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Viana, Nayara Emily. Caracterizacdo imuno-histoquimica de antigenos de
morbillivirus canino em felideos neotropicais do sul do Brasil. 2020. 36 f.
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RESUMO

O morbillivirus canino (CDV) é considerado um patégeno emergente em animais
silvestres e tem demonstrado alta capacidade de infectar diferentes espécies
animais. Entretanto, relatos na literatura brasileira descrevendo a infeccdo de
felideos neotropicais sdo escassos. Consequentemente, o objetivo do trabalho foi
identificar particulas virais de CDV em tecidos de felideos neotropicais do Sul do
Brasil utilizando um protocolo imuno-histoquimico (IHQ) para identificar a presenca
intralesional de antigenos do CDV, podendo entdo fazer a associacdo com o0s
achados histopatologicos. Foram utilizados tecidos provenientes de trés espécies de
felideos neotropicais: puma (Puma concolor, n=1), maracaja (Leopardus wideii, n=1)
e gatomourisco (Herpailurus yagouaroundi). Todos os felideos eram mantidos no
Santuério Biolégico de Bela Vista. Fragmentos de pulméo e vesicula urinaria de
todos os animais foram coletados e processados para avaliacdo histopatoldgica de
rotina a fim de identificar possiveis padroes de lesdes associados ao CDV, como
ocorrido em cées domésticos. Com base no padrdo da doenca, identificado pela
histopatologia, foram realizados ensaios de IHC para identificacdo de antigenos do
CDV. A analise histopatolégica revelou pneumonia intersticial nos pulmbes do
maracaja e gatomourisco, e degeneracao balonosa do urotélio da bexiga do puma.
Ambas as alteracGes revelaram imunorreatividade positiva para antigenos de CDV.
Em conclusao, antigenos intralesionais de CDV foram identificados em tecidos de
felideos neotropicais, confirmando infeccdo ativa nesses animais. Esses achados
adicionam as poucas descri¢cdes de infeccbes induzidas por CDV em hospedeiros
mamiferos que ndo o cdo doméstico do Brasil.

Palavras-chave: CDV; Puma concolor; Leopardus wideii; Herpailurus yagouaroundi;
imuno-histoquimica; doencas infecciosas emergentes; patologia comparada.



VIANA, Nayara Emily. Immunohistochemical characterization of canine
Morbillivirus antigens in neotropical felids from Southern Brazil. 2020. 36 f.
Dissertation (Master’s in Animal Science) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2020.

ABSTRACT

Canine morbillivirus (CDV) is considered an emerging pathogen in wild animals and
has demonstrated a high capacity to infect different animal species. However, reports
in the Brazilian literature describing the infection of neotropical felids are scarce.
Consequently, the aim of the study was to identify CDV viral particles in tissues of
neotropical felids from southern Brazil using an immunohistochemical protocol (IHC)
to identify the intralesional presence of CDV antigens, and then be able to make the
association with histopathological findings. Tissues from three species of Neotropical
felids were used: cougar (Puma concolor, n = 1), margay (Leopardus wideii, n = 1)
and jaguarundi (Herpailurus yagouaroundi). All felids were kept in the Bela Vista
Biological Sanctuary. Lung and urinary bladder fragments from all animals were
collected and processed for routine histopathological evaluation in order to identify
possible patterns of CDVassociated injuries, as occurred in domestic dogs. Based on
the disease pattern, identified by histopathology, IHC assays were performed to
identify CDV antigens. Histopathological analysis revealed interstitial pneumonia in
the margay and jaguarundi lungs and ballooning degeneration of the cougar’s urinary
bladder urothelium. Both findings revealed positive immunoreactivity for CDV
antigens. In conclusion, intralesional antigens of CDV were identified in tissues of
neotropical felids, confirming active infection in these animals. These findings add to
the few descriptions of CDV-induced infections in mammalian hosts other than
Brazil's domestic dog.

Keywords: CDV; Puma concolor; Leopardus wideii; Herpailurus yagouaroundi;
imunohistochemistry;. emerging infectious disease; compared pathology.
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1 INTRODUGAO

O morbillivirus canino (virus da cinomose, CDV), € membro do género
Morbillivirus, familia Paramyxoviridae (Greene e Vandevelde, 2012), tem distribuicao
mundial, e € um dos mais importantes agentes infecciosos em populagdes caninas,
sendo a maioria dos carnivoros terrestres considerados suscetivel a infecgbes
naturais (Appel, 1969; Greene e Vandevelde, 2012). Deste modo, o agente tem sido
considerado um virus emergente principalmente em espécies selvagens e silvestres
(Megid et al, 2013; Michelazzo et al, 2019). Ademais, estudos brasileiros
confirmaram a infeccdo de mamiferos n&do domésticos como o cachorro do mato,
Cerdocyon thous (Megid et al., 2009), furdo, Galictis cuja (Megid et al., 2013), a
raposa-branca, Lycalopex vetulus (Megid et al., 2010) e o tamandua do sul, Tamandua
tetradactyla (Lunardi et al., 2018).

O CDV é o agente etiologico da cinomose, uma doenga altamente contagiosa
capaz de induzir infecgdo sistémica com manifestagdes respiratérias, digestorias,
cuténeas, 6sseas e neurologicas (Greene e Vandevelde, 2012). A presenga de
particulas virais de CDV sao descritas em diversos érgaos (Appel, 1969; 1970).

Em muitos paises desenvolvidos a cinomose apresenta impactos econémicos
pouco significativos devido a vacinagéo eficiente (Headley e Graga, 2000).
Alternativamente, em paises subdesenvolvidos como o Brasil, a cinomose continua
sendo endémica e é a principal causa de mortalidade em cées de cidades urbanas
(Headley e Graga, 2000).

Esse estudo investigou a possivel ocorréncia de antigenos intralesionais de
CDV em tecidos de felinos neotropicais do Sul do Brasil, através da associacédo de

padrées histopatolégicos e diagnéstico imuno-histoquimico (IHQ).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ETIOLOGIA E CARACTERISTICAS VIRAIS DO MORBILLIVIRUS

O género Morbillivirus, familia Paramyxoviridae, ordem Mononegavirales
(Greene e Vandevelde, 2012) inclui virus de importancia para saude humana e animal,
entre eles, o virus do sarampo (MV), que infecta humanos e primata nao humanos
(Takeda et al., 2020) ; o morbillivirus canino (CDV), que ocorre em caes domésticos e
varios mamiferos; o virus da peste bovina (RPV), que infecta bovinos domésticos e
grandes biungulados selvagens; o virus da peste dos pequenos ruminantes (PPRV)
acometendo ruminantes; phocine distemper virus (PDV) afetando pinipedes;
morbillivirus de cetaceos (CeMV) em mamiferos aquaticos e morbillivirus felino
(FeMV) em gatos domésticos (Woo et al., 2012; Martinez-Gutierrez e Ruiz-Saenz,
2016; Uhl et al., 2019).

2.1.1CDV

O CDV é o agente etiologico da cinomose, uma doenga altamente contagiosa
que induz infec¢do sistémica com manifestagdes respiratérias, digestivas, cutaneas,
musculoesqueléticas e neuroldgicas (Beineke et al., 2009; Greene e Vandevelde,
2012; Caswell e Williams, 2016). As particulas virais do CDV sao pleomorficas, com
didmetro aproximado de 150 nm, possuindo um unico filamento de RNA negativo
envolto em um nucleocapsidio de simetria helicoidal, e circundado por envelope de
lipoproteina derivada da membrana celular (Greene e Vandevelde, 2012). O RNA
gendmico codifica seis proteinas estruturais: hemaglutinina (H), proteina de fuséao (F),
proteina da matriz (M), fosfoproteina (P), grande proteina polimerase (L) e
nucleocapsideo (N) (Pardo et al., 2005; Rendon-Marin et al., 2019).

Em relagdo a patogénese molecular, a proteina H é necessaria para a ligagao
viral aos receptores nas células hospedeiras e inducéo de alteragdes conformacionais
na proteina F, resultando na fusdo da membrana viral e das células hospedeiras —
permitindo a entrada do agente na célula alvo (Rendon-Marin et al., 2019). Assim, a
ligacdo viral a um receptor celular desempenha um papel fundamental na
determinagao do tropismo e da especificidade do hospedeiro (Von Messling et al.,
2001; Rendon-Marin et al., 2019).
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FIGURA 1 — Estrutura do morbillivirus canino. (E, envelope de lipoproteina; F, proteina de fuséo; H,
hemaglutinina [neuraminidase]; L, proteina grande; M, proteina da matriz; N, nucleocapsidio; P, polimerase
proteica.)

Fonte: Greene e Vandevelde (2012, p. 73)
2.2 ESPECIES SUSCEPTIVEIS
Embora o CDV tenha sido inicialmente descrito como uma doenca infecciosa

de cades domeésticos, ja foi relatado em animais da ordem Carnivora, Cetacea,
Artiodactyla e Prosbocidea (Martinez-Gutierrez e Ruiz-Saenz, 2016) (Tabela 1).



1

Tabela 1 — Espécies selvagens infectadas por CDV

15

Familia Espécie infectada Método de Regido
diagnéstico Geografica Referéncia
Procyonidae  Guaxinin (Procyon lotor) Sorologia e EUA, Américado (Hoff et al., 1974)
histopatologia Norte
Sorologia (Roscoe, 1993)
Quati (Nasua nasua) Histopatologia e IHQ  Brasil, América (Michelazzo et al. 2020)
do Sul
Canidae Caes selvagens africanos (Lycaon Sorologia Quénia, Africa (Alexander e Appel, 1994)
pictus) Histopatologia e IHQ  Alemanha, (Durchfeld et al., 1990)
Europa
Isolamento viral e Tanzania, Africa  (Van De Bildt et al., 2002)
sequenciamento
Caes guaxinins (Nyctereutes Histopatologia e IHQ  Jap&o, Asia (Machida et al., 1993)
procyonoides)
Cachorro vinagre (Speothos venaticus)  Histopatologia e Pretoria, Africa (Mclnnes et al., 1992)
Microscopia eletrénica
Lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) Histopatologia Brasil, América (Rego et al., 1997)
Sorologia do Sul (Furtado et al., 2016)
Sorologia Bolivia, América  (Deem e Emmons, 2005)
do Sul
Cachorro do mato (Cerdocyon thous) Isolamento viral e Brasil, América (Megid et al., 2009)
sequenciamento do Sul
Sorologia (Furtado et al., 2016)
Raposa do campo (Lycalopex vetulus) Isolamento viral e (Megid et al., 2010)
sequenciamento
Felidae Leopardos negros (Panthera pardus IHQ e isolamento viral EUA, América do  (Appel et al., 1994)
melas) Norte
Onca-pintada (Panthera onca)
Tigre (Panthera tigris)
Leéo africano (Panthera leo krugeri)
Tigre siberiano (Panthera tigris altaica)
Tigre de bengala (Panthera tigris tigris)
Leopardo (Panthera pardus)
Leopardo chines (Panthera pardus
Jjaponensis)
Leéo africano (Panthera leo krugeri) Histopatologia e IHQ  Quénia, Africa (Roelke-Parker et al.,
1996)
Suiga, Europa (Myers et al., 1997)
Trigre (Panthera tigris) Histopatologia e IHQ
Isolamento viral e Japéo, Asia (Nagao et al., 2011)
sequenciamento
Tigre siberiano (Panthera tigris altaica) IHQe Russia, Eurasia (Seimon et al., 2013)
sequenciamento
Leopardo de amur (Panthera pardus Isolamento viral e (Sulikhan et al., 2018)
orientalis) sequenciamento
Onca-pintada (Panthera onca) Sorologia Brasil, América (Nava et al., 2008);
do Sul (Furtado et al., 2013)
Onga-parda (Puma concolor) (Furtado et al., 2013)
Histopatologia e IHQ (Nava et al., 2008); (Viana
et al., 2020)
Gato-maracaja (Leopardus wieidii) Histopatologia e IHQ (Viana et al., 2020)
Jaguarundi (Puma yagouaround) Histopatologia e IHQ (Viana et al., 2020)
Hyaenidae Hienas pintadas (Crocuta crocuta) IHQ e isolamento viral Quénia, Africa (Haas et al., 1996)
Mustelidae Furao de pata negra (Mustela nigripes)  Histopatologia e EUA, Américado (Williams et al., 1988;

Furao grande (Galictis vittata)

Furao pequeno (Galictis cuja)

isolamento viral
Histopatologia

Isolamento viral e
sequenciamento

Norte
Brasil, América
do Sul

Williams et al., 1996)
(Rego et al., 1997)

(Megid et al., 2013)




O© 0 I N »n B~ W N =

W W W W W N N N N N DN N N N N e e e e e e e
AW = O 00N N N R WD RO O 0NN N WD~ O

16

2.2.1 Felideos

Existem diversos relatos da infeccdo pelo CDV em felideos de varios paises,
incluindo a Costa Rica (Avendano et al., 2016), Estados Unidos (Appel et al., 1994)
Botsuana (Chaber et al., 2017), Russia (Gilbert et al., 2014), Argentina (Uhart et al.,
2012), Tanzénia (Roelke-Parker et al., 1996) e China (Seimon et al., 2013); logo, o
agente tem sido considerado um virus emergente para algumas espécies selvagens
e domésticas (Megid et al., 2009).

Duas epidemias de CDV em felideos selvagens sdo mundialmente conhecidas,
uma na Califérnia, com indice de mortalidade de 23%, que isolou o CDV e mostrou
que eram idénticos ao CDV isolado anteriormente de caes e guaxinins (Appel et al.,
1994) e a outra no Serengeti, com mortalidade de 30%, que também atribuiu a
infecgdo aos caes errantes das aldeias adjacentes ao parque nacional (Roelke-Parker
et al., 1996). Adicionalmente, um estudo retrospectivo demonstrou que o CDV infecta
felinos de grande porte, como ledes e tigres ha muito mais tempo do que se tinha
conhecimento, provavelmente desde 1972 (Myers et al., 1997). Este estudo investigou
todos os tecidos de grandes felinos formalizados e armazenados na rotina do
Laboratério de Patologia da Universidade de Zurique de 1972 a 1992, totalizando 42
felinos, dos quais 19 foram positivos para CDV por IHQ utilizando anticorpo policlonal
(Myers et al., 1997).

No Brasil, um estudo realizado com amostras de felinos neotropicais
provenientes de quatro biomas, demonstrou que esses animais tinham contato com
agentes virais infecciosos, como o herpesvirus-1 felino, calicivirus felino e parvovirus
felino (Filoni et al., 2006). Evidéncias adicionais confirmaram a infecgdo por CDV em
canideos nédo domésticos — como o cachorro do mato, Cerdocyon thous (Megid et al.,
2009), furdo, Galictis cuja (Megid et al., 2013) e a raposa-branca, Lycalopex vetulus
(Megid et al., 2010). Além disso, em 2018, Lunardi e colaboradores, fizeram a primeira
descrigcdo da infeccdo por CDV no tamandua do sul, Tamandua tetradactyla, do
Centro-Oeste do Brasil, baseado nos achados histopatolégicos, moleculares e
analises IHQ (Lunardi et al., 2018).



O© 0 I N »n B~ W N =

W W W W W N N N N N DN N N N N e e e e e e e
AW = O 00N N N R WD RO O 0NN N WD~ O

17

2.2.2 Relagéao Filogenética e Transmissao, Patogenia e Sinais clinicos

Os caes domésticos (Canis familiares) sdo considerados os principais
reservatérios e vetores do CDV (Cleaveland et al., 2000). Tanto em areas urbanas
(Headley et al., 2012) quanto nas areas rurais, existe alta densidade de caes errantes
nao vacinados e nao castrados que contribuem para a manutencio da circulagao do
virus e frequentemente interagem com a fauna silvestre devido ao comportamento de
caca (Butler et al., 2004).

A principal via de transmissdo do CDV é através de aerossodis de exsudatos
respiratorios contendo particulas virais, ndo obstante outras formas de transmissao
sdo tao significativas quanto, uma vez que o risco de propagagédo entre animais
domeésticos e selvagens é diretamente proporcional a interagdo e proximidade dos
mesmos (Whiteman et al., 2007). Apds a infecgcéo, nas primeiras 24 horas, o virus se
replica em macrofagos, linfocitos T e B, que distribuem o virus para os tecidos linfoides
(Vandevelde e Zurbriggen, 1995; Carvalho et al., 2012) onde continuam a replicacao,
induzindo imunossupressao severa pela destruicdo das células linfoides (Beineke et
al., 2009). Os animais com cinomose podem apresentar sintomas sistémicos variados,
que incluem anorexia, apatia, conjuntivite, hiperqueratose dos coxins e plano nasal,
bronquite catarral, vémito, diarreia e pustulas (Beineke et al., 2009; Greene e
Vandevelde, 2012).

Os sinais clinicos da infecgao por CDV em espécies silvestres/selvagens séo
muito semelhantes as descritas nos caes domésticos, variando de acordo com a
viruléncia da estirpe, idade e estado imunoldgico do hospedeiro (Beineke et al., 2015).
Em felideos, as principais manifestagcdes associadas a infeccdo por CDV foram
neurologias, respiratorias e gastrointestinais entre essas, convulsdo, mioclonia facial
e de membros, desorientacdo, ataxia e paresia, dispneia, tosse e secre¢cado nasal
(Myers et al., 1997). Entretanto, estudos retrospectivos sugerem que a infecgao por
CDV em felideos selvagens nao € necessariamente fatal, uma vez que investigagdes
sorolégicas retrospectivas demonstraram que alguns dos grandes surtos foram
“silenciosos”, uma vez que o0s animais era assintomaticos ou apresentavam sinais

clinicos inespecificos (Beineke et al., 2015).

2.2.3 Métodos diagnosticos
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Dados mundiais, demonstram diversos métodos diagnosticos para a
confirmacédo da infeccdo por CDV em felideos selvagens. Em 1994, Appel e
colaboradores investigaram a possivel infeccdo por CDV em felideos, em uma
epizootia, San Fernando, Califérnia. No estudo, foi realizada a associagédo de
diferentes técnicas de diagnostico — exames hematologicos e bioquimicos, autdpsias,
histologia, IHQ, isolamento viral e sorologia. Outros estudos empregaram técnicas
diagndsticas isoladas ou associadas, como por exemplo sequenciamento viral (Nagao
et al., 2012), sorologia (Furtado et al., 2017), histologia e IHQ. As principais lesdes
microscopicas observadas em tecidos de felideos selvagens foram a pneumonia
intersticial acentuada difusa com hiperplasia de pneumdcitos tipo I, meningoencefalite
linfocitica (Nagao et al., 2012; Seimon et al., 2013) e deplecao linfoide acentuada dos
linfonodos (Munson et al., 2008).

Estudos feitos no Brasil sobre a ocorréncia de doengas infecciosas em animais
selvagens utilizaram a associagao de testes diagndsticos e/ou de identificagao, como
achados histopatoldgicos e testes moleculares (Megid et al., 2009; Megid et al., 2013),
sorologia (Filoni et al., 2006), e testes moleculares associados a IHQ (Lunardi et al.,
2018), visto que o diagndstico histopatoldégico apenas define o padrdo de leséo
compativel a doenga (Headley et al., 2018) e testes moleculares confirmam a
presengca do antigeno, mas ndo de uma infeccdo ativa propriamente dita.
Alternativamente, a identificagdo IHQ de antigenos intralesionais comprovam a
associagao do padrédo da doencga e o agente associado, assim reafirmando o processo
ativo da doenga (Headley et al., 2018; Oliveira et al., 2019).
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3 Perspectivas

Relatos demonstram a ocorréncia frequente de infecgao por CDV em
diferentes espécies selvagens, onde o cao domeéstico esta frequentemente envolvido
na disseminagédo e manutengédo do CDV. Dessa forma, estudos adicionais somam-se
as poucas descri¢des de infecgdes induzidas por CDV em hospedeiros mamiferos que
nao o cado doméstico do Brasil. Isso agregaria conhecimentos sobre o impacto que a
pressdo antrépica vem causando sobre as areas de reserva natural do pais ao longo
dos anos, sobre os prejuizos que a fauna selvagem sofre com as doengas infecciosas

caninas e o0s possiveis riscos a saude publica.
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5 HIPOTESE

Felideos neotropicais infectados pelo morbilivirus canino apresentam

microscopicas semelhantes as observadas em caes domeésticos.

lesdes
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6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia de antigenos intralesionais de CDV em tecidos de felideos

neotropicais do Sul do Brasil

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o \Verificar se os achados histopatolégicos sdo semelhantes aos padrdes
descritos nos caes domésticos;
e Associar os padroes histopatologicos com a imunopositividade intralesionais

para o CDV, através da técnica de IHQ.
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1 | INTRODUCTION
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Abstract

The pathologic and immunohistochemical findings associated with infections due to ca-
nine distemper virus (CDV) are described in the cougar (Puma concolor), margay (Leopardus
wiedii) and jaguarundi (Herpailurus yagouaroundi) from Southern Brazil. Tissue sections of
the neotropical felids (n = 3) that died at the Bela Vista Sanctuary, Parana, Southern Brazil
were routinely processed for histopathology to identify possible histopathologic patterns
associated with infections due to CDV. Selected formalin-fixed paraffin embedded tissue
sections of the lungs and urinary bladder were used in immunohistochemical assays de-
signed to identify the antigens of CDV. The main histopathologic patterns identified were
interstitial pneumonia in the margay and jaguarundi, while ballooning degeneration of the
transitional epithelium of the urinary bladder was observed in the cougar. Positive immu-
noreactivity to antigens of CDV was identified within intralesional sections of the lungs of
the two wild felids with interstitial pneumonia and in the degenerated urothelium of the
cougar. These findings indicate that these neotropical cats were infected by a viral infec-
tious disease pathogen common to the domestic dog and add to the few documented

descriptions of CDV-induced infections in wildlife from Brazil.

KEYWORDS
canine distemper virus, diagnostic immunohistochemistry, histopathologic patterns,
neotropical felids

Canine distemper virus (CDV), a morbillivirus, within the fam-
ily Paramyxoviridae, is the cause of canine distemper (CD), which

The cougar, Puma concolor (Nielsen, Thompson, Kelly, Thompson,
Kelly, & Lopez-Gonzalez, 2015), the margay, Leopardus wideii (de
Oliveira et al., 2015) and the jaguarundi, Herpailurus yagouaroundi
(Caso, de Oliveira, & Carvajal, 2015) are neotropical felids that in-
habit several countries of the American continent. In Brazil, these
felid are known to occur from the Amazon Basin to the southern part
of the country (Caso et al., 2015; Nielsen et al., 2015; de Oliveira et
al., 2015). Nevertheless, information relative to the occurrence of
infectious diseases in these felids that reside in Brazil are scarce.

Part of the MSc dissertation of the first author (NEV).

frequently results in elevated mortality rates principally in immu-
nologically naive populations of dogs from urban centres of Brazil
(Headley, Amude, Alfieri, Bracarense, & Alfieri, 2012). Additionally,
CDV has resulted in infections in felids from several countries, in-
cluding Costa Rica (Avendano et al., 2016), Botswana (Chaber, Cozzi,
Broekhuis, Hartley, & W. McNutt, 2017), Russia (Gilbert et al., 2014;
Seimon et al., 2013; Sulikhan et al., 2018), Argentina (Uhart, Rago,
Marull, Ferreyra Hdel, & Pereira, 2012), Tanzania (Roelke-Parker et
al., 1996) and China (Seimon et al., 2013). The occurrence of CDV in

Transbound Emerg Dis. 2020;00:1-5.
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these felids as well as in other mammalian hosts demonstrates the
elevated infectivity of this Morbillivirus (Uhl et al., 2019).

Studies relative to the occurrence of viral infections in neo-
tropical felids from Brazil have demonstrated that these felids
had contact with viral infectious disease pathogens such as feline
herpesvirus-1, feline calicivirus and feline parvovirus (Filoni et al.,
2006). Moreover, several reports have confirmed the involvement of
CDV-induced infections in wild canids, including the crab-eating fox,
Cerdocyon thou (Megid et al., 2009), the lesser grison, Galictis cuja
(Megid et al., 2013) and the hoary fox, Lycalopex vetulus (Megid et al.,
2010) from Brazil. There is also the confirmation of an active infec-
tion due to CDV in the southern tamandua, Tamandua tetradactyla,
from Midwestern Brazil (Lunardi et al., 2018).

Most of the studies done in Brazil to demonstrate the partic-
ipation of infectious diseases in wildlife have used a combination
of diagnostic pathology with molecular testing (Megid et al., 2009,
2013), serology (Filoni et al., 2006), molecular testing (Furtado et
al., 2017) and molecular testing associated with diagnostic immu-
nohistochemistry, IHC (Lunardi et al., 2018). Diagnostic pathol-
ogy defines the specific pattern associated with disease (Headley,
Oliveira, Pereira, et al., 2018) but requires an ancillary tool to iden-
tify intralesional pathogens. Molecular testing per se confirms the
presence of disease pathogens but does not necessarily confirm an
active infection (Oliveira et al., 2019). Alternatively, the IHC identi-
fication of intralesional antigens confirms the association between
disease patterns and the associated agent (Headley, Oliveira,
Pereira, et al., 2018; Oliveira et al., 2019), thereby confirming an
active disease process. Therefore, the objective of this study was
to investigate the possible occurrence of intralesional antigens of
CDV within tissues of neotropical felids from Southern Brazil using

a combination of pathologic patterns and diagnostic IHC.

2 MATERIALS AND METHODS

|
2.1 | Animal data and study location

This study analysed tissue sections of three species of wild felids (cou-
gar, n = 4; margay cat, n = 3; jaguarundi, n = 2) autopsied between
1992 and 1996. These neotropical felids were maintained at the Bela
Vista Biological Sanctuary (BVS) located in the city of Foz do Iguacu,
Parand, Southern Brazil. This biological sanctuary is situated on the
banks of the lake Itaipu, Parana, Brazil; details relative to the BSV can
be consulted elsewhere (Headley, Oliveira, Michelazzo, et al., 2018).
Data relative to possible clinical manifestations, therapeutic interven-
tions and the cause of death of the neotropical felids were not known.

2.2 | Histopathology and
immunohistochemical assay

Fragments of the lung and urinary bladder of the neotropical felids
were collected, fixed by immersion in 10% buffered formalin solution

and processed for routine histopathologic evaluation. Histological
sections were analysed to identify possible patterns of lesions associ-
ated with CD as occurred in the domestic dog (Appel, 1969; Headley
et al., 2012, 2019; Headley & Graca, 2000). Subsequently, based on
the disease pattern identified by histopathology, IHC assays as de-
scribed (Oliveira et al., 2017) were done to identify antigens of CDV
from formalin-fixed paraffin embedded (FFPE) tissue sections of the
lungs and urinary bladder by using a commercial antibody (CDV-NP;
VMRD). Positive controls consisted of FFPE cerebellar sections from
dogs known to contain antigens of CDV (Headley et al., 2013). Two
negative controls were used in all IHC assays: the first consisted of
substituting the primary antibody with a commercial diluent; the sec-
ond consisted of FFPE brain sections that were known to be negative
for CDV by IHC (Headley, Oliveira, Pereira, et al., 2018; Headley et al.,
2019) and were exposed to the primary antibody. Positive and nega-
tive controls were included in each IHC assay.

3 RESULTS

Histopathologic evaluation revealed interstitial pneumonia in the
lungs of the margay and jaguarundi (Figure 1a), being characterized
by marked thickening of the alveolar septa due to hyperplasia of

FIGURE 1 Histopathologic findings associated with infection
by canine distemper virus identified in wild felid. Margay cat;
histopathologic characterization of interstitial pneumonia (a).
Cougar; urinary bladder demonstrating ballooning degeneration
of the transitional epithelium (b). Haematoxylin and eosin

stain; Bar, A, 200 pm; B, 50 pm
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type Il pneumocytes and accumulation of alveolar macrophages. In
the urinary bladder of the cougar, there was ballooning degeneration
of the urothelium (Figure 1b).

Immunohistochemical assays revealed positive immunoreactiv-
ity for antigens of CDV in the bronchial epithelium and mixed glands
of the margay and jaguarundi with interstitial pneumonia (Figure 2a),
and in the urothelium of the urinary bladder of one cougar with bal-
looning degeneration (Figure 2b).

4 | DISCUSSION

Canine distemper virus is a pantropic agent that produces typical his-
topathologic alterations in a wide variety of tissues in several mam-
malian hosts (Caswell & Williams, 2016; Rendon-Marin, Fontoura
Budaszewski, Canal, & Ruiz-Saenz, 2019) and one of the most infec-
tious viruses known to date (Uhl et al., 2019). The histopathologic
patterns observed in the lung (interstitial pneumonia) in the margay
and jaguarundi evaluated as well as the ballooning degeneration of
the transitional epithelium of the urinary bladder of the cougar were
previously described in canids (Headley et al., 2013; Headley, Oliveira,
Pereira, et al., 2018; Megid et al., 2009), tigers Panthera tigris (Nagao et

FIGURE 2

Immunohistochemical demonstration of antigens
of canine distemper in Neotropical felids. There is positive
immunoreactivity to antigens of canine distemper virus at the
bronchial epithelium and mixed glands of the Margay cat with
interstitial pneumonia (a), and at transitional epithelium of the
urinary bladder of the cougar. Immunoperoxidase counterstained
with haematoxylin; Bar, a-b, 50 pm

al., 2012) and in several loins (Panthera leo) during the Serengeti epi-
demics (Roelke-Parker et al., 1996) associated with infections due to
CDV. However, similar lesions were not described in the Far Eastern
Leopard, Panthera pardus orientalis (Sulikhan et al., 2018) and the Amur
tiger, Panthera tigris altaica (Seimon et al., 2013) infected with CDV.

Confirmation of infection due to CDV in the neotropical felids
herein described was achieved due to the intralesional detection of an-
tigens within epithelial cells of the lungs with interstitial pneumonia and
the degenerated epithelium of the urinary bladder; similar IHC findings
were identified in the domestic dog (Headley, Oliveira, Pereira, et al.,
2018; Headley, Shirota, Baba, Shirota, Baba, lkeda, & Sukura, 2009;
Headley & Sukura, 2009), the southern tamandua (Lunardi et al., 2018)
and in large felids (Appel et al., 1994). The IHC identification utilized in
this study has the advantage over other testing methods (e.g., molec-
ular biology and antibody detection) previously used to identify viral
particles in felids (Avendano et al., 2016; Nagao et al., 2012; Seimon et
al., 2013) infected by CDV, due to the confirmation of an active infec-
tion associated with the intralesional detection of antigens in tissues
with typical histopathologic patterns observed in CD. Consequently,
the findings herein described add to the few cases that have confirmed
the occurrence of CDV in non-canid hosts from Brazil.

The frequent occurrence of CDV in non-canid hosts has stim-
ulated the proposal of the renaming of this pathogen to ‘carnivore
distemper virus’ (Terio & Craft, 2013) and demonstrate the possibil-
ity of Morbilliviruses, including CDV to cross the species barrier, and
successfully adapts into new hosts (Cosby, 2012), probably because
Morbilliviruses are considered as the most infectious of all known vi-
ruses (Uhl et al., 2019). Thus far, reports of CDV occurring in host other
than the domestic dog in Brazil included wolves (Rego, Matushima,
Pinto, Matushima, Pinto, & Biasia, 1997), foxes (Hiibner et al., 2010;
Megid et al., 2009, 2013) and the southern tamandua (Lunardi et al.,
2018). How the felids herein described became infected by CDV re-
mains unknown, since there is no documented history of direct contact
between street dogs and animals maintained at the BVS. Nevertheless,
other species of mammalian hosts from Brazil are likely to be infected
by CDV considering the large number of roaming dogs with unknown
immunological status in several urban cities of Brazil (Headley et al.,
2012) and the possibility of contact with naive animals. It must be high-
lighted that the seroprevalence of CDV seems more elevated in urban
dogs relative to those maintained in rural areas (Acosta-Jamett et al.,
2015), so there also exists the possibility of contact between rural dogs
and these felids, considering that Morbilliviruses may be contracted by
the ingestion of contaminated meat (Uhl et al., 2019).

In conclusion, intralesional antigens of CDV were identified in
tissues of neotropical felids, confirming active infection in these
animals. These findings add to the few descriptions of CDV-
induced infections in mammalian host other than the domestic

dog from Brazil.
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8 CONCLUSAO

Em concluséo, os padrdes histopatologicos observados; pneumonia
intersticial e degeneracdo balonosa do epitélio de transicdo da vesicula urinaria;
associados a imunopositividade para antigenos de CDV em tecidos de felideos

neotropicais, confirmando infecgao ativa nesses animais.
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9 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados desse trabalho demonstram que é possivel realizar
estudos retrospectivos com animais selvagens, utilizando amostras teciduais

armazenadas em formol durante longos periodos.
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10. PERSPECTIVAS

Vale ressaltar que o morbillivirus canino infecta diversas espécies
selvagens de diferentes ordens do reino animal em todos os continentes, onde o c&o
domeéstico esta frequentemente envolvido na disseminagdo e manutengado do CDV.
Dessa forama, estudos adicionais s&o necessarios para agregar conhecimentos sobre
o impacto que a pressao antropica vem causando sobre as areas de reserva natural
do pais ao longo dos anos, sobre os prejuizos que a fauna selvagem sofre com as

doencas infecciosas caninas e 0s possiveis riscos a saude publica.
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ANEXO |

3 Declaragao de permissao de uso — ITAIPU Binacional

—

Usina Hidrelétrica de Itaipu - Brasil
Avenida Tancredo Neves, 6731
85866-900 Foz do Igvacu, PR
Telefone: + 55 (45) 3520-5505
Fax: + 55 (45) 3520-5346

[ 1]
A N\ ITAIPU [ coroneriie o e e, 1075

BINACIONAL Usina Hidrelétrica de Itaipu, €C-6919-ASU Asuncion, Paraguay

: 595 (21) 248-1000
19 de setembro de 2016 s~

www. itaipu.gov.br

Senhor

SELWYIN ARLINGTON HEADLEY

Rodovia Celso Garcia Cid, PR 445 Km 380
Londrina, PR - Brasil

Atendimento a solicitacdo de parceiria no projeto intitulado, =Determinacac das

enfe'rmidades associadas a morte de animais silvestres, carnivoros silvestres, no Refligio
Bioldgico Bela Vista, Paranao.

Em atencdo ao protocolo 032654/206-32, de 18/08/2016, que solicita a parceria no
projeto intitulado “Determinacao das enfermidades associadas a morte de animais
silvestres, carnivoros silvestres, no Refligio Biolégico Bela Vista, Parand”, é com
satisfacao que informamos que sua solicitacdo foi avaliada por nossa equipe técnica e
gerencial e podera ser atendida.

Esclarecemos, porém, que para a concretizacao desta parceria, a equipe de pesquisa da
UEL/DMVP/LP deve atender as seguintes condi¢des:

I. Apresentar previamente a ITAIPU seguro de vida dos pesquisadores no periodo em que
estiverem desenvolvendo atividades nas dependéncias da ITAIPU Binacional.

Il. Arcar com os custos decorrentes do deslocamento, estadia, alimentacdo e outras
despesas pessoais dos pesquisadores.

lll. Redigir relatério para a ITAIPU ao final do projeto, para que se conheca o resultado
do trabalho.

IV. Incluir na dissertagéo de Mestrado e/ou Doutorado a seguinte citacao: “O resultado
deste trabalho nao reflete a opinido da ITAIPU Binacional”, isso por questdes juridicas

a ITAIPU uma versao preliminar do documento
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E/CD/037267/16
4\ ITAIPU [ o0n

BINACIONAL 1

apresentado, pagina 7.

Dessa forma, estaremos estabelecendo uma parceria duradoura, que certamente
resultara em produgdo cientifica de qualidade e na boa imagem das instituicées.

Se de acordo, pedimos que confirme essa parceria e entre em contato com o médico
veterinario Zalmir Silvino Cubas, indicado como supervisor desse projeto, pelo telefone
(45) 3520-5616 ou pelo e-mail zalmir@itaipu.gov.br
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1 ANEXO Il

2

3 Protocolo da Técnica de Imunohistoquimica para CDV

REAGENTE/SOLUCAO EQUIPAMENTO | T°C TEMPO
1. Desparafinizacao
Estufa 60°C 10h
Xilol | Bergo da IHQ 20 min
Xilol Il 20 min
2. Reidratagao
Alcool 100% | 10 min
Alcool 100% II 10 min
Alcool 90% 5 min
Alcool 80% 5 min
Ligar a panela de pressao
Alcool 70% 5 min
Lavar em H;0 corrente Fraca 10 min
Agua destilada Mergulho, transporte
3. Recuperagao Antigénica
Panela de
Citrato pH 6,0, cuba azul pressao 86-90°C 4 min
Perda da press3o da panela ~20 min
Retirar da panela com auxilio de luva de cozinha
Estabilizag3o da °T do material em °T ambiente 20 min
Lavar em H;0 corrente Fraca 10 min

f\gua destilada

Mergulho, transporte, cuba de vidro

4. Bloqueio da Peroxidase Endogena

Agua destilada (S0ml) + H.0 oxigenada 30v (80 ml)

*Tamb

30 min

(utilizar pano do microtomo)

Trabalhar em cuba (solug3o total 150m) e ber¢o de vidro. Proteger da luz

Descartar solugao

Lavar em H;0 corrente Fraca 10 min
Agua destilada Mergulho, transporte
5. Incuba¢ao com Anticorpo Primario
Secar 3o redor dos cortes com papel toalha
Ac Primario diluido em diluente (1:1000) Camara umida 4°C 20-24h




Apos incubagao
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Lavar em PBS
PBS pH7,2 5 min
PBS pH7,2 5 min

6. Incubacao com Anticorpo Secundario (superpicture kit polimero— lvitrogen)

Secar ao redor dos cortes com papel toalha

Ac Secundario diluido Camara umida “Tamb | 30min
PBS pH7,2 5 min
PBS pH7,2 5 min
7. Solugao Cromogena
Secar ao redor dos cortes com papel toalha
DAB (Ivitrogen — 1 gota de cada
frasco em 1ml de agua destilada Capela ligada T amb 3 min
eppendorf)
Parar a reagao em H;0 corrente e T amb -
bergo do HE
Descartar em local proprio
Lavar em H;0 corrente Fraca 10 min
Agua destilada Mergulho, transporte
8. Coloracao e desidratacao
Hematoxilina de Harris Tempo relativo 30 seg

IHQ. Azulecer 10min em 3gua corrente

Descartar a 12 H;0, em descarte de corante. TROCAR O BERCO PARA O DA

Alcool 70% 5 min
Alcool 80% 5 min
Alcool 90% 5 min
Alcool 100% | 10 min
Alcool 100% I 10 min
Deixar secar as laminas na capela para n3o hidratar o xilol

Xilol | 20 min
Xilol 1l 20 min

Montar com laminula (tamanho adequado + resina)
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Solucoes

Tampao Fosfato Salino (PBS) pH7,2
Na;HPO.7H0 3,96g
NaH:PO.H:0 0,72g
NaCl 16,34¢g
H:0 q.s.p. 2000mL
AjustaropH para 7,20- 7,24

Citrato pH 6,0
Acidocitrico  2,1g
Agua destilada 1000mL

Solugdo de RevelagGo - DAB

H;Odestilada iImL
Solucdo 1 1 gota
Solugdo 2 1 gota

Solucdo 3 1 gota





