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RESUMEN

Se evaluaron los aspectos clinicos e histopatologicos, asi como la expresion
inmunohistoquimica del carcinoma de células escamosas ocular (CCEO) en 24 vacas con
neoplasicas oculares y periorbitales en el departamento de Narifio, Colombia. Las varia-
bles fueron raza, sexo, edad, ubicacion y estadio del carcinoma. Se determiné la
inmunoexpresion de p53 y CK19. Se trabajo con 15 Holstein, 3 Normado, 3 Simhol, 2
criollas y una Montbéliarde, clasificadas segiin edad en <3 afios (4%), 4-7 afios (64%) y
>8 afios (32%). El carcinoma se desarrolld en la membrana nictitante (n=13), limbo
esclerocorneal (7), parpado inferior (2), cornea (1) y en la conjuntiva (1). Diez vacas
presentaron un area periorbital hipopigmentada. Se observo pequeiias placas de color
gris blanquecino en el tercer parpado y cornea, nodulos irregulares y verrugas sésiles
con forma de coliflor en la region limbocorneal y parpados. Microscopicamente los tumo-
res bien diferenciados presentaron rompimiento de membrana basal, ntcleos
hipercromaticos, mitosis atipicas y pleomorfismo nuclear. Se encontro células dispuestas
en cordones con centros queratinizados en forma de perlas lamelares. El p53, en 18 casos
present6 inmunoexpresion débil, tanto en animales con pigmentacion normal como con
piel hipopigmentada. La reactividad del CK19 fue nula en todas las muestras. El estudio
demostro que la valoracion morfologica de las lesiones de carcinoma de células escamosas
ocular mediante tefiidas con H-E fue la mejor herramienta diagndstica, aunque no fue
posible clasificar el CCEO por estadios de acuerdo con el grado de diferenciacion micros-
copica.
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ABSTRACT

The clinical and histopathological aspects as well as the immunohistochemical
expression of ocular squamous cell carcinoma (CCEQO) were evaluated in 24 cows with
ocular and periorbital neoplasms in the department of Narifio, Colombia. The variables
were breed, sex, age, location, and stage of the carcinoma. Immunoexpression of p53 and
CK 19 was determined. There were 15 Holstein, 3 Normado, 3 Simhol, 2 Creole and one
Montbéliarde cows and were classified according to age in <3 years (4%), 4-7 years
(64%) and >8 years (32%). The carcinoma developed in the nictitating membrane (n=13),
sclerocorneal limbus (7), lower eyelid (2), cornea (1) and in the conjunctiva (1). Ten cows
presented a hypopigmented periorbital area. Small whitish gray plaques were observed
on the third eyelid and cornea, irregular nodules, and cauliflower-shaped sessile warts in
the limbus corneal region and eyelids. Microscopically, well-differentiated tumors showed
rupture of the basal membrane, hyperchromatic nuclei, atypical mitosis, and nuclear
pleomorphism. Cells arranged in cords with keratinized centers in the form of lamellar
beads were found. P53, in 18 cases, showed weak immunoexpression, both in animals
with normal pigmentation and with hypopigmented skin. The reactivity of CK19 was null
in all the samples. The study demonstrated that morphological evaluation of ocular
squamous cell carcinoma lesions using H-E staining was the best diagnostic tool, although
it was not possible to classify the CCEO by stage according to the degree of microscopic
differentiation.
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INTRODUCCION

El carcinoma de células escamosas ocu-
lar (CCEO) bovino es la neoplasia mas fre-
cuente en ganado, siendo causa de descarte,
pérdidas econdémicas e implicaciones en bien-
estar animal, ya que el auto traumatismo es
efecto de incomodidad en respuesta al dolor
(Carvalhoet al., 2012). Este tipo de carcino-
ma se presenta mayormente en bovinos Bos
taurus, pues las razas cebuinas y criollas son
mas resistentes (Brogdon y McLaughlin,
1992). Es considerado un tumor maligno de
los queratinocitos del estrato malpighiano de
la epidermis y su desarrollo se asocia a la
exposicion prolongada a la luz ultravioleta, la
pérdida de pelo en la zona y la piel
hipopigmentada periorbital, debido a que la
melanina es un factor fotoprotector en las
superficies epidérmicas y mucosas (Ramos
etal.,2007).

Segun Tsujita y Plummer (2010) el car-
cinoma se puede ubicar en las uniones lateral
corneo esclerdtica (66.7%) y medial (16.5%).
Gharagozlou et al. (2007) menciona una ma-
yor presentacion en el ojo derecho (40%) que
en el izquierdo (37.5%) y una ocurrencia en
ambos o0jos de 21.9%. El carcinoma de célu-
las escamosas de la conjuntiva varia en gra-
vedad, desde la displasia leve hasta el carci-
noma in situ y carcinoma invasivo. El tumor
en todas las especies se desarrolla a través
de una serie de etapas premalignas, placas
epidérmicas y papilomas, para después de-
sarrollarse durante meses o afios a carcino-
ma in situ ¢ invasivo (Tsujita y Plummer,
2010).

En general, los tumores pueden tener
un aspecto papilar de tamafio variable, toman-
do forma de coliflor, de superficie ulcerada y
sangran con facilidad. Inician con alteracio-
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nes que son caracterizadas por tener erite-
ma, edema, descamacion y formacion de cos-
tras y ulceracion. A medida que invade la
dermis, el sitio se torna firme y el area ulce-
rada mas amplia y profunda (Fernandes,
2007). Microscopicamente, el carcinoma bien
diferenciado presenta células dispuestas en
cordones o espirales con centros querati-
nizados, muchos en forma de perlas lamelares,
y/o dispuestos en puentes intercelular, pudien-
do presentar queratinizacion individual. Los
carcinomas diferenciados presentan varias
células con queratinizacion individual y me-
nos frecuencia de perlas y puentes interce-
lulares. En los indiferenciados es dificil reco-
nocer las células tumorales como originadas
de queratinocitos (Ramos et al., 2008).

Laradiacion ultravioleta causa mutacion
en oncogenes y genes supresores de tumo-
res, y se han detectado mutaciones especifi-
cas de p53 en carcinomas de células esca-
mosas cutaneas inducidas por esta (Coulter
et al., 1995). Generalmente la mutacion del
gen p53 se acumula en el nucleo de células
tumorales en cantidades detectables por
inmunohistoquimica (Schliephake, 2003). Tie-
ne un papel importante en el control del ciclo
celular, actuando como factor de transcrip-
cion de la estabilidad genomica, de la dife-
renciacion celular y de la apoptosis (Whyte
et al., 2002). La deteccion de esta proteina
suele indicar la ineficacia de los mecanismos
estabilizadores; es decir, hay una pérdida de
la funcion proapoptoética, lo que da lugar a un
crecimiento continuo tumoral (Werkmeister
et al., 2000). Este gen no se detecta en el
estudio inmunohistoquimico de las células
normales. Debido a sus patrones de distribu-
cion especificos, se les utiliza como marca-
dores de diferenciacion en patologia tumoral
(Fornazari et al., 2017).

La citoqueratina 19 (CK19) se expresa
normalmente en epitelio escamoso estratifi-
cado. Se considera que es un marcador de
premalignidad y susceptibilidad al cancer

Rev Inv Vet Peru 2020; 31(4): e17382

como el CCEOQ. Las citoqueratinas juegan
un papel en la apoptosis (Zhong et al., 2007).
La utilidad clinica de las citoqueratinas como
marcadores tumorales estd bien establecida
y reflejan actividad tumoral teniendo un valor
predictivo de la enfermedad muy preciso
(Malhotra et al., 2016). La importancia de
los estudios de inmunohistoquimica en el car-
cinoma de células escamosas radica en la
necesidad de precisar el diagndstico y pro-
noéstico de la enfermedad (Fletcher, 1986).
Para obtener una mejor comprension de la
patologia y del proceso de transformacion
neoplasica, se evalud la expresion mediante
el analisis inmunohistoquimico de pS3 y CK 19,
y las caracteristicas histopatologicas y clini-
cas del cancer de células escamosas ocular
en bovinos del departamento de Narifio, Co-
lombia.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de Estudio

El estudio fue de tipo descriptivo, no
probabilistico, realizado en 26 vacas con le-
siones neoplasicas oculares y periorbitales.
El estudio tuvo el aval del Comité Bioético
(Codigo 1633, 2018) de la Vicerrectoria de
Investigaciones, Postgrados y Relaciones In-
ternacionales de la Universidad de Narifio.

Localizacion

El estudio fue realizado en fincas de la
region andina del departamento de Nariflo,
Colombia, especialmente en los municipios de
Pasto, Pupiales, Ipiales, Guachucal y
Tuquerres a una altura aproximada de 3000
msnm. La temperatura ambiental promedio
es de 14 °C, humedad relativa de 82%, pre-
cipitacion anual de 800 mm, brillo solar mini-
mo de 80 horas/mes y maximo de 107 horas/
mes, un indice UV minimo de 12.8 y maximo
de 15.3.
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Animales

Se trabajé con 26 bovinos hembra, de
edades comprendidas entre 3 y 16 afios, de
raza Holstein (n=17), Normando (n=3),
Holstein x Simmental (n=3), criolla (n=2), y
Montbéliarde (n=1). Estos animales hacen
parte de la casuistica presentada entre sep-
tiembre de 2018 y mayo de 2019. A cada
animal se le realizé el examen clinico y
oftalmolégico para determinar la distribucion
anatomica de la lesion ocular o periorbital.
Se les clasifico por edad como jovenes (me-
nores de tres afios), adultos (entre tres y sie-
te afos) y seniles (mayores de siete afios).

Carcinoma

Se realizo una caracterizacion anatomo-
patologica de las lesiones cutaneas, basan-
dose en la observacion macroscopica de las
caracteristicas que presentaban las lesiones
tumorales. El carcinoma fue clasificado en
cuatro estadios y la distribucion anatémica
en 0jo y region periorbital. De igual forma,
dependiendo del caso clinico se realizaron
cirugias para obtener la muestra para
histopatologia. Dependiendo del 6rgano o te-
jido involucrado, se realizo6 la exenteracion del
globo ocular y tejidos adyacentes, la resec-
cion de la membrana nictitante, la queratec-
tomia superficial en el caso de las corneas o
una blefaroplastia en el caso del parpado in-
ferior.

Histologia e Inmunohistoquimica

Los tejidos fueron depositados en fras-
cos estériles con una proporcion de 1/10 de
formol al 10%. Las muestras se tabularon y
se transportaron en una nevera al laboratorio
de patologia especializado de alta tecnologia,
Bio-Molecular Diagnostica, en la ciudad de
Bogota. Para histopatologia, las muestras se
tifieron con la coloracion de Hematoxilina -
Eosina (H-E) y se estudié con 40x de
magnificacion. La tinciéon inmunohistoquimica
se realizo utilizando el método de estrepta-
vidina-biotina-peroxidasa. Se utilizaron dos

anticuerpos policlonales comerciales dirigidos
contra antigenos humanos (CK19 de
Novocastra, Clon b170, 1 ml liofilizado NCL-
CK19 FP y NCL-p53-CM1, de Novocastra,
Newcastle, Reino Unido).

RESULTADOS

En el Cuadro 1 se presenta la distribu-
cion de las lesiones segun sexo, edad, raza y
ubicacion. De los 26 animales estudiados, 24
presentaron lesiones compatibles con carci-
noma de células escamosas en el 0jo y re-
gion periorbital, mientras uno en un caso se
trat6 de papilomatosis y en otro de un absce-
so en la subconjuntiva, ambos con la lesion
en el tercer parpado. Segun raza, la mas afec-
tada fue la Holstein (15, 57.6%) y por edad,
la mayor frecuencia fue en adultas (16, 64%,
seguida de semiles (8, 32%) y jovenes (1, 4%,
lo que indica que el factor asociado a la fre-
cuencia del CCEO fue en animales adultos.

Catorce vacas (56%) presentaron el
carcinoma de células escamosas en la mem-
brana nictitante, 7 (28%) en el limbo
esclerocorneal, 2 (8%) en parpado, 1 (4%)
en cornea y uno (4%) en conjuntiva (Figura
1). El porcentaje de animales con el area
periorbital hipopigmentada fue de 40% (10
vacas). En cuanto a la distribucion del carci-
noma, 12 ocurrieron en el ojo izquierdo, 9 en
el ojo derecho y 4 vacas tuvieron afectados
ambos 0jos.

Al examen clinico macroscopico se ob-
servaron lesiones en placa cutanea conjuntival
de color blanco-grisaceo con superficie lisa
(Figura 2a) en dos animales, hiperqueratosis
de superficie rugosa disgregada (Figura 2b)
en siete vacas, seis con carcinomas no
invasivos con superficie granulomatosa o
ulcerosa (Figura 2¢) y nueve animales con
carcinoma invasivo de aspecto de coliflor con
grietas, necrosis, cubierto de sangre, moco,
fibrina y/o pus, con base ancha que irrumpe
en los tejidos adyacentes (Figura 2d)
(Rosenberger, 1988).
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Cuadro 1. Distribucion de lesiones oculares o periorbitales en 26 bovinos en el
departamento de Narifio, Colombia, segiin sexo, edad, raza y ubicacion

Caso Raza Eilad  Piel Es:[ adio Ubicacion! Ojo  Diax?
(afios)  (Pigmento)  clinico

1 Normando 6 Hipo® 2 Cornea Der. CCE
2 Normando 4 Hipo 3 M. nictitante Der. CCE
3 Normando 6 Hipo 4 L. E. Izq. CCE
4 Holstein 9 Normal 4 L. E. Izq. CCE
5 Holstein 7 Normal 1 M. nictitante Izq. CCE
6  Holstein 3 Normal 3 M. nictitante Der. CCE
7  Holstein 8 Normal - M. nictitante Izq. AS
8  Holstein 6 Hipo 3 M. nictitante =~ Ambos CCE
9  Holstein 5 Hipo 1 M. nictitante Izq. CCE
10 Holstein 7 Normal 2 M. nictitante Der. CCE
11  Holstein 7 Normal 2 M. nictitante Izq. CCE
12 Simbhol 10 Hipo 4 L. E. Der. CCE
13 Simhol 7 Hipo 3 M. nictitante =~ Ambos CCE
14 Simbhol 6 Hipo 4 Parpado Izq. CCE
15 Holstein 6 Normal 2 M. nictitante Izq. CCE
16 Holstein 8 Normal 4 L. E. Der. CCE
17 Holstein 9 Normal 4 L. E. Der. CCE
18 Montbéliarde 16 Hipo 4 Parpado Ambos CCE
19  Criolla 8 Normal 3 M. nictitante Izq. CCE
20 Criolla 7 Normal 3 M. nictitante =~ Ambos CCE
21 Holstein 8 Normal 4 M. nictitante Der. CCE
22 Holstein 6 Normal 2 M. nictitante Izq. CCE
23 Holstein 9 Hipo 2 Conjuntiva Der. CCE
24 Holstein 7 Normal - M. nictitante Izq. Papiloma
25 Holstein 7 Normal 2 L. E. Izq. CCE
26  Holstein 7 Normal 4 L. E. Izq. CCE

1 M. nictitante: Membrana nictitante; L:E. Limbo esclerocorneal
2 CCE: carcinoma de células escamosas; AS: absceso subconjuntival;

3 Hipo: Hipopigmentacioén

Pen la histopatologia, las muestras co-
loreadas con H-E presentaron hallazgos mi-
croscopicos similares entre ellas, y que co-
rresponden a un cancer ocular de células
escamosas. En el primer estadio (Figura 3a)
se observaron nticleos grandes, ovoides, con
uno o dos nucléolos en su interior; ademas de
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un citoplasma abundante que varia de palido
a eosinofilico, con bordes bien definidos. Es-
tas células intentan formar cordones. Tam-
bién se presenta edema intercelular. Para el
segundo estadio (Figura 3b) el carcinoma se
evidencia bien diferenciado con paraque-
ratosis, formando distintas «perlas» de
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Figura 1. Distribucion del carcinoma de células escamosas en el ojo y region periorbital en
vacas de leche del departamento de Narifio, Colombia. (a) en cdornea; (b) en limbo
esclerocorneal y parpado superior; (c) en parpado inferior; (d) en membrana nictitante

queratinas, similar al estadio tres (Figura 3c),
observandose ademas un acentuado infiltra-
do linfoplasmocitario intersticial. En el esta-
dio cuatro (Figura 3d) las células tumorales
poseen bordes distintos, con forma poligonal
o fusiforme, de nucleos grandes, ovales, con
cromatina finamente granular y con uno o dos
nucléolos. El citoplasma es abundante, eosino-
filico y homogéneo y se puede presenciar cla-
ramente la formacion de perlas de queratina
e infiltracion linfoplasmocitaria.

En cuanto a los resultados de la inmuno-
histoquimica, 18 (75%) muestras presenta-
ron una sobreexpresion débil, 4 sobreexpre-
i6n y en 2 no hubo reactividad. Para el pri-
mer estadio (Figura 4a), se encontrd una
marcacion nuclear de p53 en cerca del 40%
de células tumorales; similar al estadio dos
(Figura 4b). En el estadio tres (Figura 4c) se
observa la expresion nuclear de p53 en las

células tumorales y presencia de células
inflamatorias que acompafian el tumor, quie-
nes fueron negativas para este supresor
tumoral. En el estadio cuatro (Figura 4d) se
observa la inmunomarcacion en el nucleo de
la mayoria de células epiteliales malignas
como también la presencia de nucléolo evi-
dente en las células con expresion nuclear de
la proteina.

No se evidenci6 reactividad al marca-
dor CK19 (Figura 5) en las muestras realiza-
das independientemente del estadio clinico en
el que se encontraba.

DiscusioN

La mayor frecuencia de CCEO en va-
cas Holstein se debié probablemente a que
es laraza lechera predominante en la region,
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Figura2. Lesiones clinicas encontradas en el carcinoma ocular de células escamosas en bovi-
nos. (a) Estadio uno en membrana nictitante; (b) Estadio dos en conjuntiva y tercer
parpado; (c) Estadio tres en limbo esclerocorneal; (d) Estadio cuatro en limbo
esclerocorneal

Figura 3. Hallazgos microscopicos del carcinoma de células escamosas ocular en bovinos. (a)
Estadio uno; (b) Estadio dos; (c) Estadio tres; (d) Estadio cuatro (H-E, 40x)
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Figura 4. Hallazgos microscopicos de inmunohistoquimica con marcador p53 en el carcinoma
ocular de células escamosas en bovinos. (a) Estadio uno; (b) Estadio dos; (c) Estadio
tres; (d); Estadio cuatro (10x)

Figura 5. Hallazgos microscopicos de inmunohistoquimica con marcador CK 19 en el carcino-
ma ocular de células escamosas en bovinos (40x). No se evidencia reactividad en
ninguno de los estadios. (a) Estadio uno; (b) Estadio dos; (¢) Estadio tres; (d) Estadio
cuatro
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ademas de presentar una piel hipopigmentada.
Todos los casos en las vacas Montbéliarde,
Simhol y Normando se presentaron en piel
hipopigmentada en los ojos y tejidos perior-
bitales, lo cual facilita el desarrollo de carci-
nomas (Carvalho et al., 2012). Las lesiones
en dermis se han reportado especialmente en
las uniones mucocutaneas y se evidencia en
pacientes que carecen de pigmentacion en la
epidermis (Carvajal, 2012). Dadas las carac-
teristicas fenotipicas de piel hipopigmentada
del parpado y la zona esclerocorneal se des-
criben razas con mayor predisposicion a de-
sarrollar este tipo de carcinomas, entre ellas,
Hereford, Holstein, Simmental, Ayrshire y
Charolais (Carvalho et al., 2012). Ademas,
la presentacion del CCEO se relaciona di-
rectamente a factores como altitud y latitud
de la zona geografica donde los animales son
expuestos a intensa radiacion solar durante
largos periodos y si tienen o no piel
pigmentada (Narayanan y Saladi, 2010).

El factor edad es un factor asociado al
desarrollo del CCEQ, a mayor edad hay ma-
yor riesgo. La gran mayoria de los bovinos
con carcinoma en este estudio fueron adul-
tos y seniles, lo que coincide con el trabajo de
Carvalho et al. (2012) en Brasil.

Los hallazgos del CCEO encontrados
macroscopicamente fueron similares a las
reportadas por Cardona ef al. (2013). La pre-
sencia de «perlas» de queratinas y un acen-
tuado infiltrado de linfoplasmocitario
intersticial coincide con el estudio de Ramos
et al. (2008). Por otra parte, Bhargava et al.
(2010) no encontraron una relacion clara en-
tre el grado de la tumoracion y la tasa de
curacion, el estadio de la enfermedad y la
afectacion metastésica.

Los animales estudiados se mantenian
en una region de latitud baja y a una altitud
por encima de los 2600 msnm, con exposi-
cion a rayos UV minimo de 80 horas/mes y
maximo de 107 horas/mes con un indice UV
minimo de 12.8 y maximo de 15.3. Por lo tan-
to, es concebible que las mutaciones induci-
das por los rayos ultravioleta tuvieron cierta
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influencia en la etiologia de CCEOQ. Sin em-
bargo, no fue el factor etiologico mas impor-
tante ya que en la mayoria de los casos mos-
traron inmunoexpresion débil de p53. El gen
supresor p53 juega un papel significativo en
la carcinogénesis de diversos tejidos, y su
prevalencia en bovinos se ha relacionado di-
rectamente con la exposicion a la radiacion
con rayos ultravioleta. La mutacion de este
gen que codifica para la proteina p53, esta
relacionada con los factores que intervienen
en la génesis del tumor (Sanchez et al., 2003).
Los resultados obtenidos difieren de lo ob-
servado en informes anteriores de CCEO que
demostraron una fuerte inmunoexpresion de
p53 en un porcentaje mayor de casos en ani-
males con piel hipopigmentada (Carvalho et
al., 2005). Por lo tanto, no se pudo estable-
cer una asociacion entre la inmunoexpresion
de p53 y la diferenciacion de células cance-
rosas que corrobora los hallazgos de otros
investigadores.

En la piel normal el CK19 se expresa
de forma particularmente intensa en las cé-
lulas basales de la epidermis y en los anejos
cutaneos. Resulta por tanto positiva en
neoplasias epiteliales, tanto benignas como
malignas, y negativa en todas las neoplasias
mesenquimales y melanociticas en humanos
(Makin et al., 1984). El CK 19 se encuentra
en la mayoria de las células escamosas
carcinomas y tanto en lesiones primarias
como metastasicas. La importancia de CK19
en el patrén de expresion en carcinomas
escamosos es evidente; sin embargo, no esta
clara la no reactividad del CK19 en el CCEO
bovino, lo cual merece mas investigacion.

CONCLUSIONES

e El estudio demostrd que la valoracion
morfologica de las lesiones de carcino-
ma de células escamosas ocular con
tincion H-E continta siendo la mejor he-
rramienta diagnostica, aunque no es po-
sible clasificar los estadios del carcino-
ma por su grado de diferenciacion mi-
croscopica.
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El marcador p53 mostré una inmuno-
expresion débil, tanto en animales con
pigmentacion normal como piel hipopig-
mentada.

La importancia de CK19 en el patrén de
expresion en carcinomas escamosos €s
evidente; sin embargo, se requiere ma-
yor investigacion de la no reactividad en
el carcinoma de células escamosas ocu-
lar bovino.
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