17).

Una alternativa plausible del diagnostico precoz y confiable de VDC es la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR),que permite detectar la proteina de la nucleocéapside viral (NP) y
puede resultar positiva ain cuando las pruebas de aislamiento y de inmunocitoquimica no
logren detectar al virus. Es un buen método para el diagnostico temprano en perros no
vacunados recientemente. Un resultado positivo de PCR nos indica, casi sin margen de error,
que el ARN del agente estd presente en el animal y si esta el ARN, la infeccion es segura esto
se logra cuando el ARN por medio de ARNT pasa a DNA y asi se logra leer el PCR (15, 18).

Tratamiento
No existe en la actualidad ningiin medicamento antiviral especifico contra el VDC por lo tanto

el tratamiento es sintomatico , inespecifico y de sostén, recomendandose la administracion de
antibidticos de amplio espectro, terapia de fluidos, antivirales no especificos, antineuriticos, en



ocasiones se han utilizado tranquilizantes para evitar las convulsiones, con este tratamiento un
bajo porcentaje de animales llegan a recuperarse. Algunos investigadores han obtenido
resultados favorables administrando corticosteroides por corto tiempo, ya que el tratamiento
prolongado estd contraindicado debido a su efecto inmunodepresor. Se ha reportado la
existencia de algunos "remedios" cuestionables, por ejemplo altas dosis de acido ascoérbico o
la inhalacién de éter, pero ninguno de ellos ha sido probado bajo condiciones cientificas y
controladas, por lo que no existe evidencia de su efectividad (10,19).

Los agentes microbianos como ya se dijo estan indicados se puede administrar ampicilina de
10 a 20 mg/kg via intravenosa cada 6 a 8 horas por 5 dias y alternativamente enrofloxacina 50
mg /kg cada 24 horas via oral en los mayores de seis meses de edad esta ultima, la
metroclorplamida .2 a .4 subcutdnea cada 8 horas, también si es de la eleccion del medico se
puede administrar antiespasmodicos narcéticos (17).

Control y prevencion.

Los perros infectados son la principal fuente de diseminacion del virus por lo que deben ser
separados de otros caninos. El programa de vacunacion de cachorros contra VDC deberia
incluir una combinacion de virus modificados de virus heterotipico; virus de sarampion — virus
de distemper canino (VS-VDC) a las 8 semanas de edad. Luego, dos revacunaciones con VDC
separadas por 4 semanas y una revacunacion anual, ya que puede haber pérdida de anticuerpos
debido a variaciones de las vacunas o del huésped. Cualquier vacuna del tipo modificado
puede ser fatal para otros animales salvajes y de zooldgico (por ejemplo; pandas rojos o
hurones de patas negras). Los cachorros que no han ingerido calostro no deben vacunarse con
vacunas que contengan virus vivo modificado antes de las 4 semanas de edad, ya que puede
producir encefalitis postvacunal, asi como en ciertos animales salvajes y algunas especies de
zoologico. Para este grupo de animales deben utilizarse vacunas de virus inactivado. La
inmunizacion con el virus de sarampion (VS) induce una inmunidad limitada que puede
proteger a los perros contra la enfermedad del moquillo. También existen vacunas
recombinantes y vacunas de ADN (por ejemplo; vaccinia, poxvirus de canario, adenovirus o
baculovirus) que son adecuadas para ser utilizadas en perros. Como insertos se utilizan los
genes que codifican para las proteinas H y F, que producen una inmunidad protectora (20).

La virologia y el cultivo celular

El cultivo celular es el arte de crecer células in vitro. El cultivo celular permite estudiar a las
células en su ambiente y como un todo antes de ver lo intricado de sus componentes. El
cultivo celular es una herramienta importante para desarrollar los métodos de la biologia
celular y molecular, areas del conocimiento que rompen las fronteras tradicionales entre la
biologia y la virologia (21).

Al inicio del siglo XX el cultivo celular fue concebido como un método para estudiar el
comportamiento de las células animales libres de variaciones sistémicas que pudieran
originarse in vivo tanto durante la homeostasis normal o bajo el estrés de un experimento. El
desarrollo del cultivo celular se debe mucho a las necesidades de dos ramas importantes de la
investigacion médica; la produccion de vacunas antivirales y el entendimiento de las



neoplasias. La estandarizacion de las condiciones y de las lineas celulares para la produccion y
ensayo con virus sin duda provey6é mucho impetu al desarrollo de la moderna tecnologia del
cultivo celular, particularmente en la produccion de grandes niimeros de células disponibles
para andlisis bioquimicos (22).

El cultivo de células animales en el laboratorio fue inicialmente mas un arte que ciencia, y
estuvo restringido a células crecidas de o6rganos o tejidos mantenidos en soluciones nutrientes
bajo condiciones estériles. La duracion finita de la vida de esos cultivos primarios, su
dependencia de medios naturales como linfa, plasma o extractos de embrion de pollo y la
contaminacion con bacterias, micoplasmas y hongos, inicialmente hicieron el trabajo con
cultivos extremadamente dificil. Por esta razon, la mayoria de los virus eran crecidos en
animales de laboratorio (23).

El trabajo de muchos investigadores llevd a una serie de avances metodoldgicos importantes.
Estos incluyeron el desarrollo de medios definidos Optimos para el crecimiento de células
mamiferas, incorporacion de antibidticos en los medios de cultivo y el desarrollo de lineas
inmortales. Estos avances permitieron el crecimiento de células animales en cultivo hasta
llegar a ser una metodologia reproducible y de rutina (23).

El desarrollo de las técnicas y metodologias que hicieron realidad el establecimiento de los
cultivos celulares abrieron la posibilidad de realizar estudios in vitro, estos estudios han
abarcado diferentes campos de la biologia, pero han sido particularmente importantes para
impulsar el estudio de los virus, debido a las ventajas practicas y econdmicas que presentan en
contraposicion a los estudios realizados en un animal vivo (22).

En 1949, John Enders, Thomas Weller y Frederick Robbins hicieron el descubrimiento de que
poliovirus podia multiplicarse en cultivos celulares de células de origen no neuronal. Este
hallazgo revolucionario, por el cual estos tres investigadores recibieron el premio Nobel en
fisiologia o medicina en 1954, condujo a la propagacion de muchos otros virus en cultivos
celulares, el descubrimiento de nuevos virus humanos (adenovirus, sarampion y rubéola) para
los cuales no habia huéspedes animales y el desarrollo de vacunas virales. La capacidad de
infectar cultivos de manera sincronica permitié la realizacion de estudios bioquimicos y de
biologia molecular de la replicaciéon viral. Se puede sefialar que la tecnologia de los cultivos
celulares revoluciono la capacidad para investigar la replicacion de los virus, esto es, los ciclos
virales podian ser estudiados bajo condiciones controladas (23).

En la actualidad el cultivo celular es atn el método méas comun para la propagacion de virus,
por encima de otros métodos como son; animales de laboratorio, huéspedes naturales y/o
huevos embrionados (23).

Evidencia de crecimiento viral en los cultivos celulares.

Algunos virus matan a las células en las cuales se replican y las células infectadas pueden
eventualmente desprenderse de la placa de cultivo. Conforme mas células estan infectadas, los
cambios llegan a ser evidentes y son llamados efectos citopaticos (ECP). Muchos tipos de
efectos citopaticos pueden ser vistos con un simple microscopio de luz. Estos cambios



incluyen el redondamiento y desprendimiento de las células de la placa, lisis celular,
hinchazon del nucleo y, algunas veces, formacion de células fusionadas llamado sincitios.
Otros ECP requieren la observacion con microscopio de alto poder. Estos incluyen el
desarrollo de masas intracelulares de viriones o de componentes virales no ensamblados en el
nucleo y/o citoplasma (cuerpos de inclusion), formacion de arreglos cristalinos de proteinas
virales, union y duplicacion de membranas y fragmentacion de organelos. El tiempo requerido
para el desarrollo de la citopatologia varia grandemente entre los virus animales. El desarrollo
de los ECP en las células infectadas es frecuentemente monitoreado en virologia diagnostica
durante el aislamiento de los virus de especimenes obtenidos de pacientes o animales
infectados. Sin embargo, el ECP es también de valor en el laboratorio de investigacion; puede
ser usado para monitorear el progreso de una infeccidon y es con frecuencia una de las
caracteristicas fenotipicas por las cuales los virus mutantes son caracterizados. Un ECP que
caracteriza a los Paramyxovirus es que causan fusion celular (sincitios). Asimismo, algunos
virus se multiplican en células sin causar ECP obvios (23,21).

Cultivos celulares

El crecimiento normal de las células en cultivo permite la formacion de una monocapa que
llega a cubrir la superficie total del recipiente (confluencia), cuando esto ocurre su
multiplicacion es inhibida debido al contacto que se presenta entre las células (quiescencia).
Los recipientes para realizar el cultivo de células son cajas de Petri, frascos para el cultivo de
tejido (Roux), botellas, entre otros, que pueden ser de material de plastico o de vidrio
previamente tratado. Su desprendimiento para transferirlas a superficies mayores se realiza
con enzimas proteoliticas como la tripsina (24,25).

Cultivos primarios

Los cultivos primarios tienen caracteristicas especiales que los diferencian de las lineas
celulares, a saber; conservan la morfologia de las células del 6rgano del que fueron aisladas,
son diploides (2n), su crecimiento in vitro es limitado y presentan la inhibicioén por contacto.
El hecho de estar mas cercanas a las células que las originaron, se ve reflejado en una mejor
actividad y funcionalidad similar a su ambiente natural, por lo que en aislamientos primarios
de cepas virales éstas tienen mayor sensibilidad que una linea celular ya establecida. (25).

Lineas Celulares

Las lineas celulares estan formadas por células que se diferencian genética 'y
morfoldgicamente de las células de las cuales se originaron. Pueden provenir de células
derivadas de tumores o de un proceso de transformacion. Este tipo de cultivo tiene la
caracteristica de no mostrar inhibicion por contacto y de crecer de manera indefinida. El paso
de un cultivo primario a linea se denomina transformacion (25, 26).

Desarrollo del ciclo viral
El virus de distemper canino tiene una envoltura membranosa que rodea a la su nucleocapside.

Esta envoltura se deriva de la membrana celular de la célula huésped pero contiene proteinas
virales . Estas proteinas virales estan involucradas en la union del virion a los receptores de la



célula huésped y frecuentemente forman proyecciones desde la superficie de la envoltura.
Estas proteinas parecen compartir caracteristicas estructurales en los diferentes virus. En
contraste, la naturaleza de los receptores de la célula huésped reconocidos por estos virus es
bastante variada (27,28,FIG1).

Los paramyxovirus (como el VDC) usan a los carbohidratos como moléculas de
reconocimiento en las células huésped, las glicoproteinas de su envoltura reconocen un grupo
de glicolipidos que contienen 4cido N-acetilneuraminico en la membrana plasmatica del
huésped. Asi, entran en su huésped por fusion directa de su envoltura con la membrana
plasmatica. En estos virus, la unioén y penetracion son actividades separadas y mediadas por
diferentes proteinas de la envoltura. Por ejemplo, el virus de distemper canino tiene dos
glicoproteinas H (hemoaglutinina) y F (proteina de fusion) y penetran a la célula huésped por
receptores de membranas especificos para cada una de ellas (27,28 FIG 1).
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FIG 1. Representacion esquematica del ciclo viral del virus de distemper canino (VDC)

Para este virus, el paso final en la penetracion, es el transporte del genoma viral o
nucleocapside a la membrana nuclear y la introduccion del acido nucleico viral dentro del
nucleo via los poros nucleares. El VDC replica su genoma y hace ARN mensajero en el
nucleo. Mientras que los detalles son incompletos para la mayoria de los virus, las principales
caracteristicas de este proceso pueden ser descritas dado que estdn basadas en el fendémeno
general de transporte dirigido de proteinas desde el citoplasma al nicleo. Asi, la capside es
transportada a lo largo de los microtibulos a una posiciéon acoplada a un poro nuclear.
Después del adosamiento, la capside termina desensamblandose y el ARN viral y las proteinas
asociadas son llevadas a través del poro dentro del nucleoplasma (27, 28,29,FIG1).

El genoma de los virus ARN cadena negativa (como el VDC) no puede ser traducido
directamente ya que para que esto suceda requiere ser copiado en su molécula
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complementaria, pero esta reaccion requiere una ARN polimerasa dependiente de ARN, la
cual s6lo es transcrita por la molécula de ARN viral. La solucién a esta aparente paradoja es
simple. Dado que todos los virus ARN cadena negativa requieren de la presencia de una ARN
replicasa antes de que puedan expresar su genoma, todos ellos empacan junto con su genoma
las ARN replicasas necesarias. Las replicasas de los virus ARN cadena negativa deben
catalizar tres reacciones durante el ciclo de replicacion viral: 1) sintesis de ARNs mensajeros
del genoma, 2) sintesis de una molécula completa de ARN cadena positiva anti-genoma
complementaria al genoma, y 3) sintesis de un nuevo ARN gendémico cadena negativa usando
la molécula de ARN anti-gendmico como molde.La maduracion de los virus envueltos,
generalmente requiere cuatro pasos. El primero, es la sintesis e insercion de las proteinas y
glicoproteinas virales en las membranas del huésped. Este proceso usa la via secretoria normal
de la célula, pero involucra la traduccion de ARNs mensajeros virales en lugar de ARN
mensajeros de la célula huésped. Notar que la fusion de una vesicula portando glicoproteinas
virales crea una nueva area de membrana y en el proceso desplaza a la membrana existente y
sus componentes. Las reacciones del segundo paso ensamblan la nucleocéapside viral. El tercer
paso prepara para el proceso de exocitosis juntando a la nucleocapside y la membrana
modificada. El paso final es la formacion de un virion envuelto por gemacion (27,28,29,FIG1).

En los paramyxovirus una proteina de matriz (M) es requerida para una maduracion adecuada.
Las proteinas M se asocian con la superficie interna de la membrana plasmatica en proximidad
a las proteinas de envoltura. La interacciéon de las proteinas de la nucleocépside con las
proteinas M inicia la formacion de las gemas.Muchos paramyxovirus se reproducen muy
pobremente en cultivos celulares, de tal forma que no son bien comprendidos detalles de sus
mecanismos de transcripcion y replicacion. Sin embargo parecen usar las mismas estrategias
descritas previamente para producir ARN mensajeros monocistronicos de cada gen y hacer
una copia completa de su genoma (27,28,29).

Actualmente se estan realizando multiples esfuerzos con el fin de generar modelos adecuados
en los cuales realizar estudios in vitro con el VDC. Asi tenemos que un grupo de investigacion
realizd la transfeccion de células A-72(Fibroblasto de tumor adherente de perro)y
CRFK(C¢lulas epiteliales de rifion de gato) con la Molécula de Senalizacion y Activacion
Linfocitica (SLAM, por sus siglas en inglés), que es un receptor del VDC, con ello lograron
que el virus creciera rapidamente y produjera varios sincitios en las células que expresaban el
SLAM. Estas células recién establecidas con la expresion del SLAM canino ayudarian a
realizar analisis virologicos y serologicos de distemper canino (30,31,32,33).

Otro grupo de investigadores estudiaron la infeccion in vitro por VDC mediante un modelo de

cultivos de células disociadas del hipocampo de una rata recién nacida y un VDC
recombinante estrechamente relacionado con la cepa neurovirulenta A75/17, que
adicionalmente expresa a la proteina verde fluorescente. Con este modelo reportan que las
neuronas y astrocitos infectados pueden ser claramente detectados (31,32,33, 35,36,37).
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JUSTIFICACION

Para realizar estudios in vitro con el virus del VDC se han utilizado de manera preferencial
células VERO(Cé¢lulas de rifion de mono verde) y en menor proporcion células
MDCK(C¢lulas de rifion de perro), pero no se han explorado otras lineas celulares y, por otra
parte, existen pocos estudios en los que, de manera comparativa, se evaliie el comportamiento
del virus en relacion con la linea celular utilizada.(30)

Para el desarrollo de este trabajo se eligieron dos lineas celulares en las que ya se ha
desarrollado el crecimiento del virus de distemper canino (VERO y MDCK) y se compar6 el
tiempo transcurrido para la aparicion de los efectos citopaticos y sus caracteristicas, con los
hallazgos encontrados en lineas celulares ain no exploradas (PK15(Células de rifion de cerdo),
RK13(Monocapa epitelial de rindn de conejo) y linfoma de ratén).(30)

Se evaluara la posibilidad del desarrollo de la infeccion en estas lineas celulares considerando
que PK15 y RK13 son derivadas de rifidon, igual que VERO y MDCK. Por otra parte es bien
conocida la afinidad del virus de DC por los linfocitos razon por la cual se utilizaron las
células de linfoma de ratén. Los datos generados permitiran ver los efectos causados por el
VDC y sefialar la factibilidad de realizar estudios in vitro con estas lineas celulares estudiadas,
con ello se ampliardn las herramientas metodologicas aplicadas al estudio de este virus sobre
todo a nivel de la biologia celular.



12

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:

Inducir y comprobar la infeccion del virus de Distemper Canino en cinco diferentes lineas
celulares con el fin de determinar los efectos y tiempo de la infeccion.

OBJETIVOS PARTICULARES:

e Obtener y mantener las lineas celulares que seran utilizadas en este estudio.

e Inducir la infeccién viral de DC en las lineas celulares VERO, MDCK, RK13, PK15y
Linfoma de raton.

e Comprobar la presencia del virus de DC mediante inmunofluorescencia directa.

e Describir los efectos causados por el VDC en las diferentes lineas celulares.
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MATERIALES Y METODOS
Cultivo celular

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron cultivos de las siguientes lineas celulares;
VERO, MDCK, RK13, PK15 y Linfoma de raton, para cada linea se cultivaron dos controles
y dos cajas de cultivo infectadas y se repitid dos veces mas los mismos pasos en diferentes
tiempos para corroborar los resultados, para la inmunofluorescencia se hizo un cultivo con
dos controles y dos cajas infectada para cada linea celular. Estas células fueron mantenidas en
DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB), a 37°C y bajo una atmodsfera de
CO; al 5%. Las células fueron cultivadas en cajas de cultivo de 10 cm de didmetro.

Virus

El virus usado provino de un brote de campo ocurrido en la FES Cuautitlan y aislada a partir
de un macerado de bazo, que fue filtrado y, finalmente, usado para infectar un cultivo de
células Vero, en el cual fue posible replicar el virus. El aislado viral fue titulado mediante un
ensayo de infectividad y se determiné un titulo TCIDs, = 10*%?

Infeccion

Para la infeccion se utilizo 10 2 TCID so/ml del aislado viral sobre dos cultivo con un 80%
de confluencia, se dejé adsorber por una hora y posteriormente se agregaron otros 7 ml de
medio DMEM suplementado con 5% de SFB. Los cultivos fueron mantenidos en la
incubadora hasta que el efecto citopatico (ECP) fue evidente. Los cultivos infectados fueron
observados diariamente al microscopio invertido y se hizo un registro detallado de los
hallazgos con el fin de reportar la aparicion y las caracteristicas del ECP, asi como el tiempo
transcurrido. Una vez que el ECP fue detectado se realizo el registro fotografico de los
cultivos infectados y de los cultivos control. Para asegurar que los efectos vistos eran causados
por el virus se repitid tres veces mas la infeccion de los cultivos comparados con sus
respectivos controles.

Inmunofluorescencia directa

Para realizar la inmunofluorescencia directa se us6 cajas de cultivo infectadas con su
respectivo control negativo y se afiadio un anticuerpo de raton anti-virus de DC conjugado con
fluoresceina (VMRD, cat. 210-05-CDV) y DAPI 4’6 -Diamino -2-phenydole.(colorante que se
une al ADN y al exponerse a la luz se observan los nucleos color azul). Para ello, las células
fueron sembradas sobre cubreobjetos colocados dentro de una caja de cultivo de 10 cm de
didmetro. Una vez que el cultivo alcanz6 el 80% de confluencia, algunos cultivos fueron
infectados y otros no (cultivo control). En el momento en que el efecto citopatico fue evidente,
ambos grupos de cultivos fueron fijados con paraformaldehido al 4% en amortiguador salino
de fosfatos (PBS) por 10 min a temperatura ambiente (TA), después de lo cual fueron lavados
con PBS y bloqueados con una solucion de albumina (BSA) al 1%. Fueron permeabilizados
con Triton-X-100 al 0.5% en PBS durante 15 minutos. Para la inmunofluorescencia directa, se
colocaron 50 pl del anticuerpo conjugado con fluoresceina sobre los cultivos durante 30 min a



14

temperatura ambiente en camara himeda. Después de lavar con PBS, se enjuagd con un
amortiguador recomendado por el fabricante del anticuerpo (carbonato de sodio 107.5mm,
bicarbonato de sodio 400mm, cloruro de sodio 145.5 mm en 100 ml de agua destilada estéril).
Al final, los cubreobjetos fueron montados sobre un portaobjetos con el medio de montaje
para fluorescencia Sc 24941 (Santa Cruz Biotechnology). Posteriormente se hizo la
observacion al microscopio de fluorescencia y se tomo el registro fotografico.

Cultivo de las células de linfoma

La caracteristica primordial de esta linea celular es su crecimiento en suspension, por lo que el
manejo de los cultivos y la preparacion con el anticuerpo se hizo de manera distinta a las otras
lineas celulares. Para fijar tanto a las células infectadas como a los cultivos control, se hizo la
centrifugacion de las células (4500 rpm por 5 min), se elimin6 el sobrenadante y las células
fueron fijadas en suspension con paraformaldehido al 4% durante 15 minutos, fueron lavadas
con PBS y debieron ser centrifugadas durante cada lavado, enseguida se dejaron con tritdon al
0.5% durante 10 minutos y se lavaron con PBS, fueron expuestas a la albumina 1% por 20 min
y se lavaron con PBS. Finalmente se colocaron 500ul sobre un portaobjetos y se montaron
con el medio de montaje para fluorescencia Sc24941 (Santa Cruz Biotechnology).
Posteriormente se hizo la observacion al microscopio de fluorescencia y se tomo el registro
fotografico. Es importante sefialar que estas células fueron amablemente proporcionadas por el
Dr. J. Manuel Hernandez del Departamento de Biologia Celular del CINVESTAV-IPN.
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RESULTADOS
1. Replicacidn del virus de Distemper Canino en células VERO

Con el fin de determinar el ECP y el tiempo transcurrido para su aparicion, se inoculd un
cultivo de células VERO con este virus y se permitid6 que se desarrollara el ciclo. Para
documentar la progresion de la infeccion, los cultivos infectados fueron mantenidos en
observacion hasta que el ECP se hizo evidente. El primer efecto notable lo registramos al
cuarto dia postinfeccion (P.I.) y fue la presencia de una gran cantidad de vacuolas en el
citoplasma de estas células. Al séptimo dia P.I. notamos la presencia de grandes sincitios
celulares (Figura 1), resultado de la fusion de las membranas plasmaticas de células vecinas.
Al noveno dia se observo la presencia de células con forma estrellada o dendritica (Figura 2).
Asimismo encontramos una gran cantidad de células con diferentes grados de afectacion por el
mismo tipo de ECP. Por su parte, la monocapa que no fue inoculada con el virus no mostré
ningun efecto a la revision microscopica (Figura 3).

Figura 1. Cultivo de células VERO infectado con el VDC al noveno dia P.l. Se aprecia la
formacion de multiples sincitios que en conjunto dan una apariencia estrellada . Microscopio
invertido, 40x%.
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Figura 2. Células VERO infectadascon VCD al séptimo dia PI. Las células se encuentran
formando grandes cumulos celulares donde es evidente la fusion de las membranas
plasmaticas. Microscopio invertido, 250x.

Figura 3. Células VERO al noveno dia de cultivo control negativo. No es posible observar
la presencia de ningun tipo de efecto citopatico. Microscopio invertido, 40x.
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Con el fin de corroborar que los cambios celulares que se habian observado en estas células
eran producto de la replicacion del virus, se realizd su deteccion por inmunofluorescencia
directa empleando un anticuerpo conjugado con fluoresceina. A la observacion al microscopio
de epifluorescencia se comprobd la presencia del virus en los cultivos infectados mediante la
observacion de areas que emitian una sefial de color verde (Figura 4), mientras que los
controles negativos no mostraron dicha senial (Figura 5).

Figura 4. Cultivo de células VERO infectado con el VDC. Se demuestra la presencia del
virus por zonas fluorescentes. Microscopio de epifluorescencia, 400x%.

Figura 5. Cultivo de células VERO no infectado con el VDC. A. Se muestra la presencia de
células ya que se aprecian los nucleos tefiidos con DAPI. B. Hubo una ausencia total de la
sefal fluorescente. Microscopio de epifluorescencia, 400x.
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2. Replicacion del virus de Distemper Canino en células MDCK.

Las células MDCK infectadas apreciamos al sexto dia P.l. una gran cantidad de vesiculas en el
citoplasma. Posteriormente, entre los dias 10 y 13 P.l., se presentaron los cambios mas
importantes como fueron la fusién de membranas entre células vecinas y la consecuente
formacion de sincitios celulares y la observacion de células multinucleadas (Figura 6A).
Después de los cambios descritos sobrevino la muerte celular y el desprendimiento de dichas
células del sustrato. Por el contrario las células del cultivo control conservaron hasta el final de
las observaciones la misma disposicion morfologica (Figura 6.B).

Figura 6. Cultivo de células MDCK. A. Cultivo infectado con el VDC al dia 11 P.1., en el
cual se aprecian los sitios donde las células estan fusionadas (sincitios). Microscopio invertido,
100x%. B. Cultivo no infectado. Microscopio invertido, 250x%.

Para eliminar la posibilidad de que los efectos observados pudieran estar siendo provocados
por otros factores y no necesariamente por el virus, se procedid a realizar la deteccién del virus
por inmunofluorescencia directa. A la observacién al microscopio de epifluorescencia, se
pudieron apreciar areas definidas que emitian la sefial fluorescente dentro del cultivo infectado
(Figura 7). Mientras que en las células no expuestas al VDC no fue posible apreciar dicha
sefial.

Figura 7. Cultivo de células MDCK infectado con el virus de Distemper Canino. A. Se muestran
células con sefial fluorescente. Microscopio de epifluorescencia, 100x. B. Se aprecian los ndcleos de
estas mismas células tefiidos con DAPI. Microscopio de epifluorescencia, 100x.
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3. Replicacion del virus de Distemper Canino en células de Linfoma de Raton

El linfoma nunca ha sido utilizado para realizar estudios sobre el ciclo de infeccion de este
virus. Estas células fueron consideradas debido a que son linfocitos y estas células suelen ser
un blanco primario durante la infeccion natural. Al dia 13 P.1. se encontré que estas células
estaban formando grandes cumulos que se mantenian en suspension, formando conjuntos de
células que daban la apariencia de racimos de uvas (Figura 8A), al hacer una observacion con
mayor detalle fue posible apreciar la formacidn de sincitios celulares. La muerte de estas
células ocurrio en el dia 20 P.1., por lo que ya no fue posible apreciar ningun otro tipo de ECP.

Figura 8. Cultivo de celulas de linfoma de ratdén. A. Células no infectadas por lo que no
encontramos ningun tipo de ECP. Microscopio invertido, 100x. B. Células de linfoma de ratén
infectadas con VDC en el dia 13 P.I., se muestran cimulos de células que en conjunto toman
la apariencia de racimos de uvas, algunas células que no parecen aglutinarse son mas grandes
de lo normal (flecha). Microscopio invertido, 100x.

Al anélisis de inmunofluorescencia directa se encontr6 una fuerte sefial fluorescente (Figura
9), mientras que no se encontro en las células que no estuvieron expuestas al VDC.

n B

Figura 9. Cultivo de células de linfoma de raton. A. La imagen muestra la sefial fluorescente del
anticuerpo para VDC. B. Muestra los nucleos de las mismas células tefiidos con DAPI. Microscopio de
epifluorescencia, 100x.



20

4. Replicacion del virus de Distemper Canino en células PK15

Con las células PK15 se realizaron los mismos procedimientos utilizados en los otros cultivos
celulares. En la monocapa infectada se observo al tercer dia P.l. la presencia de una gran
cantidad de vacuolas en el interior de la célula, por lo que el citoplasma mostraba una
apariencia granular fina en la mayoria de las células. Para el cuarto dia P.l. las células que
habian mostrados estos cambios iniciales ya se encontraban fusionadas formando grandes
sincitios dispersos por todo el cultivo (figura 10). Al mismo tiempo el resto de las células que
aun no habian mostrado cambios aparentes empezaron a mostrar una apariencia similar a lo
que se habia notado al tercer dia P.l. El ciclo viral transcurrio en estas células de manera méas
rapida pues ya para el dia 5 P.1., todas las células se desprenden de la cajas.

Figura 10. Cultivo de células PK15. A. Cultivo infectado con el VDC en el cual se muestra
un grupo de células muy unidas y con apariencia de citomegalia en la monocapa(sincitio) en el
resto de las células se aprecia un gran nimero de vacuolas en el citoplasma que le dan una
apariencia granular fina. Microscopio invertido, 250%. B. Cultivo celular no infectado por lo
gue no se aprecia ningun cambio. Microscopio invertido, 100x.

Al observar las preparaciones al microscopio de epifluorescencia encontramos la presencia de
una emision fluorescente de color verde en las células infectadas (Figura 11), mientras que los
cultivos que no fueron expuestos al VDC no se encontrd dicha sefal.

Figura 11. Cultivo de células PK15 infectado con el VDC. A. Cultivo infectado en el que se
aprecia la sefial fluorescente contra el VDC. B. Se observan los nucleos de las mismas células
teflidos con DAPI. Microscopio de epifluorescencia, 400x.
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5. Replicacioén del virus de Distemper Canino en células RK13

Para las células RK13 no existen reportes de estudios in vitro con el VDC y se exploré si este
virus era capaz de desarrollar su ciclo en este tipo de células. Para las células RK13 se realizd
el mismo procedimiento de infeccion que en el resto de los cultivos. Asi encontramos que el
ciclo viral en estas células se realiz6 de una manera mas rapida ya que el primer efecto
citopatico se encontrd6 a s6lo 72 horas P.l.. El efecto consisti6 en un crecimiento
citoplasmatico, acompafiado por la formacién de vacuolas y la fusibn de membranas
plasmaticas de células vecinas dando como resultado la formacién de sincitios celulares
(figura 11), también se aprecio la presencia de grupos de células despendridas en el medio.

Figura 12. Cultivo de células RK13. A. Cultivo infectado en el que se aprecia un sincitio
celular (flecha blanca) y la mayoria de las células estan vacuoladas. B. Cultivo no infectado en
el que no se aprecian cambios. Microscopio invertido, 40x.

Con el fin de comprobar la presencia del VDC, los cultivos de las células RK13 fueron
sometidos a una inmunofluorescencia directa y el resultado obtenido fue positivo, esto es, se
evidencio la presencia del virus en las células que habian sido expuestas, mientras que en los
cultivos control negativo no observamos ninguna sefial fluorescente. Es importante resaltar
que a la inmunofluorescencia directa fue la linea que mejores resultados mostro, ya que se
encontrd una sefial brillante y definida en toda la extension de la preparacion (figura 12).

Figura 13. Células RK13 infectadas con el VDC. A. Se muestra la presencia de fluorescencia
especifica de las células infectadas con VDC. B. Se aprecia a las mismas células con sus ndcleos
tefiidos con DAPI. Microscopio de epifluorescencia, 400x.



Tabla 1. Resumen de los hallazgos encontrados en los cultivos celulares infectados con el

virus de distemper canino.

Dia postinfeccion

en el que se
Linea Celular Efectos citopéaticos observo
VERO Formacion de sincitios que adquieren 9
una forma estrellada y vacuolizacioén
intracitoplasmatica.
MDCK Células multinucleadas con fusion de 6-13
membranas celulares y formacion de
sincitios.
LINFOMA DE Formacion de camulos de células que 13
RATON daban la apariencia de un racimo de
uvas y se apreciaron sincitios aislados.
PK15 Gran cantidad de vacuolas de tal 4
forma que el citoplasma mostr6 una
apariencia granular fina y formacion
de sincitios.
RK13 Presencia de vacuolas, formacion de 3

sincitios y citoplasma de apariencia
granular.
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DISCUSION

Las lineas celulares mas usadas en los laboratorios de investigacion para realizar estudios in
vitro con el virus de distemper canino, generalmente son VERO y MDCK (27). Por este
motivo se decidid utilizar lineas celulares no utilizadas para este fin (PK15, RK13 y linfoma
de ratén) y reportar los hallazgos obtenidos al desarrollar cultivos bajo las mismas condiciones
e inoculédndolos con el mismo tipo y cantidad de virus que en VERO Y MDCK .

Cualquier estudio in vitro realizado con cultivos celulares requiere de un ambiente estéril
dentro de una campana de flujo laminar y de materiales y reactivos estériles con el fin de
eliminar la posibilidad de que los cambios que se observen en el cultivo pudieran ser
inducidos por la presencia de algin agente contaminante, por esta razoén se hizo particular
énfasis en el adecuado manejo de los cultivos siguiendo al pie de la letra las indicaciones
pertinentes (22).

Este trabajo se realizd para explorar si el virus de distemper canino era capaz de realizar su
ciclo viral en diferentes lineas celulares, con el fin de aumentar la probabilidad de replicacion
del VDC se buscod que las lineas celulares utilizadas tuvieran un linaje u origen similar, por
esta razon se decidi6 utilizar a las células RK13, PK15 y VERO, en el sentido de que todas
ellas provienen del rifién y poseen un linaje epitelial (RK-13 y PK-15) o mesenquimatoso
(VERO), siendo la especie de origen la inica diferencia.

El primer cambio observado en las células VERO fue la presencia de vacuolas en todo el
citoplasma, lo cual no llam6 nuestra atenciéon ya que aun no se presentaban los cambios
notorios que se mencionan en la literatura (28, 29,30), sin embargo al final del dia 9 P.I.
fueron evidentes los cambios microscopicos reportados, como son; la fusion de membranas
entre células vecinas de tal manera que dio lugar a la formacion de sincitios dispuestos en
forma de estrella (28). Estas células tienen una buena tasa de crecimiento, por lo que no
existen mayores dificultades para trabajar con ellas puesto que su mantenimiento no requiere
grandes exigencias, sino s6lo las condiciones idoneas de cultivo, los efectos citopaticos
aparecieron en los tiempos reportados (30, 31,32) y los dafos celulares se apreciaron
facilmente. Tal vez todos estos factores son los que han determinado que las células VERO
sean el cultivo mas utilizado para realizar estudios in vitro con VDC.

El ECP en las células MDCK se caracterizo por la presencia de vacuolas en el citoplasma, sin
embargo los cambios mas importantes aparecieron entre los dias 10 y 13 P.I., dichos cambios
involucran la fusion de membranas entre células vecinas dando la apariencia de células
multinucleadas y la formacion de sincitios celulares, no fue posible detectar ningin otro
cambio a excepcion de su desprendimiento posterior. Ademas de que el ciclo viral se
desarrolld6 de manera mas lenta que en las células VERO, también fue mas dificil apreciar los
cambios inducidos en las células, adicionalmente es necesario sefialar la ausencia de reportes
en la literatura y en algunos articulos sefialan que los efectos citopaticos de las células
MDCK son iguales a los que se desarrollan en las células VERO (27,28, 30, 31, 32,33,), lo
cual no es completamente cierto como lo demuestran los resultados obtenidos en este estudio.

Las células de linfoma de raton fueron las mas dificiles de manejar y una de las lineas
celulares que nunca habia sido empleada para realizar estudios in vitro con el VDC. El
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principal inconveniente en este trabajo en particular se debe a que estas células en forma
normal crecen en suspension, asimismo tomaron mucho tiempo para alcanzar la densidad
adecuada y obtener los cultivos necesarios para este estudio ya que no se usaron los medios
adecuados para su adecuado crecimiento (cultivo control e infectado). Los cambios fueron
evidentes alrededor del dia 13 PI y se observo una intensa aglutinacion que provoco que las
células mostraran la apariencia de racimos de uvas flotando en el medio. Para comprobar la
presencia del VDC por IFD se tuvo que invertir una gran cantidad de tiempo y trabajo ya que
como se trata de un cultivo que crece en suspension, hubo que centrifugar las células a cada
paso. Por lo tanto, si bien con esta linea celular se logro alcanzar los objetivos planteados, se
puede sefialar que no es muy recomendable para realizar trabajos in vitro debido a la cantidad
de tiempo que es necesario invertir con el fin de alcanzar los resultados esperados. Se puede
concluir que en esta linea celular el desarrollo del ciclo viral fue lento y se tuvieron que
dedicar demasiadas horas para obtener los resultados finales.

En la linea celular PK15 los ECP se desarrollaron de manera mas rapida que en las células
VERO y MDCK, alrededor del cuarto dia P.I. se observaron vesiculas intracitoplasmaticas con
células a punto de desprenderse que se unian por medio de la fusion de sus membranas
celulares, de tal manera que se apreciaron sincitios, asi como células gigantes y
multinucleadas. Las células PK15 muestran una adecuada tasa de crecimiento y se obtuvieron
buenos resultados en la inmunofluorescencia.

Los efectos observados en las células RK13 fueron muy similares a los descritos en las células
PK15, a saber; formacion de sincitios a punto de desprenderse del sustrato, células mostrando
citomegalia y multinucleacion. Sin embargo los resultados obtenidos en esta linea celular
fueron los mejores ya que ademas de que su tasa de crecimiento es excelente, los efectos se
pudieron apreciar desde el tercer dia P.I. y el desarrollo de la inmunofluorescencia directa no
requirid de grandes cuidados y la sefial emitida era intensa y distribuida en toda la preparacion.

Los resultados obtenidos refrendan el hecho de que los cultivos utilizados conforman un
modelo adecuado en el cual estudiar detalles finos de las interacciones entre el virus de
distemper canino y las células durante su replicacién, ya que aun no se conocen muchos
detalles de los procesos moleculares involucrados durante el desarrollo del ciclo del virus de
distemper canino.

Se encontraron diferencias evidentes con respecto al tiempo empleado por el virus para
completar su ciclo viral segin la linea celular utilizada. En el caso de las células VERO se
pudo observar que resultaron ser las de cambios mas evidentes a la infeccion del virus (Tabla
1, Fig 1), mientras que, por su parte, las células RK-13 fueron las mas permisivas (Tabla 1, Fig
11A.). Existen trabajos previos en los que se reportan hallazgos similares aunque utilizando
otros tipos celulares, asi tenemos que las células MDCK son extraordinariamente refractarias a
la infeccion en comparacion con las células VERO o HEp-2 (34).

Estd bien documentado que el desarrollo del ciclo viral depende del tipo celular (35,36).
Asimismo se reporta que durante la interaccion del virus con las células intervienen una gran
cantidad de proteinas tanto celulares como virales (28). Aunque a la fecha atin no se conocen
los factores que probablemente estén provocando esta variacion en el tiempo empleado por el
virus para desarrollar su ciclo replicativo de acuerdo con el tipo celular empleado (28). Asi, se
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reconoce que la eficiencia de fusion puede estar determinada por la estructura de la proteina de
fusién (F) viral, aunado a su interacciéon con otras proteinas estructurales del virus de
distemper (28). Esto fue estudiado por una combinacion de genes derivados de cepas
persistentes y no persistentes de CDV en experimentos de transfeccion transitoria. Se encontro
que la eficiencia de fusion fue notablemente disminuida por la estructura de la proteina de
fusion. Ademas, demuestran que la interaccion de las glicoproteinas de superficie con la
proteina M de la cepa persistente influencié grandemente la actividad de fusion. Asi, este
estudio sugiere que la fusogenicidad limitada favorece la persistencia del VDC al limitar la
destruccion celular e involucra complejas interacciones entre todas las proteinas estructurales
virales (29).
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CONCLUSIONES

Se logr6é obtener y mantener las lineas celulares (VERO, MDCK, RKI13, PK15 y
Linfoma de raton) en las cuales se indujo la infeccion viral de DC.

Se observaron y fotografiaron los efectos causados en las lineas celulares por el VDC.

El tiempo empleado por el VDC para completar su ciclo fue diferente en cada uno de
los cultivos utilizados en este estudio.

Se corroboro la presencia del virus de DC mediante inmunofluorescencia directa en los
cultivos infectados, con lo que se comprobd que los efectos observados son
especificoas al reconocimiento del VCD.

Se determind que las lineas RK13, PK15 y Linfoma de raton son dutiles para el
crecimiento in vitro del virus de distemper canino.

Se determin6 que la linea celular RK13 es la que mas favorece el crecimiento del VDC
ya que se observo el ECP en alrededor de 72 horas P.1. .
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