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Resumen

En este trabajo se describen las caracteristicas poblacionales, clinicas, patoldgicas,
inmunohistoquimicas y ultraestructurales de neoplasias esponténeas con alta incidencia
en una coleccion cautiva del género Bothrops que eran parte del bioterio de ofidios
ponzofiosos de la Udelar.

Diecinueve ejemplares de dos especies de la coleccion cautiva, Bothrops
alternatus (nombre comun: “Crucera”) y B. pubescens (nombre comun: “Yara”)
desarrollaron 43 neoplasias, de las cuales 37/43 - 86%, resultaron malignas y
mayoritariamente de origen mesenquimal y 6/43 - 14%, benignas. De las 48 muestras
estudiadas con los distintos paneles de inmunohistoquimica (IHQ) usados se llegé a un
diagndstico definitivo de 16 tipos diferentes de neoplasias. Se estudiaron 55 muestras de
organos de 11 individuos encontrandose metastasis en 7 de ellas.

En una de las neoplasias estudiadas se encontraron en sus células particulas virales
con caracteristicas compatibles con retrovirus y 8 de los 19 ejemplares afectados
presentaban un grado de parentesco directo entre ellos.

Se identifican por primera vez en ofidios, el osteosarcoma del tipo telangiectéasico, el
hemangiopericitoma (PWT), el mielolipoma de localizacion hepatica, una alta frecuencia
de hemangiomas y hemangiosarcomas, y el primer caso de mixosarcoma en Vvipéridos.

Mediante el estudio por IHQ los anticuerpos CD57, A4, Ibal y las citoqueratinas
A1/A3 resultaron utiles para el diagnostico de PNST, leiomiosarcomas, granulomas y
carcinomas respectivamente.

El desarrollo de tumores es un factor importante de morbilidad y mortalidad para
reptiles mantenidos en cautiverio. Se necesitan méas estudios para explicar mejor como
afectan los factores bidticos y abioticos en la alta frecuencia de neoplasia en esta

coleccion.



Summary

This study describes the population, clinical, pathological, immunohistochemical
and ultrastructural characteristics of spontaneous neoplasms with high incidence in a
captive collection of the genus Bothrops that were part of the Udelar poisonous ophidian
vivarium.,

Nineteen specimens of two species from the captive collection, Bothrops
alternatus (common name: “Crucera”) and B. pubescens (common name: “Yara”)
developed 43 neoplasms, of which 37/43 - 86% were malignant and mostly of
mesenchymal origin, and 6/43 - 14%, were benign. Of the 48 samples studied with the
different immunohistochemistry (IHC) panels used, a definitive diagnosis of 16 different
types of neoplasms were reached. 55 organ samples from 11 individuals were studied,
and metastases were found in 7 of them.

In one of the neoplasms studied, viral particles with characteristics compatible
with retroviruses were found in its cells, and 8 of the 19 affected specimens had a degree
of direct parental relationship between them.

Telangiectatic type osteosarcoma, hemangiopericytoma (PWT), hepatic
myelolipoma, a high frequency of hemangiomas and hemangiosarcomas, and the first
case of myxosarcoma in viperids were identified for the first time in ophidians.

Through the IHC study, the antibodies CD57, 1A4, Ibal and cytokeratins A1/A3
were useful for the diagnosis of PNST, leiomyosarcomas, granulomas and carcinomas,
respectively.

The development of tumors is an important factor of morbidity and mortality for
reptiles kept in captivity. More studies are needed to better explain how biotic and abiotic

factors affect the high prevalence of neoplasia in this collection.



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes del Bioterio de Ofidios Ponzofiosos (Serpentario) del
Instituto de Higiene de la Udelar e importancia de este tipo de

instituciones en investigacion basica y aplicada

En las Gltimas cuatro décadas, la tenencia y manejo de anfibios y reptiles en
cautiverio, disciplina conocida como Herpetocultura, se ha popularizado en Norte
Ameérica, Europa y mas recientemente en algunos paises de Asia y Latinoamérica.
Numerosas instituciones, centros e incluso, entes productores privados mantienen y
reproducen cientos de especies de herpetofauna, segun las disposiciones legales de cada
pais o region (Ross & Marzec, 1990).

El bioterio de ofidios ponzofiosos (Serpentario) en Uruguay, se cred por un
convenio entre 2 instituciones, la Facultad de Medicina y la Facultad de Ciencias de la
Universidad de la Republica (Udelar). EI mismo comenz6 a funcionar en el afio 1992 y
estaba a cargo de un grupo de trabajo conformado por bidlogos y estudiantes de la
Facultad de Ciencias (Udelar), su principal finalidad desde el inicio, fue el mantenimiento
de una coleccién de especies ponzofiosas y obtencion de ponzofia para la posterior
fabricacion de suero antiofidico de origen nacional (http://www.serpentario.edu.uy). Los

sueros antiofidicos son veneno-especificos, lo que significa que son adecuados para
neutralizar solamente el veneno para el que fueron desarrollados. Sumado a esto, se han
reportado variaciones intra-especificas en el veneno, por lo que es de enorme importancia
que el suero antiofidico sea desarrollado a partir de venenos procedentes de ofidios de la
region donde seran usados (Chippaux & Goyffon, 1997; Morais, 2006). En el afio 2006
se integra al grupo de trabajo un veterinario (el autor de la presente tesis) para la
supervision del status sanitario de la coleccion.

En la actualidad, los estudios de caracterizacion, molecular y toxicolédgica de los
venenos de serpientes son necesarios para el mejor entendimiento de los procesos
bioquimicos y fisiopatolégicos que se desencadenan en los pacientes (humanos y
animales) posteriormente a la mordedura y descarga de veneno, ademas de ser la base
para ayudar a evaluar el potencial neutralizante de los sueros antiofidicos utilizados para

tratar este tipo de envenenamiento (de Roodt et al., 2005).
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1.1.1. Caracteristicas de la coleccion de ofidios ponzofiosos de la Udelar

La coleccion esta compuesta por animales que provienen de colectas hechas en la
naturaleza en los primeros afios de funcionamiento del serpentario, de donaciones de
particulares, y de nacimientos de madres que estaban prefiadas al momento de su captura,
ya que en estas instalaciones no se realiza la reproduccion de los animales que integran
la coleccion.

En el bioterio (serpentario) se mantienen las cuatro especies potencialmente
peligrosas de nuestro pais y cuya mordedura puede ser mortal para el hombre y los
animales y ellas son:

Micrurus altirostris (nombre vulgar: coral) (Anexo I, figura 1).

Crotalus durissus terrificus (nombre vulgar: cascabel) (Anexo I, figura 2).
Bothrops alternatus (nombre vulgar: crucera) (Anexo I, figura 3).
Bothrops pubescens (nombre vulgar: yara) (Anexo I, figura 4).

Ademaés de estas especies se alojan otras para estudios de comportamiento,
alimentacion, reproductivos y componentes de su ponzofia en aquellas que la poseen.
Ellas son: Boiruna maculata, Ligophis anomalus, Phalotris lemniscatus, Philodryas
olfersii, Philodryas patagoniensis, Philodryas aestiva, Paraphimophis rusticus

(http://www.serpentario.edu.uy).

1.1.2. Instalaciones y Manejo

Para el manejo de los animales se dispone de tres salas, una sala sucia donde se
realiza la limpieza de las cajas y bebederos y en donde se mantienen varias especies para
estudios comportamentales y de su biologia, una sala de cuarentena para animales nuevos
que ingresan a la coleccion, aqui se desparasitan y luego de un tiempo pasan a la sala
limpia. La sala limpia es donde se mantienen exclusivamente y en condiciones de bioterio
los animales a los cuales se les extrae ponzofia (http://www.serpentario.edu.uy).

La edad de los animales varia desde individuos de meses hasta animales de més
de veinte afios. Los animales son mantenidos en cajas de plastico con tapa de cierre
hermético en forma individual con un registro alfanumérico (ver anexo Il Fig. 2). Son
alimentados cada quince dias con ratones provenientes del bioterio de roedores

convencionales del propio Instituto de Higiene (Udelar), el agua de bebida es previamente
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filtrada, esterilizada en autoclave y suministrada en platos plasticos
(http://www.serpentario.edu.uy).

Desde el afio 2006, se mantiene un registro individual con una ficha clinica para
cada animal, donde se lleva control de eventos medicos o quirurgicos, asi como del
diagnostico, medicacion y tratamiento de enfermedades y su evolucion en el tiempo. Por
otro lado, se establecié un protocolo de necropsia y elaboracion de informe de Anatomia
Patolégica de cada espécimen encontrado muerto o sometido a eutanasia por el
veterinario a cargo (anexo Il Fig. 1).

En aquellos animales que presentan sintomas de enfermedad, se estudia el caso
clinico, se le realizan estudios paraclinicos (tales como punciones, estudios radioldgicos
y ecograficos, entre otros) y en caso de identificar tumoraciones, se procede a la exéresis
quirdrgica. EI material extraido es fijado y mantenido en formol tamponado al 10% hasta
su procesamiento histoldgico, y un trozo se mantiene a -86°C, para su posterior analisis
bacterioldgico y/o viroldgico, en aquellos casos que los estudios histopatoldgicos
sugieran la presencia de un microorganismo causante de la enfermedad. Los cuerpos de
los animales muertos son ingresados a la coleccion del museo de la Facultad de Ciencias

de la Udelar, con su respectivo nimero de catalogo.

1.1.3. Accidentes Ofidicos en Uruguay

En nuestro pais el Departamento de Toxicologia de la Facultad de Medicina de la
Udelar, a través de su Centro de Informacion y Asesoramiento Toxicologico (CIAT)
registra los casos clinicos producidos en el ser humano por accidentes ofidicos, los casos
de accidente ofidico son de denuncia obligatoria por parte de los centros de salud. La
notificacién de casos de ofidismo en humanos en Uruguay es de 100 a 120 casos anuales,
de los cuales mads de la mitad son causados por el género Bothrops
(http://www.serpentario.edu.uy).

La incidencia de las 2 especies de Bothrops es de aproximadamente de 70 casos
al afo, con predominio de B. alternatus (Chippaux, 1997; Juanena et al., 2018; MSP
Uruguay, 2018). Desde que, en el afio 1986 en Uruguay, se definio al accidente ofidico
de notificacion obligatoria, no se han generado casos de ofidismo provocados por
Crotalus durissus terrificus (Cascabel) y se registré un solo caso por Micrurus altirostris
en 2017 (Juanena et al., 2018).
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La mayor incidencia de mordeduras se observa en los meses calidos coincidiendo
con el periodo de mayor actividad biolégica y metabdlica de los ofidios. La mordedura
de Bothrops determina en los pacientes humanos y animales, lesiones tisulares severas
que dejan secuelas invalidantes permanentes por amputaciones de miembros necrosados
y alteraciones funcionales como consecuencia de las fibrosis tendinosas y musculares

debido a la accidn histolitica del veneno (Silva, 1989).

1.1.4. Género Bothrops

El género Bothrops es un genero de serpientes venenosas de la familia Viperidae
que agrupa 48 especies que se distribuyen desde México a la mayor parte de América del
Sur incluyendo Brasil, Argentina y Uruguay (Uetz et al., 2023). Los miembros de este
género son responsables de mas victimas mortales que cualquier otro grupo de serpientes
venenosas, sin tratamiento médico la tasa de mortalidad se estima en un 7%. En Uruguay
viven 2 especies de este género: B. alternatus y B. pubescens, y son las responsables del
mayor porcentaje de accidentes ofidicos (Juanena et al., 2018).

Bothrops alternatus (Duméril, Bibron y Duméril 1854)

Conocida con el nombre comin de “Vibora de la cruz” o “Crucera”, es una
serpiente que mide entre 25 cm y 140 cm, habita en pajonales, pastizales, zonas de
bafiados, plantaciones (eucalipto, pinos, cafia de azlcar y arroz), orillas de cursos de agua
en sierras y quebradas, se alimenta de aves, roedores, saurios, ofidios, pudiendo incluso
desarrollar canibalismo. Posee la particularidad de ser vivipara, pariendo de 3 a 25
viboreznos en los meses de marzo a mayo (Carreira & Maneyro, 2013).

Bothrops pubescens (Cope, 1869)

Conocida con el nombre comun de “Yarara”, es una serpiente que mide entre 22
y 90 cm, habita en sierras, cursos de agua, senderos en el monte, praderas rocosas y
médanos, se alimenta de ranas, lagartijas, lagartos juveniles, perdices y ratones, es
vivipara y puede parir de 2 a 18 crias en los meses de marzo y abril (Carreira &
Maneyro, 2013).
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1.2.  Neoplasias en Serpientes

Los reptiles son una clase diversa de animales para los cuales existen
caracteristicas anatomicas y fisioldgicas Unicas, asi como procesos fisiologicos y
fisiopatoldgicos complejos (Ossiboff, 2018). Sin embargo, son sensibles a las
enfermedades y trastornos que son comunes en otras clases del reino animal, incluyéndose
dentro de esta diversidad de patologias a las neoplasias (Christman et al., 2017). El
desarrollo de tumores es un factor importante de morbilidad y mortalidad para reptiles
criados y mantenidos en cautiverio (Ossiboff, 2018). Existen reportes que confirman el
desarrollo de procesos neoplasicos, incluso con cierta incidencia, en antepasados reptiles
antiguos, incluyendo varias especies extintas de dinosaurios (Rotschild et al., 2003).

Aunque la mayoria de los tumores en reptiles son de origen espontaneo, algunos
tienen una causa conocida, como podria ser el caso de los carcinomas de células
escamosas orales secundarios a una estomatitis cronica, tal como ocurre en los mamiferos
y las aves (Ossiboff, 2018). Se han identificado varios virus por su potencial
carcinogénico en asociacion con tumores. Se encontraron inclusiones intranucleares
eosinofilicas similares a virus en el citoplasma de linfocitos neoplasicos de una serpiente
rey de California (Lampropeltis getulus californiae) (Jacobson et al., 1980), particulas de
virus tipo C dentro de los tejidos tumorales de una serpiente del maiz (Pantherophis
guttatus) con un condrosarcoma, lo que sugiere una causa viral, también se sospecha que
los arenavirus tengan potencial oncogénico en reptiles (Steinglen et al., 2012). Entre otros
carcindgenos capaces de inducir tumores en reptiles se incluye a la irradiacion con luz
ultravioleta (Watson & Mitchell, 2014). Recientemente se ha sospechado de la existencia
de predisposicion genética en reptiles genéticamente relacionados, como fue el reporte de
adenocarcinomas renales en 3 serpientes de coral del Cabo (Keck et al., 2011).

Aunqgue se han sugerido contaminantes ambientales como posibles carcindgenos,
no existen estudios que examinen la relacion entre los contaminantes ambientales y los
tumores en los escamosos (Novillo et al., 2006). Dentro de la Clase Reptilia, las serpientes
son las que presentan el mayor nimero de reportes (Garner et al., 2004; Hernandez-Divers
& Garner, 2003; Ramsay et al., 2006; Dietz et al., 2015; Ossiboff, 2018). Los estudios
retrospectivos realizados en serpientes, muestran una frecuencia de tumores que van
desde 2,9% (Catdo-Dias & Nichols, 1999), pasando por 12,5% (Garner et al., 2004), hasta
llegar a 15% (Sykes & Trupkiewicz, 2006), y una mayor frecuencia de neoplasias en
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colubridos (Colubridae), con frecuencia decreciente en viperidos (Viperidae) y boidos
(Boidae), respectivamente (Hernandez-Divers & Garner, 2003).

La histologia de las neoplasias en serpientes es similar a las neoplasias que afectan
a mamiferos y aves, pudiendo ser de origen epitelial, mesenquimal o linfoide, siendo
mesenquimal el tipo méas frecuente en serpientes (Kusewitt et al., 1997; Catdo-Dias &
Nichols, 1999; Page et al., 2017; Ossiboff, 2018), aunque existe un reporte donde las
neoplasias mas frecuentes son las de tipo epitelial (Ramsay & Fowler, 1996), e incluso,
hay otro reporte donde la mayoria de los casos son de tipo linfoide o hematopoyético
(Catdo-Dias et al., 1999; Cristman et al., 2017; Ossiboff, 2018).

Si bien ciertas neoplasias se encuentran con mayor incidencia que otras, se ha
informado de una gran diversidad de tumores en ofidios afectando todos los sistemas
(Ossiboff, 2018), reportandose en: tracto digestivo (Martin et al., 1994; Latimer & Rich,
1998; Baron et al., 2014), reproductor (Petterino et al., 2006; Pereira & Viner 2008),
respiratorio (Diethelm & Ridgley, 1996), hematopoyético y linfoide (Jacobson et al.,
1981; Schumacher et al., 1998; Schilliger & Frye, 2009), asi como en corazon (Gumber
et al., 2010; Shoemaker et al., 2016),en ojos (Hardon et al 1994), en boca (Comolli et al.,
2015), en sistema nervioso (Ramis et al., 1988; Keller et al., 2016; Craig et al,. 2005), en
rifion (Gravendyck et al. 1997; Garner et al., 2004; Stern et al., 2010), en glandulas
enddcrinas (Effron et al., 1977; Dadone et al., 2009), en higado (Catdo-Dias et al., 1999),
en sistema tegumentario (Kusewit et al., 1997; Gull et al., 2012; Heckers et al., 2012;
Dietz et al., 2016) y en sistema musculo-esquelético (Honour et al 1993; Cowen et al.,
2011; Dietz et al., 2015).

Las neoplasias en reptiles aparecen en varios reportes, presentadas tanto como
casos individuales, asi como en estudios de colecciones zooldgicas de multiples especies,
pero existe un solo reporte previo incluyendo estudios sistematicos y retrospectivos de la
casuistica de las principales neoplasias que afecten una coleccion de un solo género, y en
este estudio, se describe la casuistica de tumores en saurios (Gyimesi et al., 2005).

1.2.1 Diagnostico de neoplasias en serpientes
El diagndstico de una neoplasia en un reptil sigue siendo un reto para los clinicos,
ya que falta investigacion primaria en los tipos de tumores especificos. La mayoria de los
informes mas recientes describen un tipo de tumor especifico que ocurre en una especie

especifica de reptil, existiendo poca informacion sobre la incidencia de cada tipo tumoral
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tomando de referencia una sola especie o estudios que agrupen el comportamiento de un
solo tipo de tumor en mdltiples especies (Christman et al., 2017). En cuanto a la
presentacion clinica, los signos mas frecuentes observados en serpientes con neoplasias
suelen ser inespecificos, entre otros, letargo, disfagia, anorexia y emaciacion (Ramis et
al., 1998; Sykes & Trupkiewicz, 2006; Garner et al., 2004), las deformaciones con
aumento de volumen del cuerpo, suelen ser indicativas de la aparicion y desarrollo
avanzado de masas neoplasicas, siendo esta simple constatacion clinica insuficiente,
debiéndose (tal como ocurre en otras especies de vertebrados) realizar el diagnostico
diferencial con otros procesos que ocasionan el aumento de volumen, tales como:
inflamacion, hematomas y abscesos. En general, las manifestaciones clinicas estan
asociadas con los sistemas afectados.

Macroscopicamente la inflamacion crénica y caseosa como los granulomas
pueden simular el desarrollo de tumores en reptiles, los organismos responsables incluyen
bacterias Gram +, Gram - y anaerobias que incluyen especies como Aeromonas,
Actinobacillus, Bacteroides, Citrobacter, Clostridium, Edwardsiella, Enterobacter,
Escherichia, Gemella, Klebsiella, Leptospira, Mycobacterium, Neisseria, Pasteurella,
Peptostreptococcus, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Staphylococcus y
Streptococcus, asi como también algunas especies de hongos (Shotts, 1984; Frye, 1991b).
De esta manera se vuelve esencial la recoleccion y envio de muestras de los tejidos
lesionados para examen bacterioldgico e histopatoldgico, porque esta herramienta facilita
el abordaje a un diagnostico definitivo y gracias a este, al correcto tratamiento (Divers &
Scott, 2019).

Otro diferencial que debe incluirse en el caso de los reptiles, en el caso de B.
pubescens, y debido a que en su dieta se incluyen anfibios y saurios, es la potencial
presencia de parasitos metazoarios del género Spirometra spp., los que suelen producir
nddulos subcutaneos por acimulos parasitarios debajo de la piel, que pueden simular
tumores (fue observado en la necropsia de varios individuos en este trabajo (Fig.1) por su
aspecto exterior cuando se realiza una inspeccion del exterior del animal afectado por esta

parasitosis y que esta descrito para otras especies (Oda et al., 2016).
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Fig. 1. Bothrops pubescens (Yara) N137. Localizacion subcutanea e intra-celomica de plerocercoides

de Spirometra spp.

El uso de andlisis paraclinicos tales como la radiologia o la ultrasonografia
(Schumacher & Toal, 2001), la tomografia axial computarizada o la resonancia magnética
nuclear (Keller et al., 2016) proporcionan en la actualidad mayor informacién y facilitan
la interpretacion para el correcto diagnostico clinico.

También, el hemograma completo y la bioguimica plasmética pueden usarse para
determinar la salud relativa del paciente y para identificar manifestaciones sistémicas de
la enfermedad (Stacy et al., 2011), los sindromes para-neoplasicos pueden manifestarse a
través de un leucograma inflamatorio y algunos tumores hematopoyéticos como linfoma
y leucemia se asocian con linfocitosis grave (Romagnano et al., 1996).

Finalmente, en aquellos casos que el uso de las técnicas anteriormente
mencionadas no resultan concluyentes para llegar al diagnostico definitivo, como ocurre
en neoplasmas causados por células similares en su aspecto histologico, que pueden llevar
a confusion del origen tumoral al momento del diagndstico histopatoldgico convencional,
cuando usamos la tincion de hematoxilina y eosina (HE), el uso complementario de
técnicas de histoquimica e inmunohistoquimica podria ayudar a orientar mas
precisamente el diagnostico final por identificacion de la estirpe celular original que viene
proliferando en la masa tumoral, ayudando al pat6logo a cerrar el caso, y definir un
prondstico y tratamiento junto al clinico actuante (Haines & Clark, 1991). Sin embargo,
pocos marcadores inmunohistoquimicos o tisulares de neoplasias que se aplican
comunmente a los animales de compafiia estan validados o facilmente disponibles para

los veterinarios de animales exéticos (Bezjian et al., 2013).
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1.2.2 Tratamiento de neoplasias en reptiles

Hasta el momento, persiste una falta de investigacion prospectiva sobre las
modalidades de tratamiento para las diferentes especies de reptiles, y aunque estos
difieren considerablemente en su anatomia y fisiologia con otros taxones, la mayoria de
los tratamientos contra el c&ncer son una adaptacion de la investigacion clinica y de
ciencias bésicas y préacticas de oncologia clinica en mamiferos de compafiia (Christmas
et al., 2017). Como tratamiento de las neoplasias se han intentado diferentes terapias
siendo la cirugia, la primera eleccién y la que brinda mejores resultados y es a menudo
curativo en casos con tumores facilmente accesibles y resecables (Christmas et al., 2017).
Modalidades de tratamiento secundario y tratamiento de neoplasias metastésicas o
sistémicas que se han utilizado en reptiles, incluyen el uso de la quimioterapia (local y
sistemica) (Willette et al., 2001), la radiacion localizada, la electroguimioterapia, la
terapia con laser, la crioterapia y la terapia fotodindmica (Leach et al., 1991; Langan et
al., 2001). En la mayoria de casos tratados con quimioterapia y/o radioterapia, no se han
obtenido buenos resultados (Folland et al., 2011; Steeil et al., 2013).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la coleccion de serpientes ponzofiosas del bioterio de la Udelar antes
mencionado, el mayor problema sanitario observado fue la aparicion de tumores (periodo
2007 al 2018). Si bien se presentaron esporadicamente algunos casos de micosis 0
abscesos, estos fueron problemas de poca relevancia poblacional.

Los tumores observados fueron de aparicion espontanea y detectados en la
revision semanal que se les practicaba a todos los individuos. En varios casos el
crecimiento fue muy rapido, en semanas y en otros casos se desarrollaron varios al mismo
tiempo. El tratamiento que se instaur6 fue quirargico y el material extraido guardado en
formol para posteriores estudios.

Ante la sucesiva aparicion de tumores se decidio consultar con otras colecciones
como el instituto Malbran, en Argentina, que poseia una coleccidon importante de
serpientes muy similar a la de este caso. El encargado de dicha coleccion era en ese
momento el Dr. Adolfo Rafael De Roodt, quien estuvo a cargo del area Serpentario del
Instituto Nacional de Produccion de Bioldgicos A.N.L.1.S desde el afio 1997 hasta el afio
2010, y nos confirmo que en esa coleccion solo observé un caso en todos esos afios y fue
en el género Crotalus.

También se consultd al Dr. Anibal Melgarejo, encargado del serpentario en el
Instituto Vital, Brasil, que también posee una coleccion muy importante, y quien también
confirmd que la aparicién de tumores no constituye un problema sanitario en serpientes
en dicho instituto.

Siendo entonces que el caso del bioterio de serpientes de la Udelar presentaba una
particularmente alta incidencia de tumores en el género Bothrops, se decide prestar
particular atencién al problema, es por ello, que se decide comenzar a estudiar qué tipo
de tumores son los que afectaban a esta poblacion, cual es su origen celular, y los posibles

factores tanto bidticos como abidticos a los que pudieran estar expuestos estos ejemplares.
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3.
1

2)

3)

HIPOTESIS

La clasificacion histologica de los tumores en serpientes basada solamente en la
técnica de HE seria limitada, debido a la complejidad tisular de los mismos. La
utilizacion de técnicas de tincion complementarias y la inmunohistoquimica
especifica para cada tipo tumoral, permitiria llegar a un diagnostico definitivo de las

estirpes celulares que originaron estos tumores.

En aquellos individuos que han desarrollado mas de un tumor de tipo neoplasico, la

estirpe celular original seria la misma en todos ellos.
Dada la alta incidencia de tumores en esta coleccion, podria existir una causa

infecciosa (probablemente viral) o/y hereditaria por haberse visto afectados varios

individuos emparentados.
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4. OBJETIVOS

4.1 - OBJETIVO GENERAL

Tipificar y comparar por histopatologia e inmunohistoquimica (IHQ) los diferentes
tumores extraidos de tejidos blandos de especimenes de Bothrops pubescens y Bothrops
alternatus pertenecientes al bioterio de ofidios ponzofiosos.

4.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Validar las diferentes técnicas de IHQ en nuestras condiciones experimentales,
usando las recomendaciones del fabricante para detectar inmunomarcacion en

tejidos de mamiferos y adaptarlas a los tejidos de reptiles sanos.

o Estudiar mediante las técnicas de inmunohistoquimica validadas, aquellos tumores

previamente extraidos de las 2 especies mencionadas previamente.

o En aquellos casos de tumores que por el tipo de presentacion generen sospecha de
origen viral (por ejemplo: retrovirus), complementar los estudios
inmunohistoquimicos con la Microscopia Electronica de Transmisién, para
identificar cambios ultra-estructurales, y en caso de ser posible, particulas virales
y/o cuerpos de inclusién, que confirmen la presencia de virus en los tejidos

afectados.

o Comparar los resultados obtenidos entre las muestras de tumores procedentes de
las especies de vipéridos estudiados, y realizar un estudio epidemioldgico de la
poblacion estudiada, intentando la busqueda de asociacion estadistica entre los
tipos tumorales diagnosticados y el grado de consanguinidad en los animales

afectados que estén emparentados.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Obtencion de muestras

El estudio se realizo sobre 48 muestras de posibles neoplasias y 55 muestras de
diferentes Organos guardados en el servicio veterinario del bioterio del Instituto de
Higiene (Udelar). Estas fueron extraidas de 19 individuos pertenecientes al género
Bothrops entre 2007 y 2018. En el caso de las tumoraciones 8 de los individuos estudiados
presentaron una Unica neoplasia, mientras que el resto se estudiaron multiples masas
tumorales (de 2 a 9 tumores en el mismo animal).

Las muestras se obtuvieron mediante cirugia bajo anestesia general o mediante
necropsia de individuos a los que se practico la eutanasia debido a su mala condicion
general. Los procedimientos médico-quirargicos y necropsias estuvieron a cargo del
autor, siguiendo protocolos de analgesia, anestesia y eutanasia aprobados por la CEUA
de la Facultad de Ciencia s (Udelar).

Para las cirugias se usaron diferentes protocolos de anestesia, principalmente
Ketamina-Xilacina I/M (60 mg/kg y 30 mg/kg, respectivamente), en algunos ejemplares
se usoO Propofol I/C (10 mg/kg), y en otros ejemplares se usd6 Midazolam-Xilazina 1/M,
(2 mg/kg y 2 mg/kg). Las suturas de las heridas quirdrgicas se realizaron con material
sintético absorbible de &cido poliglicdlico N° 0 y/o 1, segln el caso (Vicryl®, Ethicon®).
Previamente a la cirugia (24 horas previas), se administro antibioticos y analgésicos, y se
continud la antibidtico-terapia durante 10 dias, por via I/M, repitiendo cada 48 horas
usualmente enrofloxacina 10 mg/kg o marbofloxacina 5 mg/kg.

Se llevo un registro de cada caso, se tomaron fotografias de las lesiones
macroscépicas, y el material biopsiado en cirugias o muestreado durante necropsias se

conservo hasta su procesamiento en formol (10%).

5.2 Histopatologia

Las muestras fueron procesadas por métodos histoldgicos convencionales,
seccionandolas a 4 um, tifiéndolas con HE u otras técnicas especiales (anexos Il y 1V).
Posteriormente, se realizd su estudio en microscopio de luz transmitida (Olympus BX41,

Japon).
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Las preparaciones fueron examinadas por el autor y ademas por tres patdlogos: un
experto Sénior de la Agencia de Cooperacion Internacional del Gobierno de Japon
(JICA), un patologo del laboratorio del Instituto de Patologia General de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata (Argentina), y un patélogo
del laboratorio de Patologia de Animais Selvagens (LAPCOM), Facultade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Universidade de Sao Paulo (USP), Brasil, con amplia
experiencia en diagndstico en animales silvestres. A los expertos consultantes se les
solicitd un diagnostico presuntivo, o en su defecto, llegar a definir el origen

mesenguimatico o epitelial de los tumores.

5.3 Inmunohistoquimica
Técnica de Inmunohistoquimica y criterios de clasificacion semi-cuantitativa de la
inmunomarcacion

Para la técnica de inmunohistoquimica se us6 el método Complejo Avidina-
Biotina peroxidasa (LSAB), como procedimiento de recuperacion antigénica, se uso el
método de calor humedo a presion en solucion tamponada de citrato de sodio 10 mM, pH
= 6, manteniéndolo en ebullicion por 10 minutos (Bankfalvi et al., 1994), el revelado se
hizo con diaminobenzidina (DAB).

En las muestras procesadas en Uruguay se estudiaron las 48 muestras aplicandoles
los 5 anticuerpos usados en la validacion. Las muestras estudiadas en el Instituto Adolfo
Lutz (IAL Sao Paulo, Brasil) fueron 32, siendo seleccionadas por poseer una mayor
complejidad para llegar a un diagndstico definitivo consensuado entre los patélogos que
revisaron la coleccién de laminas en Uruguay.

Para la evaluacién de la inmunohistoquimica se siguieron los siguientes criterios:
Negativo (-): Menos del 5% de las células a marcar.

Positivo ligero (+): 5 al 25% de las células a marcar.
Positivo moderado (++): 25 al 50% de las células a marcar.

Positivo intenso (+++): mas del 50% de las células a marcar.

5-4 Validacidon de Anticuerpos
La validacion de los anticuerpos primarios se llevo adelante en el Laboratorio de
la Unidad Académica de Patologia, Departamento de Patobiologia, Facultad de

Veterinaria (Udelar) usando un panel de 5 anticuerpos primarios anti-vimentina
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monoclonal (dilucion 1:50; Biocare Medical, Concord, California, EE. UU.), desmina,
monoclonal (dilucién 1:25; Biocare Medical, Concord, California, EE. UU.), Anti-AE1 /
AE3 monoclonal (diluciéon 1:1000; Biocare Medical, Concord, California, EE. UU.),
Factor V111 policlonal (dilucion 1:1000; Biocare Medical, Concord, California, EE. UU.),
S-100 monoclonal (dilucion 1:1000; Biocare Medical, Concord, California, EE. UU.).

Para la validacion de los anticuerpos en nuestras condiciones experimentales, se
usaron las recomendaciones de los respectivos fabricantes para tejidos de mamiferos, se
hizo una revision de los antecedentes de la validez de su aplicacion en tejidos de reptiles,
y siguiendo los criterios de los antecedentes previos en reptiles, se procesaron tejidos de
reptiles sanos pertenecientes al mismo género y especie de los tejidos tumorales de las
especies a estudiar en este trabajo.

Los tejidos controles se obtuvieron de ejemplares pertenecientes a la misma
coleccidn de ofidios de la Udelar (con la misma alimentacion y condiciones de macro-
ambiente), a todos ellos se les realizé un estudio previo y revisién de historia clinica, de
manera de verificar que los animales no padecian ninguna patologia y luego se sometieron
a eutanasia usando una Unica inyeccion en bolo, por via intra-celémica de Euthanyl® 8
mg/kg. Se procedi6 inmediatamente a la necropsia, confirmando macroscépicamente la
ausencia de tumores cavitarios que no se hubieran identificado desde el exterior. Se
tomaron muestras de diferentes tejidos (higado, rifion, musculo esquelético e intestino
delgado) y se fijaron en formol al 10% tamponado (pH = 7.4), procesandose de igual
forma que las muestras de tumores.

En una primera etapa, se validé el mismo panel de anticuerpos en el laboratorio
de la Unidad Académica de Patologia de la FVET-Udelar, repitiendo este protocolo
durante una pasantia del autor en el Instituto Adolpho Lutz (IAL), Sao Paulo, Brasil. En
ambos laboratorios, los anticuerpos primarios usados fueron: Anti-AE1 / AE3
monoclonal (dilucién 1: 1,000; Biocare Medical, Concord, California, EE. UU.), anti-
S100 policlonal (dilucion 1:10.000; Dako, Carpinteria, California, EE. UU.), anti-
desmina monoclonal (dilucién 1:3.000; Dako, Carpinteria, California, EE. UU.), anti-
vimentina monoclonal (dilucién 1:3.000; Dako, Carpinteria, California, EE. UU.), anti-
factorVIII policlonal (dilucién 1:1000; Biocare Medical, Concord, California). Se usé
como control positivo intestino delgado de uno de los individuos del género Bothrops

comentados en el parrafo anterior. Como control negativo, se sustituyo el anticuerpo
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primario correspondiente por PBS, continuando el proceso de igual forma a la descrita
para el protocolo de inmunohistoquimica de rutina.

En una segunda etapa se validé un segundo panel de anticuerpos, integrado por:
anti-CD 57 -anti-cluster de diferenciacion-, monoclonal (dilucion 1:400; Novocastra-
Leica, Nussloch, Alemania), anti-ACTA2 monoclonal, clon 1A4, contra péptido sintético
de ACTA2 que detecta actinas (dilucion 1:1.000; Thermo Scientific Lab Vision,
Rockford, Illinois, EE. UU.), anti-1bal, policlonal 1gG1 de conejo (dilucién 1: 500; Wako
Pure Chemical, Richmond, VA, EE. UU), anti-CD 36 (dilucion 1:1000, Biorad, UK).

5.5 Microscopia Electronica de Transmision (MET)

El estudio se realizé con el apoyo técnico y bajo la supervision del Prof. Dr.
Kosuke Okada (Experto Sénior de la Agencia de Cooperacion Internacional del Gobierno
de Japon, JICA) en el Microscopio Electrénico de Transmision JEOL 100CXII (JEOL,
Japdn) de la Plataforma de Microscopia Electrénica de Transmision del Instituto de
Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE, Ministerio de Educacion y Cultura,
Av. Italia 3318, Montevideo, Uruguay) y en la Facultad de Veterinaria de la UCDavis
con el apoyo técnico del Prof. Dr. Francisco Uzal. La técnica se describe brevemente en

el anexo V.

5.6 Andlisis estadistico

Las comparaciones de la incidencia de tumores entre grupos de la poblacion estudiada
se realizaron mediante el test de t y la prueba de Chi-cuadrado con 1 grado de libertad (1
g. I.), considerando diferencias significativas con p<0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 CASUISTICA GENERAL

De los 19 ejemplares analizados, 9 presentaron maultiples neoplasias que iban
desde 2 a 9 por animal, y 8 una Unica. De las 48 muestras estudiadas, 25 eran de
localizacion sub-cutanea, 22 intra-celémicas y una oral. De las 43 que fueron
diagnosticadas como neoplasias, 34 eran de origen mesenquimatico, 9 de origen epitelial,
completando el total de las muestras 4 granulomas y una metaplasia ésea, 37 de ellas
(86%) resultaron malignas y 6 (14%), benignas. No se diagnosticaron neoplasias de

origen epitelial en B. alternatus.

6.1.1 Tasa anual de aparicion de tumores.

Para el calculo de la tasa anual de aparicion de tumores en la poblacién se tuvo en
cuenta la cantidad de individuos por especie, calculada con el numero de individuos
presentes al comienzo de cada afio y el nimero de casos que se produjo para cada especie.
La frecuencia anual de aparicion de tumoraciones fluctué entre 0 y 0.04 para ambas

especies, Tabla 1.

Tabla 1. Frecuencia de tumores observados durante el periodo de estudio en Bothrops alternatus y

Bothrops pubescens.

76 69 66 65 61 61 57 55 52 47 45

B. pubescens 93

Casos 2 2 1 1 2 1 0 1 0 2 1
Tasa 0.02 003 0.02 002 0.03 0.02 0 0.02 0 0.04 0.02
B. alternatus 34 37 46 48 58 68 53 53 51 49 46
Casos 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0
Tasa 0.03 0.03 0.02 0.02 0 0 0 0 0.02 0 0
Total 110 106 112 113 119 129 110 108 103 96 91
Total casos 3 3 2 2 2 1 0 1 1 2 1
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6.1.2 Casos por especie y sexo.

De los 19 individuos estudiados, 5 pertenecieron a la especie B. alternatus y 14 a
B. pubescens, y a su vez 9 eran machos y 10 hembras. La edad de los animales estuvo
entre los 6 y 14 afios, con una media de 9,3 afios (Tabla 2). Las edades no mostraron
diferencias significativas (test t) entre machos y hembras de cada especie, y en la muestra

general.

Tabla 2. Edad en afios de individuos estudiados discriminados por especie y sexo. Los datos son la
media + d. s. (rango).
Especie Sexo Edad
 Boalternatus  d (n=2)  90(6-12)
Qm=3) 93+35(6-13)
B. pubescens dm=7) 8,6£26(6-13)
@m=7) 10,0+2,2(8-14)
Total 19 9,3+2,6 (6-14)

6.1.3 Parentesco y tumores en B. pubescens

Durante el periodo de estudio (2007-2018) un grupo familiar de Bothrops
pubescens presentd una casuistica llamativamente alta de aparicion de tumores. Un
ejemplar hembra (N289) produjo dos camadas con un mismo ejemplar macho (N290), y
de un total de 13 individuos pertenecientes a esta familia mantenidos en el bioterio, 7
ejemplares desarrollaron tumores. EIl ejemplar macho N290 también desarrollé tumores
que no fueron parte de este estudio. Sin tener en cuenta a este progenitor, y considerando
conservadoramente una poblacion general promedio de 62 individuos de la especie
durante el periodo de estudio, la frecuencia de tumores entre los ejemplares emparentados

es fuertemente significativa, tabla 3.

Tabla 3. Frecuencia de aparicion de tumores en individuos de B. pubescens en relacion al parentesco.

Parientes  No parientes

Tumores 7 7
Sin tumores 6 62
¥2: p =0,0001
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6.2 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE LOS TUMORES

Los tumores encontrados presentaban caracteristicas macroscopicas muy
variadas, su tamarfio iba desde pocos mm de diametro, hasta masas de 7 x 5 cm. Su forma
también fue variable, encontrandose masas de superficie lisa y uniforme, redondeados de
superficie abollonada, hasta masas de forma y superficie irregular. Generalmente, los mas
pequefios presentaban consistencia firme (Fig. 2), mientras que aquellos de mas de 3 cm.
de diametro presentaban una cavidad quistica central y fluctuante, la que al ser cortada
presentaba contenido liquido y tejido necrotico (Fig. 3). EI tumor N254 C desarroll6 un
tamafo tal, que comprimi6é al higado produciendo en la superficie del mismo una
impronta, lo mismo, pero de menor tamafio fue visto en el tumor N254 D, que se

desarrollé en la superficie del estomago (Fig. 4).

En 5 individuos de los animales operados, se presentaron recidivas, las mismas

ocurrieron entre los 5 y 13 meses posteriores a la cirugia.

BB

Fig. 2. Tumores pequefios de consistencia maciza.
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Fig.3. Tumores de gran tamafio con contenido de liquido y tejido necrético.

2005 5 3

A B
Fig. 4. Bothrops pubescens (Yara) N254. (A) muestra N254C. (B) muestra N254D.
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6.3 HISTOPATOLOGIA (HE)

Se estudiaron 48 muestras de tumores provenientes de 19 individuos, 41 muestras
de B. pubescens y 7 muestras de B. alternatus. Del estudio se pudo determinar que 42
eran neoplasias de origen mesenquimatico, mientras que 1 era de origen epitelial, y la
restante, presentaba tal complejidad tisular que no permiti6 identificar su estirpe celular
original. A su vez, 4 de las muestras no eran neoplasias, correspondiendo, 2 de ellas, a
granulomas, y las otras 2, a metaplasias (Ver Tabla 4).

Dentro de las neoplasias de origen mesenquimatico, 32 muestras se diagnosticaron
como sarcomas de tejidos blandos (STB), 1 mielolipoma, 1 fibrosarcoma, 2
hemangiomas, 1 melanoma, 2 tumores de la vaina de nervios periféricos -PNST- y 3
hemangiosarcomas (Ver tabla 4).

La unica neoplasia diagnosticada como epitelial fue un carcinoma de células
escamosas, la muestra estudiada por los primeros patdlogos mostraba estructura de
granuloma, se procesaron posteriores muestras mas profundas, y los cortes mas profundos
dejaron en evidencia la lesién carcinomatosa.

Varias de las neoplasias estudiadas presentaban como caracteristica la presencia
de vacuolas tanto intra- como inter-citoplasmaticas (Fig. 5), y otra caracteristica comun a
varios tumores y 6rganos estudiados fue la presencia de abundantes heter6filos maduros
e inmaduros infiltrando los tejidos (Fig. 6 y Fig. 7).

-r“
S ‘{

Ay A,

Fig. 5. Vacuolas intra- e inter-citoplasmaticas en tumor. HE, 40X.
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A B

Fig 7. Detalle de grupos de heterdfilos. A. HE 40X. B. HE 100X.

Se estudiaron 55 muestras de 6rganos de 11 individuos encontrdndose metastasis
en 7 de ellas. En uno de estos casos (#18 -N137) se observaron varias metastasis
implantadas en pulmén, corazon, rifién, higado (Fig. 8) y en tiroides, observandose
émbolos metastésicos en vasos sanguineos. En el ejemplar N274 se encontr6 metastasis
en ambos rifiones. Estos datos se resumen en la tabla 7.
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Fig. 8. Bothrops pubescens (Yara) N137. Metastasis. A) Pulmoén. HE, 10X. B) Corazon. HE, 40X.
Rifién. HE, 10X. C) Pulmén, detalle ampliado de A). HE, 40X. D) Higado. HE, 40X.

6.4 VALIDACION DE ANTICUERPOS

Primera etapa (Vimentina, Desmina, Citoqueratinas, Factor VIII, S-100)

Los anticuerpos vimentina, desmina, factor VIII y S-100 no mostraron marcacion
ninguna.

Las citoqueratinas mostraron una fuerte marcacion en todas las muestras, pero también
fue el anticuerpo que més marcacion inespecifica mostré en las muestras en general.
Resultados idénticos se registraron con este mismo panel en el instituto Adolpho Lutz, de

Sao Paulo, Brasil.
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Segunda etapa

En el estudio mediante el segundo panel los anticuerpos 1A4 (Fig. 9), Ibal (Fig. 10), y
CD57 (Fig. 11) mostraron fuerte marcacién, mientras que CD36 no mostr6 ninguna
marcacion.

Fig. 9. Intestino, Bothrops. IHQ 1A4, 10X.

A B
Fig. 10. Bothrops pubescens (Yara) N255. GranulomaA). IHQ Ibal,40X. B) Control positivo mamifero.
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Fig. 11. Bothrops alternatus (Crucera) A8LA. PNST. A) IHQ CD57, 40X. B) Control positivo (tejidos
de mamifero).

6.5 INMUNOHISTOQUIMICA

De las 48 muestras estudiadas con los distintos paneles usados se llegé a un
diagnéstico definitivo de 16 tipos diferentes de neoplasias, las mas comunes fueron:
sarcomas de partes blandas (sarcoma indiferenciado / no caracterizado) STB (n = 8),
leiomiosarcoma (n = 4) (Fig. 5), PNST (n =7), fibrosarcoma (n = 1), carcinomas (n = 8),
vasculares (hemangioma (n = 2) , hemangiosarcoma (n = 3), osteosarcoma telangiectasico
(n = 2), melanoma (n =1), tumor de pared perivascular (n = 1), condroma (n = 1),
mielolipoma hepatico (n = 1), rhabdomiosarcoma (n = 1), mixosarcoma (n = 1), adenoma
(n=1)yfibroma (n=1).
A continuacion, se muestran los principales hallazgos asociados a los diagndsticos
realizados en cada caso, que se contrastaran con reportes anteriores en la discusion. Todos
los resultados inmunohistoquimicos mostrados en esta seccion, asi como el tipo de
neoplasia diagnosticada se resumen en la tabla 4.
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Inmunomarcacion contra Citoqueratinas en controles de Bothrops y mamifero

Fig. 12. IHQ contra citoqueratinas. A) Control reptil (tubo digestivo normal Bothrops), 10X. B) Control
mamifero, 10X.

Fig. 13. IHQ AE1/AE3. A) Rifion. Bothrops. 40X. B) Pulmdn. Bothrops. 40X. C) Higado. Bothrops.
40X.
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Fig. 14. Bothrops pubescens (Yara) N274. Metastasis renal. IHQ AE1/AE3, 40X.
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Diagnostico histopatologico de PNST por HE e Inmunomarcacion contra CD57

LS

Fig. 16. Bothrops alternatus (Crucera) A81. PNST. IHQ CD57, 40X.
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Diagnostico histopatoldgico de leiomiosarcoma por HE e inmunomarcacion contra
1A4

C D

Fig. 17. Bothrops pubescens (Yara) N254. Similitud macroscopica de los multiples tumores de este caso.
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Fig. 19. Bothrops pubescens (Yara) N254D. Leiomiosarcoma. Detalle de abundancia de figuras

mitéticas por campo de alta resolucién (HPF). HE, 40X.
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A B
Fig. 20. Bothrops pubescens (Yara) N254D. Leiomiosarcoma. A) HE, 10X. B) IHQ 1A4, 40X.

Fig. 21. Bothrops pubescens (Yara) N254G. Leiomiosarcoma. A) HE, 40X. B) IHQ 1A4. 40X.
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Diagnostico histopatoldgico de tumores vasculares por HE

Fig. 22. Bothrops pubescens (Yara) N134. Hemangioma. Aspecto Macro y microscopico. HE, 40X.

Fig. 23. Bothrops pubescens (Yara) N299. Hemangiosarcoma. Aspecto macro y microscopico. HE,
40X.
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Fig. 25. Bothrops pubescens (Yara) N143. Hemangiosarcoma. Aspecto macroscopico y microscopico.
HE, 40X.
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Diagndstico histopatoldgico de fibrosarcoma por HE

Fig. 26. Bothrops pubescens (Yara) N2541. Fibrosarcoma. Aspecto macro y microscépico. HE, 40X.

Diagnostico histopatolédgico de rabdomiosarcoma por HE
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Fig. 27. Bothrops pubescens (Yara) N203. Rabdomiosarcoma. Aspecto Macro y microscopico. HE,
40X.

Diagnostico histopatoldgico de mixosarcoma por HE
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Fig. 28. Bothrops alternatus (Crucera) A313. Mixosarcoma. HE, 40X.

44



Diagnostico histopatoldgico de hemangiopericitoma por HE

Fig. 29. Bothrops pubescens (Yara) N121A. Hemangiopericitoma. Aspecto macroscopico.

Fig. 30. Bothrops pubescens (Yara) N121A. Hemangiopericitoma. Detalle de abundancia de figuras
mitéticas por campo de alta resolucion (HPF). HE, 40X.
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Diagnostico histopatol6gico de osteosarcoma telangiectasico por HE

Fig. 31. Bothrops pubescens (Yara) N199.Osteosarcoma. Aspecto macroscépico del tumor y la
recidiva.

Fig. 32. Bothrops pubescens (Yara) N199. Osteosarcoma telangiectasico. Caso N199. HE, 4X y 40X.
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Diagnéstico histopatol6gico e inmunohistoquimico de maltiples tumores en el mismo
individuo (caso 274)

Fig. 33. Bothrops pubescens (Yara) N274A. Masa tumoral que ocupa lugar del espleno-péncreas.

Aspecto macroscopico.

Fig. 34. Bothrops pubescens (Yara) N274D. 99Lipoma. Aspecto macroscopico e IHQ Citoqueratina,
40X.
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Fig. 37. Bothrops pubescens (Yara) N274E. Condroma. Aspecto macroscopico y microscdpico. HE,
40X.

Diagnostico histopatoldgico de mielolipoma por HE

Fig. 38. Bothrops pubescens (Yara) N254B. Mielolipoma. HE, 40X.

49



Diagnostico histopatoldgico de metaplasia 6sea por HE

Fig. 39. Bothrops pubescens (Yara) N254H. Metaplasia dsea. Aspecto macro y microscopico. HE,
40X.

Diagnostico histopatoldgico de melanoma por HE

0171272008

Fig. 40. Bothrops pubescens (Yara) N258. Melanoma. Aspecto macroscopico.
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Fig. 41. Bothrops pubescens (Yara) N258. Melanoma. HE, 40X.
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Fig. 42. Bothrops pubescens (Yara) N258. Melanocitos tumorales invadiendo vasos. HE, 10X y 40X.
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Diagnéstico histopatoldgico de carcinoma de células escamosas por HE

Fig. 43. Bothrops pubescens (Yara) N275. Carcinoma de células escamosas. Aspecto macroscopico
de granuloma inflamatorio cronico con ulceracion focalmente extensa en la superficie epitelial, en la

profundidad de la masa se identificé la proliferacion de células escamosas tumorales.
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Fig. 44. Bothrops pubescens (Yara) N275. Carcinoma de células escamosas. Detalle de nido de

células escamosas tumorales organizando la tipica “perla de queratina” en su centro. HE, 40X.

52



Diagnostico histopatoldgico adenoma por HE

Fig. 45. Bothrops pubescens (Yara) N155. Adenoma. HE, 40X.

6.6 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

En Uruguay se realizo el estudio de muestras de dos de los ejemplares, el ejemplar
N 274 y el ejemplar N 199 y una muestra del ejemplar N 254 fue estudiada en el
Laboratorio de Diagnoéstico de la University of California at Davis (UCDavis) School of
Veterinary Medicine, Davis, California, EE. UU.

De las 2 muestras estudiadas del ejemplar N 274, una correspondia a la muestra
de tejido tumoral en espleno-pancreas N 274A, y en algunas células, se pudo confirmar
que el ndcleo era de forma irregular, y que el nucleoplasma tenia una pequefia cantidad
de cromatina y un nucléolo grande, otras presentaban una pequefia cantidad de citoplasma
y los organulos citoplasmaticos estaban poco desarrollados, siendo el rasgo caracteristico

de estas células la presencia de multiples vacuolas en el citoplasma (Fig. 46).
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>
Fig.46. Bothrops pubescens (Yara) N274A. Tumor. Microscopia electronica de transmision,
10000X.

La segunda muestra de este animal, correspondia a uno de los tumores que se
encontré adherido a la pared celdmica, registrado originalmente como tumor de columna
N274E (Fig. 47), en algunas células se pudo apreciar que la forma del ndcleo era ovoide
y con bordes irregulares, el nucleoplasma tenia una pequefia cantidad de cromatina y un
nucléolo prominente, el reticulo endoplasmico rugoso estaba bien desarrollado, pudiendo
observarse algunos cuerpos electrén-densos. En otras células de la misma muestra se pudo
ver que la forma del nucleo era irregular, habia muchas vacuolas en el citoplasma con
procesos citoplasmaticos multiples y tortuosos, también se observaron muchos cuerpos

electrén-densos en el citoplasma.
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Fig. 47. Bothrops pubescens (Yara) N274E Aspecto macroscopico durante la necropsia y

microscopia electrénica de transmision de células del mismo tumor. 10000X.
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Para el caso N199A, se observaron células con alta relacion Nucleo/Citoplasma,
pared nuclear con bordes indentados, siendo la caracteristica més relevante en estas
celulas, el alto nimero de mitocondrias en sus citoplasmas (Fig. 48).

Fig.48. Bothrops pubescens (YYara) N199. Microscopia electronica de transmisién. 5800X.
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Finalmente, para la muestra perteneciente al caso N254E, se encontraron
particulas virales con caracteristicas ultra-estructurales y morfoldgicas similares a
viriones de retrovirus. Estos viriones eran esféricos, envueltos y de 80-100 nm de
diametro (Fig. 49).

Fig. 49. Bothrops pubescens (Yara) N254F. Particulas virales compatibles con retrovirus. Microscopia
Electronica de Transmisién. A) y B),177000X. C) 82300X, D) 106000X.
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DISCUSION

En este trabajo se observd una alta incidencia de neoplasias espontaneas en una
coleccion cautiva de Bothrops alternatus y B. pubescens.

La edad de aparicion de las neoplasias estuvo entre 6 y 14 afios, con una media de 9
afios y coincide con otros trabajos (Catdo-Dias & Nichols, 1999; Garner et al., 2004;
Sykes & Trupkiewicz, 2006). Esta etapa del ciclo no es una edad avanzada en estas
especies, si tenemos en cuenta que se poseian en la coleccion individuos que superaban
los 20 afios.

En nuestro estudio no existieron diferencias en la frecuencia de presentacion de
tumores vinculadas al sexo de los animales estudiados. Asimismo, hubo una mayor
incidencia de neoplasias en B. pubescens (Yara) que en B. alternatus (Crucera). Este dato
podria estar influido por la presencia de una mayor proporcién de Yaras en esta coleccion,
en los primeros afios de estudio, pero en la mayoria de los afios (12) que durd este estudio,
ambas especies estuvieron en proporciones similares dentro del total de animales
estudiados.

La relacién de un grado de parentesco directo entre 8 de los 19 ejemplares que
desarrollaron tumores, constituye un hallazgo interesante y Unico. Hay escasos
antecedentes en reptiles en los que se sugiere una predisposicion hereditaria, no
confirmada, para el desarrollo de neoplasias espontaneas (Keck et al., 2011; Needle et al.,
2013). En el presente estudio las neoplasias observadas en individuos cercanamente
emparentados fueron en su mayoria malignas y de origen mesenquimatico. Si bien existe
entre ellos un alto grado de parentesco, no se pueden descartar otras causas debidas por
ejemplo al hallazgo de particulas compatibles con retrovirus en uno de los individuos
cercanamente emparentados.

Todos los tipos de neoplasia hallados en nuestro estudio, salvo el caso de
hemangiopericitoma (PWT), el de osteosarcoma telangiectactico y el de mielolipoma de
localizacion hepdtica, ya han sido reportados previamente en ofidios. La mayoria de las
neoplasias estudiadas eran malignas. Esto es consistente con los hallazgos en estudios
previos en reptiles, principalmente ofidios (Effron et al., 1977; Ramsay & Fowler, 1996;
Catdo-Dias & Nichols, 1999; Garner et al., 2004; Dietz et al., 2016; Page et al. 2017),
salvo en un estudio en el que tumores benignos y malignos tuvieron similar frecuencia
(Sinn, 2004).
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El valor pronostico de la clasificacion histologica de los sarcomas de partes blandas
en medicina veterinaria es limitado basandose solo en el diagnéstico realizado en
secciones tefiidas con HE (Cruz et al., 2005). Esto se debe a la dificultad que presentan
para el patélogo revisor la insuficiente diferenciacion de las células o tejidos de manera
tal que le impide determinar el origen de las células, como ocurrio en el presente trabajo,
donde para 32 de las 48 muestras procesadas con HE (66 %) solamente se pudo arribar a
un diagnostico presuntivo de STB (Sarcoma de Tejidos Blandos). El término STB se usa
en medicina veterinaria y humana para describir varios tumores mesenquimaticos,
predominantemente fusiformes, que comprenden un espectro amplio de tipos tumorales
integrado por los fibrosarcomas, mixosarcomas, neurofibrosarcomas, leiomiosarcomas,
rabdomiosarcomas y los melanomas ameléanicos (Garner et al., 2004).

En reportes previos, en estudios sobre ofidios también indican las dificultades
encontradas para arribar a un diagnostico definitivo de estos tipos tumorales, siendo que
el diagnostico primario de STB fue el més frecuentemente reportado tanto en series de
casos (Ramsay & Fowler, 1996; Gardner et al., 2004; Dietz et al., 2016), como en reportes
de casos individuales (Abou-Madi et al., 1994; Marcello et al., 2002; Sharpe et al., 2013).

Respecto a los anticuerpos usados en el primer panel, vimentina, desmina, Factor V1|
y S-100, no mostraron marcacion en nuestros casos, todos ellos salvo desmina, han sido
usados con diferentes resultados en otros trabajos. Vimentina mostré marcacion positiva
en un fibrosarcoma en el trabajo de Santos et al., (2015), pero fue negativa en un
fibrosarcoma endocardico (Gumber et al., 2010), en el trabajo de Matthews et al (2014),
no mostro marcacion en tejidos normales ni tumorales , arrojando resultados no
conclusivos en un STB en el trabajo de Marcello et al. (2002), S-100 marco positivamente
en un PNST, Ramis et al. (1998), en un cromatéforoma maligno, Yi Chu et al. (2012) y
en varios cromatoféromas, iridoforomas y melanomas, Mufioz-Gutiérrez et al (2016).
Factor VIII no marcé positivamente en ninguna de nuestras muestras, de forma similar a
lo reportado previamente por Ramis et al. (1998) y Tuttle et al., (2004), pero contrapuesto
a lo reportado por Shoemaker et al. (2016) que obtuvieron buena inmunomarcacién
usando anti-Factor VIII en un hemangiosarcoma cardiaco en una serpiente de
Madasgacar. Las citoqueratinas han sido usados en varios trabajos reportados con buen
éxito (Kao et al. 2016, Kaye et al. 2016, Hsueh et al 2018), en nuestro trabajo marcaron

positivamente tanto tejidos sanos (Figs. 12 y 13) como tumorales (Fig. 14).
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El posterior estudio con las tecnicas de IHQ mediante los dos paneles de anticuerpos
permitio llegar a un diagnostico definitivo en la mayoria de los casos previamente
diagnosticados como STB. En referencia a las hipotesis planteadas en un principio
podemos ver que nuestra primera hipotesis es valida en su totalidad, dado que, en 48
muestras estudiadas en la primera etapa, en 32 de ellas, solo se pudo llegar a un
diagndstico genérico de STB, y luego del uso complementario de la IHQ, en 22 casos se
Ileg6 a un diagnostico definitivo. Aun asi, los STB constituyeron el mayor grupo de este
estudio con 8 casos reportados. Los tumores de la vaina de nervios periféricos (PNST)
constituyeron el 16% de los casos (7/43), el segundo mas frecuente. Curiosamente, este
tumor ha sido infrecuentemente diagnosticado en serpientes (Ramis et al., 1988; Garner
et al., 2004). La inmunohistoquimica contra CD57 fue definitoria para llegar al
diagnostico definitivo, confirmandose en la mayoria de los casos el diagnostico
histopatolégico previo con tincién con HE (Fig. 16). Para el caso del PNST la
histopatologia convencional por HE también fue eficaz para su diagnéstico (Fig. 15).

Los leiomiosarcomas (9%) si bien constituyeron el tercer tipo tumoral maés
diagnosticado, los 4 casos pertenecian al mismo ejemplar, posiblemente debido a
metastasis y presentaban varios de ellos apariencia macroscopica similar (Fig. 17 A, B.
C y D), a nivel histolégico se pueden ver los caracteristicos nucleos con forma de “cigarro
habano” y abundantes mitosis (Fig. 19). Este tumor ha sido frecuentemente reportado con
anterioridad (Barten et al., 1981; Ramsay et al, 1996; Catdo-Dias et al., 1999; Gardner et
al., 2004; Sykes & Trupkiewiz, 2006; Kwon et al 2021), y también en este tipo de
neoplasia la IHQ confirmo en todos los casos el diagnostico histoldgico. El anticuerpo
contra el péptido sintético ACTAZ2 clon (1A4) resultd ser un excelente marcador contra
actina de musculo liso en este tipo tumoral (Figs. 18, 20 y 21). Existen antecedentes de
diagnostico usando IHQ en los trabajos de Gumber et al. (2012) y Vasaruchapong et al.
(2019). El primero utilizando actina de musculo liso clon (1A4), y ambos trabajos indican
la capacidad del tumor de extenderse a otros drganos.

En cuanto a los hemangiomas (1 caso, Fig. 22) y hemangiosarcomas (3 casos, Figs.
23, 24 y 25), resultaron todos de localizacion subcutanea o intra-celémica, mientras que
la mayoria de los casos descritos en la bibliografia presentan localizaciones mas diversas,
en ovario (Effron et al., 1977), en subcutaneo (Hubbard & Fletcher, 1982), en pulmon,
vena cava y musculo (Catdo- Dias et al., 1999), en higado (Sykes & Trupkiewicz, 2006),

en bazo (Tuttle et al., 2006), y a nivel cardiaco (Stumpel et al., 2012; Shoemaker, 2016).
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Garner et al. (2004) reportan una frecuencia de 0,3 y 1,5% de hemangiomas y
hemangiosarcomas, respectivamente, en un total de 325 neoplasias estudiadas. La
frecuencia en nuestro caso fue mucho mayor a la descrita por estos autores, tanto para los
hemangiomas (4,6%) como para los hemangiosarcomas (6,9%). En el caso N 137, se
observaron multiples metastasis en pulmon, corazon, rifion, higado y tiroides,
confirméndose la invasion vascular con émbolos tumorales circulando en la luz de vasos
sanguineos o infiltrando la pared vascular. Macroscopicamente, solo el higado mostraba
presencia de metastasis, identificandose el resto de las mismas durante el estudio
histologico de cada 6rgano. En nuestro caso el anticuerpo Factor VIII, no marco en
ninguno de estos tumores. La ausencia de marcacion en nuestro caso, podria deberse a
diferencias en la técnica utilizada entre los diferentes laboratorios, 0 mas probablemente,
a diferencias entre las especies estudiadas, tal como ocurre habitualmente con la puesta a
punto de esta técnica en especies diferentes a las recomendadas por los fabricantes de los
antisueros.

Para el U(nico caso de fibrosarcoma (N2541, Fig. 26) diagnosticado, la
inmunohistoquimica no result6 de utilidad. Existe un reporte previo de un ejemplar de B.
pubescens de la misma coleccion estudiada, que presentd un sarcoma de alto grado que
fue diagnosticado como fibrosarcoma (Lépez et al., 1999). El fibrosarcoma fue
considerado como la neoplasia mas comun reportada en serpientes por Jacobson (1981).
Ha sido observada en un ejemplar joven de B. pubescens afectando la cavidad oral (Santos
& da Motta, 2015), y también por otros autores en piel, tejido subcutaneo y pared corporal
(Garner et al., 2004; Sykes & Trukiewicz 2006), el sistema musculo esquelético y el
corazon (Gumber et al., 2010). Hasta hace poco tiempo se consideraban a los
fibrosarcomas en serpientes localmente invasivos, con una alta recurrencia y bajo
potencial metastasico (Garner et al., 2004). Sin embargo, varios estudios han demostrado
alta recurrencia y comportamiento metastéasico de este tipo tumoral en serpientes y otros
reptiles (Jacobson, 1984; Hruban et al., 1989; Frye, 1991; Sharpe et al., 2013). Un caso
de fibrosarcoma metastasico asociado a altos niveles de cadmio fue reportado en una
vibora cornuda sahariana Cerastes cerastes (Oros et al., 2009).

El caso diagnosticado como rabdomiosarcoma (N203) se desarroll6 en los musculos
dorsales (Fig. 27), y fue diagnosticado por su apariencia panoramica a bajo aumento, asi
como por la caracteristica estriacion de las fibras musculares tumorales (Hendrick et al.,

1998). Este tumor ha sido reportado previamente para ofidios en corazon y en el maxilar
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(Elkan & Cooper, 1976; Catdo-Dias et al., 1999; Sykes & Trupkiewicz, 2006), en
cavidades oral y celomica (Gardner et al., 2004), y localizacion cutanea (Dietz et al.,
2016).

En cuanto al mixosarcoma diagnosticado en el ejemplar A313 (Fig. 28), es una
neoplasia muy rara en reptiles. Se han reportado solamente cuatro casos en saurios; 2 en
iguanas y 2 en dragones barbudos (Pogona vitticeps) (Gardner et al., 2004; Mauldin &
Done, 2006; Gardhouse et al., 2014). En serpientes, en el trabajo de Gardner et al. (2004),
se reportan 2 casos en un total de 325 individuos estudiados (0,6%), correspondiendo a
un colubrido y un boiido, constituyendo el de este estudio el primer reporte en un vipérido.

El hemangiopericitoma aqui reportado (caso N121A, Figs. 29 y 30), no presenta
antecedentes en serpientes (frecuentemente mencionado por su nombre en inglés como
tumor de pared perivascular -Perivascular Wall Tumor o PWT-). EI PWT es un tumor
vascular derivado de los pericitos, compuesto por proliferacion celular de origen
mesenquimatico (no endotelial), rodea a canales vasculares de pared delgada son tumores
originados en el pericito, que pueden presentarse en cualquier zona del organismo (lljri
et al., 2002). es una nueva entidad tumoral que se sumaria a la lista de neoplasias que
afectan a este grupo.

El osteosarcoma (de tipo telangiectasico) en el caso de estudio N199 (Fig. 31), ya ha
sido descrito en reptiles, incluido un reporte reciente de un caso de osteosarcoma
peridstico en una tortuga de 240 millones de afios de antigliedad (Haridy et al., 2019). En
serpientes han sido rara vez descritos (Cowen et al., 2011), nuestro caso constituye el
primer diagnostico del tipo telangiectasico en vipéridos. EI mismo presento recidiva muy
agresiva, de rapido crecimiento, desarrollando un gran tamafio en muy poco tiempo (Fig.
32).

El ejemplar N274 present6 8 neoplasias, 7 de ellas, epiteliales diagnosticadas como
carcinomas, algunas de ellas aparentemente metastasis, el origen aparentemente fue en el
espleno-pancreas por el notorio mayor tamafio que presentaba la masa que sustituia este
organo (Fig. 33), la IHQ confirmo el origen epitelial de la neoplasia (Fig. 34), también se
encontraron metastasis en ambos rifiones (Figs. 35y 36).

Este mismo ejemplar desarrollo un tumor mesenquimatico benigno diagnosticado
como condroma (Fig. 37), habiendo escasos reportes previos de esta neoplasia en
serpientes (Diethelm et al., 1996).
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En el caso N254B se diagnosticd un mielolipoma de localizacion hepatica (Fig. 38).
En serpientes se reportaron dos casos de mielolipoma, uno en un coltbrido (Pantherophis
guttatus) y otro en un boiido (Aspidites melanocephalus) pero en ambos casos no detalla
ubicacion (Dietz et al., 2016). Esta neoplasia también ha sido descrita en aves (Latimer
& Rakich, 1995).

La muestra (N254H) resulto ser una metaplasia 6sea (Fig. 39) siendo esta lesion
extremadamente rara de ver en todas las especies, ha sido descripta en la cdpsula de una
articulacion de una Boa constrictor con severa osteoartritis (Isaza et al., 2000), y se
describié metaplasia 6sea de piel y masculos en un colubrido salvaje (Nogueira et al.,
2016).

Con respecto a las neoplasias de tipo tegumentario y epitelial, se registr6 un
melanoma, un carcinoma de células escamosas, y un adenoma. EI primero merece algunas
consideraciones previas. Resulta evidente tras la simple observacion de la piel de los
reptiles, que estos presentan una inmensa diversidad de patrones y coloraciones cutaneas.
Esta caracteristica fenotipica estd mediada por cromoforos, un grupo de pigmentos y
sustancias reflectivas de la luz presentes en células que residen en la dermis. Las células
encargadas de acumular estos pigmentos se las denomina cromatéforos, estas incluyen a
los xantéforos (que contienen carotenoides y pteridina roja o amarilla), irid6foros (que
contienen sustancias birrefringentes) cristales de purina de color variable y melanéforos
que contienen melanosomas (negro). La nomenclatura de tumores que surgen de los
cromatoforos se basa en el tipo celular que le da origen al tumor (a modo de ejemplo, a
los tumores constituidos con melandforos, se los denomina melanoforoma), el
diagnostico histopatologico se realiza por microscopia convencional de luz transmitida,
0 por sus caracteristicas ultraestructurales mediante microscopia electronica de
transmision. Algunos de estos tumores han sido caracterizados y diagnosticados
anteriormente (Ball, 1946; Catdo-Dias & Nichols, 1999; Sykes & Trupkiewicz, 2006;
Mufioz-Gutierrez, 2016). En este caso fue confirmado sin problema por histopatologia y
técnica de HE (Fig. 41) y el estudio por IHQ con el anticuerpo S-100 no mostré
concordancia. En el caso de estudio, y en concordancia con reportes anteriores, los
melanomas en reptiles (usualmente cutaneos) son malignos y con un alto potencial
metastasico (Garner, 2004). Esto ultimo se pudo confirmar mediante la observacion de
émbolos metastasicos de melandforos tumorales infiltrando la pared y en la luz de los

vasos proximos al tumor (Fig. 42). Cabe resaltar que el melanoma estudiado present6 una
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localizacion intracelémica, (Fig. 40) no tegumentaria como cabria de esperarse debido a
su origen en cromatoforos cutaneos (dérmicos). Numerosas especies de anfibios y peces
normalmente presentan acimulos de melandforos en 6rganos internos, por lo que la
ocurrencia de melanomas en especies ectotérmicas podria no ser exclusivamente de
presentacion tegumentaria (Franco-Belussi et al., 2017).

El carcinoma de células escamosas tiene numerosos reportes en reptiles, y
generalmente su diagnostico no ofrece mayores dificultades (Hill, 1977; Catdo-Diaz et
al., 1999; Sykes & Trupkiewicz, 2006; Anderson et al., 2010; Souza-Paival et al., 2011,
Steeil et al., 2013). En nuestro caso, se localiz6 en la mucosa oral, teniendo dificultad su
diagndstico en los primeros cortes por la presencia de un granuloma asociado, que cubria
gran parte del tumor (Fig. 43). El diagndstico con HE, realizando cortes en la profundidad
de la masa, no presentd dificultad (Fig. 44).

Entre las neoplasias benignas el adenoma (caso N155) es el diagnostico mas reportado
(Ramsay et al., 1996; Catdo-Dias & Nichols, 1999; Sykes & Trupkiewicz, 2006), en
nuestro caso, se diagnosticd un caso de adenoma (Fig.45) de glandulas del rastro
coincidiendo con los hallazgos reportados previamente por Gal y Mandoki (2004).

En base a todo lo visto anteriormente la segunda hipétesis planteada no es vélida en
su totalidad, si bien la mayoria de los individuos estudiados desarrollo neoplasias que se
originaban en el mismo tejido, los casos N254 y N121 presentaron diferentes tipos de
neoplasia en un mismo individuo todas de origen mesenquimatico y los casos N274 y
N275 desarrollaron neoplasias tanto de origen epitelial como mesenquimatico.

Dentro del diagndstico diferencial de las neoplasias estudiadas, deben tenerse en
cuenta los granulomas. Macroscépicamente la inflamacion crénica y caseosa de los
granulomas pueden simular el desarrollo de neoplasia en reptiles, especialmente con
respecto a la deformidad y el tejido necrético (Mauldin & Done 2006). Los granulomas
subcutaneos son un problema frecuente en reptiles, los microorganismos responsables
incluyen aerobios gramnegativos y Gram positivos, anaerobios, hongos y parasitos
metazoos (Jacobson ,1986; Russo, 1987; Montali, 1988). Los casos A216 y N255 fueron
diagnosticados como granulomas y la IHQ con el anticuerpo Ibal corroboré dicho
diagnostico.

También dentro de este diagnostico diferencial deben incluirse los quistes parasitarios

de localizacion subcutanea como los observados en este estudio.
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En un gran namero de los tumores y algunos dérganos estudiados se pudo ver la
presencia de un gran nimero de heteréfilos, tanto de formas maduras como inmaduras
infiltrando los tumores, tejidos vecinos y 6rganos. Cada vez estd més claro en mamiferos
que los neutrofilos asociados a tumores (TAN) desempefian un papel importante en la
biologia del cancer (Fridlender, 2012) lo que haria sospechar algin grado de relacion
entre estas células sanguineas y su presencia en neoplasias en serpientes.

En cuanto a las particulas virales similares a retrovirus tipo C, su presencia ha sido
previamente bien documentada en serpientes: el retrovirus de la vibora de Russell (VRV)
(Zeigel & Clark, 1971) y el retrovirus de la serpiente de maiz (CSRV) (Lunger et al.,
1974). Ademas de éstos, las particulas tipo C han sido identificadas en tejidos neoplasicos
de varias serpientes, incluyendo una boa constrictor (Boa constrictor) con eritroleucosis
(Ippen et al., 1978), viboras brasilefias (Bothrops moojeni) con tumores renales (Hoge et
al., 1995), y una serpiente de cuatro lineas (Elaphe obsoleta quadrivittata) con leucemia
linfoide (Zshiesche, 1988), una serpiente del maiz (Elaphe guttata) con un
rabdiomiosarcoma (Clark et al., 1979). La enfermedad neopléasica asociada con retrovirus
se diagnosticé también en cuatro pitones birmanas (Python molurus bivattatus) de una
sola coleccion y los autores sugieren la posibilidad de transmisidn horizontal debido a
que estaban todas juntas, pero también vertical porque existia parentesco directo (Chandra
etal., 2001). Las particulas virales halladas en nuestro estudio, se encontraron en un tumor
originado en el oviducto, fue diagnosticado como un leiomiosarcoma (N254E) y
pertenecia a una de las serpientes que estaban emparentadas directamente entre si, en base
a esto, nuestra tercer hip6tesis aunque resulta valida, con la informacion recabada no nos
permite afirmar que sean los retrovirus identificados por microscopia electrénica de
transmision, los responsables de la alta frecuencia de neoplasias en esta coleccion.

En individuos del género Bothrops también se reportd la presencia de particulas
virales similares en 7 de 15 animales estudiados, localizados inter- e intra-celulares en
glandulas de veneno de varios animales aparentemente sanos provenientes de la
naturaleza (Carneiro et al., 1992).

En las publicaciones referentes a neoplasias de reptiles durante los Gltimos 20 afios,
la incidencia de diferentes tipos de tumores parece ser muy variable entre las distintas
colecciones. Por ejemplo, los de origen linfoide y hematopoyeético, en el Parque zooldgico
de Washington (Catdo-Dias & Nichols, 1999) y el zooldgico de San Diego reportaron

tasas de incidencia de 30,8% y 25%, respectivamente. Sin embargo, una revision del
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Zooldgico de Sacramento (Ramsay et al., 1996) no reporté tumores hematopoyeticos, y
una tasa de 7% se encontrd en serpientes en un estudio més actual (Sykes & Trupkiewicz,
2006). Las razones de esta diferencia en las tasas reportadas por diferentes instituciones

no estan claras. En nuestros resultados no se encontraron casos de neoplasia de este tipo.

8. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos se puede afirmar que en las especies nativas del
género Bothrops, las neoplasias mas frecuentes, en las condiciones del presente estudio,
son de origen mesenquimatico y de tipo maligno. La clasificacion de las mismas, dada la
complejidad tisular de algunos tumores, requiere del diagnostico con técnicas
complementarias en base a la inmunohistoquimica. Algunas excepciones lo constituyen
los rabdomiosarcomas y los tumores malignos de tipo tegumentario como el melanoma y

el carcinoma de células escamosas.

En el caso de los leiomiosarcomas, melanomas y carcinomas, hubo en general
deteccidn de recidivas y aparentes procesos metastasicos, 10s que sugieren un alto grado
de malignidad, y clinicamente, una mala prognosis debida a recurrencias y diseminacion.
También se pudo apreciar en varios ejemplares que pueden coexistir mas de un tipo de

neoplasia en el mismo individuo.

La presentacion de neoplasias espontaneas en B. alternatus y B. pubescens no
presenta en apariencia relacion con edad avanzada o sexo de los individuos, y si podria
existir en una familia de esta Ultima especie, una predisposicion hereditaria a lo cual se
suma la presencia de un virus con potencial carcinogénico. No se puede descartar o
informar una base genética para la neoplasia en esta familia debido a que no se definieron

genes especificos involucrados en la evolucion de las enfermedades tumorales.

Se identifican por primera vez en ofidios, el osteosarcoma del tipo telangiectasico,
el hemangiopericitoma (PWT), el mielolipoma de localizacion hepatica, una alta
frecuencia de hemangiomas y hemangiosarcomas, y el primer caso de mixosarcoma en

vipéridos.
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Los anticuerpos CD57, 1A4, Ibal y las citoqueratinas A1/A3 resultaron Utiles para
el diagnostico de PNST, leiomiosarcomas, granulomas y carcinomas respectivamente.

El hallazgo de retrovirus tipo C en especies del género Bothrops asociado y no
asociado a la enfermedad neoplasica, en animales de vida libre y de cautiverio, sugiere la
posibilidad de que algunos individuos sean portadores. Su eventual asociacion con

procesos neoplasicos en cautiverio podria asociarse a las condiciones de manejo.

La alta incidencia de neoplasias encontradas en esta coleccion de vipéridos, nos
Ileva por otra parte, a cuestionar el hecho registrado en varios reportes de que “la mayor
frecuencia se da en colubridos”, quizas eso sea porque son el grupo mayormente
mantenido en cautiverio, mientras que los vipéridos, por poseer ponzofia peligrosa para

el ser humano, son el grupo que menos es criado y mantenido en cautiverio.

La frecuencia relativamente alta de enfermedades neoplasicas en las serpientes en
nuestro estudio indica la necesidad de una mayor investigacién sobre la etiologia y
fisiopatologia de la neoplasia en ofidios. Los factores que predisponen al desarrollo de
tumores en reptiles contintan siendo elucidados, por lo que se necesitan mas estudios
para explicar mejor como afectan los factores bidticos y abidticos en la alta prevalencia
de neoplasias en ejemplares de coleccion.

El mejor conocimiento de las diversas patologias en condiciones de cria
controladas en planes de manejo y conservacion ex-situ, puede redundar en una mejora
de las condiciones de cria, con un aumento de la calidad y expectativa de vida de los

individuos.
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LISTADO DE ANEXOS
ANEXO 1 Tablas

Tabla 4. Resultados del estudio histopatologico con los diagndsticos presuntivos de los tres patélogos

revisores

No |ID Diagndstico Diagnostico Diagndstico Diagndstico presuntivo
Caso Patologo 1 Patologo 2 Patélogo 3
1 A N254-Tumor — Fibrosarcoma | Mesenquimal Sarcoma STS
Cirugia
B N254 Higado Metastasis Metastasis Mielolipoma Mielolipoma
C N254 Tumor Sarcoma Sarcoma Sarcoma STS
pegado higado
D N254 Tumor Sarcoma Sarcoma Leiomiosarcoma |STS
pared Estomago
E N254 Tumor Fibrosarcoma Sarcoma Sarcoma Vs STS
Oviducto Grande Carcinoma
F N254 Tumor Sarcoma Sarcoma Sarcoma STS
Oviducto
G N254 Tumor Fibrosarcoma Sarcoma Leiomiosarcoma |STS
Pegado Rifion
H N254 Tumor Metaplasia Metaplasia Metaplasia 6sea | Metaplasia 6sea
Piel Grande
I N254 Tumor Piel Fibrosarcoma Sarcoma Fibrosarcoma Fibrosarcoma
Chico
2 A N289 Tumor Fibrosarcoma Sarcoma Fibroma STS
B N289 Cirugia 2 Fibrosarcoma Sarcoma Sarcoma STS
3 A A81 Tumor 1 Fibrosarcoma Sarcoma Sarcoma STS
B A81 Tumor 2 Fibrosarcoma Sarcoma Sarcoma STS
C A81 Tumor 3 Fibrosarcoma Sarcoma Sarcoma STS
4 N 203 Fibrosarcoma Sarcoma  |Rhabdomiosarcoma|STS
5 A N253 Fibromixosarcoma| Sarcoma Sarcoma STS
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B N253 Recidiva Fibromixosarcoma| Sarcoma Sarcoma STS
6 A A216 Tumor 1 Epitelial Epitelial Granuloma Granuloma
B A216 Tumor 2 Epitelial Epitelial Granuloma Granuloma
7 A 313 Fibrosarcoma Sarcoma Mixosarcoma  [STS
8 A N134 Tumor 1 Hemangioma Hemangioma | Hemangiosarcoma | Hemangioma
Cirug.
B N134 Tumor 2 Hemangioma Hemangioma | Hemangiosarcoma | Hemangioma
Cirug.
C N134 Necrop. Hemangioma Sarcoma STS STS
9 N 258 Melanoma Melanoma Melanoma Melanoma
10 [N 155 Hemangiosarcoma| Sarcoma Adenoma Vs STS
Sarcoma
11 (A N274Tumor Sarcoma Sarcoma Carcinoma STS
parte roja
B N274 Tumor Sarcoma Sarcoma Carcinoma STS
parte blanca
C N274 Tumor Sarcoma Sarcoma Carcinoma STS
digestivo
D N274 Tumor Sarcoma Sarcoma Carcinoma STS
Grasa
E N274 Tumor Metaplasia Metaplasia Metaplasia Metaplasia
Col. Vert. 1 condroide
F  N274 Tumor Sarcoma Sarcoma | Epitelial Metastasis [ STS
Col. Vert. 2
G N274 Tumor Sarcoma Sarcoma | Epitelial Metastasis | STS
Col. Vert. 3
H N274 Tumor Sarcoma Sarcoma | Epitelial Metastasis | STS
Col. Vert. 4
12 |A N275 Tumor Granuloma Granuloma | Carcinoma células |Carcinoma células
boca escamosas escamosas
B N275 Tumor Carcinoma Mesenquimal Carcinoma Vs | Carcinoma Vs
estomago Sarcoma Sarcoma
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C N275 Tumor Epitelial Mesenquimal STS STS
Colum A
D N275 Tumor Epitelial Mesenquimal STS STS
Colum B
E N275 Tumor Epitelial Mesenquimal STS STS
Colum C
13 |AN122 | e e PNST PNST
BN121 | | e PNST PNST
14 |IN29%9 | e | e Hemangiosarcoma | Hemangiosarcoma
15 |AN255 Sarcoma Sarcoma Tumor células | STS
redondas
B N255 Recidiva Sarcoma Sarcoma Tumor células  [STS
redondas
16 |AN199 Fibrosarcoma Sarcoma Osteosarcoma | STS
telangiectatico
B N 199 Recidiva Fibrosarcoma Sarcoma PNST STS
17 N143 | e e Hemangiosarcoma | Hemangiosarcoma
18 N137 1 e e Hemangiosarcoma | Hemangiosarcoma
19 [A223 Sarcoma Sarcoma Sarcoma STS
Tabla 5. Resultados del estudio con la técnica de inmunohistoquimica y diagnéstico definitivo
N° ID IHC Diagnosis definitivo
caso
1 A N254- | CD57, 1A4, AE1/AE3, S100, Des Leiomyosarcoma
Tumor 1-
surgery
B N254 [NE Hepatic myelolipoma
Higado
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C N254
Tumor
pegado
higado

AE1/AE3, Vim, S-100, Des

STS

D N254
Tumor
pared

Estomago

1A4, AE1/AE3, Vim, CD57

Leiomyosarcoma

E N254
Tumor
Oviducto

Grande

AE1/AE3, CD57, 1A4

Leiomyosarcoma

F N254
Tumor

Oviducto

NE

STS

G N254
Tumor
Pegado

Rinon

1A4, CD57

Leiomyosarcoma

H N254
Tumor Piel

Grande

NE

Metaplasia

I N254
Tumor Piel
Chico

NE

Fibrosarcoma

A N289

Tumor

NE

Fibroma

B N289
Cirugia 2

recidiva

CD 57, AE1/AE3, 1A4, S100, Des

PNST

A A81

Tumor 1

CD 57, AE1/AE3, 1A4, S100, Des

PNST
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B A81|NE STS
Tumor 2
C A81|NE STS
Tumor 3
4 N 203 NE Rhabdomiosarcoma
5 A N253 AE1/AE3,CD57,1A4 PNST
B N253 [ AE1/AE3,CD57,1A4 PNST
Recidiva
6 A A216|lbal Granuloma
Tumor 1
B A216|lbal Granuloma
Tumor 2
7 A 313 NE Mixosarcoma
8 A N134 |NE Hemangioma
Tumor 1
Cirug.
B N134 |NE Hemangioma
Tumor 2
Cirug.
C N134|CD57, 1A4 STS
Recidiva
Necrop.
9 N 258 S-100 Melanoma
10 N 155 NE Adenoma
11 A AE1/AE3 Carcinoma
N274Tumor
parte roja
B N274 | AEL/AE3 Carcinoma

Tumor parte

blanca
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C N274
Tumor

digestivo

AE1/AE3

Carcinoma

D N274
Tumor

Grasa

AE1/AE3

Carcinoma

E N274
Tumor Col.
Vert. 1

AE1/AE3

Condroma

F N274
Tumor Col.
Vert. 2

AE1/AE3

Carcinoma Metastasis

G N274
Tumor Col.
Vert. 3

AE1/AE3

Carcinoma Metastasis

H N274
Tumor Col.
Vert. 4

AE1/AE3

Carcinoma Metastasis

12

A N275

Tumor boca

AE1/AE3 Vim Des

Carcinoma

escamaosas

células

B N275
Tumor

estomago

AE1/AE3 CD 57

PNST

C N275
Tumor
Colum A

AE1/AE3 CD 57

PNST

D N275
Tumor
Colum B

AE1/AE3 CD 57 1A4

STS

E N275
Tumor
Colum C

AE1/AE3 CD 57 1A4

STS
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13 A N121 CD57 1A4 Vim PWT
B N121 CD57 1A4 PNST
14 A299 NE Hemangiosarcoma
15 A N255 NE Granuloma
B N255 [ Ibal AE1/AE3 Granuloma
Recidiva
16 A N199 NE Osteosarcoma
Telangiectatico
B N 199|NE Osteosarcoma
Recidiva Telangiectatico
17 N 143 Factor VI1II Hemangiosarcoma
18 N 137 Factor VI1II Hemangiosarcoma
19 A 223 NE STS
Observacion: En color rojo se indican los anticuerpos que dieron inmunomarcacion
especifica.
Tabla 6. Datos de sexo, edad, origen y localizacion del tumor de todos los individuos estudiados.
N° Sexo Edad Origen del | ID Localizacion
caso (Afos) | espécimen del tumor
1 H 9 Maldonado A N254-Tumor Primer Cirugia SC
B N254 Higado IC
C N254 Tumor pegado higado IC
D N254 Tumor pared Estomago |IC
E N254 Tumor Oviducto Grande |IC
F N254 Tumor Oviducto IC
G N254 Tumor Pegado Rifi6n IC
H N254 Tumor Piel Grande SC
I N254 Tumor Piel Chico SC
2 H 12 Maldonado A N289 Tumor SC
B N289 Cirugia 2 (Recidiva) SC
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3 12 Nacida en A A81 Tumor 1 SC
cautiverio
B A81 Tumor 2 SC
C A81 Tumor 3 SC
4 7 N 203 SC
5 6 Nacida en cautiverio | A N253 SC
B N253 (Recidiva) SC
6 9 Colonia A A216 Tumor 1 IC
B A216 Tumor 2 IC
7 6 Nacida en cautiverio | A 313 SC
8 13 A N134 Tumor 1 Cirug. SC
B N134 Tumor 2 Cirug. SC
C N134 (Recidiva) Necrop. SC
9 8 Nacida en cautiverio | N 258 SC
10 11 N 155 SC
11 9 Nacida en cautiverio | A N274Tumor parte roja IC
B N274 Tumor parte blanca IC
C N274 Tumor digestivo IC
D N274 Tumor Grasa IC
E N274 Tumor Col. Vert. 1 IC
F N274 Tumor Col. Vert. 2 IC
G N274 Tumor Col. Vert. 3 IC
H N274 Tumor Col. Vert. 4 IC
12 9 Nacida en cautiverio | A N275 Tumor boca 0]
B N275 Tumor estomago IC
C N275 Tumor Colum A IC
D N275 Tumor Colum B IC
E N275 Tumor Colum C IC
13 8 A N121 SC
B N121 SC
14 13 N299 SC
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15 M 7 Nacida en cautiverio | A N255 SC
B N255 (Recidiva) SC
16 H 14 A N199 SC
B N 199 (Recidiva) SC
17 H 10 N 143 IC
18 7 Capturada en el |N137 IC
puerto Mdeo.
19 H 6 Colonia A 223 SC

Tabla 7. Datos de metéstasis en drganos relevados

Estomago | Rifion | Pulmon

Oviducto | Higado

Esplenopancreas

Corazon

Tiroides

N 199

N 137

N274

N121

N143

N134

N 289

N 254

N 203

N 275
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ANEXO Il. ESPECIES POTENCIALMENTE MORTAL PARA EL
HOMBRE EN URUGUAY

Crotalus durissus (nombre comun: Cascabel)
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Bothrops pubescens (nombre comun: Yara).

90



ANEXO II11. Planillas de seguimiento clinico de los pacientes.

GENERO ESPECIE CODIGO
FECHA DE INGRESO LONGITUD PESO
SEXO FECHA DE MUERTE FECHA DE NECROPSIA

DATOS PRE- MORTEM

PIEL Y ORIFICIOS EXTERNOS

DIGESTIVO Y CARDIO RESPIRATORIO

URINARIO Y REPRODUCTOR

MUESTRAS | MATERIAL PARA HISTOPATOLOGIA NUMERO DE
DE INGRESO A
SANGRE COLECCION
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N255 Bothrops neuv. i puucscens
acida en Zoo San Carlos, MALDONADO.

(Padres de las inmediacion: 24.11.2002

Leg.: Amalia Villalba

Ingreso 4.1V.2002

Registro alfanumérico de cada ejemplar.
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ANEXO IV. PROCEDIMIENTO DE INCLUCION EN PARAFINA'Y TINCION
CON HE

e Desparafinar
1 — Dejar los cortes over night en estufa
2 —Xilol 1 10’
3-Xilol 2 15
e Hidratar
4 — Alcohol 100° 1°
5— Alcohol 95° 1’
6 — Alcohol 70° 1’
7 — Lavado en agua corriente (varios pasajes, el ultimo se hace en agua
destilada)
e Tincidn
8 — Hematoxilina de Mayer 10’
9 — Lavado con agua corriente 10’
10 — Eosina 3-4°
11 — Lavado con agua (Opcional)
e Deshidratar
12 — Alcohol 95° 2°
13 — Alcohol 100° 2’
14 — Alcohol 100° 2’
¢ Montaje
15— Xilol 12’
16 — Xilol 2 2’
17 - Montaje
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ANEXO IV. PROCEDIMIENTO DE TINCIONES ESPECIALES

e Desparafinar
1 — Dejar los cortes over night en estufa
2 —Xilol 1 10’
3-Xilol 2 15
e Hidratar
4 — Alcohol 100° 1°
5— Alcohol 95° 17
6 — Alcohol 70° 1’
7 — Lavado en agua corriente (varios pasajes, el ultimo se hace en agua
destilada)
e Tincidn
8 — Acido periodico 10’
9 — Lavar varias veces con agua destilada
10 — Reactivo de Schiff tapado 30’
11 —Virar en agua corriente
12 — Hematoxilina 10’
13 — Virar 10’
Deshidratar
14 — Alcohol 95° 2°
15 — Alcohol 100° 2’
16 — Alcohol 100° 2’
e Montaje
17 —Xilol 12’
18 — Xilol 2 2’
19 — Montaje
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ANEXO V. PROCEDIMIENTO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISION

La técnica utilizada se baso en el siguiente protocolo:

a. Fijacion: Se tomaron muestras de tumores de dos casos para microscopia optica,
fraccionandolas en bloques de tejido de 1 mm?® para proceder a su fijacion en
glutaraldehido al 2.5% en solucidn de sacarosa tamponada con cacodilato sddico (pH 7.4)
durante 24 horas.

b. Post-fijacion e inclusion: Las muestras fueron talladas respetando las regiones
microscopicas, post-fijadas en tetroxido de osmio al 1%, lavadas en una solucién de
cacodilato sodico de 0.025 M, deshidratadas en etanol y orientadas e incluidas en epon
812.

c. Ultramicrotomia: Para realizar los cortes ultrafinos se utilizé un ultra-micrétomo
modelo MT6000-XL, RMC, Inc. Se cortaron la mitad de los bloques obtenidos, dejando
la otra mitad como respaldo, se obtuvieron secciones semifinas de 1 um, las que se tifieron
con solucién de azul de toluidina al 1% para realizar la seleccion de los cortes de las
secciones finas de 70 nm. Estas se recogieron en rejillas de niquel y se contrastaron

siguiendo el método de Reynolds (Reynolds, 1963).
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