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Resumen

El Distemper Canino es un de las enfermedades infecciosas
mas importantes que afectan a los caninos en todo el mundo. El
virus afecta varios organos, entre ellos el sistema nervioso. La
leucoencefalitis desmielinizante es la forma mas frecuente de
Distemper neuroldgico, esta forma comparte similitudes en los
cambios neuropatologicos con enfermedades desmielinizantes
humanas, como por ejemplo la esclerosis multiple. Los
potenciales evocados somatosensitivos (PESS) pueden brindar
informacion de las lesiones en la conduccion nerviosa, tanto
por daflo axonal como de la mielina. En la esclerosis multiple,
permiten detectar precozmente lesiones que se sospechan a
nivel clinico. El objetivo de este trabajo fue determinar si existe
alteracion en la respuesta de los PESS del nervio tibial en
caninos con Distemper. Se registraron a nivel craneal y espinal
los PESS obtenidos por estimulacion del nervio tibial de caninos
con Distemper y caninos sanos. Se demostré un aumento de la
latencia de la onda P1 y una disminucién de la amplitud N1-
P2 en el registro craneal. Asi mismo, existio un aumento en la
amplitud N2-P2 en los registros espinales. El resultado obtenido
puede aportar un diagnéstico precoz dado que, muchas veces los
sintomas neurologicos de los pacientes con Distemper aparecen
mas tardiamente que los sintomas digestivos o respiratorios.
Por lo tanto, la realizacion de estos estudios podrian ser una
herramienta para detectar trastornos en la conduccioén nerviosa
central aiin subclinicos.
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Abstract

Canine Distemper is one of the most important infectious
diseases affecting dogs worldwide. The virus affects several
organs, including the nervous system. The demyelinating
leukoencephalomyelitis is the most frequent neurological
presentation of Distemper. The neuropathological changes that
occur in this presentation are similar to the ones present in human
demyelinating diseases like multiple sclerosis. Somatosensory
evoked potentials (SSEPs) can provide information about axonal
and/or myelin lesions. In multiple sclerosis patients, the SSEPs
allow the early detection of subclinical lesions. The aim of this
study was to determine if there was an alteration in the response
of SSEPs of the tibial nerve in canines with Distemper. Cranial
and Spinal SSEPs were recorded by means of tibial nerve
stimulation in dogs with Distemper and in healthy dogs. There
was an increase in the P1 wave latency and a decrease in the
N1-P2 amplitude of the cranial SSEPs. Furthermore, an increase
in N2-P2 amplitude was observed in the spinal SSEPs. These
results showed that the use of SSEPs in dogs with Distemper
can be an useful diagnostic tool to detect subclinical central
conduction impairment.

Keywords: Distemper, Somatosensory evoked potentials,
demyelination, electrophysiological studies.



Introduccion

El Distemper Canino (DC) es una enfermedad multisistémica
causada por un virus ARN monocatenario, no segmentado, de
polaridad negativa perteneciente al género Morbilivirus y a la
familia Paramoxyviridae (Lempp y col., 2014; Monteiro y col.,
2010). Presenta alta tasa de morbilidad dada la alta infectividad
del virus, su eliminacion a través de todo tipo de secreciones,
exudados y fluidos y la existencia de animales infectados que
eliminan el virus previa manifestacion de signos clinicos (Mon-
teiro y col., 2010).

El DC puede afectar a una amplia gama de carnivoros terrestres
y acuaticos incluyendo miembros de la familia Canidae, Felidae,
Procyonidae, Mustelidae y Phocidae (Blixenkrone-Mgller y col.,
1991; Goldstein y col., 2009; Griot y col., 2003; Monteiro y col.,
2010; Roelke-Parker y col., 1996). Esta enfermedad es una de las
enfermedades infecciosas mas importantes que afectan caninos
en todo el mundo (Monteiro y col., 2010), siendo, después de la
rabia, la que presenta mayor letalidad (Appel, 1995). En el perio-
do comprendido entre 1992 y 2005, en el Hospital de la Facultad
de Veterinaria de la UDELAR se diagnosticaron clinicamente
799 casos de Distemper Canino, con una media mensual de 4,78
casos encontrandose en nuestro pais la enfermedad en una situa-

cion de endemismo (Feijoo y col., 2009).

La enfermedad puede afectar a perros de cualquier edad, pero
son mas susceptibles los animales entre 3 y 6 meses. Existen
grandes variaciones en la duracion, severidad y presentacion cli-
nica del DC dependiendo principalmente de la edad, el estado
inmune del huésped, la historia previa de vacunacion, asi como
de la cepa del virus (Beineke y col., 2009; Lempp y col., 2014).
Los sistemas respiratorios, gastrointestinal, piel y sistema ner-
vioso central (SNC) son los mas comprometidos (Nelson y Cou-
to, 2010). Respecto a este ultimo, la encefalitis por DC puede
ser clasificada en diferentes subtipos de acuerdo a los cambios
histopatologicos y las areas cerebrales afectadas (Baumgértner y
Alldinger, 2005).

A grandes rasgos, se pueden distinguir una polioencefalitis y una
leucoencefalitis que presentan patrones de distribucion de lesio-
nes y patogénesis diferente (Beineke y col., 2009).

La polioencefalitis es una manifestacion esporadica del DC en
las que las lesiones a nivel del SNC se asientan en la materia gris,
estas son, la Encefalitis del perro viejo, (“Old dog encephalitis”),
Encefalitis postvacinal y Encefalitis a cuerpos de inclusion. La
infeccion en estos casos esta localizada predominantemente en
las areas corticales y los niicleos del tronco enceféalico (Nesseler
y col., 1999).

La leucoencefalitis desmielinizante es la forma mas frecuente de
DC neurologico, tanto en la enfermedad espontanea, como en
la reproducida de manera experimental (Alldinger y col., 1993;
Amude y Alfieri, 2010). Las regiones del SNC mas frecuente-
mente afectadas por la desmielinizacion son la sustancia blanca

del cerebelo, de la region periventricular (especialmente alrede-
dor del cuarto ventriculo), los tractos dpticos y la médula espinal
(Marc Vandevelde y Zurbriggen, 2005).

Estudios acerca de la patogenia de la leucoencefalitis desmie-
linizante producida por el virus del DC han demostrado que el
desarrollo de la desmielinizacion es un evento bifasico. Presenta
una fase inicial aguda, en la que el dafio es producido por la acci-
on directa del virus y una crénica en la cual el dafo ocurre a ex-
pensas de un proceso inmunopatologico (Beineke y col., 2009).

Las lesiones iniciales ocurren alrededor de tres semanas post in-
feccion y se desarrollan durante un periodo de inmunosupresion
inducida por el virus, por lo tanto, no son lesiones inflamatorias,
no hay presencia de manguitos perivasculares (Vandevelde y
col., 1982). Se ha demostrado que esta desmicelinizacion coin-
cide con la replicacion del virus del DC en las células gliales
de la sustancia blanca, astrocitos y oligodendrocitos (Pan y col.,
2013).

En las fases tardias de la enfermedad, la desmielinizacidén con-
tinda avanzando a pesar de una clara disminucion del ARN y
antigeno viral a nivel del SNC. Asi mismo, comienza a haber
una fuerte respuesta inflamatoria humoral y celular, caracteri-
zada por infiltracion de células mononucleares y un aumento de
las IgG. Por lo tanto, se han considerado mecanismos inmuno-
patogénicos dirigidos hacia antigenos propios como causa de la
progresion del proceso desmielinizante (Alldinger y col., 1996).

El DC comparte similitudes en los cambios neuropatologicos
con enfermedades desmielinizantes humanas, como por ejemplo
la esclerosis multiple (EM) (De Keyser y col., 2001; Scherer,
1994). Tal es asi que médicos neuropatdlogos como Scherer
(1994) describieron el DC como la “esclerosis multiple aguda
de los caninos” (Amude y Alfieri, 2010). Por esta razon, esta
enfermedad, ha sido utilizada como modelo animal de experi-
mentacion sobre EM (Baumgirtner y Alldinger, 2005).

La EM es una enfermedad inflamatoria cronica, que afecta a los
humanos e involucra los tractos sensitivos, visuales, auditivos
y motores tanto de forma clinica como subclinica. Afecta ex-
clusivamente el SNC, no provocando lesiones a nivel del sistema
nervioso periférico. En esta enfermedad la generacion y propaga-
cion de los impulsos nerviosos se ven alteradas. Esto puede ocurrir
por desmielinizacion, dafio axonal, entre otros (Hardmeier y col.,
2017). El diagnostico de la misma se basa en los signos clinicos,
hallazgos a través de resonancia magnética (RM), analisis del
liquido cefalorraquideo y técnicas electrofisiologicas (Schlaeger
ycol.,2012,2016). La RM es el biomarcador mas ampliamente
utilizado en los ensayos con EM. Sin embargo, existe una baja
correlacion entre la progresion de la discapacidad una vez que
el diagnostico esta establecido. Ademas, el valor predictivo de
la RM es limitado (Barkhof, 2002). Los potenciales evocados
pueden brindar informacion de la diseminacion topografica de
lesiones del sistema nervioso, si bien permiten evaluar la fun-
cionalidad del SNC, requieren integridad del sistema nervioso

periférico para su correcta interpretacion (Chiappa, 1997).



Un potencial evocado es una onda o variacion de voltaje pro-

ducida en el sistema nervioso por un estimulo sensorial. De-
pendiendo de la modalidad a estudiar, dicho estimulo puede ser
tactil (para los potenciales evocados somatosensitivos), visual
o auditivo. Las amplitudes y latencias de las ondas obtenidas
proveen informacion sobre la capacidad funcional del sistema
nervioso (Chiappa, 1980).

En la EM, se ha demostrado que existe una fuerte correlacion
entre las anormalidades encontradas en los potenciales evocados
y los sintomas clinicos (Leocani y col., 2000) y que permiten
detectar precozmente lesiones que se sospechan a nivel clinico
(Djuric y col.,2010). Ramanathan y col. (2013) demostraron que
las alteraciones en los potenciales evocados visuales y soma-
tosensitivos, especialmente en el nervio tibial son un biomar-
cador neurofisiologico sélido a la hora de determinar lesiones
subclinicas provocadas por la enfermedad. Esto resulta de suma
importancia ya que entre un 70 y 80% de los pacientes con EM
desarrollan una enfermedad progresiva, pero es dificil predecir
cuales seran esos pacientes basandose tinicamente en los sinto-

mas clinicos (Fernandez y col., 2015).

Antiguamente se consideraban los potenciales evocados visuales
(PEV) como los mas sensibles a la hora de confirmar un diag-
nostico de EM. Sin embargo, Djuric y col. (2010) han demostra-
do que los potenciales evocados somatosensitivos (PESS) de los
miembros pélvicos (principalmente el PESS del nervio tibial)
superan la sensibilidad de los PEV.

La razén es que el PESS del nervio tibial evalua los tractos as-
cendentes a través de todo el largo de la médula espinal, tron-
co encefalico y cerebro. Cuanto mayor sea el tejido atravesado,
mayor es la probabilidad de que areas afectadas por la enferme-
dad sean halladas (Bergknut y col., 2013; Chiappa, 1997).

No hemos encontrado trabajos que describan como se afectan
los PE somatosensitivos en los caninos con Distemper. En nues-
tro pais no contamos con resonador magnético para uso veteri-
nario, por lo cual es importante desarrollar una herramienta mas
accesible que ayude a determinar la severidad de la enfermedad.
Dadas las similitudes en la fisiopatologia de la EM y el DC se
plante6 la hipotesis de que los PE somatosensitivos son afecta-
dos en esta Gltima patologia.

El objetivo de este trabajo fue determinar si existe alteracion en
la respuesta, tanto de la amplitud como en las latencias de los
PESS del nervio tibial en caninos con Distemper.

Materiales y Métodos

Animales:

Para este estudio se utilizaron 16 caninos, 8 hembras y 8 ma-
chos, con sintomatologia clinica de Distemper que asistieron al
hospital de Facultad de Veterinaria o que fueron derivados de

clinicas privadas. La edad de los animales enfermos vari6 entre

los 4 meses a los 5 afios, ocurriendo en algunos casos desco-
nocimiento de la edad del animal por parte del propietario. Se
utilizaron como controles 6 caninos hembras, con una media
de edad de 2 afios. Se solicito a los propietarios firmar un con-
sentimiento informado de que los animales fueron parte de un
proyecto de investigacion. En los animales sanos se realizé un
examen clinico completo previo a realizar los PESS con el fin de
asegurar un buen estado sanitario.

El protocolo utilizado fue aprobado por la Comisién de Etica
en el uso de Animales de la Facultad de Veterinaria, (CEUA-
FVET-PI-138).

El diagndstico de la enfermedad fue confirmado mediante un
test de deteccion de antigeno mediante inmunocromatografia,
de uso comercial (FASTest Distemper Diagnostik MEGACOR)

utilizando secreciones nasales y oculares.

Con el fin de disminuir el estrés en los animales y los artefactos
generados por movimiento los PESS fueron realizados bajo se-
dacion con xilacina (1mg/kg) via /M.

Los PESS fueron obtenidos por estimulacion del Nervio Tibial
por medio de electrodos de agujas subdérmicas de 15 mm de
longuitud (Akonic S.A., Argentina). Los mismos fueron colo-
cados en forma subcuténea en la cara lateral del miembro a es-
timular tomando como referencia la vena safena colocando el
anodo distal por debajo de la misma. Los estimulos aplicados
fueron pulsos cuadrados de 0,1 ms de duraciéon a 5 Hz, con in-
tensidad supra-maxima generados por un estimulador eléctrico
(Akonic S.A.). Se obtuvieron registros a nivel espinal y craneal.
Los potenciales a nivel espinal fueron adquiridos por medio de
la colocacion de dos electrodos, el electrodo activo cerca de la
linea media a la altura del espacio intervertebral L7-S1, y un
electrodo de referencia el cual se insertd en el proceso espinoso
correspondiente a L7. Un electrodo de tierra fue colocado para
cerrar el circuito (Meij y col., 2006; Pellegrino y Sica, 2005;
Vanderzant y col., 1989). Los potenciales craneanos se registra-
ron insertando el electrodo activo, en forma subcutanea a nivel
de Fz (nomenclatura del sistema internacional 10-20 de colo-
cacion de electrodos) ya que en dicha region subyace al area
somato-sensitiva correspondiente al miembro posterior (Uzuka
y col., 1995). El electrodo de referencia se ubico a nivel de la
apofisis espinosa de la vértebra C1 (Chiappa, 1997; Uzuka y
col., 1995) (Figura 1). Un cabezal de dos canales con interfase
analogica digital de 16 bits se conectd a amplificadores y a un
sistema de promediacion de la sefial (Akonic S.A. - Sistema Bio
Pc, modelo CH 32- Buenos Aires, Argentina). En todos los re-
gistros se promediaron un total de 500 muestras. Los registros
se obtuvieron con una amplificacion que varid entre 0,625 y 2,5
uV/div. La sefial fue filtrada con un filtro de alta y baja frecuen-
cia 30 y 300 Hz respectivamente y una velocidad de barrido de
5 ms/ div. Los electrodos fueron siempre testeados para corrobo-

rar que poseian una impedancia menor a 5 kohms.

Se determinaron amplitud (distancia entre el valor maximo, po-

sitivo o negativo, a la linea de base) y latencia (tiempo transcur-



Figura 1. Colocacion de electrodos para el registro craneal y
electrodos de estimulacion. En la imagen aumentada se observa
localizacion del electrodo de registro (Fz) (negro), electrodo de
tierra (Cz) (verde) y electrodo de referencia a nivel de la apofisis
espinosa de C1 (rojo).

Figura 2. Ejemplos representativos de registros de PESS
i 5 craneal (Cr.) y espinal (Esp.) de un canino normal (A) y de un
... canino con Distemper (B). Se puede apreciar a simple vista
T J ' una disminucién de la amplitud, asi como un incremento de
Expina pftm la latencia de las ondas en el canino enfermo a nivel espinal,

gt asi como una desaparicion de los potenciales evocados a nivel

crancano.
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rido entre la aplicacién del estimulo y el pico o valle maximo)
de las ondas obtenidas; P1, N1 y P2 en el registro craneal y N1,
P1, N2, P2 en el registro espinal.

Se determinaron amplitud y latencia de las ondas obtenidas, P1,
N1 y P2 en el registro craneal y N1, P1, N2, P2 en el registro
espinal.

Analisis estadistico:
Para comparar las variaciones en los PPSS se utilizo la prueba U
de Mann-Whitney-Wilcoxon para muestras independientes. Se

consideraron significativos los valores con p<0,05.

Resultados

Se obtuvieron datos de amplitudes y latencias de las ondas que
conforman los potenciales evocados somatosensitivos tanto a
nivel espinal como craneal. En la Figura 2 se muestra un registro
de un animal sano y uno con DC.

En cuanto a las latencias (Figura 3), a nivel craneano, se observo
un incremento significativo de la latencia de P1 en el miembro
posterior izquierdo (MPI), siendo la media y el desvio estandar
de los animales controles 18,4 + 3,5, y la de los animales
enfermos 24,8 + 5,8 ms (W (6Y16)= 34, p= 0,02). Asi mismo,
existio una tendencia al aumento de las latencias de N1; W( )=
39,5, p=0,07 y de P2; W(,)= 37, p= 0,06. En el miembro
posterior derecho (MPD) no se observaron diferencias entre
los individuos controles y los enfermos. A nivel espinal, no se
observaron cambios significativos.

Alrespecto de las amplitudes de los PESS (Figura 4), nuevamente
a nivel craneal, las diferencias significativas fueron observadas
al estimular el miembro izquierdo y no asi el derecho. A nivel
craneano, existid una disminucion de la amplitud N1-P2 siendo
la media y el desvio de los controles 1,03 = 0,61 uV y 0,81 +
0,46 uV (W (4
A nivel espinal, existio un aumento de la amplitud N2-P2 tanto
en MPI (W (. )=28, p=0,02) como en el MPD (W (_, )= 35,
p=0,03).

)= 86, p= 0,02) la de los animales afectados.

6,16 6,16

Discusion

En este trabajo se demostré que los PESS difieren en los caninos
con DC con respecto a los caninos sanos. La principal alteracion
ocurre en el potencial craneal. Por un lado, existié un aumento
de la latencia de la primera onda positiva (P1) y por otro, una
disminucién de la amplitud N1-P2. Ambas alteraciones ocurrie-
ron al estimular el MPI, no asi en el MPD. De todas maneras, al
estimular el MPD el comportamiento de las ondas fue similar
al izquierdo, creemos que, aumentando el numero de animales
estudiados, las variaciones ocurridas podrian aparecer en am-
bos miembros. Sin embargo, existe un reporte en humanos que
establece que en la EM los individuos afectados presentan dife-
rencias en las latencias de los potenciales evocados por estimu-

lacion del nervio mediano en los miembros toracicos derechos e

izquierdos (Cowan y col., 1984; Lehmann y col., 1979), por lo
cual el resultado obtenido en este trabajo puede que se mantenga

incluso incrementando el nimero de animales.

El incremento de la latencia en los potenciales era de esperar
dado la similitud de esta enfermedad con la EM de los humanos.
En la EM ha sido demostrado que ocurre un aumento en la la-
tencia de las ondas, tanto en los potenciales del nervio tibial asi
como en los del mediano y peroneo (Comi y col., 1999; Leocani
ycol.,2000; Rossini y col., 1985; J. C. Walsh y col., 1982). Se ha
asociado el retraso en la latencia de los PESS con trastornos de
la mielinizacién (Comi y col., 1999). El virus del DC provoca
infeccion de los oligodendrocitos lo que lleva a lesion de las
vainas de mielina y vacuolizacion de la sustancia blanca. Asi-
mismo, en la etapa cronica de la infeccion ocurre una reaccion
inflamatoria en las lesiones desmielinizantes lo que lleva a una
progresion del dafo en el tejido (Schobesberger y col., 2002).
Por lo tanto, el incremento de la latencia de la P1 de los poten-
ciales craneales obtenido en este trabajo esta de acuerdo con lo
esperable de acuerdo con los conocimientos de la fisiopatologia
de esta enfermedad y de su similitud con la EM de los humanos.

De acuerdo al presente trabajo podriamos obtener un diagnds-
tico precoz de las lesiones neurologicas, dado que, muchas ve-
ces los sintomas relacionados con afeccion del sistema nervio-
so de los pacientes con DC aparecen mas tardiamente que los
sintomas en otros sistemas. Por lo tanto, la realizacion de estos
estudios podrian ser una herramienta para detectar lesiones de
sustancia blanca atin subclinicas. Sin embargo, todavia es nece-
sario realizar PESS en un numero mayor de animales sanos para
definir tablas de normalidad. Esto es de suma importancia dado
que para aseverar que un animal presenta una anormalidad en
un PESS, es necesario que la latencia o la amplitud del mismo
se aleje 2 desvios estandares de la media establecida en dichas
tablas (Van Dijk y col., 1992).

En cuanto a los potenciales espinales, si bien se observd una
tendencia al aumento de la latencia de la onda N1, no hubo cam-
bios significativos. Consideramos que seria apropiado aumentar
el nimero de animales con el fin de disminuir la variabilidad
y evaluar si esas tendencias se vuelven significativas. De todas
formas, en la EM se ha visto mayor incidencia de alteraciones
en los registros craneanos que en los espinales (Rossini y col.,
1985), lo cual puede ser debido a que la sefial eléctrica debe re-
correr mayores distancias para alcanzar el encéfalo, y ademas en
estas patologias las lesiones se limitan al SNC y no a los nervios
periféricos (Eisen y Odusote, 1980).

Se observé una disminucion de la amplitud de los PESS a ni-
vel craneano, lo cual concuerda con resultados obtenidos en pa-
cientes con EM (Matthews y col., 1977; Small y col., 1978). Se
considera que la reduccion de la amplitud de los PESS esta rela-
cionada con dafo a nivel axonal y pérdida de fibras nerviosas; al
estimular las fibras restantes se genera un potencial evocado de
menor amplitud (Thamer y col., 2014; Walsh y col., 2005). Sin
embargo, la amplitud de los PESS suele presentar alta variabi-
lidad inter individuos y por lo tanto no es considerada un mar-



cador tan fiable de lesion como lo es el aumento de la latencia
(Chiappa, 1997; Walsh y col., 2005).

Por otra parte, se observé un incremento de la amplitud N2-P2
a nivel espinal. Este resultado no era esperado dado que en los
reportes de alteraciones de potenciales evocados debido a lesio-
nes en la conduccion nerviosa suele ocurrir un incremento de
latencia y una disminucion de la amplitud. Existe un reporte en
el que se demuestra que la disminucion de la temperatura corpo-
ral puede aumentar la latencia de los potenciales evocados, pero
con disminucion de la amplitud de los mismos; estos autores
plantean que ese incremento de amplitud puede deberse a que
el retardo en la conduccion genera una liberacion prolongada de
neurotransmisores lo que podria provocar una superposicion de
los potenciales individuales (Gagliardo y col., 2007). Esto nos
permite plantear la hipétesis de que, si en el Distemper canino
las lesiones ocurrieron principalmente a nivel de la mielina y no
a nivel axonal, la conduccién nerviosa hacia la médula espinal
se vio retardada provocando esta posible superposicion de po-
tenciales individuales dando una onda N2-P2 de mayor ampli-
tud. Sin embargo, el mecanismo por el cual ocurrid ese aumento

de amplitud debe ser estudiado en profundidad.

Conclusiones

Las caracteristicas de los potenciales evocados somatosensiti-
vos del nervio tibial en caninos con Distemper difieren de los

animales sanos.

Por lo tanto, consideramos los PESS una herramienta 1til en el
diagnostico de lesiones a nivel del SNC de los pacientes con
Distemper canino, y planteamos como perspectiva un estudio
donde se correlacionen las alteraciones es estos potenciales con
la sintomatologia clinica y el curso de la enfermedad con el fin
de contar con una base de datos solida para predecir la evolucion
que podran tener animales enfermos. Asi mismo, consideramos
que son una herramienta de utilidad para evaluar mejoras a nivel
subclinico en pacientes que se encuentren con diversos grados
de paresia o paralisis. En estos pacientes las mejorias pueden
tardar varios meses y seria de gran utilidad contar con técnicas
de diagnostico que permitan controlar la evolucion del animal a
lo largo del tiempo.
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