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RESUMEN

El proposito de este estudio fue examinar la relacion entre la desmielinizacion y las
respuestas de las células gliales en el cerebelo de perros infectados naturalmente
con el Virus del Distemper Canino (VDC). Partiendo de la estadificacién de la
enfermedad previamente informada desde la etapa aguda a la etapa crénica, la
subdividimos agregando el grado de desmielinizacién determinado por la tincién
con Luxol Fast Blue, e investigamos la relacién entre la desmielinizacion y las
diferentes células gliales de cada etapa. Se observaron reacciones de astrocitos y
microglia en una etapa temprana, cuando la desmielinizacién aun no era evidente.
Los cambios progresaron con la desmielinizacion. Dicha desmielinizacion comenzé
en la sustancia blanca del tronco encefalico contiguo al cuarto ventriculo y
gradualmente se extendio a todo el cerebelo, incluida la corteza cerebelosa. Desde
la etapa inicial, se observaron acumulos de inmunomarcacién de VDC junto con la
aparicion simultanea de cuerpos de inclusion. Se visualizé inmunomarcacion contra
ribonucleoproteinas de VDC y cuerpos de inclusién en astrocitos, microglia,
neuronas, células ependimarias, e incluso células mononucleares leptomeningeas.
Por otro lado, desde una etapa temprana se observo la inmunomarcacion contra
VDC desde la piamadre hasta la sustancia gris y mas adelante en la sustancia
blanca a través de la capa granular. Las células de Purkinje disminuyeron
progresivamente desde la etapa intermedia y se observo también un descenso de
las neuronas en la capa granular. No hubo una asociacion clara entre la edad de
los animales y cada etapa de la enfermedad, y las etapas no progresaron con la
edad.






SUMMARY

The purpose of this study was to examine the relationship between demyelination
and glial cell responses in the cerebellum of Canine Distemper Virus (CDV) infected
dogs. We subdivided the disease staging by adding the degree of demyelination
determined by Luxol Fast Blue staining to the previously reported disease staging
from the acute stage to the chronic stage, and investigated the relationship between
demyelination and each glial cell in each stage. Reactions of astrocytes and
microglia were observed at an early stage when demyelination was not evident.
Changes progressed with demyelination. Initially, demyelination began in the
medulla adjoining the fourth ventricle, and gradually spread to the entire cerebellum,
including lobes. Immunostaining against CDV was visualized from the early stage,
and inclusion bodies, also appeared simultaneously. Immunostaining against CDV
ribonucleoproteins and inclusion bodies were observed in astrocytes, microglia,
neurons, ependymal cells, and even leptomeningeal mononuclear cells. On the
other hand, immunostaining against CDV from the pia mater to the gray matter and
further into the white matter through the granular layer was observed from an early
stage. Purkinje cells diminish from the intermediate stage, and a decrease in
neurons in the granular layer was also observed. There was no clear association
between age and each stage, and the stages did not progress with age.






1. FUNDAMENTO TEORICO

1.1 Introduccion general

El virus del Distemper Canino (VDC) fue aislado por primera vez en 1905 por Carré
(Appel 1995). Se ha descrito que diferentes mamiferos del orden carnivora, como
los de las familias Ailuridae, Canidae, Hyaenidae, Mustelidae, Procyonidae,
Ursidae, Viverridae y Felidae son susceptibles a la infeccion por VDC (Appel y
Summers 1995). En 1988 se confirma la presencia del virus perteneciente al género
morbillivirus en diferentes mamiferos marinos como los pinnipedos y cetaceos,
siendo responsable de importantes epizootias (Guardo et al. 2005).

Se trata de un virus de ARN negativo, monocatenario, no segmentado y envuelto,
que codifica seis proteinas estructurales y dos no estructurales (Noyce et al. 2013).
Pertenece al género Morbilivirus, familia Paramyxoviridae y posee distribucion
mundial. La envoltura viral hace que el virus sea labil y se inactive facilmente con
detergente. Sobrevive pocas horas a temperatura ambiente, pudiendo sobrevivir
mas durante los meses de invierno (Wilkes 2022). Al tratarse de una enfermedad
de distribucion mundial y potencialmente mortal la vacunacién en caninos es
esencial (Franco y Puentes 2020, Day et al. 2016).

Las cepas virales se clasifican dentro de linajes geograficos basadas en la
variabilidad de la hemaglutinina (H) y el péptido sefal de las proteinas de fusion
(Fsp). El primer reporte de la cepa Uy251/2012 de Sur América se realizd en
Uruguay, donde se amplificd la codificacion completa y la regidén inter-genérica,
observando que el codigo gendmico contiene 15,447 pb, abarcando 6 genes (3’ N—
P-M-F—H-L &’) (Sarute et al. 2014).

Es altamente contagioso, se transmite a través de particulas virales en el aire, por
gotas de aerosol, contacto directo con fluidos corporales o a través de fomites
(Rendon-Marin et al. 2019). Entra al hospedador por via nasal u oral e inicia su
replicacién, utilizando la sefial molecular linfocitaria de activacion, dichos receptores
se encuentran en macrofagos alveolares y/o células dendriticas del tracto
respiratorio. Las células infectadas diseminan el virus a través del sistema linfatico
entre 3 a 6 dias, siguiendo por el tejido epitelial aproximadamente a los 10 dias
post-infeccion. El virus es amplificado y secretado por las células epiteliales de los
sistemas respiratorio, gastrointestinal y urinario (Zhao et al. 2015).

ElI VDC tiene la capacidad de infectar tres tipos diferentes de células, es decir tiene
tropismo linfatico, neurologico y epitelial, resultando en una infeccion sistémica,
incluyendo los sistemas respiratorio, digestivo, urinario, linfatico, endocrino,
cutaneo, esquelético y sistema nervioso central. La infeccién ocasiona: fiebre,
erupcion cutanea, signos respiratorios, linfopenia, profunda inmunosupresién y una
alta incidencia de alteraciones neurolégicas (Beineke et al. 2015). El primer modo
de infeccidn es por via inhalatoria, el virus se replica en el tejido linfoide del tracto



respiratorio alto, donde luego se propaga principalmente por medio de los
monocitos y macrofagos. Luego de un periodo variable de incubacion (1-4
semanas) los animales desarrollan una fiebre bifasica caracteristica (Beineke et al.
2009). Durante la primera fase virémica hay una infeccion generalizada de tejidos
linfoides con deplecion linfoide, linfopenia y fiebre transitoria. La profunda
inmunosupresion es debida a la necrosis leucocitaria, apoptosis y disfuncion. Una
segunda viremia esta asociada con fiebre alta e infeccion de los parénquimas
tisulares como los del tracto respiratorio, digestivo, piel y SNC. Dando diferentes
manifestaciones clinicas como conjuntivitis, descarga nasal, anorexia, signos
respiratorios (producidos por la neumonia intersticial y la rinitis), gastrointestinales
(vomitos, diarrea y deshidratacion) y neurolégicos, empeorando por infecciones
bacterianas secundarias (Summers y Appel et al. 1994, Beineke et al. 2009). Las
manifestaciones dérmicas incluyen dermatitis pustular, hiperqueratosis de
almohadilla plantar y nasal. En animales jévenes también se ha descrito la
hipoplasia del esmalte dentario y osteosclerosis metafisaria post-infeccion (Martella
et. al 2008). Los signos neuroldgicos dependen de la distribucion viral en el SNC,
incluyen hiperestesia, rigidez cervical, convulsiones, signos cerebelosos y
vestibulares, paraparesia o tetraparesia con ataxia sensorial (Beineke et al. 2015),
siendo las mioclonias un signo casi patognomonico de la enfermedad (Tipold et al.
1992). En la mayoria de los casos, los caninos con sintomatologia nerviosa no
sobreviven, aunque algunos pocos se recuperan quedando con secuelas
neuroldgicas (Beineke et al. 2009).

1.2. Patogenia de la invasion viral

La neuroinvasion del VDC ocurre principalmente por via hematégena, donde las
células mononucleares de la sangre periférica que transportan el virus atraviesan
la barrera hematoencefdlica infectando las células epiteliales y endoteliales
residentes (Beineke et al. 2009, Rendon-Marin et al. 2019, Lempp et al. 2014). La
otra via descrita demuestra que el virus avanza desde el LCR hacia el SNC, por
medio de las células neuro-ependimales que recubren la pared ventricular, y por
las neuronas del hipocampo y la corteza que se encuentran adyacentes al area
ventricular. Luego la infeccidon se extiende por el parénquima y la corteza cerebral
(Rendon-Marin et al. 2019). Por otro lado, la diseminacion del virus a través del
nervio olfatorio fue descrita en hurones mediante infeccion experimental (Rudd et
al. 2006).

La infeccidn comienza en el endotelio capilar o venular, posteriormente se disemina
hacia los pericitos adyacentes, pies astrociticos y células meningeas (Axthelm y
Krakowka 1987), siendo los astrocitos las principales células infectadas por el VDC
en etapas tempranas (Beineke et al. 2009). Luego que se infectan los astrocitos
ocurre un patron arborescente con una transmision de la infeccién a las neuronas
adyacentes. La afeccion del parénquima es progresiva y se caracteriza por el



agrandamiento y confluencia de multiples focos infecciosos. La infeccion del plexo
coroideo coincide con la infeccion progresiva del parénquima, ésta, junto con la
acumulacion de leucocitos positivos a VDC, pueden influir en el desarrollo de la
desmielinizacion peri-ventricular asociada al VDC (Axthelm y Krakowka 1987).

La leucoencefalomielitis desmielinizante (LD) es la mayor manifestacion del VDC,
ésta predomina en cerebelo y regiones peri-ventriculares (Beineke et al. 2009), por
lo tanto, esta enfermedad es utilizada como modelo animal de desmielinizacion
espontanea para estudiar diferentes enfermedades en humanos, como es la
esclerosis multiple y desmielinizacién por el virus del sarampion humano (Seehusen
et al. 2016, Verdes et al. 2024).

La primera fase de desmielinizacion es atribuida al efecto directo del virus, es decir
a la abundante carga, expresién y transcripcién viral. Las lesiones en la sustancia
blanca se caracterizan por una activacién de las células microgliales, seguida de
una reaccion inmune, con desmielinizacién inflamatoria como consecuencia de la
interaccion entre macréfagos y anticuerpos (von Ruden et al. 2012). En las ultimas
etapas de la enfermedad, la leucoencefalitis desmielinizante se produce a causa de
procesos inmunopatolégicos como la respuesta glial y la degeneracion axonal
temprana. La disminucion del titulo viral, la alteracion de la maduracién de los
astrocitos, la axonopatia primaria y un probable papel de la regeneracién mediada
por células de Schwann son eventos cruciales en la LD (Rendon-Marin et al. 2019).

1.3. Mecanismos propuestos de desmielinizacion en Ila

leucoencefalitis

La lesidn axonal primaria conduce a alteraciones en el citoesqueleto y alteracion en
los mecanismos de transporte axonal. El dafio axonal ocasiona pérdida de mielina
secundaria, pudiendo inducir la muerte de los oligodendrocitos debido a la pérdida
del soporte trofico. Otro mecanismo, aunque menos frecuente es la infeccion viral
primaria en oligodendrocitos, causando distrofia y una reducida traduccion de
proteinas de mielina que conduce a la desmielinizacion. La injuria a nivel axonal y
en la mielina activan la microglia, ocasionando la fagocitosis de los fragmentos de
mielina y la presentacion de antigenos virales y auto-antigenos, desencadenando
potencialmente otra cascada de desmielinizacion autoinmune por propagacion de
epitopes. Las astroglias y microglias activadas como los leucocitos atraidos desde
la sangre periférica pueden producir citocinas pro- y anti-inflamatorias pudiendo
favorecer la neurodegeneracion o neuroregeneracion, respectivamente (Lempp et
al. 2014).



1.4. Patogenia de la reaccion glial frente a la neuroinvasion del VDC
1.4.1. Reaccidn astrocitaria

En la encefalitis canina por Distemper, la desmielinizacion de la sustancia blanca
es seguida por la hipertrofia astrocitica (Summers y Appel 1994) y ocasionalmente
por la formacién de sincitios astrociticos, gemistocitos reactivos y gliosis isomérfica
(Summers et al. 1984). Los astrocitos representan el objetivo principal del VDC en
etapas tempranas de la enfermedad (Mutunelli et al. 1988, Seehusen et al. 2007,
Beineke et al., 2009).

Una de las principales funciones de los astrocitos en el SNC es mantener normal el
intercambio con la circulacién sanguinea, ya que es un importante componente de
la Barrera Hemato-Encefalica (BHE). Se cree que los astrocitos influyen en la
desmielinizacion ya que producen disturbios en la circulacion sanguinea induciendo
directamente desordenes metabdlicos en los oligodendrocitos (Pan et al. 2013).

Los astrocitos son células que responden rapidamente ante una amplia variedad
de injurias del tejido nervioso (Orsini et al. 2007). Expresan 3 tipos de filamentos
intermedios: GFAP (Proteina Acida Fibrilar Glial -Glial Fibrillary Acidic Protein-),
vimentina y nestina. La vimentina y la nestina son los principales filamentos
intermedios en las células astrogliales inmaduras, mientras que los astrocitos
adultos solo contienen GFAP. La expresion de GFAP y vimentina es observada en
los astrocitos activados en traumatismos, tumores o desérdenes neuroldgicos. La
expresion de GFAP y vimentina es necesaria para la formacion de la cicatriz glial,
la cual constituye una barrera mecanica y quimica para bloquear la regeneracion
nerviosa y el crecimiento axonal (Menet et al. 2001). Los astrocitos positivos a
GFAP forman células multinucleadas gigantes sincitiales (Seehusen et al. 2007,
Lempp et al. 2014). Un aumento de la inmunomarcacion GFAP durante los
procesos de injuria del tejido nervioso indica reactividad astrocitaria. Las citocinas
pro-inflamatorias como INFY y FNTa que son liberadas por los astrocitos, son
potencialmente nocivas para la mielina y los oligodendrocitos, pudiendo
desencadenar el proceso de desmielinizacién. Por lo tanto, el VDC podria activar
en los astrocitos funciones inflamatorias para intentar combatirlo, causando una
desmielinizacion como efecto secundario (Seehusen et al. 2007, Orsini et al. 2007).
En resumen, la responsabilidad de los astrocitos en la disfuncién nerviosa ha sido
demostrada y evaluada mediante la expresion de GFAP, usada para identificar
tanto la hipertrofia (astrocitosis), como la restriccion de la proliferacion astrocitica,
variando segun la edad del animal, el tipo de lesion y la region cerebral afectada
(Headley et al. 2001).



1.4.2. Reaccién microglial

Las células microgliales conforman el 5-20% de la poblacion de células gliales del
SNC. Son células inmunes residentes del SNC las cuales son activadas en
diferentes desordenes neurolégicos. Proliferan y migran hacia la lesion, fagocitando
células necrdticas o apoptdticas, previniendo la liberacion de sustancias
inflamatorias o toxicas, disminuyendo de esta manera la progresion de la
enfermedad (Wang et al. 2021). Se encuentra en las meninges, plexo coroideo y
espacios perivasculares. Recientemente se ha descubierto que se encuentran
asociadas a enfermedades neurodegenerativas desempenando un rol protector
(Silvin et al. 2022).

El fenotipo microglial depende del estado de activacion, la microglia ramificada se
puede diferenciar de las células activadas al mostrar un aumento o nueva expresion
de marcadores de superficie (Streit et al. 1999). La activacién de la microglia juega
un rol fundamental en la defensa y reparacion de tejidos en el SNC en
enfermedades infecciosas e inflamatorias, trauma, isquemia y neurodegeneraciéon
(Ohsawa et al. 2004, Dissing-Olesen et al. 2007).

Dicha activacion incluye cambios morfolégicos, ya que pasa de ser una célula
altamente ramificada a ser una célula con comportamiento ameboide y cambios
inmunofenotipicos, donde se produce la liberacion de mediadores anti inflamatorios
y proliferacion celular. La injuria neuronal desencadena la hipertrofia de la microglia,
disminucién de las ramificaciones distales, movimientos de células o de procesos
celulares hacia las neuronas dafiadas (Dissing-Olesen et al. 2007, Wolf et al. 2017).
En condiciones neurodegenerativas, la microglia reacciona a proteinas mal
plegadas, agregados y desechos celulares (Wolf et al. 2017).

Stein et al. (2004) evidencian que la microglia activada representa una fuente
importante de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la etapa aguda de la
enfermedad. Los oligodendrocitos exhiben una vulnerabilidad selectiva frente a
ROS, y la mielina es sensible a la peroxidacion lipidica inducida por ROS, por lo
tanto, puede contribuir directamente a la destruccion de mielina o al dafio
oligodendroglial. Las células microgliales infectadas por VDC son capaces de
presentar antigenos a través de las moléculas de MHC y CD1c y expresar
moléculas co-estimuladoras para la activacion de células T (Stein et al., 2004).

La molécula adaptadora de union al calcio ionizado (Iba1), es una proteina EF-hand
de 17kDa fijadora de calcio que se expresa unicamente en la microglia y los
macrofagos. Tiene una actividad de agrupacion de actina y participa en la formacion
de membranas y en la fagocitosis. La expresion de Iba1 en la microglia activada se
ve luego de la isquemia y en enfermedades cerebrales severas (Ohsawa et al.
2004).



En resumen, en la enfermedad del SNC la microglia fagocita células apoptéticas,
detritos de mielina y sinapsis dafiadas, jugando un rol importante en la resolucion
de la neuroinflamacion y la remocion de células apoptéticas. Una fagocitosis
reducida o excesiva contribuye a la muerte celular y disfunciéon en el circuito
sinaptico, desmielinizacion, llevando a una exacerbacion de la enfermedad
nerviosa. Los desechos de mielina inhiben la remielinizacion, por lo tanto, la
microglia debe eliminarlos rapidamente (Wang et al. 2021).

Se cree que la microglia en la esclerosis multiple esta sobre-activada y conduce a
la fagocitosis de mielina. Por el contrario, se piensa que la microglia en la
enfermedad de Alzheimer se vuelve menos eficaz en la limpieza de los desechos,
lo que lleva a la acumulacion de proteinas y en ultima instancia, a la
neurodegeneraciéon (Hendrickx et al. 2017).

1.5. Modulacioén intracelular del calcio en neuronas y su alteracion
en la patogenia de la neurodegeneracion

El calcio es un segundo mensajero ubicuo almacenado en mitocondrias y reticulo
endoplasmico (RE) que se encuentra en distintos tipos celulares, incluidas las
neuronas, regulando en ella diversas funciones como la transmisién sinaptica, la
plasticidad y la supervivencia. Un desequilibrio en la homeostasis del calcio puede
provocar fallas sinapticas y deterioro cognitivo, muerte neuronal y su alteracion esta
presente en varias enfermedades neurodegenerativas. Se sabe que el calcio se
encuentra involucrado en procesos como la diferenciacion, proliferacién y apoptosis
celular, asi como en la liberacion de neurotransmisores y la excitabilidad de la
membrana neuronal (Jung et al. 2020).

La calbindina D-28k (CB) junto a la calretinina (CR) y parvalbumnia (PV) son
proteinas de union al calcio. La CB posee distribucion citosdlica principalmente,
aunque también ha sido descrita su localizacién nuclear. Las células de Purkinje
son las unicas neuronas cerebelares que expresan CB tanto en el soma, arbol
dendritico y axones, siendo esta proteina esencial para la homeostasis del calcio
en estas neuronas (Schwaller et al. 2002, Vigot et al. 2004). Una disminucién en la
expresion de Calbindina puede conducir a una falla en la homeostasis intraneuronal
del calcio, contribuyendo a efectos citotoxicos irreversibles durante el
envejecimiento y en la patogenia de enfermedades neurodegenerativas, por lo
tanto, la calbindina puede tener un efecto neuroprotector, siendo fundamental para
la supervivencia celular (lacopino y Christakos 1990). El numero de neuronas
inmunopositivas a CB se encuentra reducido en enfermedades como el Alzheimer,
Esclerosis Lateral Amiotrofica y demencia (Jung et al. 2020).

El RE desempefia un rol fundamental en los procesos de infeccién viral, ya que los
virus lo utilizan para completar ciertos ciclos de su vida, como su ingreso a las
células huésped, la sintesis y las modificaciones de proteinas virales, la replicacion

8



del genoma y el ensamblaje del virus. Los virus alteran la homeostasis del RE,
generando estrés y pudiendo causar una amplia variedad de enfermedades
neurodegenerativas. Si las células no logran recuperar la homeostasis calcica del
RE, se inicia una cascada apoptética intrinseca que se asocia a la patogénesis viral
(Li et al. 2015). Existe evidencia de que un gran numero de virus son capaces de
provocar estrés en el RE durante su infeccion, siendo uno de ellos el virus del
Distemper Canino (Brunner et al. 2012). Se ha visto que a medida que progresa la
infeccion por VDC existe una pérdida en la cantidad de células de Purkinje y un
aumento en la distancia entre ellas (Rudd et al. 2010).

1.6. Estadificacion de los hallazgos histopatologicos en el SNC de

caninos infectados por el VDC

Histopatoldgicamente, las lesiones cerebelosas se han clasificado basandose en
muestras tefdidas con hematoxilina-eosina (HE), con la adicion de
inmunohistoquimica, transcriptomica y varios otros métodos. Trabajos previos
clasificaron las etapas de las lesiones histopatoldgicas como agudas, subagudas y
cronicas. La lesidn aguda se caracteriza por vacuolizacién focal, minima gliosis, sin
desmielinizacion, cuerpos de inclusion y células positivas a VDC. La lesién
subaguda presenta pérdida de mielina progresiva, focos de desmielinizacion, gliosis
extensa, necrosis neuronal, infiltracion mononuclear perivascular (manguitos
perivasculares) de 2-3 capas de células de espesor, cuerpos de inclusién y células
VDC positivas, mientras que la lesién cronica es similar a la subaguda, pero se
evidencia un aumento de degeneracion y necrosis neuronal con infiltracidén
perivascular de mas de 3 capas celulares ( Summers et al. 1979, Vandevelde et al.
1981, Alldinger et al. 2000, Groters et al. 2005, Seehusen et al. 2007, Lempp et al.
2014, Ulrich et al. 2014, Spitzbarth et al. 2016, Feijéo et al 2021).






2. HIPOTESIS:

Los principales hallazgos histopatolégicos cerebelosos ocasionados por la
infeccion natural con el VDC en cada una de las etapas, pueden explorarse usando
Luxol Fast Blue (LFB) para categorizar la desmielinizacion, y la inmunohistoquimica
contra marcadores especificos de las células implicadas en estos procesos.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general:

Estudiar las alteraciones histopatolégicas e inmunohistoquimicas ocasionadas por
la infeccion natural con el Virus del Distemper Canino en perros domésticos,
aclarando la relacion entre la desmielinizacidn, las células gliales y las células de
Purkinje en cada etapa de la enfermedad.

3.2. Objetivos especificos:

- Subdividir las etapas de la enfermedad en: aguda, subaguda (1), subaguda
(2), subaguda (3) y cronica, agregando el grado de demielinizacién mediante
la tincidn especial de LFB, a partir de la clasificacion convencional de agudo
a cronico.

- Analizar la relacion entre la desmielinizacion y las distintas células gliales en
cada etapa, mediante la realizacion de técnicas de Inmunohistoquimica, en
astrocitos (GFAP) y en microglia (Iba-1).

- Investigar los cambios en las células de Purkinje en cada etapa de la
enfermedad a través de la inmunomaracion contra Calbindina (CB).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Poblacion animal

En este estudio se utilizaron muestras de 28 caninos infectados naturalmente por
el VDC. De los cuales, 18 de ellos fueron remitidos para autopsia a la Unidad
Académica de Patologia, Facultad de Veterinaria, Udelar (Montevideo, Uruguay) en
el periodo comprendido entre enero 2019 y marzo 2022, provenientes del Hospital
de Facultad de Veterinaria y clinicas veterinarias particulares. Sus remitentes
informaron que mostraban signos clinicos compatibles con dicha infecciéon. Se
realizo la autopsia de rutina, fotografia, toma de muestras y redaccion de informe
con los hallazgos encontrados. Se recolectaron muestras en formol tamponado al
10% para su procesamiento histolégico de: hemisferio cerebral derecho, globos
oculares y nervios Opticos, médula espinal, corazén, pulmén e higado, también se
recolectaron muestras para la realizacion de la técnica RT-PCR (Reaccién en
Cadena de la Polimerasa precedida de Retro-Transcripcion) por el laboratorio de
Microbiologia de: hemisferio cerebral izquierdo, liquido cefalorraquideo y orina.
Ademas, se utilizaron otras 10 muestras de cerebelo previamente obtenidas de
casos de animales con Distemper canino, que pertenecen al archivo de muestras
de la Unidad Académica de Patologia. El rango de edad de los animales utilizados
fue de 25 dias a 10 anos, siendo 15 machos y 13 hembras, en su mayoria animales
sin raza definida (cruza). La confirmacion de la positividad al virus se realizé
mediante la técnica de inmunohistoquimica y en algunos de ellos, se complemento
el estudio por identificacion del genoma viral mediante RT-PCR. Asimismo,
considerando la edad de los perros infectados con VDC, se seleccionaron como
grupo control 6 caninos normales, con otras causas de muerte, con edades
comprendidas entre 45 dias y 9 anos. En el grupo control se excluyeron
enfermedades infecciosas como causa de muerte y las pruebas inmunohistologicas
o de RT-PCR fueron negativas en todos los casos.

4.2. Procesamiento de material

Para este trabajo se realizaron 5 cortes seriados del encéfalo, para su posterior
inclusion en bloques de parafina. Los niveles de corte fueron: Iobulo frontal,
hipotalamo intermedio, coliculo rostral, pedunculo cerebelar rostral, y nucleo olivar,
segun Canine Brain Transections College of Veterinary Medicine, University of
Minnesota (http://vanat.cvm.umn.edu/brainsect/index.html). Estos cortes fueron
deshidratados en concentraciones crecientes de alcohol isopropilico, dejados en
xilol durante toda la noche y embebidos en parafina, para la confeccién de bloques
y su posterior corte en micrétomo rotatorio manual (Slee CUT 4062, Alemania). Se
realizaron cortes seriados de 5 ym de espesor a nivel del vermis cerebeloso y
cuerpo trapezoidal, ya que existen trabajos previos como los de Silva et al. (2009)
y Feijod et al. (2021) que indican que la distribucion de las lesiones histopatoldgicas,
son mas severas y de mayor prevalencia en el cerebelo.
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4.3. Analisis histopatolégico e inmunohistoquimico

Las secciones de tejido incluidas en parafina y cortadas a 5 ym fueron montadas
en laminas salinizadas (StartFrost, Alemania), las cuales quedaron durante toda la
noche en la estufa a 61°C para su secado, luego fueron coloreadas con la tincion
de rutina de Hematoxilina y Eosina (HE) y con la tincion especial Luxol Fast Blue
(LFB) (ver anexos | y II).

La técnica de inmunohistoquimica implica una combinacion de procesos
inmunoldgicos y quimicos. Cuando se produce la unién antigeno-anticuerpo se
desencadena una reaccion histoquimica la cual es visualizada mediante
microscopia 6ptica (Ramos-Vara & Borst, 2016).

Para la técnica de inmunohistoquimica se realizd la reduccién de la actividad de
peroxidasa enddgena con Peroxidazed 1 (Peroxide Blocking Reagent 901-PX968-
031523, Biocare Medical, USA) durante 5 minutos. La recuperacion antigénica fue
inducida por calor, para ello, se utilizé una vaporera (Ternal) durante 30 minutos a
95°C, en la cual las laminas fueron sumergidas en una solucion buffer, Borg
Decloaker-RTU, (Antigen Retriveral 901-BD1000-060223 Biocare Medical, USA),
luego se dejaron las laminas en dicha solucién 20 minutos a temperatura ambiente.
La incubacién de los anticuerpos primarios se realizé en camara humeda durante
toda la noche a 4° C. El revelado de la inmunopositividad se realizé con la
incubacion del cromogeno 3,3' diaminobencidina (DAB Chromogen Kit 901-DB801-
032118 Biocare Medical, USA), visualizandose la unién antigeno-anticuerpo como
un precipitado marrén que es insoluble en alcohol y xilol. La técnica se realiz6 tal
como la describi6 Fairley et al. (2015) (ver anexo llI).

Los controles negativos fueron realizados usando secciones duplicadas, en las que
se aplico PBS en lugar del anticuerpo primario.

Para la técnica de inmunohistoquimica, se utilizaron diversos anticuerpos y
sistemas de deteccion que se detallan en la tabla 1.
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Tabla 1

Especificacion de anticuerpos y sistemas de deteccién utilizados

Anticuerpo Marca Dilucién Origen Sistema de
deteccion
MCA 1989 Canine Biorad 1:250 Raton Mouse on canine
Distemper monoclonal HRP-Polymer
Virus
Glial Fibrillary Protein Biocare RTU* Ratén MACH 4 Universal
(GFAP) Medical monoclonal HRP-Polymer
Anti-Iba1 (ab5076) Abcam 1:1000 Cabra Rabbit Anti-Goat
policlonal IgG H&L (HRP)
ab6741
Calbindin (orb5912) Biorbyt 1:200 Conejo MACH 4 Universal
policlonal HRP-Polymer

*(pronto para usar -Ready To Use-)

4.4. Capturay analisis de imagenes

Todas las laminas histolégicas fueron escaneadas con el equipo Motic Easy Scan
One para su posterior analisis, las imagenes fueron visualizadas y capturadas a
través del software Motic DSAssistant (Motic VM V1 Viewer 2.0, versién 2019-08-
02, China).

Se llevo a cabo el recuento de astrocitos, microglia y células de Purkinje en cortes
de cerebelo canino, basandonos en los resultados de las diferentes
inmunohistoquimicas.

El conteo se realizé de forma manual en imagenes capturadas en campos de 400x
para astrocitos y microglias. La regién examinada incluyé la region del cuarto
ventriculo y la sustancia blanca central, capturando dos imagenes por animal, una
para cada zona. Para el conteo de las células de Purkinje, se utilizdé una imagen
de una folia cerebelosa por animal, en campos visualizados a 40x.
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4.5. Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando GraphPad Prism (versién 10.1.1
(323)) for Windows 64-bit, GraphPad Software, Boston, Massachusetts USA,
www.graphpad.com). Se emplearon pruebas de ANOVA de una via, seguidas de
comparaciones multiples, utilizando el test de Tukey para evaluar la diferencia entre
los grupos. Los datos se presentan como medias * desviacion estandar. El nivel de
significacidn estadistica utilizado en todos los estudios fue de p < 0.05.
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5. RESULTADOS
5.1. Estadificacion de la enfermedad

A partir de la tincién de HE clasificamos los estadios de las lesiones histopatologicas
como agudas, subagudas o cronicas segun estudios previos (Summers et al., 1979;
Vandevelde et al., 1981; Alldinger et al., 2000; Groters et al., 2005; Seehusen et al.,
2007; Lempp et al., 2014; Ulrich et al., 2014; Spitzbarth et al., 2016). Es decir, las
lesiones agudas se caracterizan por vacuolizacién focal, gliosis, cuerpos de
inclusion y células CDV positivas. Las lesiones subagudas presentaban
desmielinizacion, gliosis, necrosis, infiltracion mononuclear perivascular
(manguitos) de dos a tres capas de espesor, cuerpos de inclusién y células CDV
positivas, mientras que las lesiones cronicas fueron similares a la etapa subaguda,
pero la infiltraciéon perivascular fue mas prominente, de al menos tres capas de
espesor.

5.2. Grado de desmielinizacion

Subdividimos los cambios subagudos segun el grado de desmielinizaciéon
determinado por la tincidon con LFB para aclarar la relacion entre la desmielinizacion
y otros cambios observados.

La etapa aguda fue un grupo en el cual no se observé desmielinizacion al igual que
en los animales del grupo control (Figs. 1y 2), la etapa subaguda (1) fue un grupo
en el que la desmielinizacién fue inferior al 30% de toda la muestra (Fig. 3), la etapa
subaguda (2) fue un grupo en el que la desmielinizacién fue del 30 al 70% (Fig. 4),
y subaguda (3) fue un grupo en el que la desmielinizacion fue del 70% o mas (Fig.
5). Mientras que en el grupo cronico la desmielinizacion es muy marcada (Fig.6) Es
decir, clasificamos la enfermedad en grupos agudos, subagudos (1), subagudos
(2), subagudos (3) y crénicos segun la tinciéon HE y LFB. Como resultado, los 28
perros con infeccion por CDV se subdividieron en 4 casos agudos, 4 casos
subagudos (1), 9 casos subagudos (2), 5 casos subagudos (3) y 6 casos cronicos.
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Figura 1. Animal normal perteneciente al grupo control. Cerebelo. No se observa
desmielinizacion. LFB. Escala = 60 pm

&

Figura 2. Animal perteneciente al grupo agudo. Cerebelo. No se aprecia
desmielinizacion. LFB. Escala = 60 ym.
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Figura 3. Animal perteneciente al grupo subagudo (1). Cerebelo. Se observa ligera
desmielinizacion. LFB. Escala = 60 pym.

Figura 4. Animal perteneciente al grupo subagudo (2). Cerebelo. La
desmielinizacion es evidente. LFB. Escala = 100 pm.
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Figura 5. Animal perteneciente al grupo subagudo (3). Cerebelo. La
desmielinizacion progresa. LFB. Escala = 100 pym.

Figura 6. Animal perteneciente al grupo cronico. Cerebelo. La desmielinizacion es
severa. LFB. Escala = 100 pm.
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5.3. Relaciéon entre cada etapa de la enfermedad, edad y sexo

No se observo una relacion entre la etapa de la enfermedad y la edad de los
animales, tampoco existié una tendencia clara donde los casos agudos estuvieran
asociados con los animales jévenes, ni que los cronicos estuvieran ligados a
animales de mayor edad. Por ejemplo, un animal murié a los 45 dias de edad en la
etapa cronica. Tampoco hubo relacion entre cada etapa y el sexo. La mayoria de
los caninos eran sin raza definida, y no se identific6 ninguna asociacién entre la
etapa de la enfermedad y una raza especifica. De igual forma, en los animales del
grupo control, la cantidad de astrocitos, microglia y células de Purkinje no
presentaron relacién con la edad, raza, sexo o peso corporal.

5.4. Hallazgos histopatolégicos e inmunohistoquimicos

Histologicamente las principales lesiones observadas fueron: desmielinizacion,
reaccion de células gliales, reduccion del numero de células de Purkinje y
meningitis.

En el grupo agudo, todos los animales sometidos a la prueba de PCR fueron
positivos. No se observo desmielinizacidn ni vacuolas mediante las tinciones con
HE y LFB. Se observé inmunomarcacion contra el VDC en astrocitos, microglia,
neuronas, piamadre y plexo coroideo. En todos los casos se evidencio
inmunopositividad contra el VDC en la sustancia blanca adyacente al cuarto
ventriculo (Fig. 7). También se observo inmunoreactividad contra el virus en las
células endoteliales de los vasos sanguineos (Fig.8), células mononucleares dentro
y fuera de los vasos sanguineos de la sustancia blanca alejada del cuarto ventriculo
(Fig.9), en la sustancia blanca de los lI6bulos cerebelosos y en células de la capa
granular (Fig.10).

19



Figura 7. Animal perteneciente al grupo agudo. Inmunopositividad al Virus de
Distemper Canino, en el parénquima subventricular. Tincién inmunohistoquimica
para VDC. Escala = 60 um.

Figura 8. Animal perteneciente al grupo agudo. La inmunomarcacion contra el VDC
se observa principalmente en los astrocitos alrededor de los vasos sanguineos,
células endoteliales vasculares y células mononucleares intravasculares. Tincidn
inmunohistoquimica para VDC. Escala = 30 ym.
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Figura 9. Animal perteneciente al grupo subagudo (3). Se observa importante
inmunomarcacién contra el VDC en las células alrededor de los vasos sanguineos
de la sustancia blanca cerebelosa. Escala = 100 um.

Figura 10. Animal perteneciente al grupo subagudo (3). Se observa
inmunomarcacion positiva contra el VDC en las tres capas de la corteza cerebelosa
(molecular, de Purkinje y granular) y en la sustancia blanca cerebelosa. Escala =

300 pm.
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Se observaron inclusiones virales nucleares y citoplasmaticas principalmente en
astrocitos, microglia y piamadre. En el grupo agudo no hubo un aumento
significativo en el numero de astrocitos y microglia en comparaciéon con el grupo
control. Sin embargo, se detectd un aumento en el tamarfo de los astrocitos.

En el grupo subagudo (1), los cambios fueron similares a los del grupo agudo,
siendo evidente la desmielinizacion mediante la tincion con LFB. Donde se
observaron cambios en la sustancia blanca adyacente al cuarto ventriculo. En uno
de los animales se observd que el VDC infiltraba desde la piamadre hacia la
sustancia gris y también se vio inmunopositividad del virus en las células de Purkinje
y células de la capa granular (Fig. 10). A pesar de que no hubo un aumento
significativo en el numero de astrocitos y microglia en comparacion con el grupo
agudo, dichas células se observaron de mayor tamafo.

En el grupo subagudo (2), la desmielinizacion fue observada en la sustancia blanca
adyacente al cuarto ventriculo, y ademas se observo en la sustancia blanca de los
l6bulos en mas de la mitad de los casos. La desmielinizacién y los cambios
asociados en los astrocitos y la microglia progresaron alrededor de los vasos
sanguineos, de modo que las areas de desmielinizacion se dispersaron por toda la
sustancia blanca. Aunque no hubo un aumento significativo en la cantidad de
astrocitos y microglia en comparacion con los grupos agudo y subagudo (1), se
observaron astrocitos gemistociticos, astrocitos multinucleares, gliosis fibrilar y
microglia en forma de bastones (Fig 11). También aparecieron células espumosas
en las zonas donde avanzaban los cambios. La tincién con LFB reveld hinchazén,
colapso y desaparicion de la vaina de mielina. La inmunomarcacioén contra el VDC
y los cuerpos de inclusidon aumentaron en comparaciéon con el grupo subagudo (1).
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Figura 11. Animal perteneciente al grupo subagudo (2). Se detecta un aumento en
el tamano de los astrocitos, se observan células multinucleadas e inclusiones
virales nucleares en la sustancia blanca del cerebelo con desmielinizacion. HE.
Escala = 30 ym.

En el grupo subagudo (3), los cambios progresaron y el area de desmielinizacion
aumentd y se extendio por toda la sustancia blanca. No se observoé un aumento
significativo en el numero de astrocitos, pero si se vieron muchos astrocitos
gemistociticos y astrocitos multinucleares. Ademas, aumento la inmunomarcacion
del VDC y los cuerpos de inclusion. Los linfocitos, células plasmaticas, monocitos
y macrofagos se encontraban agregados alrededor de los vasos sanguineos,
formando de 1 a 2 capas de células.

En el grupo cronico progresaron los cambios como la desmielinizacion, se vio un
aumento significativo en el numero e hinchamiento de los astrocitos (Fig.12) un
aumento de la inmunomarcacién contra VDC y un aumento de los cuerpos de
inclusién. Los manguitos perivasculares mostraron tres o mas capas celulares (Fig.
13).

Se observé meningitis en 1 caso subagudo (1), 3 subagudos (2), 3 subagudos (3)
y 3 cronicos.

23



GFAP
150~

100 T
1

-
50—-|-T TT

i 1
1l |
O—T——T——T—T T
<° L OP O
S & P ¢9C§§‘

éb 63 69

N ¥ 0
o & o

Grupos

Numero de astrocitos

Figura 12 Se evaluaron las diferencias significativas entre la cantidad de astrocitos
con inmunomarcacion positiva contra GFAP en la regién del cuarto ventriculo y
sustancia blanca central entre los grupos de animales control, agudo, subagudo (1),
subagudo (2), subagudo (3) y crénico. Observandose diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control vs cronico p=0.0002.
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Figura 13. Animal perteneciente al grupo crénico. La desmielinizacién en la
sustancia blanca del cerebelo es evidente alrededor de los vasos sanguineos, que
muestran infiltrado mononuclear perivascular. LFB. Escala = 90 pm.

La inmunomarcacion contra GFAP se observé de tipo difusa por todo el tejido. A
medida que fue avanzando la enfermedad se observaron astrocitos gemistociticos,
hipertréficos y gliosis fibrilar, evidencidndose como una red densa de
prolongaciones citoplasmaticas ricas en GFAP (Fig. 14 y 15). En la etapa cronica
en el centro de los focos de desmielinizacion se observd una disminucion en la
expresion de GFAP.
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Figura 14. Animal perteneciente al grupo control. Se observa inmunomarcacién
para GFAP. Escala= 50um

Figura 15. Animal perteneciente al grupo crénico. Se observa inmunomarcacion
para GFAP, evidenciando aumento del volumen citoplasmatico en astrocitos.
Escala= 50pm
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En cuanto a las células de la microglia observamos principalmente cambios a nivel
fenotipicos ya que no existieron modificaciones significativas en la cantidad de
células microgliales en las diferentes etapas de la enfermedad (Fig. 16). La
inmunomarcacién contra iba-1 en los animales del grupo control se observé de tipo
dispersa en plexo coroideo, meninges, corteza y parénquima cerebeloso y espacios
perivasculares, las células de la microglia poseen una forma altamente ramificada.
A medida que fueron avanzando las etapas de la enfermedad observamos cambios
en las formas de la microglia, es decir, la célula pasa de ser altamente ramificada a
tener una forma ameboidea (Fig. 17). La inmunomarcacién perivascular pasa a ser
mas notoria. Se empiezan a observar ramificaciones mas cortas y aparecen focos
de intensa inmunomarcacion en la sustancia blanca del parénquima cerebral. La
distribucion de estos coincide con la inmunomarcacion contra el VDC (Figs 18 y
19). Las microglias que se encuentran contiguas a la region periventricular se
observan de mayor tamano y poseen forma redondeada. Llegando a la etapa
cronica se ve poca inmunomarcacion, las microglias no poseen ramificaciones y se
observa poca inmunomarcacion perivascular.
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Figura 16. No se encontraron diferencias significativas entre la cantidad de
microglias con inmunomarcacion positiva contra Iba1l en la region del cuarto
ventriculo y la sustancia blanca central entre los grupos de animales control, agudo,
subagudo (1), subagudo (2), subagudo (3) y cronico.
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Figura 17. Animal perteneciente al grupo subagudo (2). Se observa
inmunomaraccion contra iba-1 en la region periventricular, las microglias presentan
forma ameboidea. Escala= 60um.
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Figura 18. Animal perteneciente al grupo subagudo. Se observa inmunomarcacion
contra VDC en sustancia blanca cerebelosa. (2). Escala = 60 ym.

Figura 19. Animal perteneciente al grupo subagudo (2). Se observa intensa
inmunomarcacioén contra Iba-1 en la sustancia blanca cerebelosa (mismo animal y
region que figura 15). Escala = 60 ym
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Se observaron cambios necréticos en la corteza cerebelosa, en algunas regiones
no se observa tincion de la sustancia blanca, hay una importante disminucion de
las células de la capa granular y de las células de Purkinje (Fig. 20)

Figura 20. Animal perteneciente al grupo crénico. En algunas folias cerebelosas no
se observa tincidn de la sustancia blanca. Se observa disminucién en el numero de
células de la capa granular y células de Purkinje. HE. Escala = 100 uym.

Con la tinciéon inmunohistoquimica contra Calbindina pudimos detectar una
disminucion significativa en la cantidad de células de Purkinje a medida que
avanzan las etapas de la infeccidn, en comparacion con el grupo control (Figs. 21-
23).
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Figura 21. Animal perteneciente al grupo control. Se observa inmunomarcacion
positiva contra Calbindina en las células de Purkinje (tanto en el soma, proceso
axonal y arborizacion dendritica) de la corteza cerebelosa. Escala = 100 pym.

Figura 22. Animal perteneciente al grupo subagudo (3). Se observa
inmunomarcacion positiva contra Calbindina en las células de Purkinje en la corteza
cerebelosa. Evidenciando una reduccion en la cantidad de células de Purkinje.
Escala = 100 pym.
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Figura 23. Se evaluaron las diferencias significativas entre la cantidad de células de
Purkinje con inmunomarcacion positiva a Calbindina en la region del arbol
cerebeloso entre los grupos de animales control, agudo, subagudo (1), subagudo
(2), subagudo (3) y cronico. Observandose diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control vs subagudo (2) (p=0.0144), control vs
subagudo (3) (p= 0.0024) y entre los grupos control vs cronico (p=0.0163).
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Tabla 2. Resumen de los datos histolégicos observados en cada etapa

Grupo Ndmero Edad Hallazgos histopatolégicos
de (rango)
animales

Control 5 (45 dias— 6 afios) Sin cambios

Agudo 4 (25 dias — 3 afos) Reaccién de células gliales, cuerpos de
inclusién, inmunomarcacion positiva contra
VDC, meningitis

Subagudo 4 (30 dias — 3 afios) Desmielinizacién, reaccion de células gliales,

(1) cuerpos de inclusion, inmunomarcacion
positiva conta VDC, meningitis

Subagudo 9 (2 meses—10 afos) Desmielinizacion, reaccion de células gliales,

(2) cuerpos de inclusiéon, inmunomarcacion
positiva VDC, meningitis, disminucion de las
células de la capa granular, disminucion de las
células de Purkinje

Subagudo 5 (3 meses— 3 afios)  Desmielinizacidn, reaccion de células gliales,

(3) cuerpos de inclusion, inmunomarcacion conta
VDC, meningitis, disminucion de las células de
la capa granular, disminucion de las células de
Purkinje

Crénico 6 (3 meses— 3 afios)  Desmielinizacion, gliosis, reaccion de células

gliales, cuerpos de inclusion, inmunomarcacion
contra VDC, meningitis, disminucién de las
células de la capa granular, disminucion de las

células de Purkinje
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Tabla 3. Recuento de los diferentes tipos celulares en cortes de cerebelo
canino

Grupo Media
Astrocitos Microglias  Células de Purkinje

Control 35+ 11 64 +19 49+ 6
Agudo 41 +12 64 £13 42 + 17
Subagudo (1) 42 £ 13 56 + 16 25+6
Subagudo (2) 3613 75+ 26 24 + 14
Subagudo (3) 32+12 63 £ 26 15112
Crénico 63 + 22 44 + 17 23+13

Nota: los resultados son expresados como medias + desviacion estandar (SD)
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6. DISCUSION

Nuestros resultados confirman reportes previos de nuestro grupo (Feijoo et al.
2021) como desmielinizacion, reacciones en astrocitos, oligodendroglia y microglia,
aparicion de cuerpos de inclusion, reduccion del numero de células de Purkinje y
degeneracion de la capa granular. La desmielinizacion fue evidente con la tincidon
con LFB. En el grupo subagudo (1) la desmielinizacion se observé como una
disminucion en la tincion de HE. La desmielinizacion se observd mediante la
vacuolizacion en el grupo subagudo (2) y en los grupos siguientes. Los astrocitos y
la microglia se encontraban hipertréficos incluso en la etapa aguda, cuando no se
observo desmielinizacion. Se ha informado que en las lesiones desmielinizantes del
Distemper Canino, la mayoria (95%) de las células infectadas han sido identificadas
como astrocitos, representando la célula diana de este virus (Summers et al. 1987,
Mutinelli et al. 1989). Las reacciones astrociticas y distribucion de la
inmunomarcacién contra GFAP de este trabajo coinciden con reportes anteriores
(Orsini et al. 2007, Seehusen et al. 2007). Los diferentes fenotipos observados en
las microglias mediante la tincion contra Iba-1 coincidieron con los diferentes
estados de activacién, que variaron de una forma ramificada hasta una forma
ameboide, tal como lo describe Hendrickx et al. 2017.

En este estudio, se observd inmunopositividad al VDC no s6lo en los astrocitos,
sino también en la microglia en la etapa inicial de la infeccién. Se ha reportado que
los astrocitos y la microglia respondieron durante las primeras etapas de la
infeccidn, y también hay reportes que indican que su numero aumentoé (Klemens et
al. 2019, Lempp et al. 2014, Ulrich et al. 2014). En esta investigacion, hubo un
aumento significativo en la cantidad de astrocitos en el grupo crénico en
comparacion al grupo control, mientras que la microglia no evidencié cambios
significativos entre los diferentes grupos de infeccion. En ambos tipos celulares se
observaron cambios morfolégicos desde una etapa temprana y también se
evidencio inmunopositividad contra el VDC en ellas. Esta claro que la funcién
normal se encuentra alterada. El hecho de que los cambios morfolégicos en
astrocitos y microglia, fueran un rasgo caracteristico se considera informacién
importante obtenida. Se han descrito varias funciones de los astrocitos, una de ellas
es remover el exceso de neurotransmisores liberados en el espacio sinaptico (por
ejemplo: el glutamato), mediante transportadores especificos, y catalizar mediante
la glutamina sintetasa la posterior degradacion a glutamina (ciclo glutamato /
glutamina), evitandose asi, la excitotoxicidad celular, y la consecuente muerte de
neuronas y oligodendrocitos productores de mielina (Seifert et al. 2006, Correale y
Farez 2015). Observamos respuestas de los astrocitos antes de la
desmielinizacion, por lo que es evidente que los astrocitos participan en los cambios
de mielina desde las primeras etapas de la infeccion.

Los cuerpos de inclusion citoplasmaticos e intranucleares se pueden encontrar con
frecuencia en lesiones agudas y subagudas (Seehusen et al. 2007). En esta
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investigacion, se observd inmunopositividad contra VDC y cuerpos de inclusion
desde la etapa aguda, antes del inicio de la desmielinizacion, y progresaron con la
etapa de la infeccion. Se ha informado que el antigeno viral puede desaparecer de
las lesiones desmielinizantes inflamatorias debido a las respuestas inmunes
antivirales en la encefalomielitis cronica por VDC (Muller et al. 1995, Koutinas et al.
2002). Sin embargo, las respuestas de los astrocitos y las células microgliales, el
aumento de la inmunomarcacion del virus dentro de estas células y la aparicidon de
cuerpos de inclusion no disminuyeron hasta la etapa cronica en este estudio. Por
lo tanto, esta claro que los cambios en los astrocitos y las células microgliales
aparecen en una etapa temprana y progresan con las siguientes etapas. Se han
informado dos posibles rutas para la desmielinizacion: una ruta se inicia cuando el
virus infecta los astrocitos, que luego infectan la oligodendroglia, y la otra ruta es
cuando el virus infecta la microglia a través de los astrocitos y, en ultima instancia,
afecta la oligodendroglia (Lempp et al. 2014). Los resultados actuales confirman
esta posibilidad.

Los cambios se observaron inicialmente en la region periventricular y gradualmente
se volvieron perivasculares en la sustancia blanca. Se dice que la region
periventricular es la primer area que infecta el virus. La principal via de entrada al
SNC es a través de células mononucleares infectadas que cruzan la barrera
hemato-encefalica, lo que provoca la liberacion viral local y la posterior infeccion de
las células epiteliales y endoteliales residentes. También se ha informado que el
virus puede propagarse a través del cerebro una vez que ingresa al mismo. Infecta
el LCR, las células del revestimiento ependimario de los ventriculos y, en ultima
instancia, infecta las células gliales y las neuronas (Higgins et al. 1982, Axthelm y
Krakowka et al. 1987, Summers et al. 1979, Frisk et al. 1999, Rudd et al. 2006). Por
otro lado, también se observdé desmielinizacion, reacciones astrocitarias vy
microgliales, y degeneracion de mielina en la sustancia blanca del arbol cerebeloso
del grupo subagudo (2). Ademas, en el grupo subagudo (1), se observé infiltracidén
del VDC desde las leptomeninges hacia la sustancia gris. En estos casos, también
se observd una respuesta astrocitica en la sustancia gris y la pérdida de células en
la capa granular. En las folias cerebelosas, se encontré6 inmunomarcacion contra
VDC en astrocitos, células de Golgi y células de Purkinje. Se ha informado que la
inmunomarcacion del VDC se extiende desde las células piales hasta la sustancia
gris subpial (Summers et al.1984, Baumgartner et al. 1989, Vandevelde y
Zurbriggen 2005, Rudd et al. 2006, Beineke et al. 2009). Se confirmo la infeccion
por el virus desde las leptomeninges hasta la sustancia gris y blanca en un reporte
previo de nuestro grupo (Feijod et al. 2021).

Evidenciamos cambios en las células de Purkinje, donde observamos una
disminucién significativa a partir del grupo subagudo (2) la cual progresé. Se
pensaba que este hecho se debia no sélo a la influencia de la infeccion por VDC
en la sustancia blanca sobre la sustancia gris, sino también a la infeccion del virus
desde las leptomeninges hasta la sustancia gris y blanca. Se han informado efectos
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sobre las células de Purkinje en infecciones virales en varios animales (Verdes et
al. 2016, Wunschmann et al. 2021). También se ha observado vacuolizacion focal
y apariencia esponjosa cerca de la capa de células de Purkinje en el cerebelo en
perros con infeccion por VDC (Pan et al. 2013), y Rudd et al. (2010) también
afirmaron que las células de Purkinje y las células de la capa granular son las
células diana de la infeccion por VDC. Ademas, se han informado cambios en las
células de Purkinje y en las de la capa granular en la infeccién por VDC en otras
especies animales (Potgieter y Patton, 1984), y se han observado cambios en las
células de Purkinje y en las células de la capa granular en un estudio experimental
de la infeccion con VDC en hurones (Rudd et al. 2010). Con base en los informes
anteriores y los resultados actuales, se puede decir que los cambios en las células
de Purkinje y en las de la capa granular son una de las caracteristicas diagndsticas
de la infeccion por VDC.

Se ha analizado la edad y cada etapa de la enfermedad en funcion del estado
inmunologico del perro. Se dice que los perros jovenes o inmunocomprometidos
muestran lesiones agudas, mientras que los perros maduros suelen desarrollar
encefalomielitis cronica (Vandevelde et al. 1980, Thomas et al. 1993, Vandevelde
y Zurbriggen 1995, Carvalho et al. 2010). En esta investigacion no se midieron los
anticuerpos en la sangre y ademas, puede haber un problema con la cepa del virus.
Las muestras del grupo agudo se trataron de animales con edades comprendidas
entre los 25 dias hasta los 3 afios de edad, mientras que un animal infectado de 10
afos pertenecio al grupo subagudo (2) y no al grupo crénico. Estos hechos sugieren
que el estadio de las lesiones esta relacionado con el estado inmunologico debido
a varios factores, y parece poco probable que la edad por si sola sea un factor
asociado con cada estadio.
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7. CONCLUSIONES

En conclusion, se observaron respuestas de astrocitos y células microgliales en una
etapa temprana de la enfermedad, cuando la desmielinizacién aun no era evidente.
Ademas, se observé inmunopositividad contra VDC y cuerpos de inclusion en varias
células de la etapa aguda. Con la progresiéon de la desmielinizacion, se evidencio
una disminucion significativa de las células de Purkinje y cambios degenerativos en
las células de la capa granular. Estos cambios fueron avanzando junto con las
etapas de la enfermedad. No se encontrdé una relacion clara entre la edad de los
animales y cada etapa de la enfermedad.
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9. ANEXOS
ANEXO |
HEMATOXILINA-EOSINA

e Desparafinar
1- Xilol 20" en estufa

e Hidratar

2- Alcohol 100°, 1°

3- Alcohol 95°, 17

4- Alcohol 70°, 1°

5- Lavado en agua corriente (varios pasajes, el ultimo lavado se realiza con
agua destilada)

e Tincidn

6- Hematoxilina de Mayer 10’
7- Lavado con agua corriente 10’
8- Eosina 3-4°

9- Lavado rapido en agua

e Deshidratar
10-Alcohol 95, 2°
11-Alcohol 100, 2°
12-Alcohol 100, 2°

e Montaje
13-Xilol 1, 2°
14-Montaje
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ANEXO I
LUXOL FAST BLUE (KIT ab 150675)

1. Desparafinar e hidratar en agua destilada.

2. Incubar laminas en solucién LFB 2 horas a 60°c (en Coplin tapado para evitar
evaporacion).

3. Enjuagar en agua destilada.

4. Diferenciar por inmersion en Carbonato de Litio, hasta 20”. (Realizarlo en
cajas de Petri con movimientos que ayuden a arrastrar la solucion de LFB).

5. Continuar diferenciacion en repetidas inmersiones (3) en alcohol 70° hasta que
la sustancia gris quede incolora y la sustancia blanca quede azul.

6. Enjuagar en agua destilada.

7. Incubar en Cresil Violeta por 2-5’ (se encuentra guardado en la heladera a 4°c,
aplicarlo con gotero).

8. Lavar rapidamente en agua destilada.
9. Deshidratar rapidamente en 3 cambios de alcohol absoluto.

10. Aclarar y montar.
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ANEXO I
INMUNOQUISTOQUIMICA

1. Desparafinar:
- Xilol 20’ en estufa

2. Hidratar:

- Alcohol 100°, 2’

- Alcohol 95°, 2’

- Alcohol 70°, 2’

- Lavado en agua corriente 2’

- Enjuague con agua destilada 2’

3. Bloqueo de peroxidasas:

- Secado con papel absorbente

- Agregado de peroxidasa 3%, 5’ (con gotero)
- Agua destilada 5’

- PBS (Tampon fosfato salino)

4. Pre-tratamiento:

- Vaporera 30’ a 95°. Con Buffer Decloaker

- Temperatura ambiente, 20’ (vaporera semi-tapada)
- lLavadoen PBS %

5. Anticuerpo primario

- Secado con papel absorbente alrededor del tejido

- Colocar en camara humeda

- Aplicacion de anticuerpo con la dosis deseada o con gotero en caso de ser
Ready To Use (RTU). Dejar en camara humeda toda la noche a 4°c.

- Control negativo con PBS

A la manana siguiente:
- Agua destilada &’
- lLavarcon PBS %
- Secado con papel absorbente

6. Anticuerpo secundario: Sistema de deteccion

» Para Anticuerpo de RATON:

- Probe: Incubar por 10’ a temperatura ambiente. Después del tiempo de
incubacién volcar el excedente, pero no lavar.
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- Polymer: Incubar por 10’ a temperatura ambiente.
- lLavarcon PBS %
- Agua destilada &’
- Secado con papel absorbente alrededor del tejido

» Para Anticuerpo de RATON especificamente disefiado para tejidos
de caninos:

- Mouse on Canine, HRP-Polymer, Biocare medical, incubar 30" a
temperatura ambiente

- Lavarcon PBS &
- Agua destilada &’
Secado con papel absorbente alrededor del tejido

= Para Anticuerpo de CONEJO:
- Polymer: Incubar por 30’ a temperatura ambiente.
Lavar con PBS 5
- Agua destilada &’
Secado con papel absorbente alrededor del tejido

= Para anticuerpo de CABRA:

- Rabbit Anti-Goat IgG H&L (HRP) 1/200 por 30’ a temperatura ambiente.
- Lavarcon PBS %
- Agua destilada &’

- Secado con papel absorbente alrededor del tejido

7. Diaminobencidina (DAB):
- Agregado de 150yl por lamina aproximadamente de DAB (3-5’)
- Agua corriente para cortar

8. Contra-tincion, deshidratacién y montaje:
- Hematoxilina 4’

- Virado en agua corriente 10’

- Alcohol 95°, 2’

- Alcohol 100°, 2’

- Alcohol 100°, 2’

- Xilol 2’

- Xilol 2

- Montaje
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Nota: Todo lo que haya tenido contacto con la Diaminobencidina debe ser
inactivado con hipoclorito de sodio.
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= Chapter 14

Histopathological Analysis of Brains from Dogs Infected
with Canine Distemper Virus

José Manuel Verdes =, Camila Larrafiaga, Belén Varela,
Victoria Iribarnegaray, Victoria Yozzi, Gimena Feijoo, and Kanji Yamasaki

Absftract

We describe the use of conventional histology and immunohistochemistry against canine distemper virus
(CDWV) to examine the brains of domestic dogs with a confirmed diagnosis of CDV infection. Histologically,
to identify the main tvpical lesions, we used conventional H&E stain; to evaluate the progressive demyelin-
ation, we used Luxol Fast Blue stain; and to identity the presence of viral particles in these affecred regions,
we used immunohistochemistry against CDV., We confirm that the histopathological analysis of brains of
distemper-infected dogs is a powerful tool to evaluate the typical brain lesions and could be used as an
interesting natural model to continue studving the pathogenesis of canine distemper in different species
and /or other morbillivirus infections, like measles.

EKey words Animal model, Distemper, Dog, Histopathology, Measles, Comparative neuropathology

1 Infroduction

Canine distemper is one the most infectious diseases of domestic
dogs. Iris also known as a highly prevalent viral infectious discase of
various non-canine hosts, including nonhuman primares [3, 8].
Recentdy, we performed a systematic study of neuropathological
changes to clarify the histological hallmarks in vaccinared dogs
infecred with CDV [4]. The main changes observed in these cases
were demyelination, gliosis, nonsuppurarive meningitis, lympho-
cytic perivascular cuffing, and inclusion bodies in the cerebrum and
cerebellum [4]. Based on histopathological changes, all lesions
were classified as subacute or chronic. Lesions suspected as being
acute were not observed [4]. Previous reports propose canine
distemper virus infecrion as an animal model o study pathogenesis
of mulrple sclerosis [14] or measles in humans [2]. Here, we
describe the use of conventional histology and immunchistochem-
istry against CDV to smudy newroparhological changes in dogs

Drwoksi Z. Ma and Christzan K. Plaliar (ads ), Maasles and Relatad Morbilvirusss: Methods and Profocols,
Methods in Molecular Biclogy, vol. 2808, hitps:dolongM10.1007/878-1-0716-3870-5_14,
© The Authonls), under exclusive beense to Springer Science+Business Media, LLC, part of Springer Mature 2024
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Abstract: The purpose of this study was to examine the relationship between demyelination and
cellular reactions in the cerebellum of Canine Distemper Virus (CDV)-infected dogs. We subdivided
the disease staging by adding the degree of demyelination determined by Luxol Fast Blue staining to
the previously reported disease staging from the acute stage to the chronic stage, and investigated
the relationship between demyelination in the cerebellum and the number and histological changes
in astroglia, microglia, and Purkinje cells in each stage. Reactions of astrocytes and microglia
were observed at an early stage when demyelination was not evident. Changes progressed with
demyelination. Demyelination initially began in the medulla adjoining the fourth ventricle and
gradually spread to the entire cerebellum, including the lobes. CDV immune-positive granules were
seen from the early stage, and inclusion bodies also appeared at the same time. CDV immune-positive
reaction and inclusion bodies were observed in astrocytes, microglia, neurons, ependymal cells, and
even leptomeningeal mononuclear cells. On the other hand, infiltration of CDV-immunoreactive
particles from the pia mater to the gray matter and further into the white matter through the granular
layer was observed from an early stage. Purkinje cells decreased from the intermediate stage, and a
decrease in cells in the granular layer was also observed. There was no clear association between age
and each stage, and the stages did not progress with age.

Keywords: canine distemper; demyelination; glial cells; pathology; Purkinje cells

1. Introduction

Canine distemper is an infectious disease caused by a Morbillivirus, belonging to the
Paramyxoviridae family, which infects a broad range of terrestrial and aquatic carnivores [1].
It has been reported that demyelination is a characteristic change in the brains of dogs
infected with Canine Distemper Virus (CDV), and it has been discussed that glial cells such
as astrocytes, oligodendroglia, and microglia are related with demyelination [1-5]. Many
studies have focused on changes in astrocytes during the early stages of CDV infection [6-8],
and Kabakci et al. [9] reported that CDV infected both astrocytes and oligodendrocytes,
and the gradual loss of oligodendrocytes was most likely responsible for the progressive
demyelination. In addition, demyelination during CDV-demyelinating lesions was said
to represent a biphasic process with a primary virus-induced oligodendroglial dystrophy
followed by a secondary wave of immune-mediated myelin destruction [10,11]. Two possi-
ble routes for demyelination have been reported; one route is that CDV infects astrocytes,
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which then infect oligodendroglia, and the other route is that CDV infects microglia through
astrocytes and ultimately affects oligodendroglia [3]. It has been well known that CDV
primarily affects the cerebellum [5,12,13]. On the other hand, studies using gene expression
analysis of astrocytes after infection have also been reported recently, as astrocytes are the
main cellular target of CDV and already undergo reactive changes in brain lesions before
demyelination [2].

Histopathologically, cerebellar lesions have been classified based on Hematoxylin-
Eosin (HE)-stained specimens, with the addition of immunohistochemistry, transcriptome,
and various other methods [3,8,10,14-16]. On the other hand, it has been reported that CDV
infection experiments on ferrets preferentially target neurons in general, and particularly
Purkinje cells and granule cells [17]. The purpose of this research is to clarify the relationship
between demyelination and glial cells, using the cerebellum of natural CDV-infected dogs,
in which the presence of the virus was confirmed by immunohistochemistry against CDV,
and positive Polimerase Chain Reaction (PCR) tests. Furthermore, we subdivided the stage
classification by adding the degree of demyelination using Luxol Fast Blue (LFB) staining to
the conventional classification from acute-to-chronic stage, and examined the relationship
between demyelination and each glial cell in each stage. Finally, we investigated the
Purkinje cell changes in each of these stages.

2. Materials and Methods
2.1. Dogs

Twenty-eight dogs naturally infected by CDV were used in this study. The ages
ranged from 25 days to 10 years. There were 15 male and 13 female dogs, respectively. CDV-
immunopositive granules were confirmed in several regions of the brains of the dead dogs
through immunohistochemical testing, and infection in twenty-eight dogs was confirmed
through PCR analysis. In addition, considering the age of CDV-infected dogs, five dogs
ranging from 45 days old to 6 years old were selected as a control group. In the control
group, infectious diseases were excluded as the cause of death, and immunohistochemical
or PCR tests were negative.

In our previous study on natural CDV-infected dogs [18], we classified the stages of
the histopathological lesions as acute, subacute, or chronic based on previous studies on
natural and experimental infection in dogs [3,11,14-16,19,20]. Namely, acute lesions were
characterized by focal vacuolation, gliosis, inclusion bodies, and CDV-immunopositive
cells without demyelination, subacute lesions were characterized by demyelination, gliosis,
necrosis, inclusion bodies, CDV-immunopositive cells, and perivascular mononuclear
infiltration (cuffing) of two to three layers of thickness, and chronic lesions were similar
to the subacute stage, but perivascular infiltration was more prominent, of at least three
layers of thickness. In the present study, we subdivided subacute changes based on the
degree of demyelination determined by LFB staining in order to clarify the relationship
between demyelination and other changes. In the acute group, no demyelination was
observed, in subacute 1 group, demyelination was less than 30% of the entire specimen,
in subacute 2 group, demyelination was in 30 to 70%, and in subacute 3, demyelination
was 70% or more. We classified the disease into acute, subacute 1, subacute 2, subacute 3,
and chronic groups based on HE staining and LFB staining. As a result, the 28 dogs of
CDV infection were subdivided into 4 acute cases, 4 subacute 1 cases, 9 subacute 2 cases,
5 subacute 3 cases, and 6 chronic cases.

2.2. Histopathology and Immunohistochemistry

Routine autopsy was performed soon after death and selected tissues including the
cerebellum were fixed in 10% buffered neutral formalin solution and routinely processed
for histologic examination. Tissue sections were stained with Hematoxylin-Eosin (HE), as
well as with LFB stains according to Verdes et al. [21].

For immunohistochemistry, a mouse anti-CDV monoclonal antibody (Biorad, MCA
1893, Hercules, CA, USA) was used, followed by a conjugated secondary antibody in
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an HRP-polymer detection system (Mouse-on-canine HRP-polymer, Biocare Medical,
Pacheco, CA, USA); positive antigen—antibody reactions were observed by incubation
with 3.3-diaminobenzidine-tetrahidrochloride (DAB) as described previously [22]. Glia
cells were immunostained using specific primary antibodies against intermediate filaments
of astrocytes (GFAP) and microglia (Ibal). According to Verdes et al. [23], a primary anti-
body against the calcium binding protein Calbindin D 28k (CbD28k) was used as a marker
to identify and count Purkinje cells. Details of the type and origin of primary antibodies,
dilution used, and sources are summarized in Table 1.

Table 1. Summary of primary antibodies and detection systems used.

Primary Antibody

Source Dilution Species/Type Detection System

MCA 1893 Canine
Distemper Virus

Mouse-on-canine

Biorad 1:250 Mouse/monoclonal HRP-Polymer

MACH 4 Universal

e . . . .
Glial Fibrillary Protein (GFAP) Biocare Medical RTU Mouse/monoclonal HRP-Polymer
i . Rabbit Anti-Goat
Anti-Tbal (ab5076) Abcam 1:1000 Goat/polyclonal G H&L (HRP) ab6741
Calbindin (orb5912) Biorbyt 1:200 Rabbit/polyclonal MACH 4 Universal

HRP-Polymer

* Ready to use.

In addition, four pathologists JMV, CL, BV, KY) classified the stages of the histopatho-
logical lesions following as acute, subacute, or chronic based on the previous studies [3,10,
11,14-16,19,24]. Acute lesions were characterized by focal vacuolation, gliosis, inclusion
bodies, and CDV-positive cells, subacute lesions were characterized by demyelination,
gliosis, necrosis, perivascular mononuclear infiltration (cuffing) of two to three layers
of thickness, inclusion bodies, and CDV-immunopositive cells, and chronic lesions were
similar to the subacute stage, but perivascular infiltration was more prominent, of at least
three layers of thickness.

Changes in the numbers of astrocytes, microglia, and Purkinje cells were examined
based on the results of the above immunohistochemical staining. The area to be examined
was the white matter adjacent to the fourth ventricle for astroglia and microglia, where
the changes first appeared and where the changes were characteristic. Purkinje cells
were evaluated in the cerebellar cortex, selecting the neighbor cerebellar folia to the same
anatomical region studied to evaluate glial cells.

2.3. Image Capture and Analysis

All histological slides were scanned with a slide scanner (Motic Easy Scan One®, Motic
China Group Co., Ltd., Xiamen, China) for subsequent analysis, and the whole slide images
were viewed and captured using the Motic DSAssistant® software (Motic VM V1 Viewer
2.0%, version 2019-08-02, China).

Astrocytes, microglia, and Purkinje cells were counted in canine cerebellar sections,
based on the results of the specific immunohistochemistry against GFAP (astrocytes marker),
Ibal (microglia marker), and CbD28k (Purkinje cell marker).

The counting was done manually in images captured in 400 x fields for astrocytes and
microglia. The examined region included the fourth ventricle region and the central white
matter, capturing two images per animal, one for each area. For the counting of Purkinje
cells, a whole image of a cerebellar folia per animal was used, in fields viewed at 40.

2.4. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism® (version 10.1.1 -323- for
Windows 64-bit, GraphPad Software, Boston, MA, USA, www.graphpad.com). One-way
ANOVA tests followed by multiple comparisons using Tukey’s test were used to assess the
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difference between groups. Data are presented as means + standard deviation. The level
of statistical significance used in all studies was p < 0.05.

3. Results
3.1. Relationship Between Each Stage and Age or Sex

There was no relationship between the stage and the dog’s age, and there was no
tendency for the acute to be young and the chronic to be old. For example, an animal was
died at 45 days of age in the chronic stage. There was also no relationship between each
stage and sex. Many of the dogs were mixed breed, and there was no relationship between
each stage and a specific breed. In the control group, the numbers of astrocytes, microglia,
and Purkinje cells were not related to age, breed, sex, or body weight.

3.2. Histopathological and Immunohistochemical Findings

A summary of histological findings is shown in Table 2.

Table 2. Histological findings in cerebellum in each stage, including a summary of number of studied
dogs and average age in each group.

Number of Average Month Age . . .1
Groups Animals (Range) Histopathological Findings
Control 5 (45 days old-6 years old) No changes
. glial cell reaction, inclusion bodies,
Acute 4 (25 days old-3 years old) CDV-immunoreactive particles, meningitis
demyelination, glial cell reaction, inclusion bodies,
Subacute 1 4 (30 days old-3 years old) CDV-immunoreactive particles, meningitis
demyelination, glial cell reaction, inclusion bodies,
Subacute 2 9 (2 months o0ld-10 years old) ~ CDV-immunoreactive particles, meningitis, mild
decreased granular layer cells, and Purkinje cells
demyelination, glial cell reaction, inclusion bodies,
Subacute 3 5 (3 months old-3 years old) CDV-immunoreactive particles, meningitis, moderate
decreased granular layer cells, and Purkinje cells
demyelination, gliosis, glial cell reaction, inclusion
Chronic 6 (3 months old-3 years old) bodies, CDV-immunoreactive particles, meningitis,

severe decreased granular layer cells, and Purkinje cells

A summary of the immunohistochemical study is shown in Table 3; the graphical
representation of the total number of GFAP-immunoreactive astrocytes in each stage, with
statistically significant differences observed between the control and chronic group of
p = 0.0002 (Figure 1a), and the representative immunohistochemistry against GFAP in
the cerebellum of a normal dog (Figure 1b) and the cerebellum of a dog in the chronic
stage (Figure 1c) is shown. In Figure 2, the graphical representation of the total number of
Ibal-immunoreactive microglia in each stage, without statistically significant differences
between the groups (Figure 2a), and the representative immunohistochemistry against Ibal
in the cerebellum of a dog of subacute group 2 (Figure 1b,c) are shown. Figure 3a shows
the graphical representation of the total number of CbD28k-immunoreactive Purkinje
cells in each stage, with statistically significant differences observed between the control
and subacute group 2 (p = 0.0144), control and subacute 3 (p = 0.0024), and between the
control and chronic groups (p = 0.0163). The representative immunohistochemistry against
CbD28k-immunoreactive Purkinje cells in the cerebellum of a normal dog (Figure 3b) and
the cerebellum of a CDV-infected dog from subacute 3 stage (Figure 3c) is shown.
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Figure 1. (a) Comparative number of astrocytes with positive immunostaining against GFAP in the
fourth ventricle and central white matter region between the control, acute, subacute 1, subacute 2,
subacute 3, and chronic animal groups. Statistically significant differences were observed between
the control and chronic group of p = 0.0002. (b) Representative GFAP-immunohistochemistry of
cerebellar white matter of a normal dog (control group). Immunolabeling for GFAP is observed in
normal astrocytes. Scale = 50 um. See details in the upper right inset of the figure. (c) Representative
GFAP-immunohistochemistry of cerebellar white matter of a CDV-infected dog (chronic group).
Immunostaining for GFAP is observed in reactive astrocytes, showing an increase in cytoplasmic
volume in gemistocytic astrocytes. Scale = 50 um. See details in the upper right inset of the figure.
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Figure 2. (a) Comparative number of microglia with positive immunostaining against Ibal in
the region of the fourth ventricle and the central white matter between the control, acute, suba-
cute 1, subacute 2, subacute 3, and chronic animal groups. No significant differences were found.
(b) Representative Ibal-immunohistochemistry of cerebellar white matter of a CDV-infected dog
from subacute group 2. Immunostaining against Ibal is observed in the periventricular region, and
the microglia have an amoeboid shape. Scale = 60 pm. See details in the upper right inset of the
figure. (c) Representative Ibal-immunohistochemistry of cerebellar white matter of a CDV-infected
dog (chronic group). Same animal and region of (b). Intense immunostaining against Ibal is observed
in the cerebellar white matter. Scale = 60 um. See details in the upper right inset of the figure.
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Figure 3. (a) Comparative number of Purkinje cells with positive immunostaining against CbD28k in
the cerebellar cortex between the control, acute, subacute 1, subacute 2, subacute 3, and chronic animal
groups. Statistically significant differences were observed between the control and subacute group 2
(p = 0.0144), control and subacute 3 (p = 0.0024), and between the control and chronic groups (p = 0.0163).
(b) Representative Calbindin (CbD28k)-immunohistochemistry of cerebellar cortex of a normal dog
(control group). Positive immunostaining against CbD28k is observed in all the Purkinje cells (in the
soma, axonal process, and dendritic arborization). Scale = 100 pm. See details in the upper right inset
of the figure. (c) Representative CbD28k-immunohistochemistry of cerebellar cortex of a CDV-infected
dog from subacute group 3. Positive immunostaining against CbD28k is observed in all Purkinje cells,
showing a reduction in the number of immunoreactive Purkinje cells. Scale = 100 um. See details in the
upper right inset of the figure.
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Table 3. Numbers of each cell type in cerebellum in each stage. Values (mean + standard deviation)
marked with different letters within the same column are significantly different (p < 0.05).

Groups Number of Animals Averag(;Month Age .NumPerS .
ange) Astrocytes Microglia Purkinje Cells
Control 5 (45 days old—6 years old) 35+112 64+ 19 49+6°
Acute 4 (25 days old-3 years old) 41£12 64+ 13 42 £17
Subacute 1 4 (30 days old-3 years old) 42 £13 56 £ 16 25+6
Subacute 2 9 (2 months old-10 years old) 36 + 13 75+ 26 24 4+ 14"
Subacute 3 5 (3 months old-3 years old) 32412 63 £ 26 15+£12¢
Chronic 6 (3 months old-3 years old) 63+ 22" 44 +17 23 4+ 134

LFB staining at each stage is shown in Figure 4a—f, demyelinating changes in white
matter are shown in Figure 5, and CDV-immunoreactive particle deposition is shown in
Figure 6a—d.

Figure 4. (a) Demyelination is not detected. No. 397. Control group. LFB. Scale = 60 pm. See the
asterisk. (b) Demyelination is not apparent. No. 010. Acute group. LFB. Scale = 60 um. See the
asterisk. (c) Slight demyelination is observed. No. 366. Subacute 1 group. LFB. Scale = 60 um. See the
asterisk. (d) Demyelination is apparent. No. 463. Subacute 2 group. LFB. Scale = 100 um. See the
asterisk. (e) Demyelination is progressed. No. 23. Subacute 3 group. LFB. Scale = 100 um. See the
asterisk. (f) Demyelination is severe. No. 11. Chronic group. LFB. Scale = 100 um. See the asterisk.
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Figure 5. Demyelination is apparent around blood vessel (asterisk) showing cuffing (black arrow).
Dog No. 11. Chronic group. LFB. Scale = 90 um.

Figure 6. (a) Canine distemper virus (CDV)-immunopositive particles are detected in the subven-
tricular parenchyma (asterisk). Immunohistochemical staining for CDV. No. 53. Acute group.
Scale = 60 pm. (b) Canine distemper virus (CDV)-positive particles are observed mainly in astrocytic
podocytes around blood vessel arrowhead. Vascular endothelial cells and intravascular mononuclear
cells also show CDV-immunopositivity. Immunohistochemical staining for CDV. No. 53. Acute group.
Scale = 30 pm. (c) Many canine distemper virus (CDV)-immunopositive particles are observed in glial
cells around blood vessels. No. 249. Subacute 3 group. Scale = 100 um. (d) Many canine distemper
virus (CDV)-immunopositive particles are observed in the three layers (molecular, Purkinje cells, and
granular) of gray matter and white matter (see asterisk in molecular layer). Immunohistochemical
staining for CDV. No. 6. Subacute 3 group. Scale = 300 pum.

Histologically, the main lesions were demyelination, glial cell reaction, reduced num-
ber of Purkinje cells, and meningitis.

In the acute group, all animals subjected to PCR testing were positive. No demyelina-
tion and vacuoles were observed by HE and LFB staining. CDV particles were detected
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in astrocytes, microglia, neurons, pia mater, and the choroid plexus. In addition, CDV-
immunoreactive particles were observed in the white matter adjacent to the fourth ventricle
in all cases, and were also observed in endothelial cells of blood vessels, mononuclear cells
inside and outside blood vessels in the white matter away from the fourth ventricle, the
white matter of cerebellar lobes, and the granular layer. Nuclear and cytoplasmic inclusions
were observed mainly in astrocytes, microglia, and pia mater. Although there was no sig-
nificant increase in the number of astrocytes and microglia compared to those in the control
group, they were enlarged compared to cells in the control group. CDV-immunoreactive
granules were observed in these enlarged cells.

In subacute 1 group, changes were similar to those in the acute stage, but demyelina-
tion was apparent by LFB staining. Changes were occurring in the white matter adjacent to
the fourth ventricle. In one case, CDV-immunoreactive granules infiltrated from the pia
mater into the gray matter, and were also observed in Purkinje cells, and in cells of the
granular layer. Although there was no significant increase in the number of astrocytes and
microglia compared to the acute group, many enlarged cells were observed.

In subacute 2 group, demyelination occurred frequently in areas other than the white
matter adjacent to the fourth ventricle, and demyelination in the white matter of the
cerebellar folia was observed in more than half of the cases. Demyelination and associated
changes in astrocytes and microglia progressed around blood vessels, such that areas
of demyelination were scattered throughout the white matter. Although there was no
significant increase in astrocytes and microglia compared to the acute and subacute 1
groups, gemistocytic astrocytes, multinuclear astrocytes, fibrillary gliosis, and rod cells
were observed. Foamy cells also appeared in areas where changes were progressing. LFB
staining revealed swelling, collapse, and disappearance of the myelin sheath around the
myelinated axons. CDV-immunoreactive particles and inclusion bodies were increased
compared to the subacute 1 group.

In the subacute 3 group, the changes in the subacute 2 group progressed, and the area
of demyelination increased and spread throughout the white matter. Although no signifi-
cant increase in the number of astrocytes was observed, many gemistocytic astrocytes and
multinuclear astrocytes were observed (Figure 7). In addition, CDV particles in inclusion
bodies were increased. Although lymphocytes, plasma cells, monocytes, and macrophages
were aggregated around blood vessels, the number of these cells was 1 to 2 layers.

In the chronic group, changes such as severe demyelination, a significant increase in the
number and enlargement of astrocytes and microglia, an increase in CDV-immunoreactive
particles, and an increase in inclusion bodies were progressing. The perivascular cuffing
showed three or more layers.

Meningitis was observed in one subacute 1, three subacute 2, three subacute 3, and
three chronic cases. Mononuclear cells with CDV-immunoreactive particles were detected
in and around blood vessels.

As described, astrocytes and microglia did not increase in number compared to
the control group, but were enlarged in the acute group. Furthermore, gemistocytic
astrocytes, multinuclear astrocytes, fibrillary gliosis, and rod cells were observed in the
subacute groups. Demyelination was observed in the white matter of the cerebellar folia
depending on the stages, and CDV infiltration from the pia mater into the gray matter
was also observed. According to these changes, a decrease in Purkinje cells and necrotic
changes in the granular layer were detected (Figure 8).
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Figure 7. Marked increase in the number of astrocytes and microglia is detected in the white
matter showing demyelination. Astrocytes are enlarged, recognized as gemistocytes (asterisk), and
multinucleated cells are also seen. Nuclear inclusion bodies are observed (black arrow). Dog No. 436.
Subacute 2 group. HE. Scale = 30 um.

Figure 8. The white matter stains on some cerebellar folia have disappeared (asterisk). The number
of cells in the granular layer decreases with decreasing number of Purkinje cells. No. 15. Chronic
group. HE. Scale = 100 pm.

4. Discussion

Our results showed that in the cerebellum, demyelination, reactions of astrocytes,
oligodendroglia, and microglia, the appearance of inclusion bodies, a reduction in the
number of Purkinje cells, and degeneration of the granular layer were observed. Demyeli-
nation was evident with LFB staining, and was observed as a decrease in staining with
HE staining in the subacute 1 group. Demyelination was consistent with vacuolization
in the subacute 2 group and later. Astrocytes and microglia were hypertrophic even in
the acute stage, when no demyelination was observed, and progressed with the stage. It
has been reported that in demyelinating distemper lesions, the majority (95%) of infected
cells have been identified as astrocytes, representing the main target for CDV [25,26]. In
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this study, CDV-immunoreactive granules were observed not only in astrocytes but also
in microglia at the early stage of infection. Furthermore, it has been said that astrocytes
and microglia responded during the early stages of infection, and there are also reports
that their numbers increased [2,3,20]. In this study, there was no significant increase in the
number of astrocytes and microglia between the control group and each infection group,
but these cells changed morphologically from an early stage, and CDV-immunoreactive
granules were also observed in these cells. It is clear that normal function is impaired. The
fact that morphological changes, rather than increases in the number of astrocytes and
microglia, were a characteristic feature is considered to be important information obtained
in this study. Various functions of astrocytes have been reported, among which the key
function of astrocytes is said to be the removal of neurotransmitters, such as glutamate,
from the synaptic cleft by specific transporters and subsequent degradation by glutamine
synthetase (glutamate—glutamine cycle), thus preventing excitotoxic cell death of neurons
and myelin-producing oligodendrocytes [16,27]. In this study, astrocyte responses were
observed before demyelination, so it is apparent that astrocytes are involved in myelin
changes from the early stage of infection.

Cytoplasmic and intranuclear inclusion bodies could be frequently found in acute
and subacute lesions [28]. In the present study, CDV granules and inclusion bodies were
observed from the acute stage, before the onset of demyelination, and progressed with the
stage. It has been reported that viral antigens may disappear from the inflammatory de-
myelinating lesions due to the antiviral immune responses in chronic CDV encephalomyeli-
tis [29,30]. However, the responses of astrocytes and microglial cells, the increase in the
number of CDV-immunoreactive particles within these cells, and the appearance of inclu-
sion bodies did not decrease until the chronic stage in this study. Therefore, it was clear
that changes in astrocytes and microglial cells appeared at an early stage and progressed
with the stage. Two possible routes for demyelination have been reported; one route is that
CDV infects astrocytes, which then infect oligodendroglia, and the other route is that CDV
infects microglia through astrocytes and ultimately affects oligodendroglia [3]. Our results
do not support either of these possibilities.

Changes were initially observed in the periventricular region and gradually became
perivascular in the white matter. The periventricular region is said to be the first area that
the virus infects. The main route of neural entry is via infected mononuclear cells that cross
the blood-brain barrier, resulting in local viral release and subsequent infection of resident
epithelial and endothelial cells. It has also been reported that the virus can spread through
the brain once it enters the brain. It infects the cerebrospinal fluid (CSF), infects the ependy-
mal lining cells of the ventricles, and ultimately infects glial cells and neurons [19,31-34].
On the other hand, demyelination, astrocyte and microglial reactions, and myelin degen-
eration were also observed in the white matter of cerebellar folia in the subacute 2 group.
Furthermore, in the subacute 1 group, infiltration of CDV-immunoreactive granules from
the leptomeninges into the gray matter was observed. In these cases, an astrocytic response
was also observed in the gray matter, and cell loss in the granular layer was also observed.
In cerebellar folia, CDV-immunoreactive particles were found in astrocytes, Golgi cells,
and Purkinje cells. CDV-immunoreactive granules have been reported to extend from
pial cells to the subpial gray matter [5,13,28,34,35]. We confirmed CDV infection from the
leptomeninges to the gray and white matter described in our previous report [18].

In this study, we observed changes to Purkinje cells. The number of Purkinje cells
decreased more significantly than in the subacute 2 group and gradually progressed. This
fact was thought to be due not only to the influence of CDV infection in the white matter
adjacent to the gray matter, but also to CDV infection from the leptomeninges to the gray
and white matter. Effects on Purkinje cells have been reported in viral infections in various
species of animals [7,36]. Focal vacuolation and a spongy appearance near the Purkinje cell
layer in the cerebellum have also been observed in dogs with CDV infection [4], and Rudd
et al. [17] also stated that Purkinje cells and granule cells are specifically targeted by CDV
infection. In addition, changes in Purkinje cells and granular layers have been reported in
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CDV infection in other animal species [37], and the changes in Purkinje cells and granule
cells have been observed in the CDV infection experimental study in ferrets [17]. Based on
the above reports and the present results, changes in Purkinje cells and the granular layer
can be said to be one of the characteristics of CDV infection.

Age and each stage of disease have been discussed based on the dog’s immune status.
Young or immunocompromised dogs are said to show acute lesions, while mature dogs
usually develop the chronic encephalomyelitis [1,11,20,38]. This study did not measure
antibodies in the blood. Furthermore, there may be an issue with the strain of the CDV
virus. In this study, the samples in the acute group ranged from 25 days after birth to
3 years old, and the onset at age 10 was identified in the subacute 2 group, instead of in the
chronic group. These facts suggest that the stage of the lesions is related to the immune
status due to various factors, and it seems unlikely that age alone is a factor associated with
each stage.

5. Conclusions

Astrocyte and microglial responses were observed at an early stage when demyeli-
nation was not evident. CDV-immunoreactive granules and inclusion bodies were also
observed in various cells from the acute stage. A decrease in Purkinje cells and degenerative
changes in the granular layer were also observed with demyelination. These changes were
progressing along with the stage. There was no clear relationship between age and stage.
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