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canina y sus implicaciones en la enfermedad’

César A. Diaz R.” / Jairo Jaime Correa™

Victor Julio Vera A.™

ReEsSuMEN

El parvovirus canino tipo 2 (CPV-2) es el agente cau-
sal de una enfermedad infecto-contagiosa que produ-
ce una gastroenteritis aguda hemorragica que afecta
a caninos jovenes. El CPV-2 se adapté a la especie
canina por mutacién del virus de la Panleucopenia
felina (FPV) luego de su paso por animales silves-
tres como el hurén y los zorros. La alta variabilidad
de la proteina viral 2 (VP2) es la causa principal del
amplio rango de hospedadores y de las reacciones
cruzadas entre las variantes. En la actualidad, la se-
cuenciacién de esta proteina ha permitido identifi-
car tres variantes del virus conocidas como 2a, 2b
y 2¢ que conviven en el mundo con diferencias en
tropismo celular, infecciocidad y patogenicidad. El
virus ssADN ha presentado una gran variacién géni-
ca en cortos periodos de tiempo lo que indica un alto
grado de selecciéon por evolucién sélo comparable
con virus RN, esta alta variabilidad no se ha aclara-
do totalmente. El empleo de las técnicas molecula-
res permitird diferenciar entre cepas vacunales y de
campo, tanto como contar con técnicas diagndsticas

confiables y especificas.

Palabras clave: parvovirus, caninos, gastroenteritis

canina, variantes virales.

MOLECULAR ASPECTS OF CANINE
PARVOVIROSIS AND ITS
CONSEQUENCES IN THE DESEASE

ABSTRACT

Parvovirus canine type 2 is the causal agent of an
infected - contagious disease that produces a hemo-
rrhagic and acute gastroenteritis that affects young
canines. The CPV-2 adapted to the canine species
by mutation of the virus of the feline Panleucopenia
(FPV) through their passage by wild animals like the
ferret and the foxes. The great variability of the viral
protein VP2 is the main cause of the wide host range,
and crossed reactions among variants. The VP2 se-
quence has allowed identifying three variants of the
virus like 2a, 2b and 2¢ which coexist in the world
with differences in cellular tropism, pathogenesis and
infection. The high genetic variation of a virus ssDNA
in short periods of time indicates a high degree of se-
lection by evolution just compared to RN virus. This
high variation has not been completely clarified. The
molecular techniques will allow differencing between
vaccine strain and field strain as well as to have relia-

ble and specific diagnosis techniques.
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INTRODUCCION

El virus de la Parvovirosis canina (CPV) pertenece a
la familia Parvoviridae, los cuales son virus eicosaé-
dricos, sin envoltura lipidica, con un genoma com-
puesto por una hebra de DNA en sentido negativo
(ssDNA -), esta familia estd divida en dos subfami-
lias basadas en su rango de hospederos: Parvoviri-
nae que infecta a vertebrados y Densovirinae que
afecta a insectos y artrépodos (Cotmore & Tattersall,
2007). La subfamilia Parvovirinae presenta los géne-
ros amdovirus, bocavirus, dependovirus, erythrovirus
y parvovirus (Cotmore & Tattersall, 2007). El virus
de la parvovirosis canina se comenz6 a describir en
los afios 70 como una variante del virus de la Pan-
leucopenia felina (Goff, 2001, Ariza y col., 2005),
desencadenando una gran pandemia. La enfermedad
estd caracterizada por gastroenteritis aguda de tipo
mucoide que en 24 a 48 horas se transforma en san-
guinolenta, vomito abundante, pérdida del apetito,
fiebre, deshidratacién marcada y leucopenia (Decaro
et al., 2006). En cachorros puede presentar muerte
stbita por miocarditis aguda (Url & Schmidt, 2005) y
puede alcanzar hasta un 100% de morbilidad y 75%
de mortalidad (Simpson et al., 2002). Al comienzo
de la pandemia el virus se identificé como la varian-
te CPV-2, para distinguirlo del virus no relacionado
con problemas entéricos CPV-1 conocido como el
virus del minuto canino (Goff, 2001; Decaro, 2006).
En un lapso menor de un afio el virus muté (Carmi-
chael, 1999) y se transform¢ en la variante CPV-2a,
lo cual ocasioné una rapida pandemia en menos de
dos anos (Ros, 2006). De esta variante se conocen los
subtipos CPV-2a y CPV-2b que han sido identificados
por anticuerpos monoclonales y presentan pequenas
variaciones en las secuencias de aminoacidos de las
proteinas virales. Actualmente se ha identificado
una tercera variante (CPV-2c) en Italia, Reino Unido,
Alemania, Indonesia, Malasia, Uruguay y Argenti-
na (Pereira, 2007). En Colombia la enfermedad fue

identificada por primera vez en 1982 con una alta

58 / César A. Diaz R. / Jairo Jaime Correa / Victor Julio Vera A.

morbilidad y mortalidad en cachorros (Ariza, 2005).
El diagnéstico de la enfermedad se puede realizar
por histopatologia (Langelveld, 1993), pruebas de
aglutinacion en latex a partir de muestras de heces
(Ariza, 2005), ELISA (Url, 2005), pruebas de reac-
cién en cadena de la polimerasa (Nakamura, 2004;
Decaro,2006), hibridacién del DNA o el aislamiento

en lineas celulares caninas (Patial, 2007).

ORIGEN Y VARIABILIDAD DEL VIRUS
DE LA PARVOVIROSIS CANINA

CpPV-2

Se han postulado varias hip6tesis acerca del origen
del CPV-2, una incluye la mutacién directa del vi-
rus de la Panleucopenia felina (FPV) (Appel, 1979),
otros por mutacién a partir de cepas vacunales del
FPV o por adaptacién a nuevos hospedadores a partir
de carnivoros no domésticos como tejones y zorros
(Truyen, 1992). Otra teoria incluye el mantenimiento
del virus del FPV en granjas de produccién de minks
con alta densidad poblacional (Truyen, 2006). La
homologia del DNA del CPV-2 y del FPV es cerca-
na la 99% (Goff, 2001; Ros, 2006) los dos virus se
diferencian por la capacidad de infectar cultivos de
células, mientras el CPV-2 es capaz de replicarse efi-
cientemente en lineas celulares de felinos y caninos,
el FPV solo es capaz de hacerlo en lineas celulares
felinas (Hueffer, 2003), ademas, muestran diferen-
cias al inocularse en animales, es asi como el FPV
puede infectar células timicas de canino después de
una inoculacién oral mientras el CPV-2 no es capaz
de replicarse eficientemente en gatos (Hueffer, 2003;
Pérez, 2007).

La evolucién del CPV-2 ha requerido de cambios
consecutivos en tres aminoacidos esenciales en la
regi6én correspondiente a la depresién de la capside
que esta asociada con el receptor celular a la transfe-
rrina (TfR Figura 1) que actia como receptor al virus
(Simpson, 2002).



Ficura 1. MODELO DE LA ESTRUCTURA DE LA CAPSIDE

peL CPV. Las AREAS EN ROJO ENTRE LA CRESTA DEL

EJE TRIPLE CORRESPONDE A LAS REGIONES ACTIVAS DEL

TROPISMO CELULAR Y ACTUAN COMO RECEPTORES PARA
LA CELULA HOSPEDADORA.

Cresta Epe Triple

Cafidn

* Cilindro Eje Quintuple

Fuente: adaptado de Hueffer K. and Parrish C., 2003.

Estudios moleculares retrospectivos han determina-
do que la primera gran variacién del CPV se presentd
en la posicién 564 donde se reemplazé una Ser por
un Asn y en la posicién 568 una Gly por una Ala, lo
que amplificé la capacidad infecciosa del virus de la
FPV a tejones y zorros; posteriores mutaciones en las
posiciones 93 (Lys por Asn) y 323 (Asp por Asn) per-
mitieron, en 1978, la aparicién del CPV-2. En 1979

se reportan otras dos mutaciones en las posiciones
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87 (Leu por Met) y 300 (Ala por Gly) que dan ori-
gen a las variantes CPV-2a y CPV-2b. En 1998 ocurre
una nueva mutacién importante donde se sustituye
una Ser por una Ala en la posicién 295 que le per-
mite una rapida difusién en las poblaciones y una
mayor patogenicidad que se conoce como la varian-
te CPV-2¢ (Luengo, 1999; Truyen, 2006; Martella,
2007, Pereira, 2007) (Ver Tabla 1). En la actualidad
la variante CPV-2¢c estda ampliamente distribuida en
Italia donde circula en compania de las variantes 2a
y 2b (Martella, 2007). Andlisis antigénicos y genéti-
cos de aislamientos han demostrado que el CPV-2¢
estd progresivamente reemplazando a las otras dos
variantes en perros de Italia (Martella, 2007; Pereira,
2007) Vietnam (Nakamura, 2004), Espaiia, Alemania
y Reino Unido (Cotmore, 2007).

En el CPV-2 los cambios en los residuos 93, 300 y
323 de la proteina viral 2 (VP2) han sido asociados
con el control del rango de hospedadores tanto ca-
ninos como felinos (Hueffer, 2003), lo anterior se
ha manifestado como cambios en la estructura de
la capside que permiten una mayor o menor avidez
por el receptor TfR de las células (Simpson, 2002).
El FPV presenta cambios principalmente a nivel del
residuo 300 que sélo permite una unién estrecha con

el receptor de las células felinas y no caninas.

TaBLA 1. SUSTITUCIONES DE AMINOACIDOS RELEVANTES DE LA PROTEINA VIRAL 2 VP2 EN LA EvoLucion per FVP v CPV.

Virus 80 87 93 297 300 305 323 426 555 564
FVP K M K S A D D N V N
CPVZ R M N S A D N N V 8§
CPVZa R L N S G Y N N I 8
CPv2b R L N S G Y N D V 8
CPV2cd) R M N A D Y N N V S
CPV2ch) R L N A D Y N D I S

A: Alanina D: A. aspértico G: Glicina I: Isoleucina K: Lisina L: Leucina

M: Metionina N: Asparragina V: Valina R: Arginina S: Serina

Fuente: modificado de Truyen, 2006.
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El TfR se considera el receptor celular para el ingreso del
CPV (Simpson, 2002), se ha estudiado en detalle y se ex-
presa con una alta densidad en células en crecimiento y
con alta tasa de divisién mitética (Hueffer, 2003; Suikka-
nen, 2003). Una vez el virus se ha unido al receptor TfR
en regiones RAFT’s de la membrana celular, inicia un
proceso de endocitosis mediada por clatrina y es trans-
portado a través de endosomas reciclados (Suikkanen,
2003; Cotmore, 2007). La acidificacion del endosoma es
necesaria para la exposicién de la porcién amino terminal
de la proteina viral 1 (VP1) y asi liberar las particulas vi-
ricas lentamente al citosol (Vihinen-Ranta, 1998; Suikka-
nen, 2003; Cotmore, 2007). La porcién amino terminal
de la VP1 ha demostrado ser un localizador nuclear del
CPV y el virus del minuto del ratén (VMR) y se ha pos-
tulado que esta regién amino terminal posee accién fos-
folipasa A, (PLA,) que es necesaria para la salida de los
endosomas, el ingreso de las particulas virales al niicleo
y la activacion temprana de genes (Vihinen-Ranta, 1998;
Suikkanen, 2003). La liberacién de la particula viral del
endosoma se ha demostrado que ocurre sin la ruptura
de la membrana, como si ocurre en los adenovirus, este
cambio en la permeabilidad de la membrana endosomal
ocurre por interacciéon con los lipidos Fosfatidil-inositol
bifosfato (PtdIns(3,5)P2), esfingolipidos y sulfatidos por la
accién PLA, de la VP1. Suikkanen et al. (2003) demos-
traron estas alteraciones en la permeabilidad al coinfec-
tar particulas del VPV adosadas a polimeros de Dextran
de tamafio 3000 y 10000, luego del proceso de infeccién
fue posible localizar las particulas virales con el polime-
ro Dextran 3000 en el nicleo de la célula mientras que
las que fueron adosadas con particulas de Dextran 10000
s6lo se encontraron en las vesiculas cercanas al nucleo

exclusivamente.

CARACTERISTICAS MOLECULARES DEL
VIRUS DE LA PARVOVIROSIS CANINA

2 (CPV-2.)

El virus de la Parvovirosis canina es un miembro la
familia Parvoviridae, virus auténomos replicativos, la

cual comprende los virus adeno-asociados (Battilani,
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2006) y la subfamilia parvovirinae. A esta subfamilia
pertenece los virus del minuto (CMV) (Ros, 2006),
Parvovirus canino CPV-2, Virus de la panleucopenia
felina (FPV) y el virus B19 causante de enfermeda-
des abortivas en humanos (Goff, 2001). Esta familia
estd compuesta por virus DNA de una sola hebra de
polaridad negativa de 5.2 kpb (Pérez, 2007) con dos
marcos de lectura que codifican para proteinas no
estructurales (NS) y estructurales (VP). Las proteinas
estructurales son VP1 (83 kDa) y VP2 (67 kDa) las
cuales son transcritas en forma alternada por cortes
en el RNAm, dado que la secuencia de la VP2 esta
completamente contenida dentro de la VP1 (Reed,
1988). Pequenos cambios en la secuencia de aminoé-
cidos de la VP2 son los causantes de las relevantes
diferencias bioldgicas de las variantes virales. Esta
familia posee cépside eicosaédrica tipo T1, de 280 A
de didmetro, consistente en 60 copias de VP1 y VP2
(Simpson, 2002). La regiéon amino terminal de la VP2
se externaliza en cdpsides conteniendo ssDNA para
formar canales de 5 vértices ricos en glicina. La es-
tructura del CPV muestra pequeiias espiculas sobre
el eje 3, pequeiios hoyuelos sobre el eje 2 y depre-
siones sobre el eje 5 que conforman el receptor viral
a las células hospedadoras (Simpson, 2002). Por ac-
ci6én de proteasas del hospedador la VP2 es clivada y
convertida en VP3 (63 kDa), la cual es necesaria para
la interaccién con las membranas celulares (Paradi-
so, 1982; Langelveld, 1993; Suikkanen, 2003).

EXPRESION GENOMICA Y
REPLICACION VIRAL

La cédpside de los parvovirus es altamente resistente
a condiciones fisicoquimicas por su conformacién
eicosaédrica, resiste la inactivacién a temperaturas
inferiores a 70’ C (Ros, 2006). Estudios han demostrado
que el virus no se decapsida antes de llegar al nticleo de
la célula y que llega ensamblado. El poro nuclear permite
el ingreso de particulas de hasta 39 nm que son mayores
que el tamano del virus (Bartlett, 1999; Ros, 2006). El

mecanismo por el cual se produce la replicacion del



genoma no esta clarificado del todo, se postulan dos
hipétesis: (1) el virus entra completo al ntcleo y por
un poro presente en la simetria del pentamero (Eje
quintuple) pueden penetrar algunos componentes de los
procesos de replicacién viral e iniciarla (Ros, 2006). (2)
Una vez la capside llega al nticleo el material genémico
es liberado dentro y la maquinaria celular se encarga
de iniciar los procesos de transcripcién y traduccién
(Ros, 2006). Las secuencias en los extremos 3’ y 5’ son
diferentes en el DNA del CPV que son dos secuencias
auto complementarias en los extremos del genoma y
hacen que el DNA se pliegue sobre si mismo formando
dos ganchos déndole la apariencia de T o Y (Patial,
2007). Los parvovirus usan dos promotores durante la
expresion de su genoma. El primero para las proteinas
no estructurales o proteina reguladora localizada en la

posicion 4 del extremo izquierdo del mapa gendmico
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(Patial, 2007) y el segundo es para las proteinas
estructurales y estd localizado en la posicién 38. El
transcripto del promotor de las proteinas reguladoras es
primero sellado por una metilacién y luego agregada la
cola de poliadeninas. Una pequena porcién del genoma
es removida entre las posiciones 46 — 48 (Patial, 2007).
Esta molécula puede ser usada directamente como
RNAm para la NS-1 o ser cortada entre las posiciones 8
a 38 para dar origen a un segundo RNAm que da origen
a la NS-2 (Cotmore, 2007). Las proteinas estructurales
VP1 y VP2 usan una estrategia similar, la primera se
obtiene por transcripcién a un RNAm desde la posicién
38 hasta la 96 con un corte entre las bases 2317 a la
2399. La VP2 se obtiene por un corte entre las posiciones
2280y la 2377. La VP3 ocurre por un corte por proteasas
después de la traduccién a proteina (Cotmore, 2007;
Patial, 2007).

GrAFico 1. EsauEMA DE REPLICACION DEL PARvovirRus cANINO. A. Los ExTREMos compPLEMENTARIOS LTR v RTR

FORMAN LAZOS PARA ACTUAR COMO INICIADORES DE LA REPLICACION. B. LA DNA POLIMERASA INICIA LA REPLICACION

DEL GENOMA. C. SE INICIA EL DESPLAZAMIENTO DE LA HEBRA ORIGINAL.

A { ‘
U
B
LTR > p RTR
U
RTR’
C &
LTR
R

Fuente: adaptado de Voyles, 2003.

La replicacién del virus se inicia por los extremos
auto complementarios (LTR y RTR) 5 Y 3, los
cuales, al formar los lazos sirven como iniciadores
para la DNA polimerasa del hospedador, la cual se
expresa en células con una alta tasa de divisién y
en fase S del ciclo celular (Cotmore, 2007). La DNA

polimerasa inicia la replicacién en sentido 5 — 3’

hasta el extremo RTR, donde inicia el desplazamiento
de la hebra original (ver Grafico 1), al llegar al extremo
LTR se termina la replicacién y la nueva molécula de
DNA positivo sirve como plantilla para la formacién de
nuevas hebras DNA de sentido negativo que pueden ser

empaquetadas dentro de los viriones (Cotmore, 2007).
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LA ENFERMEDAD

La via més comun de infeccién es la via oro-nasal (De-
caro, 2006), la fuente principal de particulas virales la
constituye las heces infectadas provenientes de ani-
males enfermos (Appel, 1979). El periodo de incuba-
cién puede ser de 3 a 10 dias (Carmichael, 1999). Los
sitios de replicacién primarios son el tejido linfoide
como amigdalas, nédulos linfoides y tracto gastroin-
testinal (Luengo, 1999). Después se inicia la viremia
la cual presenta altos titulos de DNA viral. Los patro-
nes de difusién a los tejidos después de la viremia son
similares entre las variantes CPV-2a, CPV-2b y CPV2¢
revelando que tienen el mismo comportamiento bio-
légico. Los principales sitios de replicacién son los te-
jidos con alta tasa de divisién mitética como médula
6sea, 6rganos linfoides y criptas intestinales (Appel,
1979; Decaro, 2006; Cotmore, 2007; Decaro, 2007). En
el FPV se ha detectado la presencia de genoma viral
y particulas virales en tejido nervioso de gatos (Paltri-
nieri, 2007) mientras que no se ha podido detectar la
presencia de particulas viricas en caninos infectados
con el CPV, utilizando técnicas inmunostoquimicas
de avidina - biotina, a pesar de presentar signos de
degeneracién neuronal como desintegracion del pe-
rikarién, vacuolizacién del neuropilo en el cuerpo
geniculado lateral (Url, 2005). Decaro (2007) demos-
tr6 la presencia de DNA viral por medio de PCR en
tiempo real en cerebro, cerebelo y bulbo raquideo de
cachorros infectados experimentalmente con CPV. La
no presencia de particulas virales pero si de genoma
viral puede estar indicando fallas en los procesos de
ensamblaje del virus o de sintesis de proteina en las
neuronas de caninos infectados con CPV, lo cual re-

quiere de mayores estudios.

Los titulos virales en el epitelio intestinal son
menores pero mas persistentes que los obtenidos en
el tejido linfoide y alcanza su pico maximo entre los 5
a 7 dias pos-infeccién (Cotmore, 2007; Decaro, 2007)

y persiste por varias semanas, antes de desaparecer
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del contenido intestinal (Decaro, 2007) dado los
altos niveles de anticuerpos presentes en el lumen

intestinal.

A nivel gastrointestinal el dafio histopatolégico mas
encontrado es necrosis subaguda que afecta la mu-
cosa en todo su espesor, caracterizada por un acor-
tamiento de las vellosidades intestinales, con fusién
de los extremos, desestructuracién completa de ar-
quitectura glandular en el fondo de las criptas y una

moderada reaccion inflamatoria (Luengo, 1999).

Los cachorros menores de 16 semanas pueden pre-
sentar un cuadro de miocarditis aguda con una alta
tasa de mortalidad (Langelveld, 1993). Se ha discu-
tido sobre la diferencia en patogenicidad de las va-
riantes del CPV-2, algunos autores mencionan que
las variantes CPV-2b y CPV-2¢ producen signos mas
hemorrégicos y con mayores lesiones que la variante
CPV-2a (Carmichael, 2005; Decaro, 2006).

DiaGnoOSTICO

Se han desarrollado varios métodos diagndsticos para
detectar en forma temprana la presencia del CPV-2
en heces tales como la hemoaglutinacién (Truyen,
2006) ELISA (Ariza, 2005) y la aglutinacion en latex
con muy buenos resultados en cuanto a confiabili-

dad y economia.

Las pruebas de tipo molecular como PCR en tiempo
real pueden diferenciar entre cepas vacunales y de
campo al ser usadas con muestras de materia fecal
fresca (Decaro, 2007), con una alta sensibilidad y es-
pecificidad pero todavia a costos altos. Las sondas
genémicas MGB (Minor Groove Binder) reconocen
diferencias en las secuencias de nucleétidos de las
cepas vacunales producidas por la mayoria de las
casas comerciales en comparacién con las cepas de
campo y se han postulado como técnicas diagnésti-

cas de rapido uso y bajo costo (Decaro, 2007).



TRATAMIENTO Y PREVENCION

Desde el inicio de la enfermedad se han usado vacu-
nas vivas modificadas para el control de la enferme-
dad basadas en el virus original CPV-2, con buenos re-
sultados (Yule, 1997; Carmichael, 1999; Truyen, 2006)
lo que ha permitido pasar de una pandemia a un esta-
do actual de endemia controlada; sin embargo, con el
surgimiento de la variante CPV-2¢ se ha postulado la
necesidad de utilizar nuevas vacunas (Truyen, 2006).
Los estudios realizados han mostrado que existe una
buena reactividad cruzada entre las tres variantes del
CPV asi como con el FPV, pero con sustanciales dife-
rencias en los titulos de anticuerpos neutralizantes,
siendo mejores los titulos proporcionados cuando se
empleaba la variante CPV-2b en animales con infec-
cién con la variante CPV-2a y no al revés (Truyen,
1992; 2006). La transmisién de anticuerpos calostra-
les de las madres a los cachorros se ha demostrado
que previene la infeccién contra parvovirus y pue-
den ser suficientes para conceder resistencia contra
variantes heterélogas. Pero, por otro lado, también se
ha reportado la presencia de enfermedad en animales
que presentaban titulos de anticuerpos neutralizantes
altos (Barlett, 1999; Elia, 2005; Truyen, 2006), indi-
cando que la reactividad cruzada entre variante toda-

via no estd completamente clara.

Los titulos conferidos por las vacunas vivas modifi-
cadas usadas en la mayoria de los biolégicos comer-

ciales confieren proteccién por afios, aun sin usar
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