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Resumen

Se realizo el estudio histoldgico comparado de dos casos de
abiotrofia cerebelosa en un canino (Canis lupus familiaris) y
un equino (Equus ferus caballus) para evaluar si los cambios
histopatolégicos diferian en tipo y grado de severidad entre
estas especies. Se utilizaron muestras de cerebelo (vermis,
hemisferios laterales y lobulo floculonodular) de una perra
american staffordshire terrier que desarroll6 signos de abiotrofia
cerebelosa a los 6 aflos de edad y fue sacrificada 6 meses después
debido al pobre pronostico, y muestras de similares regiones
anatomicas del cerebelo de un potrillo macho raza éarabe, que
mostro signos cerebelosos a los 40 dias de edad y fue sacrificado
1 semana después. Las muestras se procesaron histologicamente
y se colorearon con hematoxilina y eosina, para determinar el
tipo de lesiones microscopicas y su severidad en una escala de
3 grados (leve, moderado o severo). Los principales cambios
histologicos en ambos animales consistieron en la disminucion
de células en la capa granulosa, pérdida de neuronas de Purkinje
y adelgazamiento de la capa molecular junto con astrogliosis.
No se encontraron diferencias cualitativas en estas lesiones
entre ambos casos, aunque si ligeras diferencias en los grados
de severidad para la astrogliosis en la capa molecular y la
disminucion de células en la capa granulosa. Especulamos que
podrian atribuirse a las diferencias en los cursos clinicos entre
ambos casos, mas que a atributos interespecificos.

Palabras clave: Abiotrofia, Cerebelo, Patologia comparada,
Canino, Equino.

Abstract

A comparative histological study was performed in two cases of
cerebellar abiotrophy in a dog (Canis lupus familiaris) and a foal
(Equus ferus caballus) to assess whether the pathological changes
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differed in type and/or severity between these species. Samples
of cerebellum (vermis, lateral hemispheres and flocculonodular
lobe) from a female American Staffordshire terrier dog that
developed signs of cerebellar abiotrophy at 6 years of age and
was euthanized 6 months later due to poor prognosis, and a male
Arabian foal that showed signs of cerebellar disease at 40 days
of age and was euthanized 1 week later, were used. Samples
were processed histologically, stained with hematoxylin and
eosin, and examined microscopically to assess the types of
lesions and their degree of severity using a 3-scale scoring
system (mild, moderate, or severe). The main histological
changes in both cases were a reduction in the number of cells
in the granular layer, loss of Purkinje neurons, and thinning of
molecular layer with astrogliosis. There were no qualitative
differences of these lesions between species, although minor
differences in the severity scores were observed for astrogliosis
on the molecular layer, and reduction in the number of cells in
the granular layer. We speculate that these differences could be
attributed to differences in the clinical courses between cases,
rather than to interspecific attributes.

Keywords: Abiotrophy, Cerebellum, Comparative pathology,
Dog, Horse.

Resumo

Um estudo histologico comparativo de dois casos de abiotrofia
cerebelar em um canino (Canis lupus familiaris) e um eqiiino
(Equus ferus caballus) foi realizado para avaliar se as alteragdes
histopatolégicas diferiram em tipo e grau de gravidade entre essas
espécies. Amostras cerebelares (vermis, hemisférios laterais e
lobo floculonodular) de uma cadela American Staffordshire
Terrier, que desenvolveu sinais de abiotrofia cerebelar aos 6
anos de idade e foi eutanasiada 6 meses depois devido ao mau
prognostico, e foram utilizadas amostras de regides anatomicas
cerebelares semelhantes de um potro arabe macho, que apresentou
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sinais cerebelares aos 40 dias de idade e foi sacrificado 1 semana
depois. As amostras foram processadas histologicamente
e coradas com hematoxilina e eosina para determinar o tipo de
lesdes microscopicas e sua gravidade em uma escala de 3 graus
(leve, moderada ou grave). As principais alteragdes histologicas
em ambos animais consistiram em diminuigdo de células na
camada granulosa, perda de neurdnios de Purkinje e afinamento
da camada molecular juntamente com astrogliose. Nao foram
encontradas diferengas qualitativas nessas lesdes entre os dois
casos, embora houvesse pequenas diferencas nos graus de
gravidade da astrogliose na camada molecular e na diminuigo

das células na camada granular.

Especulamos que essas diferencas podem ser atribuidas as
diferengas nos cursos clinicos entre os dois casos, ¢ ndo a

atributos interespecificos.

Palavras-chave:  Abiotrofia,
comparativa, Canino, Equino.

Cerebelo, Patologia

Introduccion

El término abiotrofia cerebelosa (AC) hace referencia a una
degeneracion prematura o acelerada de neuronas cerebelosas
completamente formadas, la caracteristica histopatologica tipica
de este trastorno es la alteracion de la histoarquitectura normal de
las 3 capas (molecular, de Purkinje y granulosa) que componen
la corteza cerebelosa (Cantile y Youssef, 2016). Esta condicion
se ha descrito en varias especies animales, incluyendo bovinos,
ovinos, caballos, cerdos, cabras, gatos, perros y también en seres
humanos (de Lahunta, 1990). Aunque se han reportado muchos
casos de este trastorno, existen pocos estudios que comparen los
cambios patologicos observados en el cerebelo entre animales
de diferentes especies afectados por AC (de Lahunta, 1990;
Scott et al., 2018). Recientemente, hemos informado sobre los
cambios patologicos en un caso de AC en un canino (Verdes
et al.,, 2020) y también tuvimos la oportunidad de investigar
los hallazgos patologicos en un caso de AC confirmado por
diagnostico molecular de la mutacion causal en un potrillo
raza arabe (Gagliardi et al., 2018). En ambas especies, se
acepta que la AC, por lo general, es de origen hereditario y
de tipo autosémico recesivo, aunque aun se desconocen los
mecanismos moleculares que llevan a una apariciéon temprana
en equinos y tardia en caninos (Scott et al., 2018). Basados en
estos antecedentes y haciendo uso de ambos casos de diferentes
momentos de manifestacion clinica, el objetivo de este trabajo
fue realizar un estudio comparativo de los cambios histologicos
de AC en el canino y el equino.

Materiales y métodos

Se utilizaron muestras de diferentes regiones cerebelosas
(vermis, hemisferios laterales y lobulo floculonodular) de una
perra american staffordshire terrier de 6 afios, que presentaba

temblores, debilidad y ataxia como signos clinicos principales en
el momento de la primera visita al Centro Hospital Veterinario de
laFacultad de Veterinariadela Universidad delaRepublica (CHYV,
FVET-Udelar, Montevideo, Uruguay). Los signos neurologicos
progresaron durante 6 meses y, debido al mal prondstico, se
realizé la eutanasia con autorizacion del propietario siguiendo
el protocolo de eutanasia del CHV, FVET-Udelar, aprobado por
la Comision de Etica en el Uso de Animales (CEUA, FVET-
Udelar) (Verdes et al., 2020). También se estudiaron muestras
de las mismas regiones cerebelosas de un caso de AC en un
potrillo raza arabe macho (Gagliardi et al., 2018). En resumen,
el potrillo habia manifestado signos neurologicos a los 40
dias de edad, caracterizados por fasciculaciones en diferentes
grupos musculares que fueron agravandose en pocos dias,
mostraba hiperexcitabilidad, mioclonias de musculos del cuello,
hiperextension, ataxia, incoordinacion leve a moderada, temblor
exacerbado en el cuello cuando caminaba al paso o se detenia,
¢ hiperreflexia. Dado el rapido empeoramiento progresivo, se
realizd la eutanasia seglin se describe en Gagliardi et al. (2018).
En ambos casos se hizo una revision macroscopica del cerebelo,
registrandose fotograficamente los cambios morfoldgicos, asi
como el tamafio y distribucion de las folias y surcos de ambos
cerebelos. En el caso del canino, estos detalles se reportan en
Verdes et al. (2020), mientras que en el caso del equino se
muestran en las figuras 1 y 2. En ambos casos los cerebelos
estaban reducidos de tamafio y, en el caso del equino, como se
muestra en la figura 1, no llega a llenar la fosa caudal.

Figura 1. Abiotrofia cortical cerebelosa, equino, arabe, 40
dias. El cerebelo no llega a llenar la fosa caudal. Notese
la demarcacion de los espacios interfoliares que aparecen
como surcos mas profundos por la retraccion de las folias

cerebelosas.
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Figura 2. Abiotrofia cortical cerebelosa, equino, arabe,
40 dias. Detalle del corte sagital del cerebelo que

muestra su retraccion.

Las muestras del cerebelo de cada animal fueron fijadas
en solucion de formol al 10 %, procesadas rutinariamente,
seccionadas a 5 um, coloreadas con hematoxilina y eosina (HE)
y montadas para realizar el examen histologico en microscopio
optico en el Laboratorio de Diagnoéstico Patoldgico de la Unidad
Académica de Patologia de la Facultad de Veterinaria, Udelar.
En ambos casos se evaluaron caracteristicas histologicas tales
como el espesor/adelgazamiento y reaccion astroglial en la capa
molecular, la cantidad de neuronas de Purkinje viables y en
degeneracion en la capa de Purkinje, y el espesor/adelgazamiento
y celularidad de la capa granulosa. Estos cambios histologicos
fueron graduados en tres grados de severidad creciente, en los
que + indicaba lesiones leves, ++ lesiones moderadas y +++

lesiones severas.

Otras caracteristicas histologicas evaluadas, pero no graduadas,
incluyeron el espesor de las folias y los surcos cerebelosos, la
ocurrencia de vacuolizacion en los lugares que se correspondian
con la desaparicion de células de Purkinje, la presencia de
nucleos neuronales picndticos en la capa granulosa y la presencia
de células de Purkinje ectdpicas en las otras capas de la corteza

cerebelosa (granulosa y molecular).

Resultados

El resumen de los cambios histologicos y sus grados de severidad
se muestran en la tabla 1. Todos los cambios histoldgicos
incluidos en la graduacion de severidad se presentaron
distribuidos difusamente en las diferentes regiones cerebelosas
de ambos animales. Los grados de lesiones fueron similares en
ambas especies y varian de moderado a severo en el canino y
de leve a severo en el equino. Las lesiones graduadas en la capa
de Purkinje presentaron el mismo grado de severidad en ambas
especies, asi como el adelgazamiento de las capas molecular y
granulosa. Se encontraron diferencias de 1 grado de severidad
en la reaccion astroglial en la capa molecular, esta fue moderada
en el canino y leve en el equino, y en la disminucion de células
de la granulosa, severa en el canino y moderada en el equino
(tabla 1).

Se observo ademas adelgazamiento de las folias cerebelosas
acompafiado de expansion de los surcos tanto en el canino como

en el equino (figura 3).

Figura 3. Abiotrofia cortical cerebelosa.
Adelgazamiento de la folia cerebelosa y expansion
de los surcos. Arriba: canino, abajo: equino. S =

surco. HE. x40 (escala equivale a 750 pm).

Tabla 1. Resumen de los cambios histologicos en las 3 regiones cerebelosas estudiadas en un canino y un equino con

abiotrofia cerebelosa.

Capa molecular Capa de Purkinje Capa granulosa
T Células de T
. _ Reaccion Disminucion Purkinje re- . Disminucion
Animal Adelgazamiento . de células de Adelgazamiento de células
astroglial L manentes en
Purkinje i granulosas
degeneracion
Canino ++ ++ +++ ++ ++ +++
Equino ++ + +++ ++ ++ ++

+: leve, ++: moderado, +++: severo
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Histologicamente, se observaron cambios caracteristicos en las
3 capas de la corteza cerebelosa en ambos animales. En la capa
de células de Purkinje, hubo una disminucion del nimero de
estas neuronas, y las que aun permanecian presentaban cambios
caracteristicos de degeneracion (sobre todo, cromatolisis y
necroapoptosis de sus pericarios) en ambos animales (figura 4).

Figura 4. Abiotrofia cortical cerebelosa. Disminucion

de células granulosas, pérdida de células de Purkinje

y adelgazamiento de la capa molecular con reaccion

astroglial. Arriba: canino, abajo: equino. M = capa

molecular, P = capa de Purkinje, G = capa granulosa,

SB = sustancia blanca. HE. x400 (escala equivale a
75 pm).

No hubo diferencias en el grado de afectacion de este cambio
(disminucién de células de Purkinje) entre ambas especies
estudiadas, siendo este un cambio severo. También se detectod
vacuolizacion en los lugares que se correspondian con la
desaparicion de células de Purkinje, se observo la lesion
conocida como “cesta vacia”, generada por la desaparicion
de las neuronas de Purkinje, permanecieron solamente las
conexiones que recibe de las células en cesta, acompafiadas de
agregacion de células gliales. En la capa granulosa, se detectd
una disminucion de sus elementos celulares en ambos animales,
con la presencia de nucleos neuronales picnéticos para el caso
del equino; mientras que, para el canino, fue notoria una mayor
severidad de esta alteracion, en algunas areas desaparecid por
completo la capa granulosa. En la corteza cerebelosa, también
fue clara la presencia de numerosas células de Purkinje ectopicas
en ambos animales estudiados, principalmente en la capa
granulosa, este cambio fue caracteristico en el equino. La capa

molecular estaba adelgazada y se observaba gran nimero de
astrocitos hipertroficos en ambos animales (reaccion astroglial).
No hubo diferencia entre ambas especies animales para este

cambio caracteristico de esta degeneracion cortical cerebelosa.

Discusion

Los principales cambios histologicos en ambos animales fueron
la disminucion de células de Purkinje, 1a marcada reduccion del
numero de células en la capa granulosa y el adelgazamiento de
la capa molecular, junto con la presencia de astrocitos reactivos.
Los hallazgos macroscopicos en el cerebelo de ambos animales
en este estudio fueron descritos antes (Gagliardi et al., 2018;
Verdes et al., 2020), remarcandose que ambos casos presentaban
una moderada reduccioén del tamafio del cerebelo apreciable
macroscopicamente, como es tipico en casos de AC. Para ambos,
es claro el diagndstico de AC segun la definicion de este trastorno
(Cantile y Youssef, 2016). Los cambios histologicos observados
en la perra american staffordshire terrier de este estudio fueron
similares a los reportados previamente para la misma raza, asi
como para otras razas caninas (Chieffo et al., 1994; Flegel et al.,
2007; Forman et al., 2012; Henke et al., 2008; Jokinen et al.,
2007; Kyostila et al., 2012; Olby et al., 2004; Sandy et al., 2002;
Thomas y Robertson, 1989; Urkasemsin et al., 2010, 2017).
Asimismo, los cambios observados en el equino también fueron
similares a los reportes anteriores en caballos arabes (Blanco
et al., 2006; Bugno-Poniewierska et al., 2019; Cavalleri et al.,
2013; Sadaba et al., 2016; Scott et al., 2017, 2018). Aunque la
relacion entre la pérdida de células de Purkinje y la disminucion
de los elementos celulares en la capa granulosa se ha discutido a
partir de las potenciales diferencias existentes entre las razas de
una misma especie, asi como por el tiempo transcurrido desde
el inicio de los signos neuroldgicos, este detalle de las lesiones
reportadas aun no se ha dilucidado de forma definitiva (Fenn et
al., 2016; Huska et al., 2013; Olby et al., 2004; Shearman et al.,
2011). Sato et al. (2012, 2013, 2015) sugieren que la patogénesis
de esta enfermedad es el resultado de una sinaptogénesis
fallida entre la capa granulosa y las células de Purkinje, segiin
estudios en los que se usaron conejos como modelo animal
de este trastorno, basandose en el mayor nimero de células
granulosas apoptdticas observadas en las etapas tempranas de
esta neurodegeneracion. En nuestro caso, se detectaron cambios
picnéticos nucleares en las neuronas de la capa granulosa,
sin embargo, no fue posible aclarar si este cambio estaba
relacionado con el inicio de la degeneracion cortical cerebelosa,
ya que los cambios en la capa granulosa y en la de las células de
Purkinje fueron avanzados en su progresion patologica. Por otro
lado, la disminucion de las células granulosas fue mas marcada
en el canino que en el equino, se postula que este cambio estuvo
vinculado al mayor tiempo de evolucién clinica.

En el caso del canino examinado en este estudio, el animal tenia
6 aflos, se le realizo el examen post mortem 6 meses después del
inicio de los primeros signos neuroldgicos. Para los american

staffordshire terriers, se han reportado casos de AC en los
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que la aparicion de los signos clinicos varia entre 3 y 13 afios
y, en todos los casos, los signos son lentamente progresivos
(Hanzlicek et al., 2003; Henke et al., 2008; Olby et al., 2004). La
edad de inicio y el curso clinico en nuestro caso fue consistente
con estos reportes. Por otro lado, se menciona que los signos de
este trastorno en los caballos arabes generalmente se reconocen
desde el nacimiento hasta los 6 meses de edad (Scott et al.,
2017). El tiempo de inicio en el equino estudiado coincide con
lo reportado, ya que los signos neurolégicos se iniciaron a los 40
dias (Gagliardi et al., 2018). Como causa de esta enfermedad, se
han estudiado anomalias genéticas en cada una de las especies
afectadas, incluyendo caninos y equinos (Agler et al., 2014;
Aleman et al., 2018; Brault et al., 2011; Bugno-Poniewierska
et al., 2019; Fenn et al., 2016; Gagliardi et al., 2018; Shearman
et al., 2011), examinandose la participacion de diferentes genes
para cada especie. Es interesante que los cambios histologicos
basicos fueron similares entre ambas especies estudiadas,
independientemente de las diferencias entre el momento de
inicio y la progresion posterior, asi como entre las potenciales
alteraciones genéticas causantes de la AC. El bajo numero de
casos analizados en este trabajo representa la principal limitante
de este estudio. Se necesita mas investigacion para aclarar los
mecanismos de este trastorno utilizando estos y otros modelos

animales.

Conclusiones

Realizamos el estudio comparativo de la AC entre un canino y un
equino. La perra desarroll6 sintomas neurologicos a los 6 afios,
estos progresaron con lentitud y fue sacrificada 6 meses después.
Por otro lado, el potrillo desarrolld sintomas a los 40 dias de edad,
progresaron con rapidez y fue sacrificado una semana después
del inicio de los signos neurolégicos. Los cambios histologicos
en ambos animales consistieron en disminucion en el nimero
de células en la capa granulosa, pérdida de células de Purkinje
y adelgazamiento de la capa molecular con astrogliosis. Aunque
el grado de severidad de los cambios fue ligeramente diferente
entre ambos animales para algunas de las lesiones observadas,
los tipos de lesiones fueron similares y difusamente distribuidos
en las 3 regiones cerebelosas estudiadas.
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