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1. Introduccién

El Distemper canino es una enfermedad viral causada por un virus del género
Morbillivirus de la familia Paramyxoviridae, el cual esta constituido por una cadena
sencilla de ARN de polaridad negativa y cubierto por una membrana lipidica (Pinotti
M., et al., 2009).

La transmisidn de la enfermedad se da principalmente por contacto con descargas
0 secreciones provenientes de animales en estados agudos o crénicos de la misma,
siendo la via principal de ingreso la ruta oro-nasal. Se considera que la presentacion
aguda y subaguda tienen alta tasa de mortalidad en caninos y otros carnivoros no
domésticos, y la distribucion de esta enfermedad en la actualidad es a nivel mundial
(Okita M.1997).

El virus de Distemper canino produce una infeccién severa de forma sistémica
afectando diferentes tipos de células (epiteliales, mesenquimatosas,
neuroendocrinas y hematopoyéticas), en diferentes 6rganos y tejidos (Pinotti M., et
al 2009). Si el animal infectado se encuentra inmunosuprimido la diseminacion del
virus sera mas rapida, facilitando la replicacion principalmente en células linfociticas,
epiteliales y luego al sistema nervioso central generando encefalitis (NoyceR.,
Delpeut S., Richardson C., 2013). Se debe tener en cuenta que este es un virus
epiteliotrépico, por lo que la mayoria de los tejidos epiteliales se ven afectados

dependiendo de la diseminacion del mismo en cada paciente.

Para el diagnostico de la enfermedad se han descritos varias metodologias como
son las técnicas de deteccion de antigeno las cuales incluyen el aislamiento en
cultivos celulares, la inmunofluorescencia (IFA), inmunohistoquimica (IHQ), la

hibridacion in situ (ISH) técnicas moleculares como la reaccion en cadena de
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polimerasa con transcriptasa inversa RT-PCR y la transcriptasa cuantitativa inversa
en tiempo real RT-q PCR. Por otra parte, estan las técnicas de deteccion de
anticuerpos como son la seroneutralizacion (SN), las técnicas de ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). En Colombia actualmente se cuenta
con pruebas comerciales rapidas de deteccidn antigénicas basadas en ensayos
inmunocromatograficos o SNAP (Test rapido para Antigen CDV), las cuales no
ofrecen una alta sensibilidad en algunos estadios de la enfermedad y solo se

pueden utilizar en secreciones o sueros de pacientes con cuadros clinicos agudos.

El propésito de este trabajo fue aplicar la técnica de Inmunohistoquimica (IHQ), para
el diagnéstico y a su vez la deteccion del antigeno viral de Distemper canino en
tejidos fijados en formol y embebidos en parafina, lo cual a futuro permitird su uso
rutinario en los laboratorios de patologia para el diagndstico en casos de animales
gue fallecen o se sacrifican producto de la infeccion aguda o cronica asociada a esta
enfermedad, en donde por histopatologia no se evidencia la presencia de cuerpos
de inclusién asociados a este virus, como sucede en algunos estadios de la
infeccion sobreagudo o croénica, llegandose a confundir con otras entidades virales,
o por el contrario se encuentran cuerpos de inclusién que se podria relacionar con
la presentacién de otras entidades virales. Esta se us6 (IHQ) para hacer un estudio
retrospectivo, corroborar el diagnostico histopatolégico y conocer el tropismo del
virus en los diferentes tejidos evaluados en cada caso.

Se realizd un estudio retrospectivo de cinco afios atras (2007-2012) en varios
laboratorios (Laboratorio de Patologia - Universidad de La Salle, Laboratorio
Nacional de Diagnostico Veterinario - LNDV del Instituto Colombiano Agropecuario
-ICA y la Corporacion de Patologia Veterinaria - CORPAVET) de 36 casos
diagnosticados clinicamente o por histopatologia, y en casos donde se presentaron
lesiones macro y microscopicas compatibles con la enfermedad asociadas con

cuadros neuroldgicos y respiratorios con presentacion clinica asociados al virus de



Distemper canino pudiendo o no contar con este diagnadstico final. De los 36 casos
17 fueron diagnosticados por el Laboratorio de Diagnostico Nacional ICA, 11 fueron
diagnosticados por el laboratorio CORPAVET y 8 fueron diagnosticados por el

Laboratorio de Histopatologia de la Universidad de La Salle.
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2. Resumen

Se aplico la técnica de IHQ con el objetivo de determinar la presencia del virus de
Distemper canino en tejidos fijados con formalina y embebidos en parafina, para
ello se revisaron casos de histopatologia del afio 2007 hasta el afio 2013 y se
obtuvieron 36 casos de histopatologia cuyo diagnéstico presuntivo fue Distemper

canino o contaban con lesiones compatibles con este.

Se empled la técnica IHQ y se revisaron las laminas por microscopia Optica de luz
convencional de montajes con hematoxilina — Eosina (H-E) y después de la
aplicacion de la técnica, se evaluaron los tejidos presentes en las laminas. Como
tejidos de mayor importancia se tuvieron en cuenta tejidos del sistema respiratorio,
nerviosos y linfoide, debido al tropismo y a la presentacion de lesiones asociadas a
la infeccion por este virus. Se encontré que el grado de inmunomarcacion varia
segun posiblemente el estadio de infeccion, también que hay lesiones compatibles
con otras entidades virales que son erroneamente diagnosticadas por histopatologia

con Distemper canino y al aplicar la prueba de IHQ sus resultados son negativos.

Los tejidos que presentaron mayor inmunomarcacion fueron: pulmén y ganglio (5
casos: 20% cada uno), encéfalo (4 casos: 16%), bazo (3 casos: 12%) y finalmente
tonsila (2 casos: 8%); asi mismo se encontré un excelente nivel de concordancia
entre los resultados obtenidos por IHQ e histopatologia en pulmén (82%), uno

aceptable en tejido linfoide (38%) y, uno no muy bueno en encéfalo (28%).

Con la aplicacion de la técnica de IHQ es posible demostrar que esta es una
herramienta diagnostica importante para confirmar la presencia de Distemper
canino en diferentes tejidos, aunque se debe tener en cuenta que el grado de

inmunomarcacion varia posiblemente segun el estadio de la infeccién, por lo que se
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recomienda prestar especial atencion a variables como edad del paciente, estado
inmune, momento de la colecta y evaluacién de los tejidos segun la fase de

infeccion, tropismo del virus por cada tejido, cronicidad de la infeccion ,entre otros.
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3. Planteamiento del problema

Actualmente, la carencia de herramientas diagndsticas que pueden detectar la
presencia de antigenos infecciosos en tejidos en caninos, como es el caso de
Distemper canino en perros sacrificados y en aquellos que fallecen producto de la
infeccion que pueden llevar al subdiagnostico de esta y otras enfermedades de
caracter endémico en la poblacién canina en Colombia, debido a que en algunas
ocasiones las lesiones macro y microscépicas segun el estadio de la enfermedad
pueden no ser contundentes para su diagndstico histopatoldgico o pueden ser
compatibles con otros cuadros infecciosos virales (Herpes virus, Adenovirus,
Rabia).

Debido a la problematica anteriormente expuesta, existié un interés en utilizar la
técnica de IHQ como una prueba diagnédstica confirmativa en casos de Distemper
canino frente a casos diagnosticados de esta enfermedad con la técnica de
histopatologia. Dado que existen dudas del diagnéstico confirmativo de esta
patologia en cuanto a precisién del mismo con la técnica histopatolégica (en los tres
laboratorios) y, dadas la bondades de la técnica de IHQ se espera que su uso arroje
resultados mas precisos y corrobore o descarte los resultados al comparar las dos

técnicas (IHQ v/s Histopatologia).
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4. Objetivos

Objetivo General

e Realizar un estudio retrospectivo (afios 2007-2013) en tres laboratorios de
diagnéstico veterinario y aplicar la técnica de IHQ para diagnosticar la presencia
del virus del Distemper canino en tejidos fijados en formalina y embebidos en

parafina

Objetivos Especificos

o Determinar la coincidencia entre el diagnéstico histopatolégico e IHQ de
casos positivos a Distemper canino en el periodo 2007 al 2013 en tres

laboratorios de patologia de Bogota.

o Identificar los casos positivos por IHQ no diagnosticados positivos por

histopatologia.

o Detectar los casos positivos por la técnica de histopatologia que por la

técnica de IHQ no lo son.
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5. Hipotesis

Existe una correlacion positiva entre los hallazgos histopatologicos y las lesiones
marcadas con IHQ para el diagndstico de Distemper canino en tejidos fijados con

formalina al 10% y embebidos en parafina.
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6. Materiales y métodos

Este es un estudio con un enfoque objetivista dado que responde a una pregunta
gue surge del trabajo en el diagndstico en laboratorio. Posee un alcance descriptivo
correlacional; pues utiliza informacion historica de tres laboratorios en cuanto a
casos diagnosticados de Distemper canino por la técnica de histopatologia. Su
disefio es “no experimental”, longitudinal porque se pretende describir y establecer

la correlacién de los casos analizados durante el periodo 2007 — 2013.

6.1. Equipos
o Microscopio 6ptico de luz blanca
o Estufa (desparafinar laminas)
o Potenciémetro (preparar soluciones de lavado, ajustes de pH)
o Equipos de laboratorio (microtomo, termometro, micro pipetas, puntas,

procesador de tejidos, equipo de inclusién: corte de laminas, balanza
analitica: pesaje de sales utilizadas para la preparaciéon de soluciones,

neveras, camara de incubacion)

6.2.Reactivos

Agua destilada Cromégeno (con sus sustrato)
ENVISION DUAL LINK
SISTEMHRP marca DAKO

EDTA Hematoxilina
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NAOH Alcohol acido

Solucién Tris Buffer (TBS) Agua amoniacal

Peréxido de hidrogeno al 30% Resina para pegar la laminilla
(Immu-mount, ref. 9990402, marca

Thermoscientific)

Metanol Suero de cabra

Anticuerpo (Ac) monoclonal hecho | Laminas cargadas FISHERBRAND
en ratén para Distemper canino,
Clon DV2-12-SEROTEC

Tabla 1 Reactivos

6.3. Localizacion

o Laboratorio de Histopatologia Universidad de La Salle.
. ICA.

o CORPAVET.

6.4.Poblacién y muestra

Se estudiaron 36 casos de histopatologia que presentaron lesiones compatibles con
Distemper canino obtenidas durante el periodo 2007 al 2012 en tres laboratorios de
histopatologia veterinaria de Bogota. De los 36 casos 17 fueron diagnosticados por
el Laboratorio de Diagnostico Nacional ICA, 11 fueron diagnosticados por el
laboratorio CORPAVET y 8 fueron diagnosticados por el Laboratorio de

Histopatologia de la Universidad de La Salle.
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Para la seleccion de los casos se tomaron aquellos previamente diagnosticados por
histopatologia con Distemper canino y algunos que presentaron lesiones
compatibles con este (lesiones histopatologicas en los sistemas respiratorio o

nervioso) compatibles con la enfermedad.

6.5. Variables

Grado de inmunodeteccion por IHQ.
Grado de coincidencia entre las técnicas (histopatologia versus IHQ)

Grado de coincidencia entre la IHQ y los resultados presuntivos de las historias

clinicas.

Tejidos detectados con Distemper canino por IHQ.

6.6. Analisis estadistico

. Unidad de analisis: casos de histopatologia

o Muestreo: no probabilistico por conveniencia

o Andlisis de Datos: indice de kappa, estadistica descriptiva y analisis de
frecuencia.
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7. Marco tedrico

Virus del Distemper canino

7.1.Etiologia

Perteneciente al Orden Mononegavirales, género Morbillivirus de la familia

Paramyxoviridae y (http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp).

Virus de cadena negativa de &cido ribonucleico (ARN), cuyo genoma tiene 15,690
nucleotidos aproximadamente, (Yi L. et al, 2012), se encuentra asociado a la
nucleocapside de simetria helicoidal (Pinotti M., et al 2009), fosfoproteina, una
proteina polimerasa mayor (L), y una nucleoproteina (N). Alrededor de la
nucleocapside, se encuentra una membrana que contiene 2 glicoproteinas:
hemaglutinina/neuraminidasa (HN), fundamentales para la unién a las células del
huésped receptor; proteina de fusién (F), con responsabilidad para la entrada y
formacién de sincitios y una proteina de la matriz (M), encargada de mantener la
integridad del virus (NoyceR., Delpeut S., Richardson C., 2013).

Empaquetado dentro de la nucleocapside, se encuentra el ARN viral, el cual una
vez dentro del citoplasma de la célula huésped se fusiona junto con la polimerasa
viral y su cofactor, la fosfoproteina, como un complejo ribonucleoprotéico,
encargado de sintetizar ARN mensajero, generando mediante la transcripcion y
replicacion un anti genoma de largo completo, siendo éste esencial para la

replicacion viral (von Messling y col 2001).
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7.2.Periodo de incubacion del virus

1-4 semanas (NoyceR. Delpeut S., Richardson C., 2013).

7.3.Diseminacion

La liberacion del virus, se da principalmente por via oro-nasal (cualquier
descarga/secrecion lo puede contener); produciendo infeccién por contacto directo
principalmente por via aerdgena, o a través de fomites; estableciendo asi una
interaccidn con la mucosa del hospedero y el sistema inmune (von Messling y col
2004, von Messling y col 2005).

Debido a que la eliminacién de este virus es constante y posee una alta infectividad,
permite una alta diseminacion en el ecosistema. Existen animales infectados que
eliminan el virus antes de presentar signos (Summers y Appel 1994) y la
presentacion cronica del virus que por lo general se relaciona con la presentacion
de cuadros neurologicos persistentes en caninos que han superado la fase de

infeccion.

7.4.Epidemiologia

El virus del Distemper canino es un agente altamente patdgeno e infeccioso
(NoyceR., Delpeut S., Richardson C., 2013), tiene una amplia gama de huéspedes,

con evidencia de infecciones graves en mamiferos, de las familias: canidae,
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mustelidae, procyonidae, ursidae, y viverridae. (Martella, V., Elia, G., Buonavoglia,
C. 2008)

Presentacion aguda y subaguda con alta tasa de mortalidad en caninos y otros

carnivoros, esta enfermedad se ha reportado en todo el mundo (Okita, M 1997).

La infeccion también ha sido descrita en felinos en cautiverio y en libertad (Harder,
T.C. et al., 1996), en primates mantenidos en cautiverio japoneses (Yoshikawa, et

al., 1989) en pecaries de collar, y focas Siberianas (Likhoshway Yev, et al., 1989)

Dependiendo del hospedero y la inmunocompetencia del individuo afectado, las
tasas de mortalidad en brotes de Distemper canino pueden exceder el 80% (Harder,
T 1997).

Se considera que el virus de Distemper canino tiene un solo tipo antigénico, pero se
han encontrado circulando conjuntamente genotipos de Distemper canino de
diferente virulencia y tropismo celular. Analisis de secuencias de cepas obtenidas
de diferentes lugares geograficos y de diferentes especies de animales han revelado
que el gen H de la hemaglutinina se somete a la deriva genética segun la ubicacién

geografica (Martella et al., 2007).

Basandose en el analisis filogenético de la secuencia del gen H se ha descrito que
el mayor grupo de cepas de campo de Distemper canino se encuentran en siete
grandes lineas genéticas, llamados, América- 1 (mayoria de cepas vacunales),
América- 2, Asia -1, Asia- 2, Europa, Artico y Fauna Europea. (McCarthy et al., 2007,
Kapil et al., 2008) (Espinal, Diaz, & Ruiz-Saenz, 2014).
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(Espinal, Diaz, & Ruiz-Saenz, 2014) En Colombia existe un nuevo linaje del virus de
Distemper canino en las poblaciones de caninos domésticos, este linaje no aparece
relacionado genéticamente con otros encontrados en otras partes del mundo,
incluyendo las previamente reportadas en Sur América. El mismo autor propone que

esta nueva cepa sea llamada “Sur América- 3”.

Se ha observado la presencia de fluctuacion temporal en la prevalencia de la
enfermedad, la cual incrementa durante las épocas frias, la susceptibilidad a la
infeccion (cachorros de 3-6 meses de edad, son mas propensos que los perros
viejos) se relaciona con la disminucién de la inmunidad materna. McCarthy et al.,
2007, Kapil et al., 2008.

7.5. Fisiopatologia

El virus de Distemper canino produce una infeccién severa sistémica que incluye
diferentes tipos de células receptoras (epiteliales, mesenquimatosas,
neuroendocrinas, hematopoyéticas), en diferentes 6rganos y tejidos (Pinotti M., et
al 2009)

Si el paciente se encuentra inmunosuprimido, la diseminacion del mismo sera mas
rapida, facilitando la replicacién de este en las células epiteliales y luego de ello en

el sistema nervioso central (NoyceR., Delpeut S., Richardson C., 2013)
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glicolipidos) (pH fisioldgico)
vy Vi v

Figura 1 Fisiopatologia. Pinotti M., et al 2009

Para ingresar el virus a la célula, utiliza proteinas receptoras, de las cuales han sido
identificadas tres: molécula de sefializacion de activacion de los linfocitos (SLAM,
molécula de sefial de activacion de linfocitos (CD150)) expresada en la superficie
de los linfocitos T y B activados, macréfagos y células dendriticas; CD46, siendo
éste un inhibidor de las células del complemento; nectina-4 (perteneciente a la supe
familia de las inmunoglobulinas), receptor de células epiteliales (promueve la
formacién de sincitios y la distribucion del virus célula a célula) ( NoyceR., Delpeut
S., Richardson C., 2013).

La maduracion de los viriones se da bajo la incorporacién de glicoproteinas virales
en la membrana plasmatica de la célula del huésped (asociacién de la proteina M y
de otra proteina no glicosilada con la membrana celular modificada y el alineamiento

de la nucleocéapside con la proteina M). Luego de ello ocurre la liberacion, la cual se
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produce por gemacion de los viriones maduros, cubriéndose de una envoltura
(lipidos de origen celular y glicopro-teinas virales). Durante la multiplicacion, el ARN
neo formado se asocia a proteinas de la nucleocapside, produciéndose en exceso
y acumulandose en el citoplasma, dando lugar a la formacién de cuerpos de

inclusion caracteristicos (Pinotti M., et al 2009).

e N e N e N

o . Exparcién del virus a | Signos respratorios,
Virus ingresa via células epiteliales |ntest|na]e§ y
nasal u oral . i dermatolégicos
(diferentes érganos) evidentes
\ /
Is \ re ~ ; ~,
Replicacion en 6-9 dias 20-50 dias
tejido linfoide posinfeccion posinfeccion

Exparcion del virus,
fuera del sistema
linfatico

Picos febriles 3-6
dias

Posibles signos
neurologicos

Figura 2 Fisiopatologia. NoyceR., Delpeut S., Richardson C., 2013

Una vez el virus ingresa al organismo del hospedero (inhalado), este se replica en
las células linfoides (SLAM, encontrandose éste receptor en diferentes poblaciones
celulares). La infeccion es dependiente de la hemaglutinina viral, la cual reconoce y
se une al receptor linfocitario (von Messling y col 2001, Tatsuo y col 2001); por lo
gue se observa el gran linfotropismo del virus e importancia de la hemaglutinina en
la virulencia y citopatogenicidad, siendo esto clave en la infecciobn del tracto
respiratorio (von Messling y col 2003, Vandevelde y Zurbriggen 2005); en donde los
macrofagos y monocitos (de tonsilas y epitelio respiratorio), van a ser los primeros
tipos de células en donde el virus se replica, desplegando mecanismos para
neutralizar la respuesta inmune antiviral innata y adaptativa, (von Messling y col
2004):
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o Uso de células del sistema inmune como transporte a nddulos linfaticos

regionales.

o Replicacion en subpoblaciones de linfocitos entre primer y tercer dia pos
infeccion.

o Viremia primaria asociada a leucocitos.

o Replicacion en 6rganos linfoides (agotamiento subpoblacién Thl).

. Cuadro multisistémico, dia séptimo.

El virus asegura la sintesis del anti genoma (ARNmM) con una replicacion
intracitoplasmatica, logrando asi un complejo ribonucleoprotéico, con el fin de evitar
el reconocimiento de intermediarios de ARN de doble cadena en cuanto al TLR-3
(receptores de tipo Toll) se refiere, inhibiendo asi las vias del factor de transcripcién
(NF-kB: factor Kappa B, activa la expresion de citoquinas pro inflamatorias,
guimioquinas moléculas de adhesion y receptores inmunoldgicos) (Curran y
Kolakofsky 2000).

La patogénesis se ve influenciada igualmente por 2 productos protéicos que fueron
generados en la replicacion viral (V: inhibe vias de sefalizacion de interferon y
citoquinas, dando lugar a bajos niveles de transcripcion, proteinas antivirales,
citoquinas pro inflamatorias (TNF-a e IL-6), citoquinas Thl y Th2 especificas e
interferones (IFNa y ), de ésta manera se ve inhibida la respuesta inmune antiviral,
C: infectividad, asegurando liberacion de particulas virales estables (von Messling y
col 2006)).

Lo anterior resulta en una diseminacién del virus por via sanguinea y linfatica a
tejidos hematopoyéticos distantes (primera fase de viremia, dada por la

diseminacion viral libre de células, leucocitos y trombocitos asociados al virus),
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obteniéndose como resultado una infeccion generalizada de los tejidos linfoides
(bazo, timo, nddulos linfaticos, médula 6sea, tejidos linfoides asociados a mucosas,
macréfagos en lamina propia del tejido gastrointestinal, células de Kuppfer) (Pinotti
M., et al 2009).

Dias mas tarde, ocurre la infeccion de células de tejido parenquimatoso en todo el
organismo (segunda fase de viremia), Pudiéndose hallar el virus en células de los
tractos respiratorio, gastrointestinal, urinario, sistema endocrino, tejidos linfoides,
sistema nervioso central (SNC) y vasos (incluyendo queratinocitos, fibroblastos,
trombocitos y diferentes células linfoides/bronquiales, endoteliales, epiteliales y
neuroectodermo) (Pinotti M., et al 2009). En estos tejidos, el virus causa un
agotamiento selectivo de linfocitos CD4 Th1l (proceso apoptotico) (Schobesberger y
col 2005, Pillet y von Messling 2009), de igual modo, se afecta la replicacion de las
células By T CD8 en tejido linfoide (respuesta Thl: primeras 72 horas pos infeccion)
(Sidorenko y Clark 2003, von Messling y col 2004, Suter y col 2005, Beineke y col
2009). Explicandose de éste modo, la leucopenia dada entre el primer y séptimo dia

pos infecciéon (Rudd y col 2006).

Al presentarse la viremia secundaria, ésta cuenta como una etapa esencial para
gue el virus (asociado a células mononucleares y endoteliales) alcance el SNC, por
medio del plexo coroideo y vasos sanguineos cerebrales (Summers y Appel 1994,
Vandevelde y Zurbriggen 2005). Otra via de acceso del virus al SNC, se da a
continuacion de la infeccion a través de la mucosa respiratoria, donde las células
epiteliales pueden infectar las neuronas receptoras cercanas, donde a través de
sinapsis neuronales, llegan al nervio y bulbo olfatorio, diseminandose (Rudd y col
2006).
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o Cuadro neurologico

Los cuadros patoldgicos observados, sugieren que estos se deben a la infeccion
viral, mecanismos inmunomediados o0 a la autoinmunidad (Lampert 1978, Krakowka
y col 1985).

En lesiones agudas no inflamatorias, presencia de antigenos virales y baja
expresion del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase Il, se ha
observado citdlisis; por otro lado en lesiones inflamatorias subagudas y cronicas,
baja expresion de antigenos y excesiva de MHC clase Il con infiltracion perivascular
de linfocitos CD4 y parenquimatosa de células inmunes citotoxicas, se ha observado
un mecanismo inmunomediado (Baumgartner y col 1989, Alldinger y col 1993,
Miiller y col 1995, Frisk y col 1999, Moro y col 2003).

El paso del virus a través de la barrera hematoencefalica, ocurre en un estado de
inmunosupresion, en donde se presenta un proceso de desmielinizacion no
inflamatoria (a pesar de la baja infeccion de los oligodendrocitos: desequilibrio
metabolico durante la transcripcion viral, conllevando a la depresion de la sintesis
de mielina, resultando en una subexpresion de la proteina basica de mielina (PBM)),
asociado de igual forma a la replicacion viral en microglia y astrocitos, facilitando asi

la propagacion viral (Vandevelde 2004, Vandevelde y Zurbriggen 2005).

Existe infeccion marcada en la subpoblacion TH1 CD4, y una menor en la
subpoblacién TH2 y CD8 CD25 citotoxica; recuperandose esta ultima e iniciando
una respuesta inmune antiviral (cuadros agudos), infiltrando el parénquima del
SNC, ejerciendo asi citotoxicidad local, eliminando de este modo la infeccion del
sistema (14-21 dias pos infeccion) (Tipold y col 2005, Vandevelde y Zurbriggen

2005).
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En caso de que la infeccion citotdéxica sea ineficiente, la infeccion va a ser
persistente no citolitica, favoreciendo la evasion de la respuesta inmune y por lo
tanto la diseminacion del virus en el SNC (baja expresion de proteinas de superficie
e infeccion masiva de neuronas: ocasionando lesiones crénicas inmunomediadas,

progresivas Yy reincidentes) (Tipold y col 2001, Vandevelde y Zurbriggen 2005).

Escala temporal de los eventos patoldgicos: lesiones agudas no inflamatorias
carentes de desmielinizacion, lesiones subagudas no inflamatorias (infeccion de
astrocitos y microglia: sobreexpresion de CD44 y metaloproteinasas de matriz
(MMP); logrando asi la apertura de la barrera hematoencefalica y promoviendo el
inicio de inflamacién de las meninges y parénquimas del SNC) marcando el
comienzo del dafio sobre la vaina de mielina, lesiones subagudas inflamatorias
(sobrexpresiéon de los inhibidores de las metaloproteinasas (TIMP) e inhibicién de
expresion de CDA44, logrando un equilibrio, disminuyendo asi la infiltracion de
células inflamatorias CD44 con su progresivo dafio tisular), lesiones cronicas

inflamatorias (Alldinger y col 2006, Miao y col 2003, Wiinschmann y col 1999).

Hacia la 6 o 7 semana pos infeccion, inicia la recuperacion de la subpoblacién TH1
CD4 (respuesta inflamatoria y citotéxica) y formacion de infiltrados perivasculares
(promueven respuesta inmune: quimioatraccion de monocitos y linfocitos),
resultando en una inflamacion del SNC (desmielinizacién multifocal, infiltrado

parenquimatoso: linfocitos citotéxicos CD8) (Winschmann y col 1999).

Al generarse el reconocimiento de anticuerpos anti- PBM (por células citotoxicas
innatas y sistema de complemento), resulta en un dafo colateral y directo de la

oligodendroglia (Vandevelde y Zurbriggen 2005). Todo ello resulta en
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inmunosupresion sistémica e infeccion del SNC, permitiendo asi la diseminacion de

la infeccidn del virus.

Dado a que al inicio la respuesta inmune mayoritaria es por parte del TH2, se da un
dafio inflamatorio resultando en un dafio del parénquima, lo que favorece la
presentacion de autoantigenos generando autoanticuerpos. Luego de ello se
reestablece la respuesta de Thl, estableciendo una respuesta inmune (células T
citotoxicas), conduciendo asi a un dafio irremediable de la estructura tisular y

funcién neurologica del hospedero (Tipold y col 1999).

Este virus atraviesa la placenta en hembras prefiadas, que posean pocos

anticuerpos, constituyendo el periodo neonatal, el de mayor susceptibilidad al virus.

7.6. Manifestaciones clinicas

Puede cursar con: pérdida de apetito, descarga nasal y ocular, tonsilitis, signos
respiratorios, gastroentéricos, cutaneos, inmunosupresion, leucoencefalomielitis
desmielinizante, abortos por infeccidén sistémica de la madre, encefalitis fatal o
muerte temprana en periodo neonatal por infeccion secundaria (inmunosupresion)
(NoyceR., Delpeut S., Richardson C., 2013. Pinotti M., et al 2009)

7.7.Lesiones

A nivel histopatoldgico, se visualizan cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos o
intranucleares y muerte celular por la accion litica del virus al momento de liberarse

los viriones (Navarrete D., 2008).
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Sistema respiratorio

Pulmones congestionados con focos blanquecinos multifocales del
asociados al proceso inflamatorio. De igual forma se encuentra
exudado catarral y purulento sobre las mucosas nhasal y faringea
(Navarrete D., 2008). Neumonia intersticial no supurativa, hiperplasial
neumocitos tipo 2, formaciébn de sincitios endobronquiales,
endobronquiolares, y endoalveolares (tipo warthin-finkeldey) (Jara
C., Matus P., Moreira R; 2007)

Bronquios y alveolos, pueden encontrarse con gran cantidad de
neutrofilos, mucina y detritos tisulares; del mismo modo, puede haber|

congestién lobular y focos de isquemia (Navarrete D., 2008).

Figura 3 Cuerpo de inclusion eosinofilico intracitoplasmaticos en un neutrofilo en
sangre periférica (Navarrete D., 2008)

Figura 4 Congestion lobular en un paciente con Distemper canino (Navarrete D.,
2008)
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Figura 5 Focos de isquemia (Navarrete D., 2008)

MicroscOpicamente, se encuentran cuerpos de inclusion
intranucleares e intracitoplasmaticos dentro del epitelio bronquial,
bronquiolar, tejido linfoide y SNC (Navarrete D., 2008; Jara C., Matus
P., Moreira R; 2007).

Figura 6 Corte histologico de encéfalo, se observan células epiteliales con cuerpos
de inclusion citoplasmaticos acidofilos.
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Figura 7 Epitelio pseudoestratificado ciliado de traquea con cuerpos  de inclusién
intracitoplasmaticos (Navarrete D., 2008)

Sistema

tegumentario

En la piel abdominal se puede encontrar una dermatitis vesicular y|
pustular (confinadas a la capa de Malpigi de la epidermis). En las
células epiteliales, se encontraran cuerpos de inclusién (con
predominancia en las glandulas las sebaceas). En la almohadilla
plantar, se encuentra una proliferacion de la capa de queratina de lal
epidermis (Navarrete D., 2008)

Sistema digestivo

Las células epiteliales en estbmago e intestino se pueden encontrar
con cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos e intranucleares en el
epitelio de la mucosa. Intestino grueso, puede haber exudado

mucoso (Navarrete D., 2008)

Epitelio urinario

Pelvis renal y vejiga, se pueden encontrar con vasos congestionados

y cuerpos de inclusién (Navarrete D., 2008).

Sistema nervioso
central (SNC)

Virus con afinidad por la porcién mielinizada de la médula espinal y
cerebro; se encuentran comprometidos los pedunculos cerebrales, el
velo de la médula anterior y los tractos mielinizados del cerebelo. Se
puede encontrar presencia de agujeros delimitados (diferente
tamafo), y asi mismo un incremento del nidmero de microglia y

astrocitos (Navarrete D., 2008).

Encefalitis no supurativa multifocal (Jara C., Matus P., Moreira R;
2007)
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En diversos casos, las lesiones se limitan a las folias cereberales,
pedunculos cerebrales o al alveolo de la médula anterior. Puede
haber desarrollo de picnosis, cromatolisis, gliosis y neuronofagia;
encontrdndose con poca frecuencia cuerpo de inclusion en la

neurona (Navarrete D., 2008).

Aparato ocular

En la retina puede haber congestion, edema, infiltracion perivascular
de linfocitos, degeneracién de las células ganglionares y gliosis. En
glia de la retina y del nervio 6ptico, se pueden encontrar cuerpos de
inclusion intranucleares. Puede  existir  conjuntivitis Y,
gueratoconjuntivitis seca (fragmentacion epitelial) (Navarrete D.,
2008).

Figura 8 Queratoconjuntivitis (Navarrete D., 2008)

Sistema circulatorio

Corazon: presenta degeneracion, necrosis Yy mineralizacion
miocérdica multifocal (infiltracion de las células inflamatorias)
(Navarrete D., 2008).

Tabla 2 Lesiones Histopatoldgicas de Distemper canino
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8. Metodologia

o Revision de la literatura.
o Revision de casos con diagnostico histopatoldgico
o Estudio y caracterizacion de lesiones histopatoldgicas y aplicacion de la

técnica de IHQ para Distemper canino
o Andlisis de la informacion

. Consolidacion de la informacion

Fase 1. Organizacion de casos

o Se realizé la busqueda de casos en tres laboratorios de histopatologia de
Bogota, en los cuales la causa de muerte haya estado relacionada con

neumonia o haya sido diagnosticada clinicamente como Distemper canino.

o Se realiz6 la busqueda de casos por estudio de exploracion clinica, no
diagnosticados por histopatologia pero que son sospechosos de Distemper

canino.

o De acuerdo con los casos seleccionados, se procedio a estudiar las laminas,
seleccionando asi los posibles casos o no del virus de Distemper canino

(histopatologia) y la aplicacion de la técnica IHQ.

Fase 2. Confirmar la presencia del virus por IHQ de casos ya
diagnosticados por histopatologia y en aquellos que no lo fueron en su

momento.
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La técnica de IHQ indirecta permite la visualizacion del antigeno de interés (en este
caso de Distemper canino), por medio de la deteccion a través de un Ac especifico
(Ac primario: en este caso monoclonal, detectando la nucleoproteina del virus de
Distemper canino, AVD Serotec), este Ac se une al Ac secundario (encargado de
detectar el Ac primario, inclusive en bajas concentraciones, Dako) que a su vez tiene
la peroxidasa lo que hace que al entrar en contacto con el sustrato cromogénico

(DAB) que revela la ubicacion del antigeno detectado (Dako, 2009; AbD Serotec).

Se realizaron cortes con el microtomo a 4 micras de casos compatibles con
Distemper canino, estos se montaron en laminas cargadas y se desparafinaron
para la posterior aplicacion de la técnica de IHQ con la aplicacién del Ac monoclonal
(hecho en raton para Distemper canino, Clon DV2-12-SEROTEC vy sistema de
revelado (ENVISION DUAL LINK SISTEMHRP marca DAKO) y observacion por

sistema de microscopia Optica de luz blanca (anexo 1)
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9. Resultados y discusion

9.1 Resultados

En los tres laboratorios se encontraron 36 casos en total, de los cuales 17 fueron
diagnosticados por el Laboratorio de Diagnostico Nacional ICA, 11 fueron
diagnosticados por el laboratorio CORPAVET y 8 fueron diagnosticados por el
Laboratorio de Histopatologia de la Universidad de La Salle; no es encontro
diferencia significativa entre los resultados obtenidos a partir de la técnica IHQ con

relacion a los diagnosticos hechos por histopatologia.

Para realizar el andlisis de los resultados se realizaron tablas de contingencia para
x2 con un indice de significancia de 5%, posterior a ello se realiz6 el analisis de
concordancia por el indice Kappa de Cohen y, asi mismo un analisis descriptivo en

cada caso.

De acuerdo con los resultados obtenidos con la prueba de IHQ, los diagndsticos
presuntivos de las historias clinicas y los diagndsticos emitidos por histopatologia,

se observa lo siguiente:
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DIAGNOSTICO DISTEMPER CANINO

positivos

m

negativos

Figura 9 Casos positivos de Distemper canino por IHQ, Diagndsticos presuntivos (DX CX), e Histopatologia

(Histp).

IHQ DX Hcx DISTEMPER DX Histopatologia
Positivos Negativos Positivos Negativos Positivos Negativos
14/36 22/36 20/36 14/36 17/36 19/36

Tabla 3 IHQ: Inmunohistoquimica, Hcx: Historias clinicas, DX: diagnoéstico

De 36 casos analizados 14 resultaron positivos a IHQ siendo el restante negativos

(22) por esta técnica. Corroborando las Hex con Distemper canino se encontré que de

36 casos 20 tenian diagnostico presuntivo Distemper canino y el restante tenian otros

diagndsticos diferenciales (14) o no contaban con el (2). Finalmente de acuerdo con

la histopatologia 17 de los 36 casos contaban con lesiones compatibles y diagnosticos

histopatoldgicos de Distemper canino, el restante de casos (19) tenian otros

diagndsticos diferenciales (neumonia bacteriana, viral).
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Inmunohistoquimica e historias clinicas

Se encontr6 que de los 36 casos, el numero de positivos diagnosticados con
Distemper canino en la historia clinica (Hcx) y por IHQ era de 11 (84,62%) de los
casos analizados, mientras que 2 (15.38%) de los casos fueron reportados por la
Hcx como negativos resultando en la IHQ positivos. Adicional a ello, 9 de los casos
(42.86%) reportados por Hcx como positivos, fueron negativos a la prueba y
finalmente fueron hallados negativos tanto en la Hcx como en la IHQ 12 casos
(57.14%).

Hcx IHQ
Positivo Negativo
Positivo 11 9
Negativo 2 12
P: 0.016

Se realiz6 el andlisis por x? de la IHQ versus la Hcx encontrandose que se presenta
diferencia significativa entre los hallazgos entre ambas variables, el nivel de
concordancia hallado entre ambas (IHQ vs Hcx), es del 55% siendo este un valor

bueno.

En 7 de los casos positivos (14) a la prueba de IHQ presentan como diagnostico
presuntivo el virus de Distemper canino y la presencia de cuerpos de inclusion
visualizados por histopatologia (concordando ellos en la totalidad del pool de los
tejidos o por lo menos uno de ellos con la prueba de IHQ).Un (1) caso negativo a

dicha prueba tiene como diagnostico presuntivo el virus de Distemper canino y
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muestra por medio de histopatologia lesiones compatibles con este mismo (tonsila

y encéfalo: neurona).

Inmunohistoquimica e histopatologia

Los resultados positivos a ambas pruebas, IHQ e histopatologia (HP), representan
10 casos (71.43%), mientras que los casos en los cuales la HP arrojo un resultado
negativo y la IHQ positivo representan 4 casos (28.57%); 7 casos (31.82%)
resultaron negativos a la prueba de IHQ y positivos a HP y, 15 casos (68.18%)

resultaron negativos a ambas pruebas.

HP IHQ
Positivo Negativo
Positivo 10 7
Negativo 4 15
P: 0.020

Se encontré diferencia significativa entre la IHQ y la HP, presentando entre ellas un

nivel de concordancia del 52%, lo cual es bueno.

Como parte del trabajo fue evaluar el mayor tropismo por los siguientes tejidos se
escogio pulmon, ganglio linfatico y SCN realizando un analisis de x? para identificar

dentro de los tejidos seleccionados dentro del cual de ellos tenia mayor

39



concordancia entre los hallazgos por HP e IHQ y se obtuvieron los siguientes

resultados.

Pulmon

De 36 casos, 31 contaban con pulmén y de estos en la deteccidn del antigeno por
IHQ se encontré que 5 casos (100%) de las lesiones positivas, fueron positivas
también a HP; 2 de los casos (7,69%) resultaron negativos a IHQ y positivos a HP

y finalmente 24 casos (92.31%) fueron negativos a ambas pruebas.

HP IHQ
Positivo Negativo
Positivo 5 2
Negativo 0 24
P: 0.000007

Se presenta diferencia significativa entre ambas pruebas y el nivel de concordancia

es de 82% lo cual representa un excelente nivel.

De acuerdo con el analisis descriptivo se encuentra lo siguiente:

Sistema Respiratorio IHQ
Cl +En IHQ vs. CI

Positivos |Histopatol6gicos |Pulmonares

5/14 7 Positivos | Negativos
5/7 -

Tabla 4 Resultados sistema respiratorio. Cl: Cuerpos de inclusion, IHQ: Inmunohistoquimica
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Encéfalo

De 36 casos 21 contaban con SNC y de estos 2 casos fueron positivos a ambas
pruebas (50%), mientras que otros 2 resultaron positivos a IHQ y negativos a HP
(50%), adicional a ello 4 casos (23.53%) resultaron positivos a HP pero negativos a
IHQ; finalmente resultaron 13 (76.47%). tejidos negativos a ambas pruebas

HP IHQ
Positivo Negativo
Positivo 2 4
Negativo 2 13
P: 0.066

Para realizar este andlisis se debe utilizar X? corregido ya que se encuentran los
valores por debajo de 5, de acuerdo a eso no hay diferencia significativa lo cual
indica que ambas pruebas arrojan iguales resultados para este tejido, el nivel de

concordancia para este caso es de 29% es decir malo.

De acuerdo con el analisis descriptivo en SNC se encontro lo siguiente:

SNC por IHQ
Cl +en IHQ vs. CI
Positivos histopatolégicos |SNC
4/14 6 Positivos Negativos
Encéfalo | Meninges Neurona |Glia 2/8 4/8
Ya 1/4 5/6 1/6

Tabla 5 Resultados Sistema Nervios Central. Cl: Cuerpos de inclusion, IHQ: Inmunohistoquimica, SNC:
Sistema Nervioso Central
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Tejido linfoide

De 42 tejidos linfoides (6 ganglio linfatico, 13 tonsila, 23 bazo) presentes en 36 casos
se encontr6 que 5 (50%) de los casos positivos a IHQ fueron también
diagnosticados como positivos por HP, por otro lado 5 casos (50%) aunque
resultaron positivos a la prueba de IHQ, resultaron negativos a HP; adicionalmente
5 casos (17.24%) fueron negativos por IHQ siendo positivos a la HP y, 24 casos
(82.76%) fueron negativos a ambas pruebas en este tejido.

HP IHQ
Positivo Negativo
Positivo 5 5
Negativo 5 24
P: 0.041

Al realizar el andlisis con x? indica que hay diferencia significativa entre ambas
pruebas para este tejido, el nivel de concordancia encontrado corresponde al 38%
lo cual es aceptable.

De acuerdo con el andlisis descriptivo de cada tejido (ganglio, bazo y tonsila), se

encontro lo siguiente:

Ganglio por IHQ
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Tabla 6 Resultados Ganglio.Cl: Cuerpos de inclusion, IHQ: Inmunohistoquimica

Cl

Positivo |Histopatologia| + en IHQ vs Cl Ganglio
5 1 Positivos | Negativos
1/1 -

Bazo por IHQ
Cl +en IHQ vs ClI
Positivo | Histopatologia Bazo
3/14 4 Positivo Negativo
3/4 1/4

Tabla 7 Resultados Bazo. Cl: Cuerpos de inclusién, IHQ: Inmunohistoquimica

Tabla 8 Resultado Tonsila. Cl: Cuerpos de inclusion, IHQ: Inmunohistoquimica

Tonsila por IHQ
Cl
Positivo |Histopatologia| +en IHQ vs Cl Tonsila
2/14 5 POSITIVO |NEGATIVO
1/5 4/5

Como ya se menciond, durante el estudio se evaluaron 36 casos cada uno de ellos

con diferentes cortes de tejidos, siendo estos en niumero los siguientes:

Pulmén | Traquea | Tonsilas | Ganglios | Encéfalo | Intestino | Vejiga | Glandulas | Higado | bazo
linfaticos adrenales
N° tejidos
/36 casos 31 8 6 13 21 18 11 6 24 23

Tabla 9 N° de cortes de cada tejido comparado con el total de casos (36).

43




En los 36 casos evaluados, 31 presentaron tejido de pulmén, 8 de traquea, 6 de
tonsilas, 13 de ganglios linfaticos, 21 de encéfalo, 18 de intestino, 11 de vejiga 6

de glandulas adrenales, 24 de higado y 23 de bazo.

En las siguientes gréaficas y tabla (Figure 10. 11. Y Tabla 9.) Se evidencian los
tejidos que fueron positivos al virus de Distemper canino por medio de la HP

(evidenciando lesiones compatibles a cuerpos de inclusion) e IHQ.

TEJIDOS POSITIVOS POR
HISTOPATOLOGIA

* RESP *SNC = GANGLIO = BAZO = TONSILA

Figura 10 Tejidos positivos por HP al virus de Distemper canino

TEJIDOS POSITIVOS POR IHQ

y
24% 20%

-9/9' 16%
12%

¥ RESP *SNC = GANGLIO ¥ BAZO = TONSILA = OTROS

Figura 11 Tejidos positivos por IHQ al virus de Distemper canino
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Casos Tejidos
positivos
por IHQ
Otros
Pulmén Encéfalo Ganglio Bazo Tonsila Intestino Vejiga Higado Glandulas Traquea
adrenales
N° 5 4 5 3 2 3 2 1 1 1
Porcentaje
(%) 20 16 20 12 8 24
Casos
positivos
por HP
N° 7 6 1 4 5
Porcentaje
(%) 29 29 4 17 21

Tabla 10 N°y porcentaje (%) de tejidos positivos a Distemper canino de acuerdo con la HP e IHQ.

Dentro de lo evaluado el tropismo del virus por medio de la prueba de IHQ se
evidencio en ganglio y pulmén (5 casos, 20%), seguido de encéfalo (4 casos, 16%),
luego de ello intestino y bazo (3 casos cada uno, 12%), vejiga y tonsila (2 casos
cada uno, 8%) y, por ultimo higado, glandulas adrenales y trdquea (1 caso cada
uno). Por medio de la HP se evidenciaron cuerpos de inclusién con mayor
frecuencia en pulmén (7 casos, 29%), luego de ello encéfalo (6 casos, 29%),
seguido de tonsila (5 casos, 21%), luego bazo (4 casos, 17%) y por ganglio linfatico
(1 caso, 4%).

Los érganos evaluados en este trabajo fueron pulmén, encéfalo y érganos linfoides;
los demas oOrganos se nombran para mostrar la distribucion del virus en los

diferentes animales.

De acuerdo con la prueba de IHQ se llega a los siguientes resultados dentro de los
diagndsticos presuntivos dictaminados con Distemper canino.
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Prueba de IHQ

Diagndsticos presuntivos de Distemper canino que presentan:

Neumonia/bronconeumonia | Signos nerviosos | Signos respiratoriosy
intersticial (encefalitis, gliosis) nerviosos

Positivos 6 2 3

Negativos 4 2 1

Tabla 11 Muestra resultados positivos y negativos a prueba de Inmunohistoquimica relacionados con los
diagndsticos presuntivos de Distemper canino, comparando asi los signos respiratorios y nerviosos
encontrados por histopatologia.

Comparando los diagnosticos presuntivos de Distemper canino con la prueba de
IHQ en sus resultados positivos y negativos de acuerdo con las lesiones
encontrados por HP se encontré lo siguiente, de los 14 casos positivos por IHQ 6
presentaron lesiones respiratorios (neumonia intersticial), 2 lesiones en SNC
(encefalitis, gliosis) y 3 casos tanto lesiones respiratorias como nerviosas. Dentro
de los 22 casos negativos a IHQ, 4 mostraron lesiones respiratorias, 2 nerviosas y

1 ambas (nerviosas y respiratorias).

9.2 Discusion

Dentro de los resultados obtenidos de los 36 casos, se encontré que 10 (71.43%)
fueron positivos a la prueba de IHQ coincidiendo en la presencia del virus en uno o
en la totalidad del pool de tejidos presentes en cada caso con la HP, por tanto se
evidencia una relacion entre ambas pruebas; sin embargo 7 (31.82%) de los casos
gue se habian diagnosticado por HP inicialmente con Distemper canino mostrando
cuerpos de inclusion compatibles con este virus, arrojo un resultado negativo a la
prueba de IHQ, segun M. Damian et al; 2005 no todos los cuerpos de inclusion
observados por HP han dado un resultado positivo a la prueba de IHQ para
Distemper canino; por lo que existe un margen de error entre estas dos pruebas que

se presta a confusiones.
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Figura 16 Inmunomarcacion Higado en linfocitos  Figura 17 Inmunomarcacién Pulmén en macréfagos
retenidos en sinusoides hepéticos y en células de glyeolares.

Kupffer.

Figura 18 Inmunomarcacioén Tonsila en linfocitos en  Figura 19 Inmunomarcacion Bazo en linfocitos en
foliculos linfoides. centros germinales de areas Ty B.
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Figure 6. Lavado de las laminas con agua hasta que esta salga transparente

o Sumergir y sacar de inmediato la gradilla con las ldminas en alcohol &cido.
o Sumergir y sacar de inmediato la gradilla con las laminas en agua amoniacal.
o Se sumerge en agua la gradilla con las laminas.

o Montaje de las laminillas.

En un extremo de la lamina (tener en cuenta tamafio de tejidos y de la lamina)
colocar dos gotas de la resina (Immu-mount, ref.: 9990402, marca: Thermo
scientific) ubicar la laminilla en el extremo sobre la resina y ejercer presion por el
resto de la lamina para que la resina cubra toda la laminilla. Cuidar de no dejar

burbujas de aire en el montaje.
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Dejar secar por una noche a temperatura ambiente y almacenar las laminas

protegidas de la luz y el calor para su adecuada conservacion.

Para la técnica IHQ, se utilizan los siguientes controles:
o Positivo: tejidos provenientes de caninos infectados con Distemper canino.

o Negativo: muestras de animales sin causa alguna de muerte relacionada con

Distemper canino (neoplasia).

Al finalizar dicha técnica, y tener montadas las laminas, se procedié a observarlas
en el microscopio Optico, determinando asi la positividad a la técnica, ubicacion del
antigeno en los tejidos evaluados. Al juntar los resultados obtenidos, se realizaron
tablas y gréficos interpretando asi la relacion de la positividad con la severidad y
distribucion (Bravo M., Mora X. 2000).

Fase 3. Andlisis de resultados

Se utiliz6 estadistica descriptiva y analitica, los resultados se presentan como

porcentajes y frecuencias.
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