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RESUMO

As neoplasias sdo comuns em serpentes e podem ser predispostas por fator genético,
idade, oncogénese viral, hormonal e outros fatores. O hemangiossarcoma é uma neoplasia
comumente descrita em cées idosos e raramente descrita em serpentes, principalmente na sua
forma cuténea, além disso, nunca foi associada a presenca viral. Este estudo tem como objetivo
caracterizar 0 hemangiossarcoma cutaneo e hepéatico em Epicrates cenchria afetadas pela
doenca do corpusculo de incluséo e testaram positivo para Reptarenavirus por meio da imuno-
histoquimica. Foram estudados 13 animais acometidos por hemangiossarcoma cutaneo, sendo
69% de machos e idade média de 14,7 + 0,95 anos, dos quais dois foram necropsiados e
possuiam hemangiossarcoma hepatico. Esses animais foram selecionados de um plantel no qual
todos os individuos possuem contato cruzado, embora ndo apresentem ligacdo genética
completa. Os resultados revelaram uma média de 16,7 + 12,4 nddulos cutaneos por animal, com
a regido ventral sendo responsavel por 69% dos casos. A descri¢do histopatolégica do
hemangiossarcoma foi semelhante as demais espécies. Além disso, ha suspeita de que o
Reptarenavirus possa ser 0 agente predisponente para o desenvolvimento do

hemangiossarcoma nesses animais.

Palavras-chave: neoplasia; doenca do corplsculo de inclusdo; oncogénese viral; oncologia.
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ABSTRACT

Neoplasms are common in snakes and can be predisposed by genetic factors, age, viral
oncogenesis, hormonal factors, and other factors. Hemangiosarcoma is a neoplasm commonly
described in elderly dogs and rarely reported in snakes, mainly in its cutaneous form,
furthermore, it has never been associated with viral presence. This study aims to characterize
cutaneous and hepatic hemangiosarcoma in Epicrates cenchria affected by inclusion body
disease and tested positive for Reptarenavirus through immunohistochemistry. Thirteen
animals affected by cutaneous hemangiosarcoma were studied, with 69% being males and a
mean age of 14.7 = 0.95 years, of which two were necropsied and had hepatic
hemangiosarcoma. These animals were selected from a population in which all individuals have
cross-contact, although they do not have complete genetic linkage. The results revealed an
average of 16.7 £ 12.4 cutaneous nodules per animal, with the ventral region accounting for
69% of the cases. The histopathological description of hemangiosarcoma was similar to other
species. Additionally, there is suspicion that Reptarenavirus may be the predisposing agent for

the development of hemangiosarcoma in these animals.

Keywords: neoplasia; inclusion body disease; viral oncogenesis; oncology.
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1 INTRODUCAO

A popularizagdo de animais de estimagao ndo convencionais no Brasil estd em constante
expansao. Dentro desse segmento, os répteis e pequenos mamiferos apresentaram aumento de
4,2% entre 2021 e 2022, enquanto o crescimento do mercado de cées, foi de 3,5% (ABINPET,
2021). Esse aumento pode estar relacionado a lei complementar n° 140 de 8 de dezembro de
2011, que atribui aos estados a competéncia para aprovar criatorios comerciais de animais
silvestres, proporcionando maior flexibilidade para o comércio.

Com o aumento da popularidade e da presenca desses animais em residéncias, também
tem ocorrido aumento nos cuidados e na longevidade. Como resultado, o diagnostico de
doengas que antes eram menos comuns, como neoplasias, tornou-se mais frequente. As
neoplasias em répteis geralmente apresentam um foco local, e em menor frequéncia, multiplos
focos neoplasicos ou metastases, normalmente associados a animais geriatricos (FRYE, 1994;
SYKES e TRUPKIEWICZ, 2006). Existem poucos relatos de neoplasias associadas a
oncogénese viral em serpentes (CLARK et al., 1979; CHANDRA et al., 2001; OROS et al.,
2004; CHRISTMAN et al., 2017), e ndo ha relatos conhecidos de neoplasias associadas a
derivacdo genética.

Uma neoplasia que ocorre com baixa incidéncia em serpentes é o hemangiossarcoma,
que foi descrito em apenas dois casos na literatura, ambos envolveram a presenca de nodulos
unicos e viscerais. Um relato descreveu uma lesdao no bago de uma Pantherophis guttatus
(Cobra do milho) adulta de idade ndo estimada (TUTTLE et al., 2006), enquanto o outro um
tumor no coracdo de uma Leioheterodon madagascariensis geriatrica (SHOEMAKER et al.,
2016).

Os hemangiossarcomas séo neoplasias malignas mesenquimais de origem vascular. Eles
podem ocorrer como um Unico foco ou de forma multifocal, sendo metastaticos em cerca de
80% dos casos no momento do diagndstico. Esses tumores sdo pouco circunscritos e
normalmente aderem as estruturas adjacentes, sendo frequentemente encontrados em animais
geriatricos (KUSEWITT, 2013; FERNANDES e NARDI, 2016).

O hemangiossarcoma pode estar associado a oncogénese viral. Geralmente, os relatos
estdo relacionados a familia Retroviridae, embora ndo haja descricGes em répteis, apenas em
aves e mamiferos (HEVEZI e GOFF, 1991; MORGAN et al., 2005).

Além disso, a associacao entre virus e neoplasias também foi descrita em serpentes por
meio do isolamento de Reptarenavirus em tecido de fibromixoma odontogénico em uma jiboia

(SIMARD et al., 2020). O Reptarenavirus é o agente etioldgico da doenca do corpusculo de
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inclusdo em boideos (BIBD). Pertencente a familia Arenaviridae, trata-se de um virus
envelopado com genoma composto por RNA de fita simples, sentido negativo e segmentado
(GALLAHER; DISIMONE; BUCHMEIER, 2001; ESCHLI et al., 2006; RADOSHITZKY et
al., 2008; BURRI et al., 2012; MAES et al., 2018; DISKIN, 2023). Seu genoma € dividido em
segmento S, que codifica os precursores de glicoproteinas e nucleoproteinas, e um segmento
maior, denominado L, que codifica a RNA polimerase dependente de RNA viral e a proteina
de matriz de zinco (PONTREMOLI et al., 2018).

Desse modo, o presente estudo teve como objetivo realizar uma caracteriza¢ao anatomo-
histopatoldgica do hemangiossarcoma cutaneo e hepatico em Epicrates cenchria. Além disso,
foi descrito o desenvolvimento da neoplasia de forma multipla em animais com contato cruzado
e sem ligacdo genética completa. Também foi investigada uma possivel associacdo com

oncogénese viral, por meio da identificacdo de Reptarenavirus nos animais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar andtomo-histopatolégicamente o hemangiossarcoma em um grupo de serpentes

Epicrates cenchria de um plantel, avaliando sua possivel correlagdo a um virus oncogénico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a.

Descrever a topografia dos nddulos cutdneos de hemangiossarcoma em Epicrates
cenchria;

Caracterizar macroscopicamente 0s nddulos de hemangiossarcoma em Epicrates
cenchria;

Caracterizar histologicamente os nddulos cutaneos e viscerais de hemangiossarcoma em
Epicrates cenchria;

Estadiar e diferenciar os nddulos de hemangiossarcoma presentes nas Epicrates
cenchria;

Descrever a presenca de virus oncogénico associado com as lesdes de

hemangiossarcoma.
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3 REVISAO DE LITERATURA

As neoplasias sdo caracterizadas pelo crescimento e proliferacdo anormal da célula
(CULLEN; PAGE; MISDORP, 2002). A origem das neoplasias pode estar associada com
alguns fatores, como o genético, através de uma alteracdo oriunda dos genes dos pais; o fator
hormonal, através de um desequilibrio hormonal; o fator geriatrico, atraves de mutagdes
celulares devido a idade do animal e o fator viral, dado através de um oncogene viral
(KUSEWITT, 2013; CHRISTMAN et al., 2017).

As neoplasias sdo diferenciadas em dois tipos: as benignas, que sdo bem delimitadas,
ndo invadem o tecido adjacente, as células sdo bem diferenciadas e em geral ndo leva o animal
a obito; e as neoplasias malignas, que ndo sdo bem delimitadas, invadem o tecido adjacente,
podendo causar metastase em outros 6rgaos, as células séo pouco diferenciadas e podem levar
o0 animal a 6bito (KUSEWITT, 2013; ZUCARRI et al., 2016).

Em répteis, as neoplasias sdo relativamente comuns, tendo maior prevaléncia em
serpentes e lagartos do que em queldnios e crocodilianos. Aproximadamente, de 2,9% a 15%
das serpentes, sdo acometidas por alguma neoplasia (GARNER et al., 2004; SYKES e
TRUPKIEWICZ, 2006; PAGE-KARJIAN et al., 2017).

O sistema musculoesquelético é o mais afetado por neoplasias em répteis
(HERNANDEZ-DIVERS et al., 2003). Além disso, as neoplasias de origem mesenquimal sdo
as que mais acometem serpentes, geralmente afetando o tecido epitelial como forma primaria e
o figado como o 6rgdo mais acometido por metastase (PAGE-KARJIAN et al., 2017). As
familias de serpentes mais acometidas por neoplasias sdo os colubrideos, seguido dos
viperideos, boideos e elapideos (GARNE et al., 2004; DUKE et al., 2022).

A maioria dos casos de neoplasia em répteis sdo de forma esporadica, sendo poucos 0s
casos de neoplasias multiplas ou metastases (FRYE, 1994). Um levantamento entre 1901 e 2002
apresentou que 9% das serpentes acometidas por algum tipo de neoplasia apresentaram
metastase e 10% apresentaram multiplos focos neoplésicos (SYKES e TRUPKIEWICZ, 2006).
S0 poucos 0s casos de neoplasia em répteis onde conseguiu-se provar a etiologia por
oncogénese viral, predisposicdo genética para neoplasias ou ainda desequilibrios hormonais
(CHRISTMAN et al., 2017).

Em relacdo a etiologia das lesbes neoplasicas em repteis e sua correlacdo a agentes
virais, a associacdo de herpesvirus com fibropapilomatose foi descrita em Chelonias mydas
(Tartaruga-verde) (LACKOVICHL et al., 1999), entre retrovirus tipo-C e rabdomiossarcoma
descrita em Pantherophis guttatus (Cobra-domilho) (CLARK et al, 1979), Retrovirus e
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linfossarcoma, adenocarcinoma de célon, carcinoma de células transitdrias em rim direito e
fibrossarcoma intermandibular em Python molurus bivattatus (Piton diamante) (CHANDRA et
al., 2001). Particulas de retrovirus tipo-A também foram encontradas em Corallus caninus
(Cobra-papagaio) em um adenocarcinoma intestinal com metéstase em figado, rins, pulméo e
parede celomatica (OROS et al, 2004).

O hemangiossarcoma é raro em serpentes, descrito apenas duas vezes, se comportando
como uma neoplasia de foco Unico e com a auséncia de associacdo com fator viral. Foi descrito
um nddulo Unico de hemangiossarcoma esplénico em Pantherophis guttatus adulta com quadro
de anorexia e a serpente foi a 6bito um més e meio apos a cirurgia (TUTTLE et al., 2006), e,
uma massa solida e Unica na parede do ventriculo de uma Leioheterodon madagascariensis de
23 anos que preenchia aproximadamente metade da luz ventricular. No exame histopatolégico
foi observado que a massa era mal delimitada, ndo encapsulada e altamente vascularizada com
proliferacdo de vasos sanguineos ndo uniformes, o diagndstico foi confirmado com imuno-
histoquimica utilizando o fator VIII (SHOEMAKER et al., 2016).

Os hemangiossarcomas, sao neoplasias malignas mesenquimais de origem vascular
e que sdo encontrados em foco Unico ou multifocal e com metastase em 80% dos casos no
momento do diagnostico, caracterizando-se como uma neoplasia de metastase precoce e
agressiva, podendo ser estadeado (Tabela 1). Em animais com multiplos nddulos € dificil
definir o local priméario do tumor (OWEN, 1980; HARGIS et al., 1992; SMITH, 2003;
KUSEWITT, 2013; FERNANDES e NARDI, 2016). As metastases ocorrem
principalmente por via hematdgena e, por ser de origem endotelial, a disseminacdo de
células neoplasicas de forma sistémica é facilitada (SORENMO et al., 2000; FERNANDES
e NARDI, 2016).

Os hemangiossarcomas sao descritos principalmente em cées geriatricos, com idade
entre 8 e 13 anos, machos, sendo expresso com maior frequéncia na forma visceral. Quando
descrito na forma cutanea, pode estar associado com exposic¢ao prolongada ao sol (HARGIS
et al., 1992; CLIFFORD; MACKIN; HENRY, 2000; SMITH, 2003; KUSEWITT, 2013;
FERNANDES e NARDI, 2016). Além disso, é descrito uma pré-disposi¢do genetica de
algumas ragas, como: Golden Retriever, Boxer, Labrador Retriever, Dogue Alemao,
Poodle, Husky Siberiano, Setter Inglés, Pointer e Pastor Alemé&o além de outras racas de
porte grande ou animais com pele pouco pigmentada (HARGIS et al., 1992; WARD et al.,
1994; CLIFFORD et al., 2001; SMITH, 2003; SZIVEK etal., 2012; KURILJ et al., 2021).
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Tabela 1: Estadiamento do hemangiossarcoma em cdes com base nas caracteristicas do tumor primario (T),
envolvimento dos linfonodos regionais (N) e presenga de metastases a distancia (M).

Tumor primario (T)

Linfonodos regionais (N)

Metastases distantes (M)

Estagio

TO (auséncia de
evidéncia do tumor)

NO (auséncia de envolvimento
de linfonodos)

MO (auséncia de metastase)

T1 (tumor<5cme
confinado ao local
primario)

NO (auséncia de envolvimento
de linfonodos)

MO (auséncia de metastase)

T1 (tumor<5cme
confinado ao local
primario)

N1 (envolvimento de
linfonodo regional)

MO (auséncia de metastase)

T2 (tumor > 5 cm ou
ulcerado e invasdo do
subcutaneo)

NO (auséncia de envolvimento
de linfonodos)

MO (auséncia de metastase)

T2 (tumor > 5 cm ou
ulcerado e invasao do
subcutaneo)

N1 (envolvimento de
linfonodo regional)

MO (auséncia de metastase)

T2 (tumor > 5 cm ou
ulcerado e invaséo do
subcutaneo)

NO (auséncia de envolvimento
de linfonodos)

M1 (presenca de metéstase)

T2 (tumor > 5 cm ou
ulcerado e invasédo do
subcutaneo)

N1 (envolvimento de
linfonodo regional) ou N2
(envolvimento de linfonodo
distante a neoplasia)

M1 (presencga de metéstase)

T3 (invasao de
estruturas adjacentes e
musculatura)

NO (auséncia de envolvimento
de linfonodos)

MO (auséncia de metéstase)

T3 (invasdo de
estruturas adjacentes e
musculatura)

N1 (envolvimento de
linfonodo regional) ou N2
(envolvimento de linfonodo
distante a neoplasia)

MO (auséncia de metastase)

Fonte: adaptado de Owen, 1980 e Fernandes e Nardi, 2016. Elaborada pelo autor, 2023.

Hemangiossarcoma também estd descrito em outras espécies como Atelerix
albiventris (Hedgehog) (FINKELSTEIN et al., 2008), Petaurus breviceps (Petauro-do-
acucar) (RIVAS; PYE; PAPENDICK, 2014), Equus caballus (Cavalo domeéstico)
(SOUTHWOOD et al., 2000; SMITH, 2003), Cavia porcellus (Porquinho da India)
(PAOLETTI et al., 2023), Turdus rufiventris (Sabia laranjeira) (LIMA et al., 2016), sendo

gue, em nenhuma dessas espécies foi observado envolvimento viral.

Como a quantidade de descricdes de hemangiossarcomas em repteis é rara na

literatura, outras espécies, principalmente cdes, sdo utilizados como modelo descritivo da

doenca.
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Em estudo retrospectivo, de 1912 casos de hemangiossarcoma observou-se que 68%
dos casos foram na forma visceral e 32% né&o visceral. Dos 1912 animais, 95% eram caes,
3% gatos e 2% entre cavalos, ferrets, coelhos, ratos, cabras e vacas (SCHULTHEISS,
2004).

O hemangiossarcoma cutaneo € mais incomum em relacdo ao visceral, porém,
quando descrito é encontrado normalmente em derme, podendo se estender até o
subcutaneo e o tecido muscular. E observado com maior frequéncia em regido
ventroabdominal, preplcio e membros pélvicos (OWEN, 1980; HARGIS et al., 1992;
CLIFFORD; MACKIN; HENRY, 2000;). Comumente sdo descritos como hemorragicos e
com possibilidade de necrose (GEARHART; STEFICEK; PETERESEN-JONES, 2007;
FILHO et al., 2018). A correlacdo entre a presenca de hemangiossarcoma cutaneo com
hemangiossarcoma visceral é expressiva, porém, com dificuldade de definir o local
primario da neoplasia (CULBERTSON, 1982; HARGIS et al., 1992). O estadiamento dos
nddulos cutneos também pode ser realizado (Tabela 2).
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Tabela 2: Estadiamento do hemangiossarcoma cutaneo com base na descrigdo do local primario com a localizagao

da neoplasia.

Estagio Descricéo Localizacéo

| Tumor primério confinado apenas a derme. Normalmente regido ventral

abdominal ou prepucial.

1 Tumor primario envolvendo a hipoderme, com ou Nenhum lugar especifico.
sem envolvimento concomitante da derme e sem

envolvimento muscular.

11 Qualquer tumor primario com envolvimento Nenhum lugar especifico.

muscular.

Fonte: adaptado de Owen, 1980 e Fernandes e Nardi, 2016. Elaborada pelo autor, 2023.

Ward et al., (1994) avaliaram e estadearam 25 cdes com hemangiossarcoma cutaneo
(Tabela 2). Desses, 40% dos animais foram classificados como estégio I, 40% como estagio
I1 e 20% como estagio I11. Em 18 animais a neoplasia se apresentava de forma tnica, nos 7
animais onde 0 hemangiossarcoma se apresentava de forma mdaltipla, estavam limitados em
uma regido. Foi observado metastase em 3 animais (30%) do estagio | apds a excisdo
cirurgica, 1 animal (10%) do estagio Il e 3 animais (60%) do estagio I1l. O tempo médio de
sobrevida apos a retirada do tumor dos animais classificados como estagio | foi de 780 dias
e nao foi possivel provar que esses animais foram a 6bito devido ao hemangiossarcoma. Os

animais do estagio Il tiveram o tempo médio de sobrevida de 172 dias e desses, 3/10

37



morreram de forma desconhecida e 3/10 devido ao hemangiossarcoma. Ja os animais do
estagio I, o tempo médio de sobrevida foi de 307 dias e 2/5 morreram de forma
desconhecida e 3/5 morreram devido ao hemangiossarcoma.

Szivek et al., (2012) avaliaram 94 cdes com hemangiossarcoma cutaneo e 71%
apresentavam nédulos Unicos e 29% multiplos nédulos. Foi observado que a recorréncia
ocorreu em 77% dos cédes submetidos a retirada cirdrgica do hemangiossarcoma, sendo
restrita apenas proxima ao local da remocéo. Apenas 53 cées tiveram biopsias disponiveis,
desses, 51% a neoplasia envolvia apenas a derme e 49% envolviam demais tecidos. Ainda,
32 cdes apresentaram metastase em uma média de 326 dias. Desses animais, 20
desenvolveram em 6rgdos abdominais, 12 desenvolveram em pulmao, 3 em tecido oral ou
nasal, 4 em 0ss0s, 4 em coragdo e 4 em sistema nervoso central. O tempo de sobrevida dos
animais ndo foi alterado significativamente com o envolvimento dos tecidos, mas foi
observado que animais com subcutaneo e musculatura envolvida tiveram duas vezes mais
chance de desenvolver metastase.

O resultado anterior também foi observado por Nobrega et al., (2019), em que a
média de sobrevivéncia ndo teve diferenca significativa entre os estagios I, Il e 1ll (17,6
meses, 18 meses e 20,3 meses respectivamente).

Quando o hemangiossarcoma € visceral, é encontrado com maior frequéncia em
baco, atrio direito e figado (SABATTINI; BETTINI, 2009; BATSCHINSKI et al., 2018;
KURILJ et al., 2021), porém, também sdo descritos em outros locais como omento
(SABATTINI; BETTINI, 2009), aorta (GUINAN et al., 2012), cérebro, mesentério
(SMITH, 2003), pulmé&o e rim (SMITH, 2003; KURILJ et al., 2021) sendo esses também
os locais de metastase mais frequentes (KUSEWITT, 2013; FERNANDES e NARDI, 2016;
BATSCHINSKI et al., 2018).

Em um estudo em que foi realizado o estadiamento de 37 cées com
hemangiossarcoma visceral, 67,6% foram classificados como estagio I, 16,2% como
estagio Il e 16,2% como estagio I1I. O tempo médio de sobrevida dos animais apés a
remoc&do da neoplasia foi de 196 dias para animais do estagio I, 117 dias para animais do
estagio 11 e 23 dias para animais do estagio I1l. (BATSCHINSKI et al., 2018)

Macroscopicamente 0 hemangiossarcoma € visto principalmente na forma de
nodulos, mas ja foram descritas na forma de massa, papulas ou maculas. Sdo pouco
circunscritos e normalmente aderidos as estruturas adjacentes. Os nddulos apresentam
dimensGes de variados tamanhos, podendo ser focal, multifocal ou coalescente (WARD et
al, 1994; SMITH, 2003; FLORES et al., 2012; KUSEWITT, 2013; FERNANDES e
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NARDI, 2016). Quando ha a ruptura dos noédulos de hemangiossarcoma é comum fluir
sangue e observar a presenca de coagulos. (FLORES et al., 2012 ; FERNANDES e NARDI,
2016). O rompimento espontdneo dos nddulos pode levar o animal a anemia,
hemoperitonio, choque hipovolémico e ébito (AUTRY; WEITZNER, 1975; SIMANSKY
etal., 1986; LANG, 2020).

Com relacdo a avaliacdo macroscopica do hemangiossarcoma, sdo de coloracao
homogénea vermelho-escuro; vermelho; enegrecidos; marrom; azulado; amarelo e brancos,
podendo também se apresentar de forma heterogenia, variando de vermelho-escuro a
esbranquicado. Quanto a consisténcia, podem ser firmes, fridveis, macios ou cisticos ao
corte. Pode se apresentar como exofitico, endofitico ou méculas e apresenta uma superficie
brilhante, lisa, alopécica e por vezes ulcerado (WARD et al, 1994; CLIFFORD et al, 2001;
SMITH, 2003; FLORES et al., 2012; SZIVEK et al., 2012; KUSEWITT, 2013).

Em um estudo que correlacionou nédulos e massas hepaticas em cées com
neoplasias, Clendaniel et al., (2014) mostraram que multiplas lesdes hepéaticas de tonalidade
escuras, abrangendo tons que variam do preto ao verde e ao marrom, exibiram uma
sensibilidade e especificidade de 85%, além de uma probabilidade de 86% de serem
metastase hepética de hemangiossarcoma. Além disso, quando essas lesdes apresentam
sangramento voluntario, a especificidade aumentou para 100%.

Conforme o arranjo celular na microscopia Otica é possivel classificar o
hemangiossarcoma como: capilar, sendo composto por canais vasculares irregulares;
predominantemente capilar com parte cavernosa ou so6lida, contendo pequenas partes
cavernosas ou solidas; cavernoso, composto por canais vasculares maiores;
predominantemente cavernoso com parte capilar ou sélida; sélidos, apresentando perda dos
canais vasculares e predominantemente solidos com partes capilares ou cavernosas
(GORITZ et al., 2013).

Microscopicamente, o hemangiossarcoma é composto por células neoplasicas
fusiformes a epitelioides, organizadas em corddes, trabéculas ou canais vasculares
irregulares preenchidos por sangue e trombos (SHOEMAKER et al., 2016; NOBREGA et
al., 2019; BEAUMIER et al., 2020). As células variam em forma, desde achatadas até com
citoplasma abundante, fusiformes a poliédricas, e apresentam citoplasma escasso a
abundante, anfofilico a eosinofilico. Os ndcleos sdo grandes, ovais a fusiformes, com
cromatina frouxa e nucléolos variando de inconspicuos a evidentes e entre um e duplo
(SHOEMAKER et al., 2016; NOBREGA et al., 2019).
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Além disso, a neoplasia exibe invasdo local, infiltrando-se entre os feixes
musculares e criando grandes espacos vasculares preenchidos por sangue (BEAUMIER et
al., 2020). Também, é observada a presenca de desmoplasia e estroma fibroso (FLORES et
al., 2012; NOBREGA et al., 2019); mitoses em quantidade varia (NOBREGA et al., 2019)
e colageno intercalado entre as células neoplasicas(FLORES et al., 2012).

Atraveés da avaliacdo histopatoldgica, é possivel classificar o grau de diferenciagdo
da neoplasia. Tumores com anisocariose discreta e canais vasculares preservados, sao
classificados como bem diferenciados; tumores com no minimo 50% dos canais vasculares
bem definidos e anisocariose moderada sdo considerados moderadamente diferenciados, ja
tumores sélidos, com canais vasculares ndo preservados e elevada anisocariose, sdo
considerados como pouco diferenciados (SABATTINI; BETTINI, 2009).

O diagndstico do hemangiossarcoma é confirmado por meio de bidpsia incisional e
excisional e exame histopatoldgico (FERNANDES e NARDI, 2016). Quando a lesdo ndo
€ muito caracteristica no exame histopatoldgico, pode ser realizado a imuno-histoquimica
da lesdo (YONEMARU et al., 2007; CHOORAPOIKAYIL et al., 2012; GIUFFRIDA;
BACON; KAMSTOCK, 2017).

Com relagdo ao desenvolvimento do hemangiossarcoma, no caso especifico da
oncogeénese viral, alguns Retrovirus, através do gene v-src, tém a capacidade de induzir o
desenvolvimento de hemangiossarcoma em mamiferos e aves, entretanto com auséncia de
descricdo em répteis (HEVEZIT; GOFF, 1991; MORGAN; MAJORS; GALILEO, 2005).

Recentemente uma jiboia com presenca da Doenca do Corpusculo de Inclusdo em
Boideos (BIBD) e positiva para Reptarenavirus em teste de RT-PCR desenvolveu linfoma
de colon trés anos apds a confirmacdo de estar infectada pelo virus. Outra jiboia com
presenca de BIBD desenvolveu fibromixoma odontogénico ap6s cinco anos da confirmacao
de estar infectada pelo virus, nesse caso, foi detectado Reptarenavirus no sangue, bem como
em tecido hepatico e neoplasico (SIMARD et al., 2020).

Schilliger et al., (2015) receberam uma Boa constrictor imperator macho de 6 anos
de idade e realizaram a citologia de uma massa cranial ao coragdo. A citologia foi
conclusiva para linfoma linfoblastico, e, foi observada a presenca de BIBD em células
neoplasicas e sanguineas, confirmando pela primeira vez uma neoplasia associada a BIBD.
Nesse caso, ndo foi confirmada a presenca de Reptarenavirus.

O Reptarenavirus € um virus pertencente a familia Arenaviridae (MAES et al.,
2018). Essa familia foi descrita pela primeira vez em 1933, atraves do isolamento do virus
Lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) (ARMSTRONG; LILLIE, 1934).
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O termo "arenavirus" deriva do latim, em que "arena" significa arenoso. Esse nome
¢ atribuido devido a presenca de ribossomos sequestrados das células hospedeiras,
conferindo ao virus uma aparéncia granulosa (CARTER; BISWAL; RAWLS, 1973;
RAWLS; BUCHMEIER, 1975). Os arenavirus sdo caracterizados por serem virus
envelopados, com genoma composto por RNA de fita simples, sentido negativo ou
ambisenso e segmentado. No envelope viral, estdo presentes glicoproteinas, divididas em:
"structured signal peptide” (SSP), responsavel pela maturacdo do precursor de
glicoproteinas e processo de fusdo da membrana viral (ausente nos Reptarenavirus);
glicoproteina (GP1), responsavel principalmente pelo reconhecimento da célula-alvo e
ligacdo ao receptor de superficie; e glicoproteina 2 (GP2), responsavel pela fusdo do virus
com a membrana celular (GALLAHER; DISIMONE; BUCHMEIER, 2001; ESCHLI et al.,
2006; RADOSHITZKY etal., 2008; BURRI etal., 2012; HEPOJOKI et al., 2018; DISKIN,
2023)

Até 2012, os arenavirus eram descritos principalmente em mamiferos, sendo
conhecidos principalmente por causar febre hemorragica em humanos. Posteriormente,
comecou a ser descrita a presenca de arenavirus em outras classes de animais. Atualmente,
os arenavirus sao divididos em quatro géneros: Antennavirus, Hartmanivirus,
Mammarenavirus e Reptarenavirus (MAES et al., 2018).

O género Mammarenavirus esta restrito a mamiferos e ¢é dividido em dois grupos:
0 grupo do Velho Mundo e o grupo do Novo Mundo (CHARREL; DE LAMBALLERIE;
EMONET, 2008). Nesse género, estdo 0s arenavirus responsaveis por causar a Febre
Hemorragica em humanos. No grupo do Novo Mundo, os principais causadores dessa
doenga sdo: Virus Sabié (Brasil) (ELLWANGER; CHIES, 2017), Virus Junin (Argentina)
(MILLS et al., 1992), Virus Machupo e Chapare (Bolivia) (GRIFFITHS; WILSON;
CLEGG, 1992; DELGADO et al., 2008) e Virus Guanarito (Venezuela) (WEAVER et al.,
2000).

O género Reptarenavirus € descrito em serpentes, principalmente em boideos, e é
conhecido por causar a BIBD (HEPOJOKI et al., 2015; HYNDMAN et al., 2019). Esse
virus possui um genoma composto por dois segmentos: um segmento menor, denominado
S, que codifica os precursores de glicoproteinas e nucleoproteinas, e um segmento maior,
denominado L, que codifica a RNA polimerase dependente de RNA viral e a proteina de
matriz de zinco (PONTREMOLI et al., 2018).

A BIBD foi observada pela primeira vez na década de 1970, causando a morte de
jiboias e pitons nos Estados Unidos, Europa e Africa (SCHUMACHER et al., 1994). O
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nome da doenca é derivado da presenca de corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos
formados por uma proteina de 68 kpb (WOZNIAK et al., 2000). Até a década de 2010, a
identificacdo dessas inclusfes era 0 metodo de diagnostico da doenca, antes de se descobrir
0 agente causador. Nos ultimos 13 anos, diversos grupos identificaram a presenca de
Reptarenavirus em animais portadores da BIBD, confirmando sua relagdo como agente
causador (HETZEL et al., 2013, 2021; HEPOJOKI et al., 2015; STENGLEIN et al., 2017,
SIMARD et al., 2020).

Hepojoki et al., (2015), observaram que animais com BIBD estavam
frequentemente co-infectados com mais de uma espécie de Reptarenavirus, levando a
conclusdo de que a co-infeccdo ou superinfeccdo viral pode ser essencial para o
desenvolvimento de imunossupressao nos animais e o surgimento dos sintomas clinicos.

Os animais afetados pela BIBD podem apresentar sinais neurolégicos, como
opistétono, tremores, desequilibrio e incapacidade de sustentar seu préoprio peso, além de
regurgitacdo, anorexia e outros sintomas inespecificos. Em alguns casos, podem
permanecer assintomaticos por longos periodos (HETZEL et al., 2013, 2021; HYNDMAN
etal., 2019).

Atualmente, o diagndstico da BIBD ¢ realizado pela presenca de corplsculos de
inclusdo intracitoplasmaticos, sendo confirmada a presenca do Reptarenavirus por meio de
técnicas como RT-PCR, sequenciamento de nova geracdo e imuno-histoquimica
(STENGLEIN et al., 2012; HETZEL et al., 2013, 2021; HEPOJOKI et al., 2015; SIMARD
et al., 2020;).
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5 CARACTERIZACAO ANATOMO HISTOPATOLOGICA DE
HEMANGIOSSARCOMA EM EPICRATES CENCHRIA (JIBOIA ARCO-IRIS) COM
DOENCA DO CORPUSCULO DE INCLUSAO

5.1 RESUMO

As neoplasias sdo comuns em serpentes, especialmente em animais idosos. No entanto,
0 hemangiossarcoma € uma neoplasia pouco documentada em serpentes e nunca antes associada
a presenca viral. Este estudo tem como objetivo caracterizar o hemangiossarcoma em Epicrates
cenchria afetadas pela doenca do corplsculo de inclusdo e com marcacao para Reptarenavirus
em imuno-histoquimica. Foram analisadas 13 serpentes, das quais 69% eram machos e 31%
fémeas, provenientes de um plantel no qual todos os individuos possuem contato cruzado,
embora nao apresentem ligacdo genética completa. Foi realizada a biopsia excisional de seis
animais e necropsia de dois animais eutanasiados. Os resultados revelaram uma média de 16,7
+ 12,4 nédulos cutaneos por animal, com a regido ventral sendo responsavel por 69% dos casos
e a presenca de doenca do corpusculo de inclusdo nos animais necropsiados, além de marcacao
para Reptarenavirus em um deles. O hemangiossarcoma apresentou caracteristicas semelhantes
com 0s casos descritos em outras espécies. Além disso, ha suspeita de que o Reptarenavirus
possa ser o0 agente predisponente para o desenvolvimento do hemangiossarcoma nesses

animais.

Palavras-chave: BIBD; Neoplasia; Serpente; oncogénese viral.

5.2 INTRODUCAO

Em répteis, as neoplasias sdo relativamente comuns, sendo mais prevalentes em
serpentes e lagartos e menos em queldnios e crocodilianos. Aproximadamente 2,9% a 15% das
serpentes sdo afetadas por alguma forma de neoplasia (GARNER; HERNANDEZ-DIVERS;
RAYMOND, 2004; SYKES; TRUPKIEWICZ, 2006; PAGE-KARJIAN et al, 2017). Além
disso, a maioria dos casos de neoplasia em repteis ocorre de forma esporadica, sendo raras as
ocorréncias de neoplasias multiplas ou metastases (FRYE, 1994; SYKES e TRUPKIEWICZ,
2006), como o hemangiossarcoma, descrito apenas duas vezes com nédulo Gnico em coragéo e
bago (TUTTLE et al., 2006; SHOEMAKER et al., 2016).

O hemangiossarcoma € uma neoplasia maligna mesenquimal de origem vascular que

pode ocorrer em um Unico foco ou de forma multifocal. Aproximadamente 80% dos animais

49



47

apresentaram metéstases no momento do diagndstico, caracterizando-o como uma neoplasia de
metéstase precoce e agressiva, tornando dificil determinar o local primario da neoplasia
(OWEN, 1980; HARGIS et al., 1992; SMITH, 2003; KUSEWITT, 2013; FERNANDES;
NARDI, 2016).

A origem das neoplasias pode estar associada a diversos fatores, incluindo fatores
genéticos, hormonais, relacionados a idade do animal e virais (KUSEWITT, 2013;
CHRISTMAN et al., 2017;). No caso especifico da oncogénese viral, alguns Retrovirus tém a
capacidade de induzir o desenvolvimento de hemangiossarcoma em certas especies (HEVEZIT;
GOFF, 1991; MORGAN; MAJORS; GALILEO, 2005).

A associacdo entre virus e neoplasia também foi descrita em serpentes pelo isolamento
de Reptarenavirus em tecido de fibromixoma odontogénico em jiboia (SIMARD et al., 2020).
O Reptarenavirus é o agente etiolégico da Doenca do Corpusculo de Inclusdo em Boideos
(BIBD). Pertencente a familia Arenaviridae, trata-se de um virus envelopado com genoma
composto por RNA de fita simples, sentido negativo e segmentado (ESCHLI et al., 2006;
RADOSHITZKY et al., 2008; BURRI et al., 2012; MAES et al., 2018). Seu genoma ¢ dividido
em segmento S, que codifica os precursores de glicoproteinas e nucleoproteinas, e um segmento
maior, denominado L, que codifica a RNA polimerase dependente de RNA viral e a proteina
de matriz de zinco (PONTREMOLI et al., 2018).

O presente estudo teve como objetivo descrever a anatomo-histopatologia de multiplos
nodulos cutaneos e hepéaticos de hemangiossarcoma em um plantel de Epicrates cenchria
(Jiboia Arco-iris), sem relacdo genética completa e com contato cruzado entre todos 0s animais,
que por vezes, apresentam BIBD e com marcacao para Reptarenavirus na imuno-histoquimica,

sugerindo uma associacao entre o desenvolvimento neoplésico e o virus.

5.3 MATERIAL E METODOS

5.3.1 Autorizacgoes

Os protocolos utilizados no presente projeto foram aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) do CAV-UDESC, n°® 4821250722, no SISGEN n°® AF52CCD e no
SISBIO n° 84341-1.
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5.3.2 Selecdo dos animais e acondicionamento

O estudo foi realizado em 13 animais da espécie Epicrates cenchria (Jiboia arco-iris)
oriundos de um plantel de serpentes brasileiro, com lesdes epiteliais elevadas e de coloragédo
avermelhada, por vezes ulceradas e hemorragicas, caracteristicas de hemangiossarcoma.

Os animais foram mantidos em caixas plasticas em sala climatizada e com exaustor. A
sala possui 29 animais e desses, 13 apresentam lesGes epiteliais caracteristicas de
hemangiossarcoma.

Dos 13 animais, dois animais que apresentavam ha seis meses anorexia, emagrecimento
progressivo, apatia e regurgitacdo quando forcada a alimentacdo foram eutanasiados pelo
veterinario responsavel do plantel com overdose de propofol na dose de 35 mg/kg. Seis
serpentes ndo apresentavam sinais sistémicos sendo realizada avaliacéo histopatologica a partir
das amostras de bidpsia das lesGes. Duas serpentes ndo apresentavam lesdes exofiticas, ndo
sendo realizada avaliacdo histopatologica, apenas descri¢do das caracteristicas macroscopica.
Trés serpentes estavam em periodo alimentar, entrando apenas para a estatistica de idade, sexo

e origem.

5.3.3 Colheita das amostras

Foi realizada a bidpsia epitelial de oito animais no plantel e o material colhido foi
armazenado em potes identificados com formalina tamponada 10% e processadas no
Laboratorio de Patologia Veterinaria da UDESC. Foram selecionadas para as biopsias lesdes
pendulares e menos aderidas para facilitar a remocao e ndo ser necessaria sutura ou cicatrizacdo
de feridas extensas. Para a colheita das biopsias foi realizado bloqueio anestésico em botdo com
0,01 mL de lidocaina 2% (dose) sem vasoconstrictor e utilizado fio de sutura monofilamentar
3-0 para realizar a ligadura das lesfes que em seguida eram retiradas com bisturi.

Foi realizada a necropsia das duas serpentes eutanasiadas e colhido fragmentos das
lesGes epiteliais sugestivas de hemangiossarcoma bem como de pele, encéfalo, traqueia,
pulmao, coragdo, es6fago, estomago, intestino, figado, baco, pancreas, vesicula biliar, gdnadas
e rins e armazenado em frascos com formalina tamponada 10%. Também foram colhidos
fragmentos dos mesmos orgdos, acondicionados em microtubos de 2 mL e armazenado em

freezer -80°C para futura avaliacdo microbioldgica.
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5.3.4 Caracterizacdo anatomo histopatologica e imunohistoquimica

Todas as lesbes epiteliais sugestivas de hemangiossarcoma foram quantificadas
conforme sua localizagéo (ventral, lateral ou dorsal), medidas com a utilizacdo de paquimetro
(comprimento x largura) e caracterizadas conforme formato, coloracdo, consisténcia,
integridade, ulceracéo e delimitacéo.

Para exame histopatologico o material foi fixado em formalina tamponada 10% durante
48 horas. Os orgaos foram clivados, incluido em blocos de parafina e processados
rotineiramente pela técnica de hematoxilina e eosina (HE), para visualizacdo em microscopia
Optica.

Para definir o estadiamento dos nédulos cutaneos, foi utilizada a Tabela 3 adaptada dos

autores Owen, 1980 e Fernandes e Nardi, 2016.

Tabela 3 Estadiamento do hemangiossarcoma cutaneo com base na descri¢do do local priméario com a localizacéo
da neoplasia.

Estagio Descricdo Localizacao

| Tumor primério confinado apenas a derme. Normalmente regido ventral

abdominal ou prepucial.

1 Tumor primario envolvendo a hipoderme, com ou Nenhum lugar especifico.
sem envolvimento concomitante da derme e sem

envolvimento muscular.

11 Qualquer tumor primario com envolvimento Nenhum lugar especifico.

muscular.

Fonte: adaptado de Owen, 1980 e Fernandes e Nardi, 2016. Elaborada pelo autor, 2023.

Para definir o grau de diferenciacéo das neoplasias, foi utilizada a descri¢cdo de Sabattini
e colaboradores 2009, sendo definido que: tumores com anisocariose discreta e canais
vasculares preservados, séo classificados como bem diferenciados; tumores com no minimo
50% dos canais vasculares bem definidos e anisocariose moderada sdo considerados
moderadamente diferenciados, ja tumores solidos, com canais vasculares ndo preservados e
elevada anisocariose, sdo considerados como pouco diferenciados.

Foram realizadas tambem laminas para imuno-histoquimica (IH) utilizando a técnica ja
descrita em Hetzel et al., (2013) e Hepojoki et al., (2015). Essa técnica foi realizada na

Universidade de Zurich, instituicdo parceira do projeto.
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5.3.5 Coloragdes especiais:
Para o0 nddulo observado no estdmago da fémea necropsiada, foi realizada a coloracao
de Tricrémico de Masson pada determinar a origem tecidual do nddulo. Também, foi utilizada

a coloracdo de Ziehl Neelsen nos granulomas, para pesquisa de Mycobacterium.

5.3.6 Analise estatistica:
Foi realizada a analise descritiva das lesGes de hemangiossacorma epitelial e hepatico,
e também dos achados de necropsia e histopatologico. Os dados foram compilados e analisados

utilizando o software R® para a determinacdo de média e desvio padrao.
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5.4 RESULTADOS

O plantel apresentava 363 animais e oito espécies de serpentes. Das oito espécies
presentes no plantel, apenas uma de duas salas de Epicrates cenchria apresentava animais com
lesBes cutaneas sugestivas de hemangiossarcoma. Essa possui 29 animais, 0s quais tém contato
cruzado durante a época de reproducdo. Dos 29 animais, 55% (16/29) ndo apresentam tais
lesBes e 45% (13/29) apresentavam as lesdes mencionadas. A média de idade dos animais sem
lesGes foi de 2,5 anos £ 0,5 (valor minimo 2 anos; valor maximo 3 anos). Todos 0s animais sem
lesGes nasceram no plantel, sendo 50% (8/16) fémeas e 50% (8/16) machos.

Dentre os animais afetados, 69% (9/13) eram machos e 31% (4/13) fémeas. A média
de idade foi de 14,7 £+ 0,95 anos (valor minimo 14 anos; valor médximo 16 anos). Dos animais
acometidos 54% (7/13) eram oriundos de quatro locais diferentes externo ao plantel e 46%
(6/13) nasceram no local de estudo. Quanto a data da primeira lesdo, estima-se que tenha
ocorrido ha mais de oito anos e todos os animais acometidos no momento do estudo estavam
com as lesBes ha mais de cinco anos.

Com relacdo as caracteristicas macroscopicas dos nddulos cutaneos (Quadro 1), foi
observado que a regido topogréafica mais afetada foi a ventral. Os nddulos foram classificados
e contados de acordo com sua localizacéo na regido ventral, lateral e dorsal. Quando o animal
apresentava mais de 20 nédulos em uma das regides foi descrito apenas como "maior que 20".

Quadro 1 Caracteristicas topograficas e macroscopicas de nodulos cutaneos de hemangiossarcoma em 10
Epicrates cenchria.

Quantidade de nddulos M: 16,7 £ 12,4 nédulos Minimo 7 nédulos em Maximo 46 nédulos
por animal: por animal um animal em 1 animal
Topografia dos nédulos:  69% ventrais 24% laterais 7% dorsais
Tipo de aumento de ’ » »

54% maculas 30% endofiticos 16% exofiticos
volume:
Tamanho: Minimo: 0,1 cm Maximo: 1,2 cm
Consisténcia: Macia a firme

Predominante: ) .

. Também descrita:
Coloracao: Vermelho-escuro a )
Enegrecido e amarelado

marrom escuro

40% dos animais 60% dos animais ndo
Presenca de Ulcera: apresentaram Ulcera em apresentaram nédulos

ao menos um nédulo ulcerados

Fonte: elaborada pelo autor, 2023.
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No que diz respeito a distribuicdo dos nodulos ventrais, verificou-se que a média de
nodulos ventrais por animal foi de 11,6 + 6,23 (Grafico 1). Quanto aos nodulos laterais, foi
observada uma média de 4,0 £ 5,6 nodulos laterais por animal (Gréafico 2). Ja& os dorsais,

apresentaram uma média de 1,1 = 2,2 nddulos por animal (Grafico 3).

Gréfico 1 — Quantidade de nédulos ventrais por animal.

‘. \

® Maisde20 =18 =17 m8 m7 m6b

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Gréfico 2 — Quantidade de nédulos laterais por animal.

s

219 m6 »5 m3 w2 ]l =Q

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.
De modo geral, 69% (116/167) dos nddulos cutaneos estavam localizados na regido

ventral (Figura 1.A), 24% (40/167) na regido lateral (Figura 1.G) e 7% (11/167) na regido dorsal
(Figura 1.H).
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Gréafico 3 — Quantidade de nédulos dorsais por animal.

m7 m2 =1 w0

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Com relacdo as caracteristicas dos nddulos cutaneos, constatou-se que 16% (26/167)
dos ndédulos eram exofiticos (Figura 1.E e 1.G), 30% (51/167) eram endofiticos (Figura 1.C e
1.D) e 54% (90/167) eram maculas (Figura 1.A). O tamanho dos nédulos variou de 0,1 cm a
1,2 cm e sua consisténcia abrangia de macia a firme. Em relacdo a coloragdo, predominou a
tonalidade vermelho-escuro (Figura 1.D) a marrom-escuro, com algumas ocorréncias de
nddulos enegrecidos (Figura 1.B) e amarelados.

Observou-se que 40% (4/10) dos animais apresentaram pelo menos um nodulo ulcerado
(Figura 1.C). Além disso, alguns animais exibiam lesBes com caracteristicas de cicatrizacao
(Figura 1.C, 1.D e 1.F), indicando a remocéo prévia de alguns nédulos por meio do uso de
bisturi elétrico.

Foram realizadas bidpsias de 15 nddulos cutaneos e foram coletados 20 nédulos durante
as necropsias. Dois animais ndo apresentaram nodulos possiveis de serem coletados devido a
presenca apenas de pequenos nddulos endofiticos e méaculas. Para as bidpsias, foram
selecionados nodulos exofiticos devido a facilidade de recuperagdo dos animais ap0s 0
procedimento, uma vez que os nddulos endofiticos requereriam sutura da pele e cuidados pés-
procedimento mais intensivos. Dos animais necropsiados, foram coletados nédulos endofiticos
e maculas.

Quanto a histologia (Quadro 2), os nodulos cutaneos estavam restritos a derme
superficial e profunda, ndo sendo observados na musculatura (Tabela 4). Todos os ndédulos eram
ndo encapsulados e bem delimitados. Quanto aos arranjos histoldgicos, foram identificados

nodulos capilares (Figura 2.B) compostos por canais vasculares irregulares em 87,5% (7/8) dos
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Figura 1 - Hemangiossarcoma cutaneo em machos de Epicrates cenchria. (A) Méaculas avermelhadas multifocal
em regido ventral de um macho de 16 anos (seta). (B) Nodulo endofitico enegrecido em regido ventral de um
macho de 16 anos. (C) Dois n6dulos endofiticos ulcerados (ponta da seta) e area cicatricial (seta) em regiao ventral
de macho de 14 anos. (D) Nodulo endofitico vermelho escuro de 0,9 cm de diametro em regido ventral de um
macho de 15 anos. (E) Nédulo exofitico avermelhado e area cicatricial (seta) em regido ventral de um macho de
16 anos. (F) Areas cicatriciais (seta) em regi&o ventral de macho de 16 anos. (G) Dois nodulos exofiticos (circulo
pontilhado) em regido lateral de um macho de 14 anos. (H) Nodulo exofitico (circulo pontilhado) em regido dorsal
de um macho de 14 anos.

*km s R S g
T T

Fonte: Elaborda pelo autor, 2023.
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Quadro 2 - Caracteristicas histolégicas de nédulos cutaneos de hemangiossarcoma em Epicrates cenchria.

Localizacéo:

Restrito a derme
superficial: 50% dos

animais.

Ao menos um nédulo
em derme superficial e
profunda: 50% dos

animais.

Presenca de

Ausente em 100%

animais.

capsula: dos animais.
Nodulos i
i ) ; ) ) Nodulos
Nodulos capilares: Nodulos capilares com  predominantemente -
solidos:
Arranjo: presente em 87,5%  &reas cavernosas: 50%  sdlidos com areas
o o ) 12,5% dos
dos animais. dos animais. capilares: 50% dos o
animais.

Morfologia celular

células fusiformes a
alongadas ou
poliédricas em
100% dos nédulos.

animais.

moderada: 25% dos

animais

arredondados,
’ centrais e com
Nucleo )
cromatina densa em
100% dos nédulos.
Pouco evidente e . Evidente e tnico a
) o Inconspicuo: 37,5% dos
Nucléolo Unico: 50% dos o duplo: 12,5% dos
o animais o
animais animais
Moderadamente
Pouco delimitadoe  delimitado com
Citoplasma escasso: 75% dos quantidade discreta a

Anisocitose e

anisocariose

Moderada: 50% dos

animais

Discreta: 25% dos

animais

Acentuada: 25%

dos animais

Mitoses

Uma figura de
mitose por 2,37
mm?2 em 50% dos

animais

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023

Tabela 4 - Estadiamento das Epicrates cenchria com relacdo aos nédulos cutaneos de hemangiossarcoma.

Estadiamento

Quantidade de animais

50%

50%

0%

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
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animais analisados; predominantemente capilares com areas cavernosas (Figura 2.C) em 50%
(4/8) dos animais; predominantemente solidos com areas capilares (Figura 2.A) em 50% (4/8)
dos animais; e completamente sélidos (Figura 2.D), com perda dos canais vasculares, em 12,5%
(1/8) dos animais, podendo assim, definir o grau de diferenciacéo das neoplasias. Foi observado
que 50% dos animais possuiam alto grau de diferenciacdo das neoplasias, 37,5% possuiam ao
menos um tumor com grau moderado de diferenciacdo e 12,5% ao menos um tumor com baixo

grau de diferenciacéo.

Figura 2 — Fotomicrografia de arranjo histolégico dos nodulos cutaneos de hemangiossarcoma em Epicrates
cenchria. (A) Nodulo composto por areas solidas e vasos de pequeno e médio calibre, HE (B) Capilar: Nodulo
composto por vasos de pequeno calibre com células neoplasicas fusiformes a alongadas, de nucleo arredondado,
central, com cromatina densa e nucléolo pouco evidente, além de citoplasma pouco delimitado e escasso, HE. (C)
Area cavernosa: Nodulo composto por vasos de médio calibre, HE (D) Sélido: N6dulo composto por areas solidas,
HE.

Nz

Fonte: Elaborada pelo autoyr,' 2523 o

Em relacdo a morfologia celular, todos os nddulos apresentaram células fusiformes a
alongadas ou poliédricas, com nucleos arredondados, centrais e com cromatina densa. A
aparéncia dos nucléolos variou de pouco evidente e Unico em 50% (4/8) dos animais,
inconspicuo em 37,5% (3/8) animais, e evidente e Unico a duplo em 12,5% (1/8) dos animais.
O citoplasma foi observado como pouco delimitado e escasso em 75% (6/8) dos animais e
moderadamente delimitado, com quantidade discreta a moderada, em 25% (2/8) dos animais.
Anisocitose e anisocariose foram descritas como moderadas em 50% (4/8) dos animais,

discretas em 25% (2/8) dos animais e acentuadas em 25% (2/8) dos animais. Foi observada uma
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figura de mitose a cada 2,37 mm2 em 50% (4/8) dos animais. Com essas caracteristicas foi
confirmado o diagndéstico morfol6gico de hemangiossarcoma em todos os nddulos colhidos.

Quanto as alteragdes encontradas adjacente ao neoplasma, observou-se infiltrado
heterofilico multifocal discreto em 25% (2/8) dos animais e moderado em 50% (4/8). Foi
identificado infiltrado linfoplasmocitario multifocal discreto em 50% (4/8) dos animais,
moderado em 12,5% (1/8) dos animais e discreto em derme profunda em 12,5% (1/8) dos
animais. Alem disso, foram observadas espongiose multifocal discreta em 25% (2/8) dos
animais, hiperqueratose paraqueratética difusa moderada em 25% (2/8) dos animais e acentuada
em 12,5% (1/8) dos animais, hemorragia multifocal discreta em 25% (2/8) dos animais,
acantose multifocal moderada em 12,5% (1/8) dos animais, necrose em epiderme focalmente
extensa moderada em 12,5% (1/8) dos animais, e uma area com centro de necrose caseosa
circundada por macréfagos epitelioides e células gigantes multinucleadas focalmente discreta
em 12,5% (1/8) dos animais.

Com relacdo aos animais submetidos a necropsia, ambos apresentavam histérico de
regurgitacdo, emagrecimento progressivo, anorexia e apatia. Nos Gltimos cinco anos, oito
animais da mesma sala foram a 6bito com os mesmos sinais clinicos e presenca de lesdes
cuténeas sugestivas de hemangiossarcoma.

No caso da fémea de comprimento rostro-cloacal era de 147 cm, idade de 16 anos e
score corporal 2/5. Na pele, foram encontrados 18 nédulos cutaneos ventrais e seis laterais, com
didmetro variando de 0,1 cm a 1,0 cm (Figura 3.A e 3.B). No tecido subcutaneo, havia um
aumento de volume bem delimitado, de 0,6 cm de diametro, com coloracdo amarelo-
esverdeada, consisténcia firme a friavel.

Na cavidade celomaética, foi observado acumulo discreto de liquido translicido
levemente avermelhado, localizado principalmente na topografia dos ovarios (Figura 3.C). No
figado, foram identificados aumentos de volume arredondados de 0,1 cm a 0,4 cm de diametro,
com colorag&o esbranquigada multifocal a coalescente e consisténcia macia (Figura 3.D). Além
disso, havia um nodulo de 1 cm de didmetro na regido cranial do figado, apresentando forma
arredondada e consisténcia macia (Figura 3.E). Ao ser cortado, o nddulo exibia coloragdo
esbranquicada a avermelhada, além de manchas vermelho-escuro a enegrecidas multifocal no
parénquima do orgdo (Figura 3.F), que estava aumentado de tamanho e difuso moderadamente.

Foi observado um nodulo firme, ndo aderido, com dimensdes de 3,7 x 1 cm, localizado
na regido cranial do rim direito. Ao ser seccionado, o nddulo apresentava coloragdo

esbranquicada a amarelada, com &reas de consisténcia fridvel. No estdmago, foi identificado
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um nddulo elevado (Figura 3.G), transmural, firme, esbranquigado e com 1 cm de didmetro
(Figura 3.H).

Na avaliacdo histologica, o figado da fémea apresentou multiplas proliferacdes
neoplasicas mesenquimais malignas entremeadas ao parénquima compativeis com
hemangiossarcoma (Figura 4.A). Os hemangiossarcomas formavam vasos de pequeno e médio
calibre, preenchidos por eritrocitos e trombos, e ndo estavam encapsulados. As células
neoplasicas eram fusiformes a alongadas, com nucleos arredondados ou por vezes reniformes,
geralmente com um ou dois nucleos, cromatina frouxa e um nucléolo evidente e Unico. O
citoplasma das células era pouco delimitado. Observou-se acentuado grau de anisocariose e
anisocitose, aléem de uma taxa de mitose de duas figuras por 2,37 mm2. Notou-se também a
presenca de infiltrado discreto heterofilico entremeadas ao neoplasma.

Ainda no parénquima hepatico, foi possivel observar degeneracdo hepatocelular difusa
acentuada, acompanhada de proliferacdo acentuada de melanomacréfagos de forma multifocal
(Figura 4.B). Também foram observadas areas de necrose, as vezes acompanhadas de
mineralizacdo central, rodeadas por células heterofilicas, linfécitos e plasmaocitos, e mais
internamente por macrofagos e células gigantes multinucleada (Figura 4.C). Também foi
possivel observar a presenca de corpusculos de incluséo intracitoplasmaticos eosinofilicos em
hepatocitos de forma focal e discreta. As éareas observadas foram diagnosticadas
morfologicamente como granulomas e ndo apresentando marcacdo na coloracdo de Ziehl
Neelsen.

No rim, foi observado acumulo difuso acentuado de granulos acastanhados e

mineralizagdo multifocal discreta nos tubulos contorcidos proximais.
No estdbmago, foi identificada uma proliferacdo neoplasica mesenquimal maligna organizada
em feixes multidirecionais, ndo encapsulada e com estroma fibrovascular escasso na camada
muscular (Figura 4.D). As células neoplasicas apresentavam-se fusiformes, com nucleos
arredondados a ovais, cromatina levemente frouxa, nucléolo pouco evidente e unico, além de
citoplasma pouco distinto e eosinofilico. Foi observada anisocariose acentuada anisocariose,
anisocitose moderada e uma figura de mitose por 2,37 mm2. Foi observado também infiltrado
linfoplasmocitério discreto entre o neoplasma. Foi realizada a coloragdo de Tricémico de
Masson, através da qual, foi possivel concluir o diagnostico morfolégico da neoplasia como
leiomiossarcoma.

No nédulo subcuténeo, foram encontradas areas de necrose caseosa, ocasionalmente

acompanhadas de mineralizagdo central. Essas areas necroticas estavam circundadas por células
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Figura 3 - Necropsia de uma fémea de Epicrates cenchria com hemangiossarcoma cutaneo e hepatico. (A) Animal
em posicdo ventrodorsal com distribuicdo difusa de nddulos cutineos de hemangiossarcoma. (B) Imagem
aproximada da porcéo ventral com nddulos de hemangiossarcoma. Na miniatura, um nédulo cutaneo, ao corte,
demonstrando coloragdo vermelho-escura a esbranquicada. (C) Actimulo discreto de liquido serossanguinolento
em cavidade celomatica. (D) Figado com nddulos esbranquicados multifocal a coalescente. (E) Nodulo de 1 cm
de diametro em regido cranial do figado. (F) Nédulo esbranquicado (seta) e vermelho-escuro (circulo tracejado)
em parénquima hepético (corte transversal). (G e H) Nodulo elevado transmural em estomago, ao corte,
esbran
—

Fonte: EIaboradapeIo autor, 2023.
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Figura 4 — Fotomicrografia histoldgica de hemangiossarcoma hepético, granuloma hepatico e leiomiossarcoma de
fémea de Epicrates cenchria. (A) Hemangiossarcoma hepatico com vasos de pequeno e médio calibre preenchidos
por eritrdcitos e trombos, ndo encapsulado. (B) Figado com focos de melanomacrdfagos e degeneragao acentuada,
HE. (C) Granuloma hepatico com &reas de necrose e mineralizagdo circundadas por heterofilos, linfocitos e
plasmdcitos e mais internamente por macrdfagos e células gigantes multinucleadas, HE. (D) Leiomiossarcoma em
estbmago, com proliferagdo celular organizada em feixes multidirecionais, ndo encapsulado e de estroma
fibrovascular escasso, H

@ %

Fonte: Elaborada peI auor, 2023.

gigantes multinucleadas, macréfagos epitelioides, heteréfilos, linfocitos e plasmdcitos. O
achado foi considerado focalmente extenso moderado e estava circundado por tecido adiposo
bem diferenciado. No nddulo cranial ao rim direito, havia um material amorfo fibrilar
fortemente eosinofilico parcialmente delimitado por uma fina camada de tecido fibroso.
Também foi observado infiltrado de macréfagos de forma multifocal discreta associado a esse
material. No pulmao, uma &rea de necrose caseosa estava presente e era circundada por células
gigantes multinucleadas, macréfagos epitelioides, heterdfilos, linfocitos e plasmaocitos. Além
disso, houve deposi¢do moderada e multifocal de material amorfo eosinofilico nos alvéolos. Os
dois nodulos e a area de necrose caseosa pulmonar foram diagnosticados morfologicamente
como granulomas e ndo apresentaram marcacao na coloragéo de Ziehl Neelsen.

O cérebro, coracgdo, esodfago, intestino delgado, intestino grosso, pancreas, lingua,
traqueia e globo ocular da fémea foram avaliados, mas ndo foram observadas alteracdes
significativas nesses 6rgaos.

No caso do macho de comprimento rostro-cloacal de 161 cm, 15 anos e score corporal
3/5. Na pele, foram encontrados mais de 20 nddulos cutaneos ventrais, 19 laterais e 7 dorsais,
com didmetro variando de 0,1 cm a 1,2 cm (Figura 5.A e 5.B).
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Na cavidade celomatica, o figado apresentava nddulos esbranquicados a avermelhados
com tamanhos variando de 0,2 a 1,0 cm de didmetro. Esses nddulos estavam distribuidos
difusamente por todo o parénquima hepatico, podendo apresentar discreta elevacéo,

delimitacdo moderada e consisténcia macia (Figura 5.C e 5.D).

Figura 5 - Necropsia de um macho de Epicrates cenchria com hemangiossarcoma cutaneo e hepatico. (A) Animal
em posicao ventrodorsal com distribuicdo difusa de nédulos cutaneos de hemangiossarcoma. (B) Imagem ampliada
da porcdo ventral com nddulos de hemangiossarcoma. (C) Nodulos avermelhado de aproximadamente 1 cm
(circulo pontilhado branco) em figado. (D) Porcéo caudal do figado com nédulos avermelhados (circulo pontilhado
branco).

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Na avaliacdo microscépica do figado, foi observada a presenca de mudltiplas
proliferacdes neoplasicas mesenquimais malignas intercaladas no parénquima hepatico
compativeis com hemangiossarcoma (Figura 6.A). Essas proliferagdes formavam vasos de
pequeno e medio calibre preenchidos por eritrocitos e trombos, ndo encapsuladas. As celulas
neoplasicas eram fusiformes a alongadas (Figura 6.B), com nucleo arredondado e cromatina
frouxa, além de um dnico nucléolo evidente. O citoplasma das células era pouco distinto e
moderado. Houve a presenca de anisocariose e anisocitose moderadas, bem como uma figura
de mitose por area de 2,37mm2. Foi observado infiltrado heterofilico (Figura 6.C) e
linfoplasmocitario multifocal moderado a acentuado entremeado ao neoplasma.

No parénquima hepético, também foram identificadas é&reas de degeneracdo

hepatocelular multifocal discreta (Figura 6.C), bem como corplsculos de inclusdo
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intracitoplasmaticos eosinofilicos presentes no interior dos hepatocitos de forma difusa e
acentuada (Figura 6.A, 6.B e 6.C). Também, foi observada a proliferacgdo moderada de
melanomacrofagos.

No baco, foi identificada necrose associada a infiltrado heterofilico e linfoplasmocitario
focalmente extenso e moderado, além da presenca de corpusculos de inclusdo
intracitoplasmatico eosinofilico multifocal discreto (Figura 7.E e 7.F). E, no pulmao foi
identificada congestao difusa discreta.

Nos rins, foram encontrados acimulos de granulos acastanhados multifocal moderados,
bem como corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos eosinofilicos nos tibulos proximais
com intensidade moderada (Figura 8.A e 8.B).

Os testiculos apresentaram degeneracao tubular difusa moderada, fibrose multifocal
discreta (Figura 8.E) e corpusculos de incluséo intracitoplasmaticos eosinofilicos difusa e com
intensidade acentuada (Figura 8.E e 8.F). Em epididimo também foi observada a presenca de
corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos eosinofilicos difusa e com intensidade acentuada
(Figura 8.G e 8.H).

No cérebro (Figura 7.A, 6.B, 7.C e 7.D), adrenais (Figura 8.C e 8.D), esdfago (Figura
9.A e 9.B), estomago (Figura 9.C e 9.D), intestino delgado (Figura 9.E e 9.F) e intestino grosso
(Figura 9.G e 9.H), foi observada a presenca de corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos
eosinofilicos multifocais moderados no epitélio. No pancreas (Figura 7.G e 7.H), os corpusculos
de inclusdo intracitoplasmaticos eosinofilicos foram encontrados de forma difusa moderada a
acentuada. Ndo foram identificadas alteracdes no coracdo, tireoide, globo ocular, lingua e
traqueia.

A imuno-histoquimica para Reptarenavirus foi realizada nos érgdos que apresentaram
presenca de corpusculo de inclusdo intracitoplasmaticos eosinofilicos, também em duas

amostras de biopsia de pele (Tabela 5).
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Figura 6 - Fotomicrografia histoldgica e imuno-histoquimica de figado do macho de Epicrates cenchria. (A)
Hemangiossarcoma com vasos de pequeno e médio calibre preenchidos por eritrdcitos e trombos, ndo encapsulado.
Além de melanomacréfagos multifocal. (B) Trabécula do hemangiossarcoma com corplsculo de inclusdo
intracitoplasmatico eosinofilico (seta), HE. (C) Degeneragdo hepatica com corplsculo de incluséo
intracitoplasmatico eosinofilico (seta) e infiltrado heterofilico (ponta da seta), HE. (D) Imuno-histoquimica com

“d

marcacao moderada para Reptarenavirus (seta).

Fonte:_EIaborada peI'o autor, 2023.
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Tabela 5: Imuno-histoquimica para Reptarenavirus realizada nos érgdos com presenca de corpusculo de inclusdo
intracitoplasmatico eosinofilico de Epicrates cenchria necropsiadas com hemangiossarcoma. Com relagdo a
intensidade da marcac8o: + (discreta), ++ (modera), +++ (acentuada), - (negativo) e I (inconclusivo).

Animal Orgéo Intensidade
Figado ++
Cérebro +++
Coracéo -
Esofago +++
Estdbmago ++
Intestino delgado +

Macho Intestino grosso +
Baco +
Rim ++
Testiculo ++
Epididimo +++
Adrenal +
Pancreas +++
Figado |

R Cérebro -

Femea Coracéo -
Rim -

Animal 1 Biopsia de pele |

Animal 2 Biopsia de pele -

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
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Figura 7 — Fotomicrografia histoldgica e imuno-histoquimica de um macho de Epicrates cenchria com
hemangiossarcoma epitelial e hepatico associado com BIBD e marcacdo positiva pra Reptarenavirus na imuno-
histoquimica. (A) Em cérebro, corplsculo de inclusdo intracitoplasmatico eosinofilico em corpo neurénios (seta),
HE (B e D) IH do cérebro com marcacdo acentuada (seta). (C) Corpusculo de inclusdo intracitoplasmatico
eosinofilico em corpo neuronal (ponta da seta), HE. (E) Necrose (indicada pelo +) associada a infiltrado
inflamatorio focalmente extenso e moderado no braco, HE. (F) IH do bagco com marcacgdo discreta (seta). (G)
Corpusculo de inclusdo intracitoplasmatico eosinofilico em pancreas (seta), HE. (H) IH do pancreas com marcagao
acentuada (seta).

ool
v
£ dix
- oy,

A
WS
i

67



65

Figura 8 — Fotomicrografia histolégica e imuno-histoquimica de um macho de Epicrates cenchria com
hemangiossarcoma epitelial e hepatico associado com BIBD e marcagdo positiva pra Reptarenavirus na imuno-
histoquimica. (A) Corpusculo de inclusdo intracitoplasmatico eosinofilico em tibulos contorcidos proximais do
rim (seta) associado a acimulo de granulos castanhos (ponta da seta), HE (B) IH do rim com marcagdo moderada
(seta) e acimulo de granulos castanhos (ponta da seta). (C) Corpusculo de inclusao intracitoplasmatico eosinofilico
em adrenal (seta), HE. (D) IH da adrenal com marcacdo discreta (seta) (E) Corpusculo de inclusao
intracitoplasmatico eosinofilico em testiculo (seta) associado a areas de degeneragdo testicular (+) e fibrose (*),
HE. (F) IH do testiculo com marcagdo difusa (seta) e acimulo de grénulos castanhos (ponta da seta). (G)
Corpusculo de incluséo intracitoplasmético eosinofilico em epididimo (seta), HE. (H) IH do epididimo com
uado (seta).
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Figura 9 — Fotomicrografia histolégica e imuno-histoquimica de um macho de Epicrates cenchria com
hemangiossarcoma epitelial e hepatico associado com BIBD e marcagédo positiva pra Reptarenavirus na imuno-
histoquimica. (A) Corpusculo de incluséo intracitoplasmatico eosinofilico em es6fago (seta), HE (B) IH do esdfago
com marcacao acentuada em epitélio (seta). (C) Corpusculo de inclusdo intracitoplasmatico eosinofilico em
estomago (seta), HE. (D) IH da estomago com marcagdo moderada em camada epitelial e glandular (seta) (E)
Corpusculo de inclusdo intracitoplasmatico eosinofilico em intestino delgado (seta), HE. (F) IH do intestino
delgado com marcagdo discreta em epitélio (seta). (G) Corpusculo de inclusdo intracitoplasmatico eosinofilico em
intestino grosso (seta), HE. (H) IH do intestino g seta)
A% ONALS § %
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Fonte: Elaborada peloautor, 2023.
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5.5 DISCUSSAO

De acordo com nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que descreve
hemangiossarcoma na forma cutanea e hepéatica em serpentes. Além disso, é o primeiro a
descrever multiplos ndédulos de hemangiossarcoma com metastase em serpentes, bem como a
associar a presenca de hemangiossarcoma em serpentes com a presenca de BIBD e com
marcagdo para Reptarenavirus em imuno-histoquimica. Até o presente estudo, o
hemangiossarcoma em serpentes foi descrito apenas duas vezes, na forma de nédulo Unico e
solido em coracdo, de uma Leioheterodon madagascariensis de 23 anos, e em bacgo, de uma
Pantherophis guttatus adulta sem idade confirmada (TUTTLE et al., 2006; SHOEMAKER et
al., 2016).

Os resultados revelaram que os machos foram mais afetados pelo hemangiossarcoma,
representando 69% dos animais afetados, entretanto, € possivel que esse dado esteja diretamente
ligado ao maior nimero de machos vivos acima de 14 anos, uma vez que todos 0s animais
acima de 14 anos apresentaram hemangiossarcoma. Além disso, a idade média dos animais
afetados foi de 14,7 £ 0,95 anos. Esses achados estdo em concordancia com a literatura, que
relata predominancia do hemangiossarcoma em animais idosos (HARGIS et al., 1992;
CLIFFORD et al, 2001; SMITH, 2003; FLORES et al., 2012; KUSEWITT, 2013;
FERNANDES e NARDI, 2016).

A forma visceral do hemangiossarcoma é mais prevalente do que a forma cutanea. Um
estudo retrospectivo realizado por Schultheiss (2004) observou 68% de hemangiossarcoma
visceral e 32% ndo visceral. No entanto, no presente estudo, ndo foi possivel determinar se a
neoplasia visceral € mais prevalente do que a forma cutanea. 1sso ocorreu devido ao fato de que
todos os animais submetidos a necropsia apresentaram tanto a forma visceral quanto a forma
cutanea, impossibilitando a definicdo do local primario da neoplasia. Além disso, nos animais
ndo submetidos a necropsia, ndo foram realizados exames complementares para confirmar a
presenca do hemangiossarcoma na forma visceral.

Quanto a origem das neoplasias, elas séo associadas a varios fatores, podendo ser
genético, desequilibrio hormonal, mutacfes celulares relacionadas a idade do animal e
oncogenes virais (KUSEWITT, 2013; CHRISTMAN et al., 2017). E importante observar que
54% dos animais sdo provenientes de diferentes locais e ndo possuem ligacdo genética, sendo
descartada a possibilidade de predisposicdo genética para o desenvolvimento do
hemangiossarcoma nesse caso em especifico. Com exce¢do dos oncogenes virais, 0S outros
fatores mencionados ndo estdo ligados ao desenvolvimento especifico de hemangiossarcoma

em diversos animais de uma mesma populacdo, 0 que torna o oncogene viral a principal
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suspeita. O Reptarenavirus ja foi descrito como associado a trés neoplasias em serpentes:
linfoma linfoblastico (SCHILLIGER et al., 2015), linfoma de cdélon e fibromixoma
odontogénico (SIMARD et al., 2020). Portanto, a presenca de corpusculos de inclusdo
intracitoplasmaticos eosinofilicos nos animais necropsiados e a marcacao para Reptarenavirus
na imuno-histoquimica do macho e inconclusdo da presenca de Reptarenavirus na fémea e em
uma das biopsias, reforcam a suspeita de seu envolvimento no desenvolvimento neoplasico.

Com relacdo a topografia dos nodulos cutaneos, a maior parte estar localizada na regido
ventral (69%), estd de acordo com o que é descrito em cdes, espécie mais afetada pelo
hemangiossarcoma (HARGIS et al., 1992; CLIFFORD; MACKIN; HENRY, 2000), entretanto,
o0 desenvolvimento de hemangiossarcoma ventral em cées pode estar relacionado a irradiacdo
solar (SMITH, 2003; SZIVEK et al., 2012), fator ndo presente nos animais estudados, visto que
séo de cativeiro.

A presenca de multiplos nédulos de hemangiossarcoma em todos os animais difere do
que é descrito para hemangiossarcoma em serpentes (TUTTLE et al., 2006; SHOEMAKER et
al., 2016) e, de estudos pregressos, que descrevem que 72% dos cdes apresentam nodulos
cutaneos anicos (WARD et al., 1994; SZIVEK et al., 2012).

Em trés animais foram identificadas lesdes cicatriciais de remocao cirdrgica de ndédulos
suspeitos de hemangiossarcoma, porém, nao foram realizadas analises histopatoldgicas. A
recorréncia do hemangiossarcoma cutaneo esta presente em 77% dos casos (SZIVEK et al.,
2012), desse modo, é possivel sugerir que os nddulos identificados nos trés animais podem ser
recidivas de nodulos previamente removidos.

Considerando o arranjo histoldgico e a correlagdo com o grau de diferenciacdo
(SABATTINI et al., 2009), foi observado que 50% dos animais possuiam alto grau de
diferenciacdo das neoplasias, 37,5% grau moderado e 12,5% baixo grau de diferenciacéo.
Entretanto estudos apontam n&o encontraram diferenciacdo com relagcdo a sobrevida dos
animais levando em consideracgéo o grau de diferenciacdo (NOBREGA et al., 2019). O presente
estudo ndo conseguiu fazer tal correlacdo visto que ndo ocorreram oObitos até o atual momento.

Com relagdo a morfologia e nucleo das células dos nédulos cutéaneos, todos os ndédulos
apresentaram células fusiformes a alongadas ou poliédricas, com nucleos arredondados,
centrais e com cromatina densa, além de nucléolos inconspicuo a evidente e citoplasma pouco
a moderadamente delimitado e escasso a moderada quantidade, sendo coerente com a literatura
(SHOEMAKER et al., 2016; NOBREGA et al., 2019; BEAUMIER et al., 2020).

A resposta do organismo diante do desenvolvimento da neoplasia é o aumento da

producdo de celulas inflamatorias locais, levando a presenca de infiltrado inflamatorio. Esse
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infiltrado pode ser heterofilico ou linfoplasmocitéario (DIETZ et al., 2016; HECKERS et al.,
2012; KAO et al., 2016; MARTINEZ et al., 2016; TAGGART et al., 2021). Além disso, 0
desenvolvimento de necrose também esta descrito em associacdo com neoplasias em répteis
(DIETZ et al., 2016; TAGGART et al., 2021). A hiperqueratose paraqueratotica, espongiose e
acantose encontradas nos nodulos de pele coincidem com os trés animais que estavam em ecdise
no momento da coleta do material, sugerindo uma possivel relagdo com o momento da muda.

Os animais que foram eutanasiados apresentavam anorexia, regurgitacdo, apatia e
emagrecimento progressivo. Embora esses sinais clinicos sejam inespecificos, eles sdo
comumente descritos em animais com BIBD, assim como a auséncia de sinais neuroldgicos,
que é uma caracteristica marcante da doenca (WOZNIAK et al., 2000; VANCRAEYNEST et
al., 2006; CHANG; JACOBSON, 2010; ARGENTA et al., 2020), embora descrita
recentemente como transitéria em alguns casos (HETZEL et al., 2021)

As caracteristicas do hemangiossarcoma descrito no figado dos animais necropsiados,
como coloracdo, consisténcia, arranjo celular, caracteristicas nucleares, presenca de nucléolo e
citoplasma, bem como o0 numero de mitoses, sdo semelhantes as descritas para
hemangiossarcoma em outras espécies (DARBY; NTAVLOUROU, 2006; MEJIA et al., 2009;
SHOEMAKER et al., 2016; NOBREGA et al., 2019; BEAUMIER et al., 2020). Além disso, a
proliferacdo moderada a acentuada de melanomacréfagos em animais ectotérmicos pode estar
associada a presenca de lesdes e neoplasias (KRANZ; PETERS, 1984; BORUCINSKA,;
HARSHBARGER; BOGICEVIC, 2003; GYIMESI et al., 2004; ABDEL-MONEIM; AL-
KAHTANI; ELMENSHAWY, 2012), assim como, degeneracdo hepatica observada nos
animais necropsiados pode estar relacionada a BIBD (SCHUMACHER et al., 1994,
RAYMOND et al., 2001; VANCRAEYNEST et al., 2006; TURCHETTI et al., 2013).

Quanto aos granulomas encontrados no figado, subcutaneo, cranial ao rim e no pulméo
da fémea, foi realizada a coloracdo de Ziehl Neelsen, e ndo foi detectada a presenca de bacilos
alcool-acido resistentes, descartando a possibilidade de infecgdo por Mycobacterium.
Granulomas com essa descri¢do sao comumente observados em serpentes associados a agentes
bacterianos, como Salmonella (FORNAZARI; TEIXEIRA, 2009; DE SOUZA et al., 2014;
BERTOLINI et al.,, 2021). No entanto, no presente estudo, ndo foi possivel realizar a
confirmacéo do agente causador dos granulomas.

No nodulo presente no estdmago da fémea, foi utilizada a coloracéo de Tricromico de
Masson, que resultou em uma coloracdo avermelhada das células neoplésicas, diagnosticando
0 nddulo como leiomiossarcoma, ja relatado anteriormente em serpentes (CATAO-DIAS,
NICHOLS, 1999; VASARUCHAPONG et al., 2019).
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A presenga de corpusculos de inclusdo nos animais necropsiados foi achado durante a
histopatologia, uma vez que 0s animais ndo apresentavam o0s principais sinais clinicos
caracteristicos da doenca, como sinais neuroldgicos. No entanto, no inicio do estudo, havia
suspeita de que pudesse haver algum virus predispondo a formacéo da neoplasia. A BIBD ja
foi descrita em animais que, posteriormente ao diagnostico, desenvolveram algum tipo de
neoplasia, e o Reptarenavirus ja foi isolado em tecidos neoplasicos, comprovando sua
associacdo com neoplasias (SCHILLIGER et al., 2015; SIMARD et al., 2020). Isso levanta a
questdo de um possivel envolvimento do virus na formacéo dos hemangiossarcomas.

Os locais nos quais os corpusculos de inclusdo foram encontrados ja haviam sido
relatados anteriormente como possiveis focos da doenca (HETZEL et al., 2013; HEPOJOKI et
al., 2015; SCHILLIGER et al., 2015; STENGLEIN et al., 2017; HYNDMAN et al., 2019;
SIMARD et al., 2020; ALFARO-ALARCON et al., 2022). A classificacdo inconclusiva da
imuno-histoquimica do figado da fémea deve-se a alta degeneragdo hepética e a presenca
elevada de melanomacrdéfagos, o que impossibilitou a diferenciacdo da marcacdo. No entanto,
a presenca dos corpusculos de inclusdo suscita a suspeita de positividade. Quanto a classificacdo
inconclusiva da imuno-histoquimica na bidpsia do animal 1, houve marcacdo elevada no
citoplasma das células, porém sem a presenca de corpusculos de inclusdo. No entanto, o outro
fragmento de bidpsia foi totalmente negativo na imuno-histoquimica, o que faz inferir que a

biopsia 1 possa ser positiva.

5.6 CONCLUSAO

Através deste estudo, foi possivel descrever a anatomo-histopatologia e macroscopia de
maultiplos nodulos cutaneos e hepaticos de hemangiossarcoma em uma populacdo de Epicrates
cenchria (Jiboia Arco-iris), sendo observada uma maior presenca da lesdo cutaneas em regido
ventral das serpentes, predominantemente na forma de méaculas e avermelhadas. J& a forma
visceral da neoplasia, foi observada exclusivamente em figado. Também, foi identificado
animais que apresentaram BIBD e marcagdo para Reptarenavirus na imuno-histoquimica,
sugerindo a relacdo entre o desenvolvimento neoplésico e o virus. Entretanto, para comprovar
tal afirmacdo, sugere-se novos estudos que identifiguem o virus em todos os animais com

hemangiossarcoma e isolem o virus em tecido neoplasico.
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