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Resumen

En esta segunda parte del estudio retrospectivo que evaltua las causas de morbilidad y mortalidad en 131 anfibios
remitidos para estudio histopatoldgico, se incluyen las enfermedades metabolicas, de depdsito, nutricionales, de
manejo, neoplasicas y del desarrollo. Destacan la mineralizacion de tejidos blandos (19/131; 14,5%), incluidos 2 casos
de calcinosis circunscrita y 17 de mineralizacion asociada a enfermedades subyacentes; enfermedad 6sea metabélica
(17/131; 13%); prolapso cloacal y/o rectal (11/131; 8,4%); neoplasias diversas en 6 anfibios (6/131; 4,6%), 2 de los
cuales estaban afectados por 2 neoplasias diferentes cada uno; y la colelitiasis (4/131; 3,1%). Nueve de los 11 anfibios
con prolapso cloacal y/o rectal, asi como los 4 casos de colelitiasis procedian de una misma colonia de sapillos baleares
(Alytes muletensis). Fue notoria la ausencia casi completa de malformaciones (solo un caso de amelia de extremidades
anteriores) y la presentacion de enfermedades raras no descritas previamente como el prolapso gastrico a través de la
cavidad oral. En cuanto a enfermedades de potencial causa nutricional y/o téxica, cabe mencionar adicionalmente dos
casos de bocio y uno de metaplasia escamosa por probable deficiencia de vitamina A en ranas flecha azul (Dendrobates
azureus) alimentadas con grillos no suplementados.

Palabras clave: Alytes muletensis, Anura, Caudata, colelitiasis, Dendrobatidae, enfermedad 6sea metabdlica, mineralizacion
O de tejidos blandos, prolapso gastrico, prolapso proctocloacal.
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Introduccion

Tras la descripcion de las principales enfermedades
infecciosas y parasitarias en 131 anfibios remitidos
para diagnéstico histopatoldgico,! en esta segunda par-
te de este estudio retrospectivo se evaltian las principa-
les causas de morbilidad y mortalidad por enfermeda-
des metabdlicas, de depdsito, nutricionales, de manejo,
neopldsicas y del desarrollo.

Materiales y métodos
En la seccion previa de este estudio retrospectivo’ se
describen los materiales y métodos utilizados, inclui-
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da la lista de especies, 6rdenes de anfibios y ntimero
de individuos por especie (117 pacientes pertenecian
al Orden Anura y 14 al Orden Caudata). Para esta se-
gunda parte de este estudio, se filtraron los archivos
para casos de enfermedades metabdlicas, de depdsito,
nutricionales, de manejo, neoplasicas y del desarrollo.
Los anfibios remitidos enteros en formol (113 de los 127
pacientes remitidos para su evaluacién post mortem)
fueron descalcificados sumergiéndolos en soluciones
comerciales (Surgipath Decalcifier II, Leica Biosystems,
EE.UU.; Descalcificador Répido Casa Alvarez, Casa
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Alvarez, Espafia). Previamente, se aplicaba fuerza so-
bre la didfisis de los huesos largos de las extremidades
posteriores hasta fracturarlos, con el fin de determinar
la existencia de evidencias macroscépicas de enfer-
medad 6sea metabdlica (disminucion en la dureza de
los huesos). Se finalizaba la inmersién en el descalci-
ficador en el momento en el cual el cuerpo podia ser
cortado sin crepitacién de las cuchillas de tallado. En
pacientes escasamente calcificados, se realizaban pri-
mero los cortes seriados del cuerpo y luego los casetes
de tejidos se sumergian en el descalcificador por lo
general de 30 minutos a 1 hora. No se consider6 nece-
sario realizar tinciones especiales para ninguna de las
enfermedades incluidas en esta seccion.

Resultados

En la Tabla 1 se detallan los principales procesos de
enfermedad metabdlica, de depésito, nutricional, de
manejo, neopldsica y del desarrollo diagnosticados en
estos 131 anfibios. Todos estos afectaron tinicamente a
anfibios del Orden Anura, con excepcién de 2 pacientes
pertenecientes al Orden Caudata: un axolote (Ambystoma
mexicanum) con mineralizacién renal tubular y un tritén
de vientre de fuego japonés (Cynops pyrrhogaster) con
melanosis hepdtica excesiva. Las enfermedades mads

Tabla 1. Enfermedades metabdlicas, de depo-
sito, nutricionales, de manejo, neoplasicas, y
del desarrollo en 131 anfibios

Mineralizacién de tejidos blandos 19 (14,5)
Mineralizaciéon metastdtica aso?iada a 17 (13)
enfermedad subyacente o deshidratacién
Calcinosis circunscrita 2(1,5)

Enfermedad 6sea metabdlica 17 (13)

Prolapso cloacal /rectal 11 (8,4)

Neoplasias 6 (4,6)

Edema subcutdneo 4(3,1)

Colelitiasis 4(3,1)

Bocio 2 (1,5)

Intususcepcién 2(1,5)

Cuerpo extrafio gdstrico 2 (1,5)
Impactacién géstrica por cuerpo extrafio 1(0,8)

Impactacion intestinal por arena 1(0,8)

Dilatacién y prolapso gastricos 1(0,8)

Metaplasia escamosa 1(0,8)

Malformaciones (amelia) 1(0,8)

Nota: algunos pacientes estaban afectados por dos 0 mas de estos procesos

frecuentes fueron la mineralizacién de tejidos blandos,
enfermedad 6sea metabdlica y prolapso proctocloacal.

En 19 de los 131 anfibios (14,5%) se observé mine-
ralizacion de tejidos blandos, que afect6 generalmente
al epitelio renal tubular, a los tdbulos seminiferos del
testiculo (Fig. 1), a la piel y/o a los pulmones. Ocasio-
nalmente, los depdsitos de mineral en tejidos blandos
estaban rodeados por células gigantes multinucleadas.
Diecisiete de estos 19 anfibios padecfan enfermedad re-
nal, inflamacién granulomatosa frecuentemente sisté-
mica, cuadros catabélicos y /o procesos de enfermedad
que pudieron causar deshidratacién (como la enteritis
por estrongiloidiasis) o mineralizacién por otros meca-
nismos (como produccién de sustancias con actividad
parathormona en el caso de linfoma). En 2 de los 19 an-
fibios, la mineralizacién correspondia a calcinosis cir-
cunscrita subcutdnea asociada a cestodos enquistados
(ver Fig. 10A del articulo “Enfermedades infecciosas y
parasitarias en anfibios en cautividad: estudio retros-
pectivo de 131 pacientes”'). Uno de los anfibios, una
rana toro (Pyxicephalus adspersus) que murié por una
gastroenteritis fibrinonecrotizante-enfisematosa y he-
morragica bacteriana aguda, fue remitido con historial
de lesiones de depdsito mineral alrededor de las vér-
tebras (Fig. 2); sin embargo, este hallazgo correspon-
dfa a depésitos de calcio en los sacos endolinfaticos en
anfibios, considerados normales por lo menos hasta
un cierto grado no establecido de forma especifica.?
La ausencia de mineralizacién metastdtica de tejidos
blandos en esta rana sugiere que tolerd este grado de
almacenaje de calcio sin consecuencias clinicas obvias.

Diecisiete de los 131 (13%) anfibios, incluidos 9 sapi-
llos baleares (Alytes muletensis), mostraron evidencias
radioldgicas (Fig. 3), macroscépicas y/o histolégicas
(Fig. 4) de enfermedad 6sea metabdlica (EOM), inclui-
da una disminucién del grado de mineralizaciéon de
los huesos con aumento de su flexibilidad, asi como

— o

Figura 1. Testiculo; rana tomate (Dyscophus guineti). Numerosos tlbu-
los seminiferos contienen depdsitos de mineral (flechas). Hematoxilina-

eosina, x44.
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Figura 2. Columna vertebral; rana toro africana (Pyxicephalus
adspersus). Presencia de depdsitos blanquecinos de calcio normales
(flechas) en los senos endolinfaticos paravertebrales. Espécimen fijado
en formol.

Figura 3. Radiografia dorsoventral; sapillo balear (Alytes muletensis).
Se observa enfermedad 6sea metabdlica avanzada, con arqueamiento
de huesos largos, que muestran unas corticales primarias irregulares,
proliferacion de tejido radiodenso y radioltcido a nivel peridstico y en la
cavidad medular de los huesos afectados; estas alteraciones radiologi-
cas son particularmente obvias en las extremidades posteriores.

presencia de deformaciones dseas, focos de metaplasia
condroide generalmente a nivel peridstico y en las cor-
ticales de huesos largos con extensién ocasional a las
trabéculas del hueso esponjoso, retencién del cartilago
metafisario, y/o fracturas patoldgicas. De estos 17 pa-
cientes con EOM, 5 (incluidos 4 sapillos baleares [Alytes
muletensis]) se presentaron con prolapso cloacal/rectal
concurrente sin evidencias de estrongiloidiasis entéri-
ca. Algunos de los sapillos baleares (Alytes muletensis)
con EOM fueron evaluados radiol6gicamente y mos-
traban deformacién de huesos largos, particularmente
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Figura 4. (A) Hueso largo; sapito minero (Dendrobates leucomelas).
Se observa retencion del cartilago metafisario (m) que se extiende
excesivamente hacia la diafisis del hueso con formacién de amplios
focos de metaplasia condroide de la corteza primaria (asteriscos), la
cual muestra una zona de estrangulamiento (cabezas de flecha) justo
caudal al cartilago retenido de la metéfisis con formaciéon de una
espicula transversal delgada de hueso a ese nivel (flechas). ca: cartilago
articular (epifisis proximal); ar: articulacién; m: metéfisis; me: musculo
esquelético. Hematoxilina-eosina, x40. (B) Hueso largo; sapillo balear
(Alytes muletensis). Hueso normal para comparaciéon. Hematoxilina-
eosina, x120.

de las extremidades posteriores, con irregularidad del
contorno de las corticales y proliferaciéon de tejido mo-
deradamente radiodenso a nivel peridstico e intradseo
medular (Fig. 3).

En total, 11 de los 131 (8,4%) anfibios sufrieron
prolapso cloacal/rectal, incluidos 9 sapillos baleares
(Alytes muletensis) de la misma colonia, 5 de los cuales
mostraban estrongiloidiasis (ver Fig. 7A del articulo
“Enfermedades infecciosas y parasitarias en anfibios
en cautividad: estudio retrospectivo de 131 pacien-
tes”"). Cuatro de los 11 anfibios con prolapso padecian
enfermedad 6sea metabdlica sin evidencias de estron-
giloidiasis. En 9 de los 11 casos de prolapso, incluidos 8
de los 9 sapillos baleares (Alytes muletensis), se aprecié
inflamacién en la mucosa rectal o cloacal con erosién,
necrosis y/o hemorragia de la mucosa del segmento
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prolapsado. En 2 anfibios pudo constatarse la existen-
cia de intususcepcién intestinal concurrente, que se
asociaba a estrongiloidiasis en uno de los pacientes.

Otros procesos relevantes de enfermedad digestiva
que causaron la muerte o contribuyeron a la misma en
los anfibios afectados incluyen la ingestion de cuerpos
extrafios (corteza de coco usado como sustrato) en el
estémago de dos ranas tomate (Dyscophus guineti) del
mismo centro que desarrollaron un cuadro catabélico;
dicho material se consider6 causante de un cuadro de
impactacion géastrica en una de ellas. Se diagnosticé
también un caso de impactacién intestinal por arena
en un renacuajo de sapillo de vientre de fuego oriental
(Bombina orientalis) (Figs. 5 y 6). Finalmente, una rana
de punta de flecha roja (Oophaga pumilio) mostré una
masa oral que protruia a través de la cavidad oral
(Fig. 7) y que histolégicamente correspondia al esté-
mago, el cual habia sufrido dilatacién y prolapso; su
mucosa mostraba necrosis y hemorragia con bacterias
intralesionales.

Se observaron 8 neoplasias, diagnosticadas en
6 de los 131 (4,6%) anfibios. Dos correspondian a
adenocarcinomas sin evidencias de metdstasis: uno

Figura 5. Sapillo de vientre de fuego oriental (Bombina orientalis). Se
observa dilatacién prominente de la cavidad celémica (debida a impac-
tacion intestinal por arena). Barra: 1 cm.

Figura 6. Sapillo de vientre de fuego oriental (Bombina orientalis). Sec-
cién de intestino marcadamente dilatado por la presencia de abundan-
tes concreciones minerales (flechas) interpretadas como arena. Hema-
toxilina-eosina, x44.

intestinal en una rana dardo verdinegra (Dendrobates
auratus) (Fig. 8), y otro en un tejido no identificable en
un sapo buey (Rhinella schneideri); este iltimo mostraba,
ademds, hemangiomas en el pulmén (Fig. 9). El
adenocarcinoma intestinal de la rana dardo verdinegra
(Dendrobates auratus) consistia en una proliferacién
mal delimitada y no encapsulada de enterocitos que
formaban criptas y glandulas variablemente dilatadas
o, raramente, nidos diminutos compactos que invadian
de forma amplia todas las capas del segmento
intestinal afectado (Fig. 8) y mostraban anisocitosis,
anisocariosis, pleomorfismo y anaplasia bajos a
moderados, sin actividad mitética aparente. Otros 3
anfibios padecieron neoplasias hematopoyéticas: un
linfoma multicéntrico con componente epiteliotrépico
en una rana tomate (Fig. 10) y dos neoplasias de células
redondas no identificables de forma clara mediante la
tincién rutinaria en un sapillo balear (Alytes muletensis)
y un axolote (Ambystoma mexicanum). Otro sapillo
balear (Alytes muletensis) mostraba una proliferacién

Figura 7. Rana de punta de flecha roja (Oophaga pumilio). (A) Vista
dorsal. (B) Vista lateral. Se observa prolapso del estomago dilatado a
través de la cavidad oral. Barra: 1 cm.

Figura 8. Intestino delgado; rana dardo verdinegra (Dendrobates
auratus). Proliferacién neoplasica de epitelio entérico, que invade todas
las capas (flechas) y forma estructuras glandulares variablemente

dilatadas (asteriscos). Hematoxilina-eosina, x240.
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Figura 9. Pulmon; sapo buey (Rhinella schneideri). Se aprecia una pro-
liferacion neoplasica de cavernas vasculares revestidas por endotelio
bien diferenciado (hemangioma) con focos de hemosiderosis (flecha) en

el estroma de soporte de la neoplasia. Hematoxilina-eosina, x110.
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Figura 10. Piel; rana tomate (Dyscophus guineti). Con patron difuso, la
dermis (d) estd densamente infiltrada por linfocitos pequefos neopla-
sicos acompafiados por detritos nucleares; estos infiltrados forman
ademas numerosos focos de epiteliotropismo caracterizados por la pre-
sencia de multiples linfocitos dispuestos en pequefios nidos intraepi-
dérmicos (cabezas de flecha). e: epidermis. Hematoxilina-eosina, x220.
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multicéntrica benigna de epitelio renal tubular (Fig.
11) organizado en estructuras tubulares, papilares y
quisticas (Fig. 12), compatible con adenomatosis
renal (adenomas mdaltiples); se observé atipia celular
en escasas células neopldsicas y en células epiteliales
de ttbulos no neopldsicos. Adicionalmente, en
este sapillo balear (Alytes muletensis) se aprecié un
foco hepético bien delimitado y no encapsulado
de proliferacién de hepatocitos compatible con
hiperplasia nodular o un hepatoma; la ausencia
de triadas portales dentro de esta neoplasia es
compatible con un hepatoma (Fig. 13).

Cuatro anfibios (4/131; 3,1%) mostraron edema sub-
cutdneo, que fue generalizado (anasarca) en 3 de ellos.
En una rana toro (Lithobates catesbeianus), dicho edema
se asociaba a micobacteriosis sistémica y cestodiasis

AN

Figura 11. Sapillo balear (Alytes muletensis). Los rifiones contienen
masas amarillentas-blanquecinas correspondientes a adenomatosis re-
nal (flechas). Paciente fijado en formol. Barra: 1 cm.

Figura 12. Rifion; sapillo balear (Alytes muletensis). La seccién de ri-
fidn del sapillo en la Figura 11 esta casi completamente reemplazada
por un adenoma con zonas papilares densas (P) y zonas quisticas (Q),
que comprime el tejido renal no neoplasico restante (cabezas de flecha).
Hematoxilina-eosina, x48.
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Figura 13. Higado; sapillo balear (Alytes muletensis). Imagen histo-
l6gica de un hepatoma, en la que se observa proliferacién neoplasica
uniforme de hepatocitos bien diferenciados y ausencia de areas porta.
Hematoxilina-eosina, x120.

subcutdnea (Fig. 14), mientras que en un sapillo balear
(Alytes muletensis) estaba asociado a estrongiloidiasis
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Figura 14. Rana toro (Lithobates cathesbeianus). Se aprecia anasarca
(edema subcutaneo generalizado) intensa y zonas lineares de ulceracion
cutanea grave (cabezas de flecha) en la region inguinal.

intestinal, y en un escuerzo de Cranwell (Ceratophrys
cranwelli), a una dermatitis virica. En el anfibio restante
no se apreciaron evidencias de la causa o procesos po-
tencialmente relacionados.

Se diagnosticé colelitiasis en la vesicula biliar de 4
sapillos baleares (Alytes muletensis) (4/131; 3,1%), con
cdlculos de hasta unos 6 mm de didmetro y sin evi-
dencias de enfermedad obstructiva de vias biliares
con excepcién de un paciente. En este, la colelitiasis
se acompafié de distensién prominente de la cavidad
celémica (Fig. 15) debida a dilatacién marcada de la
vesicula biliar (Fig. 16) y de los conductos biliares in-
trahepadticos, con ruptura de la vesicula biliar y embo-
lismo de bilis en el seno linfdtico subcutdneo, asi como
colangiohepatitis bacteriana ascendente de vias bilia-
res secundaria a la presumible enfermedad biliar obs-
tructiva. La bilis embolizada en el seno linfatico, que
contenfa abundantes bacterias, causé engrosamiento
de los tejidos blandos de la extremidad posterior iz-
quierda (Fig. 15), donde se acompafié de necrosis mus-
cular y cutdnea (Fig. 17).

En cuanto a la condicion corporal de los anfibios
incluidos en este estudio, 15 de ellos (11,5%) padecian
cuadros catabdlicos de forma evidente, ya que
mostraban atrofia del tejido adiposo (Fig. 18); en 4
de estos se aprecié también atrofia hepatocelular. En
contraposicién, el tejido adiposo era excesivo en 5
anfibios (Fig. 19) y en 3 de ellos se observé infiltracién
de diversos oOrganos, particularmente el eséfago,
orofaringe y tejido subcutdneo, por grandes agregados
de adipocitos hipertroficos (Fig. 20); 2 de estos pacientes
eran la rana de punta de flecha roja (Oophaga pumilio)
con dilatacién y prolapso gdstricos, y el sapillo balear
(Alytes muletensis) con colelitiasis obstructiva y ruptura
de la vesicula biliar.

Otros procesos de enfermedad relevantes inclufan

168

Figura 15. Sapillo balear (Alytes muletensis). Muestra dilatacion pro-
minente de la cavidad celémica y engrosamiento de los tejidos blandos
de las extremidades posteriores, particularmente la izquierda; a nivel
tibial diafisario se distingue una zona elevada oscura (correspondiente
histolégicamente a necrosis muscular y cutanea asociada a embolismo
de bilis en el seno subcutaneo) (cabeza de flecha). Barra: 1 cm.

<

Figura 16. Sapillo balear (Alytes muletensis). Se observa un colelito
(cabezas de flecha) rodeado por secrecién biliar condensada en la luz
de la vesicula biliar (vb), la cual esta distendida. El tejido adiposo (a)
es marcadamente excesivo. slsc: seno linfatico subcutaneo, h: higado.
Hematoxilina-eosina, x48.

bocio en 2 anfibios, el cual era hiperpldsico difuso en
una rana tomate (Fig. 21) y coloidal en un sapillo ba-
lear (Alytes muletensis) (Fig. 22) de un mismo centro.
Una rana flecha azul (Dendrobates azureus), procedente
de un brote de mortalidad con dermatitis fingica, mos-

R
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Figura 17. Extremidad posterior; sapillo balear (Alytes muletensis). El
seno linfatico subcutaneo (delimitado con cabezas de flecha) esté dila-
tado por abundante secrecién biliar (con bacterias), lo cual se acompa-
fia de necrosis de la dermis (asteriscos) y del musculo subyacente (m);
con frecuencia, las fibras musculares necréticas estan fragmentadas.
Hematoxilina-eosina, x48.

5 ._‘. i,-,.'l 5 i -

Figura 18. Tejido adiposo; (a) rana dardo verdinegra (Dendrobates
auratus), (b) sapillo de vientre de fuego oriental (Bombina orientalis). Se
observa atrofia prominente de los adipocitos (a) en comparacién con un
tejido adiposo no atréfico (cabezas de flecha) (b). r: rifidn. Hematoxilina-
eosina, x220.

Figura 19. Ranas flecha azul (Dendrobates azureus). El paciente de la
izquierda muestra obesidad (particularmente visible en la regién sub-
mandibular) en comparacion con la rana de la derecha. Barra: 1 cm.

AN

Figura 20. Rana flecha azul (Dendrobates azureus), paciente de la iz-
quierda de la Figura 19. La mucosa del eséfago esta engrosada debido
a la presencia de abundantes adipocitos bien diferenciados e hipertréfi-
cos (flechas), que causa una reduccion en el diametro de la luz (asteris-
cos). Hematoxilina-eosina, x120.

Figura 21. Tiroides; rana tomate (Dyscophus guineti). Con patron di-
fuso, los foliculos carecen casi completamente de coloide (las flechas
indican el coloide escaso restante) y estan revestidos por epitelio cilin-
drico alto (bocio hiperplasico). Hematoxilina-eosina, x240.
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Figura 22. Tiroides; sapillo balear (Alytes muletensis). Los foliculos

tiroideos estan dilatados por excesivo coloide (c) y revestidos por un
epitelio simple plano (bocio coloidal). Hematoxilina-eosina, x120.

S N o .

tr6 metaplasia escamosa intensa del epitelio esofdgico
y también orofaringeo (Fig. 23); estas ranas habian sido
alimentadas exclusivamente con grillos juveniles sin
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Figura 23. Rana flecha azul (Dendrobates azureus). El epitelio (e) que
reviste la mucosa del eséfago es estratificado escamoso (es decir, ha
sufrido metaplasia escamosa, ya que de forma normal es un epitelio
simple ciliado). m: capas musculares. Hematoxilina-eosina, x480.

ningtin tipo de suplemento vitaminico ni mineral. Igual-
mente, se diagnosticé microlitiasis de glandulas lingua-
les en 2 ranas tomate.

Es notoria la escasez de casos de malformaciones.
S6lo se observé amelia de extremidades anteriores en
un sapillo balear (Alytes muletensis) (Fig. 24).

La mayorfa de anfibios mostraban grados variables
de melanizacién de diversos 6rganos, particularmente
el higado (Fig. 25). La cantidad y el tamafio de centros

Figura 24. Sapillo balear (Alytes muletensis). Se aprecia ausencia de
ambas extremidades anteriores (amelia). Barra: 1 cm.
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Figura 25. Higado y ovario; rana toro africana (Pyxicephalus
adspersus). Tanto el higado (izquierda) como el ovario (derecha)
muestran melanizacion intensa. Algunos foliculos ovaricos son blancos
(no melanizados). Barra: 1 cm.

melanomacrofégicos en el higado se consideraron exce-
sivos en algunos pacientes y llegaron a remplazar casi
completamente el parénquima hepético en casos espo-
radicos (Fig. 26). En uno de estos, una rana tomate, este
proceso se acompand de fibrosis portal leve (Fig. 27) e
hiperplasia biliar.

SRR R R
Figura 26. Higado; rana tomate (Dyscophus guineti). Se aprecia mela-
nosis difusa intensa (correspondiente al pigmento oscuro depositado de
forma uniforme y en cantidad alta en todo el parénquima). Hematoxilina-
eosina, x44.

g,
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Figura 27. Higado; rana tomate (Dyscophus guineti). El tejido hepato-
celular esta parcialmente reemplazado por melanomacréfagos v fibrosis (f);
los cordones de hepatocitos con frecuencia estan atréficos (flechas) y

también contienen melanina. Hematoxilina-eosina, x440.
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Discusion

Entre las enfermedades metabdlicas, de depésito,
nutricionales, de manejo, neoplasicas y del desarrollo,
objeto de esta segunda parte de este estudio retrospec-
tivo, destacaron la mineralizacién de tejidos blandos y
la enfermedad 6sea nutricional / metabélica. Fue noto-
ria la baja incidencia de neoplasias y la presencia de un
tnico caso de malformacién (amelia en un sapillo ba-
lear (Alytes muletensis)), asi como la ausencia de casos
de xantomatosis, enfermedad de depésito de cristales
de colesterol de probable origen o influencia nutricio-
nal que en anfibios afecta principalmente a la cérnea
(“queratopatia lipidica”, “lipidosis corneal”) y que es
considerada frecuente en anfibios anuros en cautivi-
dad en Norteamérica;* es posible que existieran dife-
rencias en la dieta y manejo de los anuros incluidos en
este estudio que hayan influido en la ausencia de casos
de xantomatosis.

En cuanto a la mineralizacién de tejidos blandos, se
observé habitualmente en anfibios con enfermedades
renales o sistémicas, inflamacién granulomatosa y/o
cuadros catabélicos que pudieron causar alteraciones
en la relacién calcio:fésforo; la excepcion fueron dos
casos de mineralizacion nodular localizada (calcinosis
circunscrita) asociada a cestodiasis subcutdnea. Existe
una descripcién de esta forma de mineralizacién nodu-
lar en renacuajos de rana toro (Lithobates catesbeianus)
que vivian cerca de una planta de tratamiento de aguas
residuales y que mostraban niveles altos de colecalci-
ferol, posiblemente debidos a exposicién a disruptores
endocrinos o plantas calcinégenas.? Sin embargo, no se
han encontrado referencias de calcinosis circunscrita
asociada a pardsitos en anfibios.

Por lo que respecta a la enfermedad 6sea metabdli-
ca, en algunos de los anfibios se diagnosticé en base a
la disminucién del grado de mineralizacién y excesi-
va flexibilidad detectadas durante el procesado de los
6rganos, pero en el resto el diagndstico se basé en la
histopatologia y, en algunos sapillos baleares (Alytes
muletensis), también en el estudio radioldgico. Una ca-
racteristica distintiva de la enfermedad 6sea metabo-
lica en anfibios consiste en la respuesta tisular en los
huesos, que se caracteriza por metaplasia condroide en
el periostio y en las corticales como lesién mds notoria;
en este sentido, la osteodistrofia fibrosa no se observa
en anfibios con enfermedad dsea metabdlica, a diferen-
cia de mamiferos, aves y reptiles (excepto tortugas).

Otra enfermedad notoria por su frecuencia en este
estudio, y particularmente por su presentacién repetida
en una colonia de sapillos baleares (Alytes muletensis),
fue el prolapso cloacal/rectal. La estrongiloidiasis
intestinal en 5 de los sapillos afectados se considerd
la causa probable o contribuyente a su desarrollo.
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En otros 4 sapillos no se observé estrongiloidiasis,
pero si enfermedad 6sea metabdlica; si esta se debid
a hipocalcemia, es posible que se acomparfiara de
disfuncién neuromuscular y se llegara a complicar con
prolapso cloacal/ rectal. También es posible que alguno
de estos 4 sapillos padeciera estrongiloidiasis y que los
nematodos no hubieran quedado representados en los
planos de corte evaluados del intestino. El prolapso
cloacal se ha descrito en ranas de vida libre en Australia,
aunque no pudieron determinarse las causas.*

Por lo que respecta a las enfermedades neopldsicas,
destaca su baja frecuencia en este estudio, con
solo 6 de 131 anfibios afectados. De las neoplasias
diagnosticadas, el linfoma es el méds frecuentemente
descrito en anfibios.” En cuanto a los adenocarcinomas
intestinales, se han documentado raramente en
anfibios en la bibliografia,>® aunque existe un estudio
reciente de la presentaciéon de multiples casos en una
colonia de ranas lecheras amazoénicas (Trachycephalus
resinifictrix).” En el presente estudio se observé un caso
de adenomatosis renal y hepatoma en un sapillo balear
(Alytes muletensis); los adenomas y adenomatosis
renales no estdn descritos en la bibliografia de anfibios,
a diferencia de los adenocarcinomas renales.?

La anasarca/edema subcutdneo, linfangiectasia sub-
cutanea y/o hidroceloma, observada en 4 anfibios en
este estudio, constituye una presentacién clinica re-
levante en anfibios.*'° Existen numerosas causas po-
sibles de anasarca en anfibios, incluidas insuficiencia
renal/nefropatias, enfermedades cardiovasculares
(entre otras: cardiomiopatias, linfangitis subcutdnea,
insuficiencia de los corazones linfaticos, por ejemplo,
por hipocalcemia o infeccién), enfermedades gastroin-
testinales, infecciones (incluidas septicemia, micobac-
teriosis e infeccién por iridovirus), hiposmolaridad del
agua (uso de agua destilada o desionizada no recons-
tituida) y enfermedades cutdneas que interfieran con
el equilibrio osmético.? En este caso, 3 de los 4 anfibios
con anasarca padecian enfermedades (micobacteriosis,
estrongiloidiasis, dermatitis) que pudieron contribuir
a su desarrollo.

Un hallazgo relevante de este estudio para los pro-
gramas de crfa en cautividad del sapillo balear (Alytes
muletensis) consiste en la presentacién de 4 casos de
colelitiasis; es posible que el pequefio tamafio de estos
pacientes haya dificultado la deteccién de mds casos,
ya que las secciones seriadas de todo el cuerpo reali-
zadas en los caddveres pudieron dejar fuera del plano
de corte colelitos pequefios o incluso a la misma ve-
sicula biliar, en la cual se localizaron los colelitos en
los sapillos baleares (Alytes muletensis) afectados. En
uno de estos sapillos baleares (Alytes muletensis), esta
enfermedad fue considerada la causa de la muerte,
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ya que cursé con evidencias de obstruccién y ruptu-
ra de vias biliares complicadas con colangiohepatitis
bacteriana y embolismo de bilis hacia el seno linftico
subcutdneo, que causé necrosis muscular y cutdnea en
la zona afectada. La etiopatogenia de la colelitiasis en
estos sapillos baleares (Alytes muletensis) se desconoce,
pero este dltimo mostraba excesivo tejido adiposo y
serd necesaria una evaluacién de la dieta ingerida por
estos anfibios en colonias afectadas por tratarse de una
fuente potencial de factores de riesgo de colelitiasis.
Por ejemplo, la obesidad (o indices de masa corporal
aumentados) e hipercolesterolemia/hipertrigliceride-
mia constituyen factores de riesgo de colelitiasis en
pacientes humanos y en otras especies como la cani-
na,"* aunque la edad," los factores genéticos (sobre
todo genes codificadores de transportadores intestinal
y hepético de colesterol),”® ciertos fédrmacos como la
ceftriaxona'® y enfermedades subyacentes (como dia-
betes, hepatopatias o anemia hemolitica)*!® pueden
estar involucrados también.

En este estudio se diagnosticaron 2 casos de bocio
(uno hiperpldsico y otro coloidal), si bien se descono-
ce si existieron alteraciones en la funcién tiroidea de
los anfibios afectados. Debido al pequefio tamafio de
la mayoria de los pacientes incluidos en este estudio
y a pesar de ser procesados habitualmente en cortes
seriados, es posible que esta enfermedad tuviera una
mayor incidencia, ya que en numerosos anfibios no
aparecio la tiroides en los cortes. El bocio adquirido, de
incidencia muy superior al bocio hereditario en anima-
les, puede deberse a déficit o exceso de yodo de origen
dietario y/o a presencia de sustancias bociégenas en
la dieta o agua; en anfibios, sustancias como nitratos,
nitritos o amonio, entre otros, podrian ser bociégenos
relevantes.

En dos anfibios se observaron impactaciones géstri-
cas por material del sustrato del terrario, lo cual recalca
la importancia del manejo para la prevencién de ciertas
enfermedades, como la ingestién de cuerpos extrafios
procedentes del sustrato. En cuanto al prolapso gastri-
co diagnosticado en una rana de punta de flecha roja
(Oophaga pumilio), se ha descrito previamente en anfi-
bios durante procedimientos anestésicos con aceite de
clavo en ranas leopardo, con resolucién espontdnea,'”
y en ranas flecha azul anestesiadas con alfaxalona/
midazolam/dexmedetomidina o ketamina/midazo-
lam /dexmedetomidina, en las cuales fue reducido sin
complicaciones.!® En la rana afectada incluida en este
estudio, sin embargo, el prolapso gastrico completo
caus6 la muerte al complicarse con dilatacion géstrica
y necrosis de la mucosa géstrica e infeccién bacteriana
secundaria. Dicho prolapso fue repentino y no precedi-
do de anestesia u otras manipulaciones.
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En un brote de mortalidad en una rana flecha azul
(Dendrobates azureus) se diagnosticé metaplasia es-
camosa del epitelio orofaringeo y esofdgico (en con-
diciones normales, su epitelio es columnar ciliado y
mucoso). Una de las causas principales de esta lesién
consiste en deficiencia de vitamina A. A pesar de que
los niveles de vitamina A (retinol hepatico) no fueron
determinados, su dieta estaba basada exclusivamente
en grillos juveniles sin suplementacién de vitaminas ni
minerales, lo cual apoya un diagnéstico etioldgico pre-
suntivo de deficiencia de vitamina A. Si no son suple-
mentados, los grillos y otros insectos comtinmente uti-
lizados en la dieta de reptiles y anfibios pueden causar
deficiencia de vitamina A.?' Se ha descrito metaplasia
escamosa atribuida a hipovitaminosis A en diversas es-
pecies de anfibios con metaplasia escamosa del epitelio
de las glandulas linguales y “short tongue syndrome”,
particularmente el sapo de Wyoming (Anaxyrus [Bufo]
baxteri), asi como engrosamiento conjuntival y perio-
cular con respuesta a suplementaciéon con vitamina A
en dendrobétidos, rdnidos y una salamandra.?? Otros
epitelios pueden afectarse, incluido el de gldndulas cu-
tdneas, esofdgico, cloacal o urinario.’

Las malformaciones constituyen una causa de enfer-
medad importante en algunas poblaciones de anuros
salvajes y con frecuencia reflejan exposicién a sustan-
cias teratégenas en el ambiente.?*? En los 131 anfibios
de este estudio retrospectivo solo se diagnosticé un
caso de malformacion (amelia de extremidades ante-
riores), lo cual sugiere que el manejo en cautividad pre-
vino la exposicién a téxicos teratégenos y a deficiencias
0 excesos nutricionales involucrados en la aparicién de
malformaciones en anfibios. La causa de este caso de
amelia se desconoce. Se han descrito malformaciones
de extremidades con frecuencia en ciertas poblaciones
de anfibios salvajes, o reproducidas experimentalmen-
te con agua procedente de lugares con existencia de
malformaciones de extremidades en anfibios.?** En
este sentido, algunos estudios® sugieren que los reti-
noides ambientales, como los producidos por sobre-
crecimiento de cianoficeas? o téxicos como herbicidas,
que pueden interferir con la accién del 4dcido retinoi-
co,” juegan un papel en el desarrollo de malformacio-
nes de extremidades en anfibios. Por otro lado, en un
estudio se ha implicado a la vitamina A como causa de
malformaciones en anfibios.”

Por lo que respecta a la melanosis, depdsito de alta
frecuencia en anfibios, pudo ser excesivo en algunos
pacientes; el ntimero y el tamafio de centros melano-
macrofdgicos aumentan en asociacién con el envejeci-
miento o procesos que potencian la detoxificacién de
radicales libres. En algunos anfibios, la melanosis pudo
llegar a causar disfuncién hepaética, ya que la casi tota-
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lidad del parénquima estaba reemplazado por centros
melanomacrofagicos, pero no se dispone de estudios
de patologfa clinica que apoyen esta posibilidad.

En conclusién, las enfermedades metabdlicas, de
depésito, nutricionales, de manejo, neopldsicas y del
desarrollo observadas con mayor frecuencia en los
131 anfibios incluidos en este estudio retrospectivo
fueron la mineralizacién de tejidos blandos, Ia
enfermedad 6sea nutricional / metabdlica y el prolapso
cloacal/rectal, mientras que se observaron escasas
neoplasias y un tnico caso de malformacién. Destaca
también, por su presentacién repetida en sapillos
baleares (Alytes muletensis), la colelitiasis.
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Summary

Included in this second part of the study evaluating the causes of morbidity and mortality in 131 amphibians submitted
for histopathologic diagnosis are metabolic, deposition, nutritional, management-related, and neoplastic diseases,
as well as malformations. Salient disease processes include soft tissue mineralization (19/131; 14.5%) with 2 cases
corresponding to calcinosis circumscripta and 17 to mineralization associated with underlying conditions; metabolic
bone disease (17/131; 13%); cloacal and/or rectal prolapse (11/131; 8.4%); diverse neoplasms (6/131; 4.6%), with 2
different neoplasms in 2 amphibians; and cholelithiasis (4/131; 3.1%). Nine of 11 amphibians with cloacal and/or
rectal prolapse and the 4 cases of cholelithiasis involved Mallorcan midwife toads (Alytes muletensis) from the same
facility. The almost complete absence of malformations (only one case of forelimb amelia) and presentation of rare
diseases previously non-reported such as gastric prolapse through the oral cavity were notorious. Among diseases of
potential nutritional and/or toxic cause, two cases of goiter and one of squamous metaplasia probably due to vitamin

A deficiency in blue poison arrow frogs (Dendrobates azureus) fed unsupplemented crickets are noteworthy.
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