UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA —UDESC
CENTRO DE CIENCIAS AGROVETERINARIAS — CAV

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

RAISSA MOREIRA DE MORAIS

FATORES QUE PREDISPOEM A OCORRENCIA DO CARCINOMA OCULAR EM
VACAS DA RACA HOLANDESA

LAGES

2022



RAISSA MOREIRA DE MORAIS

FATORES QUE PREDISPOEM A OCORRENCIA DO CARCINOMA OCULAR EM
VACAS DA RACA HOLANDESA

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em  Ciéncia Animal, da
Universidade do Estado de Santa Catarina,
como requisito parcial para obtencdo do titulo
de Doutor em Ciéncia Animal, area de
concentragdo em Patologia Animal.
Orientador: Prof. Dr. Aldo Gava.

LAGES

2022



Ficha catalogrifica elaborada pelo programa de geracio automaitica da
Biblioteca Setorial do CAV/UDESC,

com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Morais, Raissa _ R

FATORES QUE PREDISPOEM A OCORRENCIA DO
CARCINOMA OCULAR EM VACAS DA RACA HOLANDESA /
Raissa Morais. -- 2022.

73 p.

Orientador: Aldo Gava

Tese (doutorado) -- Universidade do Estado de Santa Catarina,
Centro de Ciéncias Agroveterinarias, Programa de Pos-Graduacéo
em Ciéncia Animal, Lages, 2022.

1. Carcinoma de células escamosas ocular. 2. Epidemiologia. 3.
Patogénese. 4. Bovino. I. Gava, Aldo . II. Universidade do Estado de
Santa Catarina, Centro de Ciéncias Agroveterinarias, Programa de
Pos-Graduagdo em Ciéncia Animal. I1I. Titulo.




RAISSA MOREIRA DE MORAIS

FATORES QUE PREDISPOEM A OCORRENCIA DO CARCINOMA OCULAR EM

VACAS DA RACA HOLANDESA

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em  Ciéncia  Animal, da
Universidade do Estado de Santa Catarina,
como requisito parcial para obtencdo do titulo
de Doutor em Ciéncia Animal, &rea de
concentracdo em Patologia Animal.

BANCA EXAMINADORA

Dr. Aldo Gava
Universidade do Estado de Santa Catarina

Orientador e Presidente da Comissao

Dr. Adriano Tony Ramos

Universidade Federal de Santa Catarina

Dr. Claudio Wageck Canal

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Dr. Fernando Henrique Furlan Gouvéa
Universidade Federal do Mato Grosso

Dr. Paulo Fernando de Vargas Peixoto

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Lages, 25 de fevereiro de 2022.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos que contribuiram com a realizag&o deste trabalho.

Ao Laboratorio de Patologia Animal da Universidade do Estado de Santa Catarina, Centro de

Ciéncias Agroveterinarias.

Ao Setor de Anatomia Patologica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
Ao Laboratorio de Virologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
Ao Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade Federal do Mato Grosso.
A Fundacio de Amparo a Pesquisa e Inovacio do Estado de Santa Catarina.

Aos colegas Médicos Veterinarios e produtores rurais.



RESUMO

O carcinoma de células escamosas ocular é uma neoplasia maligna de células epiteliais do
tecido ocular. Durante quatro anos de estudo, acompanhou-se oito propriedades leiteiras da
raca Holandesa localizadas nos estados de Santa Catarina e Parand, com o objetivo de descrever
a ocorréncia dessa neoplasia e seus aspectos epidemioldgicos, clinicopatolégicos e a possivel
associacdo entre agentes virais oncogénicos como o papilomavirus bovino e virus da leucose
bovina na patogénese. No presente estudo foram avaliados 16 tumores oculares de vacas com
idade entre 4-9 anos. As lesbes oculares foram observadas em terceira palpebra (88%), juncdo
corneoescleral (6%) e entre a terceira palpebra e juncdo corneoescleral (6%). Através da
avaliacdo histopatolégica os tumores em 44% eram carcinoma células escamosas bem
diferenciados, 31% moderadamente diferenciados e 12,5% pobremente diferenciados. Dos 16
tumores oculares estudados, nove foram submetidos a Imunohistoquimica para Ki67,
demonstrando marcacgdo positiva. Foram avaliados os resultados da técnica da Reacdo em
Cadeia da Polimerase para papilomavirus bovino (BPV) e virus da leucose bovina (BLV) em
amostras de CCEO (n=16) e de terceira palpebra sem alteracdes macroscopicas (n=15) de
bovinos fémeas da raga Holandesa. As 31 amostras submetidas a PCR para BPV foram
negativas. Um fragmento do gene env do BLV em quatro amostras de CCEO (n=4/12) foi
amplificado e sequenciado. Apesar da identificacdo do DNA viral do BLV no tecido neoplasico
ocular, ainda é incerto que esseretrovirus possa participar no processo neoplasico do CCEO. O
resultado negativo para todas as amostras de BPV sugerem que este virus ndo tem participacdo

como precursor do carcinoma ocular bovino apesar do envolvimento em outros neoplasias.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas ocular. Epidemiologia. Patogénese. Bovino.



ABSTRACT

Ocular squamous cell carcinoma is a malignant neoplasm of epithelial cells of ocular tissue.
For four years of study, eight dairy properties located in the states of Santa Catarina and Parana,
Southern of Brazil with the objective of describing the occurrence of this neoplasia and their
epidemiological, clinicopathological aspects and the possible association between viral agents
oncogenic as bovine papillomavirus and bovine leucosis virus on pathogenesis. In the present
study, 16 ocular tumors of cows aged 4-9 years were evaluated. Ocular lesions were observed
in the third eyelids (88%), corneosclereal junction (6%), and between the third eyelid and
corneoscleral junction (6%). Through histopathological assessment tumors at 44% were
carcinoma well-differentiated squamous cells, 31% moderately differentiated and 12.5% poorly
differentiated. Of the 16 ocular tumors, nine were submitted to immunohistochemistry for Ki67,
demonstrating positive marking. We evaluate the results of the polymerase reaction technique
(PCR) for Bovine leukosis virus (BLV) and Bovine papillomavirus (BPV) in OSCC samples
(n = 16) and third eyelid without macroscopic changes (n = 15). A fragment of the BLV env
gene in four samples of OSCC (n=4/12) was amplified and sequenced. The other samples of
OSCC and third eyelid tested were negative. Despite the identification of BLV viral DNA in
ocular neoplastic tissue, it is still uncertain whether this retrovirus can participate in the
neoplastic process of OSCC. The negative result for all BPV samples suggests that this virus

has no role as a precursor of bovine ocular carcinoma despite involvement in other neoplasms.

Keywords: Ocular squamous cell carcinoma. Epidemiology. Pathogenesis. Cattle.
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1 INTRODUCAO

Durante os ultimos anos foi observado uma frequente ocorréncia de neoplasma maligno
em estruturas oculares de vacas Holandesas e que resultam em perdas econémicas para 0s
produtores leiteiros da regido Sul do Brasil. O Carcinoma de células escamosas ocular (CCEO)
ou “cancer de olho” é uma neoplasia primaria de células epiteliais que ocorre no tecido ocular,
incluindo superficies epiteliais da cornea e conjuntiva, juncdo corneoescleral e terceira palpebra
(ANDERSON et al., 1957; GHARAGOZLOU et al., 2007; TSUJITA & PLUMMER, 2010;
DUBIELZIG, 2017).

Esse neoplasma tem distribuicdo mundial, com relatos nas Américas, Europa, Australia
e Africa. Sua incidéncia ¢ maior em locais que possuam dias longos com exposicéo a luz solar
e altitudes elevadas (ANDERSON & BADZIOCH 1991). Bovinos acima dos cinco anos sao
0s mais afetados e raramente com menos de trés anos (GHARAGOZLOU et al., 2007,
TSWITA & PLUMMER, 2010; FORNAZARI et al., 2017).

No Brasil, o carcinoma ocular, assim como o periocular tém sido relatados em bovinos
da raca Holandesa, Hereford, Simental e Charolés (GALERA & MARTINS, 2001; LUCENA
et al., 2011). Em bovinos de aptidao leiteira as fémeas sdo mais afetadas por permanecerem na
propriedade até o final da vida reprodutiva, ao contrario dos machos, que sdo abatidos ou
comercializados antes de atingirem a vida adulta (CARVALHO et al., 2012).

E um dos mais frequentes neoplasmas em bovinos e responsavel por grandes perdas
econdmicas devido a reducdo na vida reprodutiva e condenacdo de carcacas em abatedouros
(BARROS et al., 2006; DUBIELZIG, 2017). E responsavel também pela maior causa de
enucleacgdes entre as outras enfermidades oculares (SCHULZ & ANDERSON, 2010).

A etiologia para o desenvolvimento do CCEO ainda néo esté esclarecida, mas sugerem-
se que possa ser multifatorial (TSUJITA & PLUMMER, 2010). Em carcinomas de células
escamosas (CCE), fatores ambientais como a exposic¢ao prolongada a raios ultravioletas (UV)
em pele e estruturas despigmentadas e sem pelos é implicado como um dos principais
protagonistas ao aparecimento desse neoplasma em humanos e animais (ANDERSON &
SKINNER, 1961; NEWTON et al., 1996; HESSE et al., 2015; GARCIA et al., 2018).

Em bovinos a etiologia do CCEO estd associado a exposicdo a raios UV e a
suscetibilidade genética e aspectos fenotipicos, como a falta de pigmentacdo nas estruturas
oculares e pele orbital (ANDERSON, 1960, PUGLIESE et al., 2014; FORNAZARI et al.,

2017). A radiacdo ultravioleta possui caracteristicas carcinogénicas e pode ocasionar mutagdo
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em genes supressores de neoplasias com funcdo de controlar a integridade do genoma (VAN
DER POLS et al., 2006; LIU et al., 2010).

Além dos fatores ambientais, genéticos e fenotipicos, alguns agentes infecciosos que
possuem potencial carcinogénico também séo implicados na patogénese do CCEO em diversas
espécies (MARA et al., 2005; TSUJITA & PLUMMER, 2010; HOLLHUMER et al., 2020).
Em bovinos durante anos, o papilomavirus bovino (BPV) é um dos principais agentes virais
associado na possivel etiologia desse neoplasma (DMOCHOWSKI, 1961; FORD et al., 1982).
Como o BPV, o virus da leucose bovina (BLV) € outro agente infeccioso com capacidade
oncogénica e de grande importancia em rebanhos leiteiros do Brasil e de outros paises (POLAT
et al.; 2017). Através da enzima transcriptase reversa, o BLV utiliza o RNA viral para a
formacdo do DNA (provirus) e se integra ao material genético do hospedeiro (GILLET et al.,
2016).

O CCEO inicia como lesdes precursoras benignas como placas e papilomas na cornea,
conjuntiva ocular e terceira palpebra e desenvolve diretamente a partir da placa ou segue a
sequéncia placa para papiloma até se tornar maligno (RUSSELL et al., 1956; TSUJITA &
PLUMMER, 2010). Microscopicamente, 0 CCEO ¢ classificado de acordo com a graduacéo
como bem diferenciados quando ha grandes ilhas de células neoplasicas, diferenciacdo
escamosa Obvia e formacao largas pérolas de queratina; moderadamente diferenciados quando
h& médias a pequenas ilhas de células neoplasicas, diferenciacdo escamosa de algumas células
e médias a pequenas pérolas de queratinas; e pobremente diferenciados ou anaplasicos
caracterizados por pequenas ilhas de células neoplésicas, deficiente diferenciacdo escamosa e
queratinizacdo celular individual (CARVALHO et al., 2005; FORNAZARI et al., 2017).

Tanto a graduacdo histologica como a avaliacdo da proliferacdo celular através da
proteina Ki67 servem como importantes ferramentas diagndstica e de prognoéstico para predizer
o comportamento bioldgico de diversas neoplasias e do CCEO (CARVALHO etal., 2005; JING
etal., 2019; WUNSCHEL et al., 2021).

Baseado no que € descrito na literatura sobre Carcinoma de células escamosas ocular
em bovinos, sabe-se que patogénese ndo é totalmente compreendida, portanto, os objetivos
deste estudo foram 1) relatar a epidemiologia do neoplasma ocular; 2) descrever as
caracteristicas clinicopatoldgicas; 3) avaliar a expressdo do marcador Ki67 e correlacionar sua
expressdo e as caracteristicas histolégicas; 4) detectar a possivel presenca do DNA de

papilomavirus bovino e do virus da leucose bovina em amostras com carcinoma ocular e de
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amostras de terceira palpebra sem alteracbes macroscépicas e avaliar sua possivel relagdo no

aparecimento da neoplasia em bovinos fémeas da raca Holandesa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Carcinoma de células escamosas ocular (CCEO) é uma neoplasma epitelial maligno
que ndo possui etiologia definida e diversos fatores séo implicados na possivel patogénese como
as caracteristicas genotipicas e fenotipicas de racas predispostas, agentes infecciosos
oncogénicos e fatores ambientais (elevada altitude, menor latitude com exposi¢édo maior e direta
de raios solares) (TSUJITA & PLUMMER, 2010).

2.1 RACAS SUSCETIVEIS, GENETICA E REGIOES ANATOMICAS

Os carcinomas de células escamosas ocular (CCEO) e periocular possuem incidéncia
maior em Bos taurus do que Bos indicus, sendo descritas em racas de aptidao leiteira como
Holandesa, Jersey, Guernsey, Shorthorn, Ayrshire, Pardo-Suica (Brown Swiss) e Normanda, e
racas de corte como Hereford, Brahman e Simental (RUSSEL et al., 1956; TSUJITA &
PLUMMER, 2010). No Brasil, o carcinoma ocular tem sido relatado principalmente na raga
Holandés (FORNAZARI et al., 2017) e racas de corte como Hereford, Simental e Charolés
(GALERA & MARTINS, 2001; RAMOS et al., 2007; LUCENA et al., 2011).

A hereditariedade é um dos fatores relacionados ao aparecimento dessa neoplasia. Em
um estudo realizado com 140 acasalamentos entre bovinos em que o pai ou a mae apresentaram
a neoplasia, a incidéncia entre a progénie foi de 22% a 26%, sugerindo que a heranca genética
é um fator determinante para a ocorréncia dessa neoplasia ( WOODWARD & KNAPP, 1950;
BLACKWELL et al., 1956).

Caracteristicas genotipicas e fenotipicas estdo envolvidas na suscetibilidade de
determinadas racas para o desenvolvimento desse neoplasma (ANDERSON, 1960). Em um
estudo realizado por Anderson (1991) avaliou 2831 bovinos Hereford com o objetivo estudar
se havia correlagdo entre o desenvolvimento dos carcinomas de olho com a hereditariedade,
caracteristicas fenotipicas e genotipicas. O efeito genético sobre a pigmentacdo determinou, na
maioria das vezes, o grau de suscetibilidade do olho a acdo de agentes carcinogénicos e a
pigmentacdo corneoescleral demonstrou um efeito protetor direto no desenvolvimento de lesGes
na juncéo corneoescleral.

As lesdes oculares podem ocorrer em ambos os olhos e envolver um ou mais locais
anatdmicos (ANDERSON, 1960). Em bovinos o desenvolvimento do carcinoma ocular é
observado principalmente na conjuntiva lateral e jungdo corneoescleral (ANDERSON, 1960;
ANDERSON & BADZIOCH, 1991; TSUJITA & PLUMMER, 2010). A palpebra inferior,
terceira palpebra e canto medial sdo menos afetadas (ANDERSON, 1960; TSUJITA &
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PLUMMER, 2010). Em alguns estudos a incidéncia desses neoplasmas na conjuntiva e terceira
palpebra totalizou 70% dos sitios das lesdes (GHARAGOZLOU et al., 2007). De acordo com
Russel et al., (1956) a juncdo corneoescleral € o local mais comum para a origem do carcinoma
ocular e aproximadamente 75% dos neoplasmas surgem no limbo ou cérnea.

De acordo com Anderson et al. (1960) a pigmentacéo circular tem influéncia direta na
suscetibilidade palpebral ao desenvolvimento de carcinoma de células escamosas e inibe o
aparecimento de lesbes em regides pigmentadas da palpebra, porém, esse mesmo estudo
demostrou que a pigmentacdo circular ndo tem influéncia na suscetibilidade ao
desenvolvimento dos neoplasmas na regido do globo ocular ou terceira pélpebra, devido a
pequena associacdo entre eles.

Um dos fatores relacionados ao aparecimento do carcinoma de células escamosas (CCE)
¢ a exposicao prolongada de raios ultravioletas (UV) em pele despigmentada e sem pelos,
devido que a melanina atua como fotoprotetor nas regides epidérmicas e mucosas
(ANDERSON & SKINNER, 1961; NEWTON et al., 1996; HESSE et al., 2015; GARCIA et
al., 2018).No oeste e sudoeste dos Estados Unidos, a incidéncia de carcinomas de células
escamosas em bovinos € consequéncia da alta insolacdo, diferente do que ocorre em outros
lugares do pais (RUSSEL et al., 1956).

De acordo com Silva et al., (2001), a quantidade de radiacdo transmitida através da
pelagem é dependente da coloracdo e das caracteristicas estruturais como o comprimento,
espessura, didmetro, numero e inclinacdo dos pelos sobre a superficie da epiderme. Quanto
menos pigmentada a epiderme, maior serd a transmissao de radiacéo através da sua superficie.
A melhor protecédo € proporcionada por pelos negros, visto que o aquecimento é resultado da
absorcdo de radiacdo térmica.

Em humanos, alguns aspectos clinicos favorecem que o componente ultravioleta da luz
solar contribui para o desenvolvimento dos carcinomas de células escamosas. Estudos
realizados em camundongos demonstraram que o efeito carcinogénico leva a uma resposta
dérmica no homem como eritema, com agravo quando exposta a luz solar prolongada. Os locais
do corpo onde se desenvolvem os neoplasmas sdo aquelas expostos a luz solar, sendo mais
prevalente em pessoas de pele clara do que pessoas negras. Outro fator é que a ocorréncia de
cancer de pele é maior em regides onde a luz solar é mais intensa (BLUM, 1959).

De acordo com Trosko et al., (1970) a neoplasia induzida por radiacdo ultravioleta seria
resultado de mutacdo soméatica como consequéncia da falha no reparo de dimeros de pirimidina

e com desenvolvimento de células defeituosas/neoplasicas. Outros estudos relacionam que a
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radiagdo ultravioleta ocasiona mutagdo em genes, principalmente naqueles supressores de
neoplasias, como o gene supressor de tumor TP53 que é um gene regulador com funcdo de
controlar a integridade do genoma (LI1U et al., 2010).

Mutacbes no gene TP53 foram observados em carcinomas cutaneos induzidos por
radiagdo UV em humanos (ORAM et al., 1994; COULTER et al., 1995) e animais (TEIFKE &
LOHR, 1996). Através da técnica de Imunohistoquimica (IHQ), Carvalho et al., (2005)
avaliaram o grau de diferenciacdo celular de carcinoma de células escamosas ocular de 15
bovinos e correlacionaram com a hiperexpressdo da proteina p53 e em todas as amostras

positivas a imunorreatividade foi restrita ao ndcleo das células neoplésicas.

2.2 AGENTES INFECCIOSOS

Em humanos e animais alguns agentes virais sdo responsaveis por induzirem a
transformacdo neoplésica celular (MUNDAY et al., 2014; CANOVA et al.,, 2021). O
papilomavirus bovino (BVP) é citado como um agente etiolégico do papiloma de pele em
bovinos, responsavel por lesGes cutaneas e mucosas, que podem regredir ou evoluir para lesdes
neoplasicas (BATISTA etal., 2013; SAVINI et al., 2016). Em carcinomas de células escamosas
ocular, o BPV tem sido envolvido como precursor e responsavel pelo desenvolvimento do
neoplasma em bovinos (DMOCHOWSKI, 1967; TSUJITA & PLUMMER, 2010).

No estudo ultraestrutural realizado por Ford et al., (1982) de varias les6es oculares
precursoras de carcinomas de células escamosas ocular, dentre elas placas conjuntivais, lesbes
acantdticas, papilomas conjuntivais e péalpebras e lesdes proliferativas queratinizadas
demonstraram um pequeno nimero de particulas que se assemelhavam a papilomavirus.

Anson et al., (1982) descreveram a tentativa de deteccdo de antigenos de herpesvirus
bovinos tipo 1 (BHV-1) e tipo 5 (BHV-5) em culturas de CCEO por meio de isolamento viral
e imunofluorescéncia indireta. Das 31 amostras de tecidos neoplasicos oculares avaliadas, ndo
foram isoladas agentes virais, sugerindo que o isolamento prévio BHV 1 em outros estudos
possivelmente eram virus passageiros. Em amostras submetidas a imunofluorescéncia indireta
as culturas de células tumorais testadas com soro anti-BHV-5 apresentaram areas de
fluorescéncia perinuclear aumentada que se estendia para o citoplasma, principalmente apos a
situacOes de estresse como radiacdo UV e aumento de pH (8,4), sugerindo que a situacdo de

estresse induziu o genoma viral a produzir antigenos virais in vitro.
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Em um estudo recente com dez amostras de CCEO de bovinos submetidos a Rea¢do em
Cadeia da Polimerase (PCR) para papiloma genérico e herpesvirus genérico foram negativos,
sugerindo que a etiologia de CCEO pode ndo ter associacdo viral (FORNAZARI et al., 2017).

Em bovinos, virus da leucose bovina (BLV) sdo uns dos principais agentes precursores
envolvidos no desenvolvimento neoplésico nessa espécie (MARAWAN et al., 2021). O virus
da leucose bovina (BLV) é o agente etiologico da leucose enzodtica bovina (LEB), uma
enfermidade amplamente distribuida nos rebanhos leiteiros e responsavel pelo desenvolvimento
de linfomas em 6rgdos incluindo olhos, linfonodos, baco, figado, rim, coracdo, medula espinhal,
utero e Ubere (LEONEL, 2018). A capacidade oncogénica do BLV estd relacionada ao
oncogene tax, o qual tem a capacidade de regular as proteinas virais e também genes do
hospedeiro (GRASSMANN et al., 2005; GILLET et al., 2016).

Em bovinos durante a infeccdo natural pelo BLV, o virus é encontrado em maior
quantidade no epitélio mamario do que nos linfdcitos, direcionando um possivel tropismo
tecidual (BUEHRING et al., 1994). Em humanos, sequéncias de nucleotideos do gene env do
BLV foram encontradas no DNA extraido do tecido mamario neoplasico e se agrupou em G1,

que € o gendtipo mais prevalente em amostras de gado (CANOVA et al., 2021).

2.3 GENERO E IDADE

Em estudos realizados por Blackwell et al. (1956) ndo houve diferenca aparente que
relacione que a incidéncia de carcinoma ocular seja maior em fémeas do que em machos. A
incidéncia de carcinoma ocular € observada principalmente em vacas. Por motivos econémicos,
a fémea permanece na propriedade até a idade adulta, ao contrario dos machos, que sdo abatidos
ou comercializados antes mesmo de atingir a idade para o desenvolvimento das lesdes
(TSWITA & PLUMMER, 2010).

O carcinoma ocular tem sido observado em bovinos com idade entre 6 €9 anos
(BLACKWELL et al., 1956; RUSSEL et al., 1976), podendo acometer animais com idade
inferior (GUILBERT et al., 1948). Durante o periodo de um ano Woodward & Knapp (1950)
observaram a incidéncia de carcinoma ocular em bovinos Hereford, onde notou-se que houve
um aumento significativo de incidéncia neoplasica de olho em bovinos com cinco anos de idade
e depois voltou a repetir-se aos sete anos. Dos 1566 bovinos avaliados, apenas duas vacas
apresentaram carcinoma ocular aos trés anos de idade.

Entre 2.087 bovinos da raca Hereford observados, VVogt & Anderson (1964) constataram

também que a frequéncia das lesbes aumenta com o decorrer da idade, observados
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principalmente nas idades superiores a 40 meses. Essa faixa etaria observada em bovinos que
desenvolvem carcinoma ocular pode ser consequéncia da exposi¢ao prolongada a agentes que
induzem neoplasias, alteraces imunoldgicas e bioquimicas que aumentam com o decorrer da
idade (TSUJITA & PLUMMER, 2010).

24 CONDIC}AO NUTRICIONAL

Um estudo realizado por Anderson et al., (1970) durante um periodo de 15 anos, bovinos
foram submetidos a diferentes dietas de inverno. Com avancar da idade juntamente com dietas
de alto nivel (farelo de algoddo e aveia) foi observado um aumento no desenvolvimento de
lesBes. Bovinos em idades menores e submetidos a dieta de alto nivel também demonstraram
lesGes progressivas do que aqueles que recebiam dietas de médio e baixo nivel (somente farelo
de algoddo). A dieta de alto nivel mostrou-se ter influéncia em diversas caracteristicas,
principalmente no aumento da patogénese e manifestacdo da lesdo, diminuicdo da idade do
inicio das lesdes e diminuicdo da sobrevivéncia. Essas caracteristicas indicam que ha
possivelmente um aumento na atividade fisioldgica associado a uma dieta de alto nivel,
demonstrando que os animais manifestam lesdes em idades mais precoces do que aqueles com

um baixo nivel nutricional.

2.5 ACHADOS CLINICOPATOLOGICOS

Os carcinomas oculares em bovinos podem ocorrer em diferentes locais do olho, sendo
0s mais comuns a juncdo corneoescleral e terceira palpebra (RUSSEL et al., 1956; TSUJITA &
PLUMMER, 2010, FORNAZARI et al., 2017). Observa-se uma frequéncia maior de metastases
em tumores originados das péalpebras do que os que se originam na cOrnea ou juncao
corneoescleral (TSUJITA & PLUMMER, 2010). Em um estudo realizado no Canada com
identificacdo de neoplasia em bovinos em abatedouros, metastase foram observadas em 11%
dos bovinos com carcinoma invasivo de olho ou palpebra (HAMIR & PARRY, 1989).

Os CCEO iniciam com lesOes precursoras benignas que surgem na cdrnea, conjuntiva
ocular (bulbar), conjuntiva palpebral e terceira palpebra como placas e papilomas (TSUJITA &
PLUMMER, 2010; DUBIELZIG, 2017).

De acordo com RUSSEL et al., (1956), as etapas de placa e papiloma e o CCEO séo
descritos como:

A primeira etapa é hiperplasia epitelial, caracterizada por ser uma lesdo em placa,

progredindo posteriormente para papiloma. As lesées em placas séo observadas principalmente
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ao longo da juncéo corneoescleral lateral ou medial e caracterizadas macroscopicamente por
serem de coloracdo perolada, branco-acinzentado e com é&reas de epitélio espesso, liso ou
irregular. As lesbes podem ser oblongas ou circulares.

Na juncdo corneoescleral (limbo) uma Unica placa pode assumir a conformacéo
curvilinea e até mesmo coalescer e formar uma Unica massa espessa no epitélio. Esse
espessamento pode acometer até um terco da superficie da cdrnea, devido principalmente a
maior extensdo lateral e a superficie lisa para o seu desenvolvimento. As placas tém
consisténcia levemente firme mas podem ser duro devido a queratinizacdo acentuada.

O padréo de crescimento das placas é varidvel e microscopicamente caracteriza-se
principalmente por hiperplasia do epitélio, que pode envolver uma ou todas as camadas como
estrato cdrneo, estrato granuloso, estrato espinhoso e estrato germinativo. A camada basal ndo
apresenta alteracdo no inicio do espessamento, apenas areas de infiltrado inflamatério de
linfocitos e plasmacitos infiltrando o tecido conjuntivo subepitelial. A hiperplasia acentuada é
mais frequente no estrato espinhoso e envolve estrato corneo.

O papiloma é um estagio intermediario no desenvolvimento do CCEO, caraterizado por
ser de aspecto irregular com extremidades livres que se projetam para o exterior a partir de uma
base, podendo fundir-se numa placa subjacente. As lesdes podem ter até 3 cm de diametro. O
local mais frequente de ocorrer os papilomas € na juncdo corneoescleral, principalmente na
regido lateral. Microscopicamente os papilomas apresentam projeces fibrosas com a
vascularizacdo na base da lesdo direcionadas para fora e recobertos pelo epitélio. No epitélio
normalmente observa-se acantose e a hiperqueratose varia de escassa a acentuada.

O CCEO pode iniciar diretamente a partir da placa ou seguir a sequéncia placa para
papiloma, até se tornar maligno. O local mais comum de ocorrer 0s carcinomas invasivos é o
limbo lateral, caracterizado por ser semelhante aos outros carcinomas escamosos, porém, sua
superficie pode ser papilar, granular, ulcerada ou hemorragica. Na cornea os carcinomas tém
aspecto exofitico, podendo ser substituida pela massa neoplasica com obliteracdo da camara
anterior pela presséo ou invadida, afetando a camera anterior, corpo ciliar e cAmara posterior.

Os neoplasmas que se originam na terceira palpebra se estendem e acometem a palpebra
adjacente, a conjuntiva palpebral e conjuntiva ocular. A neoplasia se estende e substitui toda a
estrutura, com acometimento da cartilagem. Na conjuntiva ocular o carcinoma se estende
afetando episclera, porém raramente acomete a esclera.

Os CCEO podem ser classificados de acordo com o grau de diferenciacdo celular,

caracterizados microscopicamente pela intensidade de queratinizacdo, diferenciagédo escamosa
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e formacdo de ilhas de células neoplésicas e invasividade. Os CCEO bem diferenciados
apresentam grandes pérolas de queratina e formacdo de grandes ilhas de células neoplésicas
com diferenciacdo escamosa e sinais minimos de invasdo dos tecidos adjacentes. Os
moderadamente diferenciados caracterizam-se pelo grau moderado de queratinizacdo e
diferenciacdo com aumento do nimero de células pouco diferenciadas, pérolas de queratina e
formacédo de ilhas de células neoplésicas de tamanho pequeno a médio e pequenas ilhas de
células neoplasicas invasivas ou ndo invasivas ao redor do tumor principal. Os CCEO
pobremente diferenciados sdo neoplasias que consistem em queratinizacdo de células
individuais, algumas ilhas de células neoplasicas de pequeno porte, diferenciacdo celular
deficiente e invasdo profunda longe do tumor principal (CARVALHO et al., 2005;
GHARAGOZLOU et al., 2007; DUBIELZIG, 2017).
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4 JUSTIFICATIVA E FORMULACAO DO PROBLEMA

A frequente ocorréncia de Carcinomas de células escamosas ocular em bovinos na raca
Holandesa leva a hipdtese que varios fatores estariam envolvidos na patogénese da neoplasia.
Deste modo, para melhor compreensdo da patogénese dessa enfermidade é necessério avaliar o
possivel agente causal atraveés de métodos de identificagdo do DNA viral, como papilomavirus
bovino (BPV) e virus da leucose bovina (BLV). Nas propriedades onde a enfermidade ocorre
torna-se necessario estudar a origem genética e observar a possivel relacdo desses carcinomas
oculares com caracteristicas fenotipicas de vacas que apresentam esclera e conjuntiva ocular
expostas com maior exposicdo a luz solar e de vacas cuja a esclera e conjuntiva ocular séo
protegidas pelas palpebras. A elucidacéo da possivel participacdo de agentes virais oncogénicos
e a predisposicdo para uma determinada linhagem genética na formacao do Carcinoma ocular

trara excelentes beneficios econdmicos para criadores da raca Holandesa.

5 HIPOTESES

A alta incidéncia de Carcinomas de células escamosas ocular em vacas da raca
Holandesa em propriedades leiteiras é estimulado por virus oncogénicos como papilomavirus
bovino (BPV).

A alta incidéncia de Carcinomas de células escamosas ocular em vacas da raca
Holandesa em propriedades leiteiras é estimulado por radiacdo ultravioleta.

As caracteristicas genéticas/fenotipicas sdo um dos fatores determinantes ao

aparecimento do Carcinomas de células escamosas ocular em vacas da raca Holandesa.

6 OBJETIVOS
Objetivo Geral:

Avaliar o aparecimento do Carcinomas de células escamosas ocular sobre linhagem de
vacas da raca Holandesa que, por alteracdo anatdmica possuem esclera e conjuntiva ocular com
maior exposicdo a luz solar e comparar a ocorréncia desses neoplasmas em vacas da raga

Holandesa de linhagem com esclera e conjuntiva ocular protegidas pela palpebra;

detectar a presenca do papilomavirus bovino (BPV) em amostras de Carcinomas de
células escamosas ocular em vacas da raga Holandesa e avaliar sua possivel relacdo na etiologia

do neoplasma.
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Obijetivos Especificos:
Correlacionar as caracteristicas fenotipicas em bovinos fémea da raca Holandesa com o

aparecimento/desenvolvimento do Carcinoma de células escamosas ocular;
avaliar a expressdo do marcador Ki67 e correlacionar sua expressao e as caracteristicas
histoldgicas em Carcinoma de células escamosas ocular em vacas da raga Holandesa;
correlacionar a presenca do papilomavirus bovino (BPV) em amostras com Carcinoma
de células escamosas ocular e de amostras de terceira palpebra sem alteracdo macroscépica em

bovinos fémea da raga Holandesa.
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7 MATERIAL E METODOS
Comité de ética

Projeto de pesquisa aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Estado de Santa Catarina (CEUA/UDESC) protocolada sob o n° 8198130319.

7.1 Epidemiologia

Durante um periodo de estudo de quatro anos (2017 a 2021) um total de 16 vacas da
raca Holandesa preto e branco foram avaliadas. As vacas eram provenientes de oito
propriedades leiteiras localizadas nos estados de Santa Catarina e Parana.Foram registrados
localizacdo geografica e altitude do municipio, idade, sexo, condicdo corporal dos bovinos e
sistema de criag&o.

7.2 Caracterizacdo clinicopatoldgicas

Para avaliacdo macroscépica foram avaliadas as caracteristicas anatdbmicas oculares
como a exposicdo da conjuntiva ocular e esclera e a pigmentagdo da conjuntiva ocular/esclera
e regido palpebral (Figl). Caracteristicas do tumor ocular como localizacdo, tamanho, forma,

coloracdo e metastase foram determinadas para a classificacdo macroscopica.

As amostras foram coletadas através da biopsia excisional, uma parte fixada em
formalina tamponada (48 horas) e processadas rotineiramente para avaliacdo em microscopia
Optica através da coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE) e outra metade foram armazenadas a
temperatura de -10°C e posteriormente encaminhadas para a técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). A classificacdo histoldgica foi realizada de acordo com Carvalho et al.
(2005) e Sistema de Classificacdo de Broders (1925) com modificagdes.

7.3 Imunohistoquimica (IHQ)

Nove amostras embebidas em parafina foram submetidos ao Setor de Anatomia
Patologica (SAP) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro para avaliacdo
Imunohistoquimica (IHQ) para Ki67. Os blocos de tecido foram cortados em se¢des de 3 um e

montados em laminas de microscépio revestidas com silano. A recuperacdo do antigeno foi
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realizada com Tampdo Tris-EDTA (pH 9,0) a 96°C por 30 minutos. As sec¢des foram entéo
incubadas em solugéo de metanol:H202 (97%:3%) por 20 min para bloquear a ligagdo nédo
especifica. Os cortes foram fixados a 37°C por 2 horas com anticorpo monoclonal primario
anti-Ki67 pronto para uso (Clone MIB-1, Dako®, Carpinteria, CA, EUA) ou solucao salina
tampéo fosfato (PBS) como controle negativo. Como controle positivo, utilizou-se um
linfonodo bovino normal. Em seguida, os cortes foram submetidos ao polimero secundario
EnVision™ (Dako®, Carpinteria, CA, EUA) em estufa a 37°C por 30 minutos. O
desenvolvimento foi feito com cromogeno 3,3-diaminobenzidina (DAB + Substrate
Chromogen System, DakoCytomation®, Carpinteria, Califérnia) por 2 minutos. Os cortes

histologicos foram contracorados com hematoxilina de Harris e cobertos com laminula.

A avaliacdo da IHQ foi realizada de acordo com Carvalho et al. (2005) com
modifica¢fes. Em cada amostra, a contagem de nicleos positivos e negativos para um minimo
de 500 células neoplasicas foram contados em 10 campos representativos de alta poténcia para
determinar a proporcdo de nucleos rotulados. Para pontuacéo, foi dada preferéncia as areas com
coloracdo mais intensa e homogénea. O indice de proliferacdo ou proporcao de positivo células
neoplésicas foi calculado em cada neoplasma e expresso em porcentagem. Correlacdo
estatistica dos indices de proliferacdo entre os trés diferentes grupos de diferenciacdo - bem,
moderado e pobremente diferenciado - e expressdo do marcador Ki67 foi realizado usando

teste de coeficiente de correlacdo de Pearson (r).

7.4 Reagdo em Cadeia da Polimerase

Quatro das dezesseis (4/16) amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Biologia
Molecular do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Mato Grosso para realizacéo da
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para deteccdo de BPV (papilomavirus
bovino) e doze (12/16) amostras ao Laboratorio de Virologia Veterinaria da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul para a PCR para deteccdo de BPV (papilomavirus bovino). E

BLV (virus da leucose bovina).

Posteriormente, amostras de terceira palpebra sem alteragdes macroscdpicas e de foram
obtidas de quinze (n=15) fémeas higidas da raca Holandesa de um estabelecimento de abate
localizado na cidade de Pouso Redondo, Planalto Catarinense (27°15'29"49°56'02") e
encaminhadas para realizacdo da técnica de PCR para BPV (papilomavirus bovino) e BLV
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(virus da leucose bovina) no Laboratério de Virologia Veterinaria da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul.

7.5 Extracdo do DNA e PCR

A extracdo do DNA gendmico e a técnica da PCR utilizada para papilomavirus nas
quatro das dezesseis amostras de CCEO foram de acordo com Ogawa et al. (2004), na qual as
amostras de DNA foram amplificadas usando dois pares de primers FAP59/FAP64 e
MY11/MYO09.

Nas doze amostras de CCEO e nas 15 amostras de terceira palpebra a extracdo do DNA
gendmico e a técnica da PCR para deteccdo de um fragmento de 446 pb do gene env do BLV e
do fragmento de 480 pb do gene L1 do BPV foram de acordo com a metodologia utilizada por
Rodakiewicz et al. (2018) e Forslund et al. (1999), utilizando os pares de primers OBLV1A/
OBLVG6A e FAP59 / FAP64, respectivamente.

7.6 Metagendmica viral (HTS)

Foi realizado um pool contendo 500ul de cada uma das 12 amostras. Esse pool foi
passado por um filtro de 0.22um e subsequentemente centrifugado com um gradiente de 25%
de sacarose a 150,000 g por 3h a 4°C em um rotor Sorvall AH629. O pellet contendo as
particulas virais foram incubados por 1.5 h com enzimas DNase e RNase (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) (THURBER et al., 2009). Posteriormente, o DNA e RNA total
foram isolados utilizando protocolo fenol-cloroférmio e TRI reagente (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA), respectivamente. O DNA viral foi enriquecido utilizando Genoplex®
Complete Whole Genome Amplification (WGA) kit (Sigma-Aldrich) de acordo com as
instrugbes do fabricante. O RNA viral foi retrotranscrito em DNA utilizando TransPlex®
Complete Whole Transciptome Amplification (WTA) (Sigma-Aldrich) seguindo as
recomendacdes do fabricante. O DNA de fita dupla produzido desses enriquecimentos foram
colocados em pool em quantidades equimolares e purificado utilizando PureLink™ Quick Gel
Extraction and PCR purification Combo (Thermo Fischer Scientific). A qualidade e a
quantidade de DNA foi avaliada por espectofotometro e fluorometria através de NanoDrop™
(Thermo Fischer Scientific) e Qubit™ (Thermo Fischer Scientific), respectivamente. As
bibliotecas de DNA foram preparadas com 50 ng de DNA purificado utilizando o kit Nextera
XT DNA (Illumina V2 reagent kit) e sequenciado utilizando a plataforma Illumina MiSeq.
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Figura 1- Caracteristicas do olho bovino especificando as regifes anatbmicas avaliadas no
estudo.

(@) (b) (©

(a) Conjuntiva ocular/esclera com menor protecéo palpebral (exposta); (b) pigmentagéo da conjuntiva ocular; (c) pigmentacdo

palpebral superior e inferior
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8 CAPITULOS

8.1 CAPITULO 1: Pesquisa relacionada ao estudo epidemioldgico, clinicopatoldgicos e estudo
da proliferacéo celular através da Imunohistoquimica para o anticorpo Ki67 em Carcinomas de
células escamosas ocular de vacas da raca Holandesa de estabelecimentos leiteiros nos estados
de Santa Catarina e Parand, Sul do Brasil.

O presente estudo ja foi concluido e 0 manuscrito sera apresentado a seguir.
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Aspectos epidemioldgicos, clinicopatoldgicos e estudo imunohistoquimico de proliferacdo
celular epitelial de Carcinoma de células escamosas ocular em vacas da raca Holandesa

(Epidemiological aspects, clinicopathological and immunohistochemical study of epithelial

cell proliferation of ocular squamous cell carcinoma in Holstein dairy cows)
Raissa Moreira de Morais!

Aldo Gava?

Abstract

Ocular squamous cell carcinoma is a malignant neoplasm of epithelial cells of the ocular tissue.
During four years of study, eight Holstein dairy farms located in the states of Santa Catarina
and Parand, southern Brazil, were monitored in order to describe the occurrence of this
neoplasm and its epidemiological and clinicopathological aspects. Characteristics of cows,
farm, and climatic conditions were recorded. After the excisional biopsy, tumors were evaluated
microscopically. In the present study, 16 eye tumors were evaluated. The affected cattle were
female, aged between 4-9 years. The ocular lesions were located in the third eyelid (88%), the
corneoscleral junction (6%), and between the third eyelid and corneoscleral junction (6%).
Metastasis was observed in one case. Microscopically, 44% were well-differentiated squamous
cell carcinoma, 31% moderately differentiated and 12.5% poorly differentiated. In two cases
(12.5%) there were no neoplastic cells. Of the 16 eye tumors, nine were submitted to
immunohistochemistry for Ki67, demonstrating positive staining. The occurrence of OSCC in
Holstein cattle is related to solar radiation reinforced by genetic/phenotypic factors such as
greater exposure of the sclera and ocular conjunctiva.

Keywords: ocular squamous cell carcinoma; cattle; epidemiology; pathology.

Resumo

O carcinoma de células escamosas ocular é uma neoplasia maligna de células epiteliais do
tecido ocular. Durante quatro anos de estudo, acompanhou-se oito propriedades leiteiras da
raca Holandesa localizadas nos estados de Santa Catarina e Parana, regido Sul do Brasil com o
objetivo de descrever a ocorréncia dessa neoplasia e seus aspectos epidemioldgicos e
clinicopatoldgicos. Caracteristicas das vacas, da propriedade e condi¢des climaticas foram
registradas. Apos biopsia excisional, os tumores foram avaliados microscopicamente. No
presente estudo foram avaliados 16 tumores oculares. Os bovinos acometidos eram fémeas com
idade entre 4 e 9 anos. Das 16 vacas, doze apresentaram conjuntiva ocular e esclera com menor
protecdo palpebral, duas com conjuntivas oculares e esclera protegidas e em duas ndo foi

Artigo apresentado no Curso de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal como requisito parcial a obtencéo do titulo
de Doutor em Ciéncia Animal da Universidade do Estado de Santa Catarina no ano de 2022.
2 Professor orientador
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possivel avaliar a esclera e conjuntiva ocular devido a invasdo do neoplasma. As lesdes oculares
eram localizadas em terceira palpebra (88%), juncdo corneoescleral (6%) e entre a terceira
palpebra e juncdo corneoescleral (6%). Metastase foi observado em um caso.
Microscopicamente, em 44% era carcinoma de células escamosas bem diferenciados, 31%
moderadamente diferenciados e 12,5% pobremente diferenciados. Em dois casos (12,5%) nédo
foram observadas células neoplasicas. Das 16 amostras, nove foram submetidas a
Imunohistoquimica para Ki67, demonstrando marcacao positiva. A ocorréncia do CCEO em
bovinos da raca Holandesa esta relacionada, principalmente, a maior incidéncia de radiacdo
solar em linhagem de vacas que apresentam esclera e conjuntiva com menor protecédo palpebral.

Palavras-chave: carcinoma de células escamosas ocular; bovino; epidemiologia; patologia.

Introducéo

O Carcinoma de células escamosas ocular (CCEQO) é uma neoplasia primaria maligna
de células epiteliais observada no tecido ocular (TSUJITA & PLUMMER, 2010; DUBIELZIG,
2017). Durante os ultimos anos foi observado uma frequente ocorréncia de neoplasma maligno
em estruturas oculares de vacas Holandesas e que resultam em perdas econémicas para 0s

produtores leiteiros da regido Sul do Brasil.

O neoplasma inicia como lesdes precursoras benignas como placas e papilomas na
cdrnea, conjuntiva ocular e terceira palpebra. O CCEO pode iniciar diretamente a partir da placa
ou seguir a sequéncia placa para papiloma até se tornar maligno (RUSSELL et al., 1956;
TSUJITA & PLUMMER, 2010). Em bovinos, esse neoplasma é um dos mais frequentes e
responsavel pela reducdo na vida reprodutiva, condenagdo de carcacas em abatedouros e a
maior causa de enucleacdes entre as outras enfermidades oculares (BARROS et al., 2006;
SCHULZ & ANDERSON, 2010; DUBIELZIG, 2017).

Um dos fatores relacionado ao aparecimento do Carcinoma de células escamosas (CCE)
em humanos e animais é a exposic¢do prolongada de raios ultravioletas (UV) em pele e estruturas
despigmentadas e sem pelos, devido que a melanina atua como fotoprotetor nas regides
epidérmicas e mucosas (ANDERSON & SKINNER, 1961; NEWTON et al., 1996; HESSE et
al., 2015; GARCIA et al., 2018). Como carcin6geno, a radiacio ultravioleta ocasiona mutacao
em genes, principalmente naqueles supressores de neoplasias como 0 gene supressor de tumor
TP53 que é um gene regulador com funcdo de controlar a integridade do genoma (HAINAUT
& HOLLSTEIN et al., 1999; VAN DER POLS et al., 2006; LIU et al., 2010).
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Caracteristicas fenotipicas e genéticas sdo consideradas como provaveis fatores para o
desenvolvimento do CCEO (ANDERSON, 1960). Bovinos com despigmentacdo em regido
periocular (coloracdo rosea) sdo mais suscetiveis a ocorréncia do carcinoma ocular (TSUJITA
& PLUMMER, 2010). Agentes virais precursores neoplasicos como herpesvirus bovino e
papilomavirus bovino também foram associados ao aparecimento da neoplasia ocular (ANSON
etal., 1982; FORD et al., 1982; TSUJITA & PLUMMER 2010).

A graduacdo histologica € uma das importantes ferramentas diagndsticas para predizer
0 comportamento bioldgico e clinico da neoplasia (CHUNDAYIL MADATHIL et al., 2019;
GHANGHORIA et al., 2019; WUNSCHEL et al., 2021). O sistema de classificacdo Broders
estabelece a gradacdo dos CCE de forma quantitativa baseado no percentual de diferenciacdo
celular (BRODERS, 1925).

A proliferacdo celular € um dos mecanismo mais importantesno processo da oncogénese
(VAN DIEST et al., 1998). A proteina Ki67 € vista no nucleo de células que estdo em
proliferacdo e sua expressdo € um biomarcador confidvel para identificacdo de células com
intensa atividade proliferativa (CARVALHO et al., 2005; BONHIN et al., 2014; GADBAIL et
al., 2021). Uma maior expressdo de Ki67 é um indicador de celulas neoplésicas com maior
proliferacdo e potencial invasivo local, tornando-se assim uma ferramenta na avaliacdo da
agressividade biologica da neoplasia (AZARABAD et al., 2011; JING et al., 2019).

Baseado no que € descrito na literatura sobre Carcinoma de células escamosas ocular
em bovinos, os objetivos deste estudo foram: relatar a epidemiologia, descrever as
caracteristicas clinicas e macroscopicas e avaliar a expressdo do marcador Ki67 e correlacionar

Sua expressdo e as caracteristicas histologicas em vacas da raca Holandesa.

Material e métodos
Comité de ética

Projeto de pesquisa aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Estado de Santa Catarina (CEUA/UDESC) protocolada sob o n® 8198130319.

Epidemiologia
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Durante um periodo de estudo de quatro anos (2017 a 2021) um total de 16 vacas da
raca Holandesa preto e branco foram avaliadas. Os bovinos eram provenientes de oito
propriedades leiteiras localizadas nos estados de Santa Catarina e Parand, sul do Brasil. Foram
registrados localizacdo geografica e altitude do municipio, idade, sexo, condicéo corporal dos

bovinos e manejo.

Caracterizacéo clinicopatoldgicas

Para avaliacdo macroscépica foram avaliadas as caracteristicas anatdmicas oculares
como a exposi¢do da conjuntiva ocular e esclera e a pigmentacao da conjuntiva ocular e esclera
e regido palpebral. Caracteristicas do tumor ocular como localizagdo, tamanho, forma,
coloracdo e metastase foram determinadas para a classificacdo macroscopica. As amostras
foram coletadas através da biopsia excisional, fixadas em formalina tamponada (48 horas) e
processadas rotineiramente para avaliagdo em microscopia Optica através da coloracdo de
Hematoxilina-Eosina (HE). A classificacdo histoldgica foi realizada de acordo com Carvalho
et al. (2005) e Sistema de Classificacdo de Broders (1925) com modificacGes (Tab. 1).

A diferencia¢do nos CCEO foi avaliada de acordo com a diferenciagcdo escamosa de
células, presenca e intensidade de queratinizacdo e formacédo de ilhas de células neoplésicas. O
escore minimo (+) (Grau |) foi atribuida a neoplasias bem diferenciadas com diferenciacao
escamosa 6bvia contendo numerosas pérolas de queratina e formacéo de grandes ilhas de tumor.
O escore intermediario (++) (Grau Il e Ill) atribui-se as neoplasias moderadamente
diferenciadas com nimero aumentado de células pouco diferenciadas ainda com diferenciacao
escamosa, pequenas a médias pérolas de queratina e formacdo de ilhas menores de células
neoplasicas. Para o escore maximo (+++) (Grau IV) foi atribuida a neoplasias pouco
diferenciadas com o minimo de diferenciagdo escamosa e queratinizacdo celular individual;
poucas e pequenas ilhas de tumor. Em relacdo a invasdo do tecido, o escore minimo (+) foi
atribuido a invasdo minima dos tecidos circundantes; o escore moderado (++) quando a invasdo
era mais proeminente com as pequenas ilhas neoplasicas independentes ao redor do tumor
principal e o escore maximo (+++) correspondeu a invasao profunda, longe do tumor principal.
O indice mitdtico foi avaliado com a contagem das figuras mitdticas em 10 campos de alta

poténcia, variando de 0 a 2 (+), 3a 6 (++) e >6 (+++).
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Imunohistoquimica (IHQ)

Nove amostras embebidas em parafina foram submetidos ao Setor de Anatomia
Patologica (SAP) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro para avaliacdo
Imunohistoquimica (IHQ) para Ki67. Os blocos de tecido foram cortados em segdes de 3 um e
montados em laminas de microscopio revestidas com silano. A recuperacdo do antigeno foi
realizada com Tampao Tris-EDTA (pH 9,0) a 96°C por 30 minutos. As sec¢des foram entdo
incubadas em solucdo de metanol:H202 (97%:3%) por 20 min para bloquear a ligacdo nédo
especifica. Os cortes foram fixados a 37°C por 2 horas com anticorpo monoclonal primério
anti-Ki67 pronto para uso (Clone MIB-1, Dako®, Carpinteria, CA, EUA) ou solugéo salina
tampdo fosfato (PBS) como controle negativo. Como controle positivo, utilizou-se um
linfonodo bovino normal. Em seguida, os cortes foram submetidos ao polimero secundario
EnVision™ (Dako®, Carpinteria, CA, EUA) em estufa a 37°C por 30 minutos. O
desenvolvimento foi feito com cromogeno 3,3-diaminobenzidina (DAB + Substrate
Chromogen System, DakoCytomation®, Carpinteria, Califérnia) por 2 minutos. Os cortes

histoldgicos foram contracorados com hematoxilina de Harris e cobertos com laminula.

Avaliagéo da IHQ

Foi realizada de acordo com Carvalho et al. (2005) com modificacGes. Em cada amostra,
a contagem de nucleos positivos e negativos para um minimo de 500 células neoplasicas foram
contados em 10 campos representativos de alta poténcia para determinar a proporcao de nucleos
rotulados. Para pontuacdo, foi dada preferéncia as areas com coloracdo mais intensa e
homogénea. O indice de proliferacdo ou proporc¢éo de positivo células neopléasicas foi calculado
em cada neoplasma e expresso em porcentagem. Correlacdo estatistica dos indices de
proliferacdo entre os trés diferentes grupos de diferenciacdo - bem, moderado e pobremente
diferenciado - e expressdo do marcador Ki67 foi realizado usando teste de coeficiente de

correlagéo de Pearson (r).

Resultados

O estudo teve inicio no ano de 2017 com o acompanhamento de estabelecimentos de

bovinos leiteiros nos estados de Santa Catarina e Parand, Sul do Brasil. Ao total foram seis
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municipios e oito estabelecimentos com o histérico de neoplasma ocular em vacas da raca
Holandesa. No estado de Santa Catarina os estabelecimentos do estudo pertencem aos
municipios de Urubici e Rio Rufino localizadas na Serra Catarinense, Joacaba e Macieira
situadas na Regido Meio-Oeste e Abelardo Luz, Oeste do Estado. No estado do Parana
participaram duas propriedades localizadas no municipio de Renascenca, Regido Sudoeste do
Estado (Fig. 1).

Todos os bovinos do estudo eram vacas da raca Holandesa preto e branco e mantidas
em propriedades leiteiras de criagdo semi-intensivo. As condi¢es ambientais nas areas onde as
fazendas leiteiras estdo localizadas sdo amenas a quentes e secas no verdo e outono e
relativamente frio no inverno. A variacdo da temperatura esta na faixa de 0-40C° e o periodo
médio de luz solar diario ao longo do ano é de 8 a 10 horas. De acordo com as informacdes
obtidas em todos os estabelecimentos do estudo, o neoplasma acometia principalmente vacas
acima dos 4 anose sem predilecdo para a época do ano. Muitas das vacas acometidas
apresentaram diminuicdo na producdo de leite, principalmente quando o neoplasma afetava

quase totalmente o globo ocular ou quando infiltrava.

No estado de Santa Catarina em 2017 foi realizado 0 acompanhamento nos municipios
de Urubici (28° 00' 54" S 49° 35' 30" W) — propriedade 1 — e Rio Rufino (27° 51' 38" S 49° 46'
45" W) — propriedade 2 — com histdrico de ocorréncia do neoplasma ha aproximadamente sete
anos. Em 2018 iniciou o acompanhamento do terceiro estabelecimento do estudo, localizado
no municipio de Abelardo Luz (26° 33' 53" S 52° 19' 42" W) e com histérico de ocorréncia da
enfermidade ha no minimo cinco anos. O quarto estabelecimento do estudo localizado em
Urubici também apresentou casos no ano de 2019. Uma vaca com neoplasma ocular também
apresentou aumento de volume exacerbado na vulva e Ubere, diagnosticados posteriormente

como carcinoma de células escamosas.

Em 2019 no estado do Parané iniciou 0 acompanhamento de duas propriedades — 5 e 6
— localizadas no municipio de Renascenga (26° 09' 29" S 52° 58' 08" W). Em ambos os
estabelecimentos a neoplasia ja ocorria ha alguns anos e muitas vezes 0s bovinos eram
encaminhados para o abate devido a evolugéo da enfermidade. Em 2020 no estado de Santa
Catarina foram acompanhados dois estabelecimentos, um localizado no municipio de Joagaba
(27°10'41"S 51°30'17"W) — propriedade 7 — com o relato do primeiro caso da enfermidade na
propriedade, e o segundo localizado em Macieira (26°51'20"S 51°22'41"W) — propriedade 8 —
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na qual houve relato que o neoplasma regrediu durante a gestacéo, porém 90 dias apds o parto

retornou mais agressivo e com metastase em linfonodo regional.
Achados clinicopatolégicos

De acordo com as informacdes obtidas a evolucdo dos neoplasmas foi de meses a anos.
A idade das vacas variou de 4 e 9 anos. Das 16 vacas, doze apresentaram conjuntiva e esclera
com menor protecdo palpebral (expostas), duas com conjuntivas e esclera protegidas e em duas
ndo foi possivel visualizar por estarem cobertas pela massa tumoral. Trés vacas apresentaram
conjuntivas ocular pigmentadas, seis parcialmente pigmentadas, cinco despigmentadas e duas
a massa tumoral cobriu e ndo foi possivel visualizar. Dos 16 tumores, quatorze estavam
presentes na terceira palpebra, um na juncdo cdrneo e esclera e um entre a terceira palpebra e
juncéo corneoescleral e sete afetaram o olho esquerdo e nove o olho direito. Quatorze vacas
apresentaram pigmentacdo em ambas as palpebras (enegrecidas) e duas vacas com péalpebras

parcialmente pigmentadas (branca com manchas escuras).

A macroscopia tumoral era caracterizada por crescimento em placas a verrucosos de
tamanhos que variaram de alguns milimetros a varios centimetros (minimo 0,8 cm e maximo 5
cm). Frequentemente era observado lacrimejamento no olho afetados, as vezes, com secrecao
purulenta. Em um dos casos foi observado metastase em linfonodo mandibular com fistula. As

principais caracteristicas clinicas e macroscopicas dos CCEO estdo descritos na Tabela 2.

Das 16 amostras de tumores oculares estudadas, 14 foram classificadas como CCEO
com distribui¢do nas categorias: sete bem diferenciadas, cinco moderadamente diferenciadas e
duas pobremente diferenciadas. Duas amostras (7, 9) eram formadas microscopicamente por
um intenso coladgeno associado a hemorragia, cartilagem hialina e glandula superficial da
terceira palpebra (membrana nictitante). Dois CCEO (3, 4) apresentaram-se anaplasicos
(pobremente diferenciados) com anisocariose acentuada, moderado a acentuado grau de
invasdo e moderada contagem mitotica. Outras trés amostras (14, 15, 16) apresentaram uma
alta contagem mitdtica com baixo & moderado grau de diferenciacdo celular e invaséo tecidual
(Tab.3). Infiltrado inflamatorio de linfécitos e plasmdcitos foram observadas em quase todas as
amostras (13/16). Duas amostras apresentaram necrose associado debris celulares e infiltrado

inflamatdrio de neutrofilos e eosindfilos (13,16) (Fig. 2).

IHQ
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As nove amostras demonstraram expressao para Ki67. A imunocoloragao para Ki67 foi
heterogénea tanto na distribuicdo quanto na intensidade. O indice Ki67 variou de 27,42% a
59,23 nos CCEOQ bem diferenciado (valor médio 45,29%), 16,31 a 66% (valor médio 40,35%)
nos CCEO moderadamente diferenciado e de 87% a 94,39% (valor médio 90,54%) nos CCEO
pobremente diferenciado (Fig.3). Na analise de correlagdo do grau de diferenciacdo celular
versus indice de proliferacdo celular, a significancia estatistica foi demonstrado (r=0,64), ou
seja, grau de diferenciacdo celular com o indice de proliferacdo celular (ki67) estdo

moderadamente relacionadas.

Discussao

Durante os quatro anos de estudo foi possivel constatar que o Carcinoma de células
escamosas ocular é um importante neoplasma em bovinos da raca Holandesa e resulta em

prejuizos econdmicos diretos e indiretos para os produtores de leite.

Apesar do nimero baixo de amostras no presente estudo, produtores tém informado que
a ocorréncia desses tumores vem ocorrendo com maior frequéncia nos Ultimos anos. A alta
prevaléncia de casos de CCEO descritos em outros paises (TSUJITA & PLUMMER, 2010),
também reflete a realidade observada no presente estudo, através do qual foi possivel verificar
gue a neoplasia ocular em vacas Holandesas é mais prevalente do que é relatado. Geralmente
os profissionais responsaveis pela sanidade dos animais da propriedade realizam a cirurgia para
a remocao da massa tumoral ocular quando identificam o aumento de volume inicial, muitas

vezes, ainda na fase de placa ou papiloma.

Como descrito em outros estudos, fatores ambientais como regides com altitudes
elevadas, maior incidéncia de raios ultravioletas, dias com horas luz solar mais prolongados e
os aspectos fenotipicos da raca estdo associados no desenvolvimento do CCEO
(GHARAGOZLOU et al., 2007; PUGLIESE et al., 2014; FORNAZARI et al., 2017). Em
relacdo as caracteristicas ambientais das propriedades estudadas, é possivel observar que apesar
de estarem afastadas da Linha do Equador, ou seja, que a incidéncia de luz solar € menor, elas
apresentam altitudes relativamente maiores — entre 525m e 915m — em comparacao as outras
regibes do pais. Regides que apresentam uma elevada altitude, isto €, quanto mais alta é a

localidade, maior sera a quantidade de energia ultravioleta incidente na superficie (INPE, 2021).
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No presente estudo ndo foi observado esses tumores em regides com altitudes menores que
500m.

O sistema de producéo e 0 manejo realizado nos bovinos séo outros fatores que devem
ser considerados em relacdo aos estabelecimentos leiteiros e altitude do local estudados. O
sistema semi-intensivo de producdo empregada nas propriedades do estudo favorece um maior
periodo com exposicéo direta da luz solar e de acordo com dados do Inpe (2021), a quantidade
de energia de UV que chega na Terra é maior entre as horas 9 e 15 horas (cerca de 70% a 80%)
e menor entre as 11 e 13 horas (cerca 20 a 30%). Em vacas mantidas em sistema intensivo néo
foi relatado a ocorréncia do neoplasma.

Outra caracteristica observada na incidéncia de CCEO em fémeas da raca Holandesa
também deve-se ao fato por serem de aptidao leiteira, os rebanhos sdo mantidos na propriedade
até o final da vida produtiva, ao contrario dos machos, que sdo abatidos ou comercializados
antes mesmo de atingirem a idade adulta (TSUJITA & PLUMMER, 2010). No presente estudo
foi observado que a faixa etaria das vacas acometidas com CCEO eram entre 4 e 9 anos, com
idade média de 5 anos de idade. Essa maior incidéncia de CCEO em fémeas acima dos 5 anos
provavelmente é decorrente da permanéncia nos estabelecimentos até o fim da produtiva que
contribui para a exposicdo a diversos fatores que possa resultar no processo neoplésico.
Diversos estudos demonstram que a idade com maior incidéncia varia entre 7 e 9, com idade
média também de 5 anos e relatos raros de ocorréncia do neoplasma em animais com menos de
3 anos de idade (GHARAGOZLOU et al., 2007; TSUJITA & PLUMMER, 2010;
FORNAZARI et al., 2017).

Como observado no estudo, o principal local do tumor ocular foi em terceira palpebra
(88%), sequido da juncédo corneoescleral (6%) e entre a terceira palpebra e esclera (6%). Nossos
resultados sdo semelhantes a Gharagozlou et al., (2007) e Fornazari et al., (2017) que
identificaram 70% e 60% de CCEO na terceira palpebra e conjuntiva adjacente,
respectivamente, poréem, ndo corroboram com estudos que indicam a terceira palpebra como o
local menos afetado (ANDERSON, 1960). Outros autores descrevem que em bovinos o
desenvolvimento do carcinoma ocular é observado principalmente na conjuntiva lateral e
juncéo corneoescleral (RUSSEL et al., 1956; ANDERSON, 1960; PUGLIESE et al., 2014).

De acordo com Russel e colaboradores (1956) a menor ocorréncia de CCEO na
conjuntiva medial é devido a proteg&o contra raios UV e corpos estranhos realizado pela terceira

palpebra. Na tabela 2 é possivel observar que em 75% dos casos as vacas apresentavam a
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conjuntiva ocular e esclera com menor protecdo palpebrale em 12,5%a conjuntiva ocular e
esclera estavam protegidas pela palpebra No estudo a maior incidéncia do neoplasma foi em
terceira palpebra. Acredita-se que linhagens de vacas que apresentam caracteristica fenotipica
de conjuntiva ocular e esclera com menor protecdo palpebral, torna o local e a terceira palpebra
mais suscetiveis a acao de agentes carcinogénicos. Ressalta-se também para suscetibilidade da
juncdo corneoescleral e terceira palpebra para o desenvolvimento do CCEO a possivel
associacdo entre a conjuntiva ocular exposta sem a protecdo palpebral e a despigmentacao do

local.

Na tabela 2 a maioria das vacas do estudo possuiam a conjuntiva ocular e esclera
despigmentadas ou parcialmente pigmentada. A falta de melanina em regiGes epidérmicas e
mucosas torna o local suscetivel a agdo carcinogénica (NEWTON et al., 1996; GARCIiA et al.,
2018). Apesar dessa caracteristica de despigmentacdo conjuntival e escleral, no estudo apenas
dois casos apresentaram o desenvolvimento neoplésico na juncdo corneoescleral. De acordo
Anderson (1991) a pigmentacdo corneoescleral realiza um efeito protetor direto no

desenvolvimento de lesbes na juncdo corneoescleral.

Em 44% dos casos acometeram o olho esquerdo e 56% ocorreram no olho direito, o que
estd de acordo com Tsujita & Plummer (2010) onde ambos os olhos sdo frequentemente
afetados em graus variaveis. Dos 16 tumores estudados, 44% apresentavam crescimento em
placa com superficie verrucosa a papiloma exofitico e 37% das amostras eram caracterizados
por nddulos hiperémicos com superficie verrucosa e areas queratinizadas. Apesar dessas
caracteristicas macroscopicas serem descritas na maioria das vezes como lesGes precursoras
benignas de CCEO (RUSSEL et al., 1956; TSUJITA & PLUMMER, 2010), 11 das amostras
em estudo ja apresentavam caracteristicas de proliferacdo neoplasica epitelial maligna, ou seja,
de carcinoma de células escamosas. E importante ressaltar que de acordo com o historico clinico
fornecido pelos produtores, trés amostras de CCEO iniciaram como placas evoluindo para
grandes massas verrucosas com areas hemorragicas e necréticas que cobriam praticamente todo
o0 globo ocular.

Outros achados clinicopatoldgicos observados nas vacas do estudo foram metastase em
linfonodo regional com fistulacdo e miiase (1/16). A apesar da caracteristica invasiva dos
CCEO, alguns autores descrevem que a probabilidade fazer metastase dependera da localiza¢éo
priméria do neoplasma (TSUJITA & PLUMMER, 2010). Devido ao tecido ulcerado e necrotico

que servem como alimento para larvas de moscas necrobiontéfagos, ndo € incomum observar
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miiase em neoplasias epidérmicas como os CCE, agravando o quadro clinico (YEUNG et al.,
2010).

Por ser um neoplasma agressivo, o comportamento bioldgico do CCEO é variavel e
imprevisivel. O uso da graduacao histoldgica como o sistema de classificacdo Broders torna-se
uma das principais ferramentas diagnosticas para predizer esse comportamento (CHUNDAY L
MADATHIL etal., 2019; GHANGHORIA et al., 2019). Em sete amostras de CCEO observou-
se a formacédo de grandes ilhas de células neoplasicas associada a numerosas estruturas pérolas
de queratina caracterizando assim os CCE bem diferenciados. Anisocitose e anisocariose
acentuada das células neoplésicas com nucléolos grandes e proeminentes, deficiente
diferenciacéo escamosa com células individualmente queratinizadas foram observadas em dois
CCEO e classificados como pobremente diferenciado.

Em treze amostras de CCEO houve infiltrado inflamatério formados por linfécitos e
plasmacitos distribuidos de forma multifocal entre as células neoplasicas. SupBe-se que essa
resposta linfoplasmocitario entre as células seja uma resposta ao antigeno neoplésico
(WILCOCK & NJAA, 2016). Areas de necrose associado a neutrofilos, eosinofilos e debris
celulares observadas em dois casos de CCEO foram compativeis com a macroscopia de serem
uma massa verrucosa firme, com crostas necroticas e secre¢ao purulenta.

Em duas amostras do estudo que macroscopicamente eram em placa e nédulo, ndo foram
obsevadas células neoplasicas. Em todas as coletas de terceira palpebra foram realizadas
biopsias excisionais, ou seja, foi retirado todo o tecido. A primeira etapa benigna do CCEO € a
placa que se caracteriza microscopicamente por hiperplasia epitelial que pode envolver um ou
todos estratos (RUSSEL et al., 1956; TSUJITA & PLUMMER, 2010), porém, nessas duas
amostras observamos somente coldgeno acentuado e estruturas histoldgicas da terceira
palpebra.

O indice Ki67 das nove amostras de CCEO foi significativamente correlacionado com
0 grau de diferenciacdo celular, na qual corrobora com os resultados de outros estudos que
descrevem que os valores de indice de Ki67 mais altos em carcinomas oculares pobremente
diferenciados em comparagdo com os carcinomas bem diferenciados. Como um biomarcador
na identificacdo de células com intensa atividade proliferativa, a expressdo da proteina Ki67 é
uma ferramenta importante na avaliacdo da agressividade biologica do CCEO (CARVALHO
et al., 2005; AZARABAD et al., 2011).

Além dos fatores ambientais, fenotipicos e genotipicos ja discutidos, agentes virais

como papilomavirus bovino e herpesvirus bovino sdo citados como precursores no
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desenvolvimento do neoplasma em bovinos (DMOCHOWSKI, 1961; ANSON, et al., 1982;
FORD et al., 1982). Em contrapartida, resultados negativos na técnica da Rea¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR) para papilomavirus e herpesvirus genérico em amostras de CCEO de bovinos
sugerem que a etiologia do neoplasma pode nédo ter associacdo viral (FORNAZARI et al.,
2017). Diante dessa possibilidade, neste estudo além dos aspectos epidemiol6gicos e
clinicopatoldgicos dos CCEO foi realizado também a técnica de PCR para papilomavirus
bovino com resultados negativos, o que reforca que a radiacdo € responsavel pelo o

desenvolvimento do carcinoma ocular de bovinos.

Em concluséo ao nosso estudo, destacamos 1) a ocorréncia dos CCEO em bovinos da
raca Holandesa esta intimamente relacionado a radiacdo solar reforcadas por fatores genéticos/
fenotipicos (principalmente em linhagens de vacas que anatomicamente apresentam esclera e
conjuntiva ocular com menor protecdo palpebral); 2) como em outros estudos com CCE, a
graduacdo histolégica em carcinoma ocular bovino é uma ferramenta valida para o
entendimento do comportamento bioldgico e clinico do neoplasma; 3) o indice da expressdo de
Ki67 pode ser um marcador significativo para a classificacdo do CCEO; e 4) devido ao grande
namero do rebanho leiteiro da raca Holandesa, o carcinoma ocular € uma importante neoplasia

para a raga e é responsavel por grandes prejuizos para os produtores.
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Tabela 1 — Caracteristicas da classificagdo histoldgica das amostras de Carcinoma de células escamosas ocular (CCEQ) de acordo com Carvalho

et al., (2005) e sistema de classificacdo de Broders com modificagdes

Diferenciacdo

Invasdo

Mitoses

Caracteristica

Sistema Broder

Caracteristica

Caracteristica

Bem diferenciado
+

Moderadamente
diferenciado
++

Pobremente
diferenciado
+++

Células neoplasicas com citoplasma eosinofilico
abundante e diferenciagdo escamosa 6bvia;
desmossomos visiveis; grandes massas laminadas
concéntricas de queratina (pérolas de queratina);
anisocariose minimo; formacéo de grandes ilhas de
tumor

Células neoplasicas com citoplasma eosinofilico e
diferenciagdo escamosa moderada; desmossomos
pouco visiveis; pequenas 4 médias massa laminadas
de queratina (pérolas de queratina); anisocariose
moderada com hipercromatismo; formacao de ilhas
menores de tumor

Células neoplésicas com citoplasma anfofilico, com
deficiente diferenciacdo escamosa e queratinizagdo
celular individual; anisocariose acentuada com
hipercromatismo; poucas e pequenas ilhas de tumor

Grau
|

Grau

Grau

Grau
v

<25% de células
indiferenciadas

<50% de células
indiferenciadas

<75% de células
indiferenciadas

>75% de células
indiferenciadas

++

+++

Invasdo de derme e subcutanea com
proliferacdo de tecido conjuntivo
fibroso;
minimo de invasao dos tecidos
circundantes

Invaséo é mais proeminente com as
pequenas ilhas de células
neoplasicas independentes ao redor
do tumor principal

Células neoplésicas profundamente
invasivas, aparecendo como células
Unicas ou pequenos grupos de
células em uma matriz
desmoplasica; longe do tumor
principal

+ 02
++ 36
+++  >6

Fonte: Adaptado a Carvalho et al. (2005) e Sistema Broder.
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Tabela 2 — Localizacdo das propriedades e caracteristicas clinicopatoldgicas de Carcinomas de células escamosas ocular (CCEO)

do estudo
Bovino Achados clinicopatoldgicos Propriedades do
estudo
Idade  Evolucédo Olho Cor e exposicao da conjuntiva ocular e Localizacdo da lesdo ~ Aparéncia da superficie do Cidade/  Altitude
(Anos) clinica afetado esclera/cor da palpebra superior e inferior tumor Estado
1 - - OE Conjuntiva pigmentada /conjuntiva e esclera Juncéo Nodular com superficie Rio
expostas/ palpebras superior e inferior corneoescleral verrucosa, hiperémico Rufino
pigmentadas /SC
860m
2 - 6 meses oD Conjuntiva parcialmente Terceira palpebra Nodular com superficie Rio
pigmentada/conjuntiva e esclera expostas/ verrucosa, hiperémico Rufino
palpebras superior e inferior pigmentadas /SC
3 - 7 meses OE Conjuntiva parcialmente Terceira palpebra Placa, hiperémico
pigmentada/conjuntiva e esclera protegidas/ Urubici
palpebras superior e inferior pigmentadas /SC
915m
4 - NI oD Conjuntiva parcialmente pigmentada Terceira palpebra e Placa verrucosa com érea Urubici
/conjuntiva e esclera expostas/ palpebras juncdo corneoescleral focal crostosa e ISC
superior e inferior pigmentadas queratinizada, hiperémico
5 9 NI OE Conjuntiva parcialmente pigmentada/ Urubici
conjuntiva esclera exposta/ palpebras superior Terceira palpebra Placa verrucosa, ISC
e inferior pigmentadas hiperémico°®

3Iniciou como placa PMetastase em linfonodo mandibular Carcinoma de células escamosas em vulva e Ubere miiase NI = ndo informado
Fonte: Morais (2022)
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do estudo
(continua)
Bovino Achados clinicopatol6gicos Propriedades do
estudo
Idade Evolucéo Olho Cor e exposicdo da conjuntiva ocular e esclera/cor da Localizacdo  Aparéncia da superficie Cidade/  Altitude
(Anos) clinica afetado palpebra superior e inferior da lesdo do tumor Estado
6 4 NI OE Conjuntiva parcialmente pigmentada/conjuntiva e Terceira Placa, hiperémico
esclera expostas/ palpebras superior e inferior pélpebra
pigmentadas
7 4,5 NI OE Conjuntiva parcialmente pigmentada/conjuntiva e Terceira Placa com superficie
esclera protegidas/ pélpebras superior e inferior pélpebra lisa, hiperémico
pigmentadas
8 4 NI oD Conjuntiva despigmentada/ conjuntiva e esclera exposta/ Terceira Placa e papilomatoso,
palpebras superior e inferior pigmentadas pélpebra hiperémico
Abelardo 760m
Luz
/SC
9 4 NI oD Conjuntiva despigmentada/conjuntiva esclera exposta/ Terceira Nodular com superficie
palpebras superior parcialmente pigmentada e inferior palpebra verrucosa, hiperémico
pigmentada
10 45 NI oD Conjuntiva despigmentada/ conjuntiva e esclera exposta/ Terceira Nodular com superficie
palpebras superior e inferior pigmentadas palpebra verrucosa, hiperémico
11 4 NI oD Conjuntiva despigmentada/conjuntiva e esclera exposta/ Terceira Nodular com superficie
palpebras superior e inferior pigmentadas palpebra verrucosa, hiperémico

3Iniciou como placa "Metastase em linfonodo mandibular °Carcinoma de células escamosas em vulva e Gbere Ymiiase NI = n&o informado
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do estudo

(continuacdo)

Achados clinicopatoldgicos

Propriedades do
estudo

Cor e exposicédo da conjuntiva ocular e
esclera/cor da palpebra superior e inferior

Localizacéo

da lesdo

Aparéncia da superficie do tumor

Cidade/ Altitude

Estado

Bovino
Idade
(Anos)
12 7
13 8
14 45
15 7

Conjuntiva pigmentada/ conjuntiva e
esclera expostas/ palpebras superior e
inferior pigmentadas

Conjuntiva e esclera coberta pela massa

tumoral/ palpebras superior e inferior
pigmentadas

Conjuntiva despigmentada / conjuntiva e

esclera exposta/ palpebras superior e
inferior pigmentadas

Conjuntiva pigmentada / conjuntiva e
esclera exposta/ palpebras superior e
inferior pigmentadas

Terceira
palpebra

Terceira
palpebra

Terceira
palpebra

Terceira
palpebra

Placa e papilomatoso com area focal
queratinizada, hiperémico

Massa verrucosa com areas
queratinizadas multifocais, secrecdo
purulenta e odor fétido?

Massa verrucosa com areas
queratinizadas multifocais,
hiperémico

Nodular com superficie verrucosa e
areas queratinizadas?

Renascenca
/PR

688m

Renascenca
/PR

Joacgaba 525m
/SC

Macieira 880 m

I/SC

3Iniciou como placa "Metastase em linfonodo mandibular °Carcinoma de células escamosas em vulva e tbere “mifase NI = ndo informado
Fonte: Morais (2022)
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Tabela 2 — Localizacdo das propriedades e caracteristicas clinicopatoldgicas de Carcinomas de células escamosas ocular (CCEO)

do estudo
(conclusdo)
Bovino Achados clinicopatoldgicos Propriedades do
estudo
Idade Evolucéo Olho Cor e exposicdo da conjuntiva e esclera/cor da  Localizacdo da Aparéncia da superficie do Cidade/  Altitude
(Anos) clinica afetado palpebra superior e inferior lesdo tumor Estado
16 7 2 anos Conjuntiva e esclera coberta pela massa Terceira Massa verrucosa com areas
OE tumoral/ palpebra superior e inferior palpebra queratinizadas multifocais, Macieira 880 m
parcialmente pigmentadas secrecdo /SC
purulenta e odor fétido®

3niciou como placa PMetastase em linfonodo mandibular °Carcinoma de células escamosas em vulva e Ubere miiase NI = ndo informado
Fonte: Morais (2022)



Tabela 3 — Classificacao histoldgica e Imunohistoquimica (IHQ) de Ki67 em Carcinoma de células escamosas ocular (CCEO) de vacas

Holandesas
Amostras Macroscopia Achados histologicos? indice Ki67  Metéstase/neoplasmas
Olho Localizacdo da lesdo Diferenciagdo Invasdo Mitoses (%) em outros locais
afetado
1 OE Juncdo corneoescleral + + + NDP Né&o
2 oD Terceira palpebra ++ ++ + 66 Né&o
3 OE Terceira palpebra +++ +++ ++ 87 Né&o
4 oD Terceira palpebra e juncdo +++ ++ ++ Né&o
corneoescleral 94
5 OE Terceira palpebra ++ + + 22 Sim
6 OE Terceira palpebra ++ + + ND Né&o
7 OE Terceira palpebra - - - ND Né&o
8 oD Terceira palpebra + + + ND Né&o
9 oD Terceira palpebra - - - ND Né&o
10 oD Terceira palpebra + + + ND Né&o
11 oD Terceira palpebra + + + 27 Né&o
12 oD Terceira palpebra + + + 49 Né&o
13 OE Terceira palpebra + ++ ++ ND Né&o
14 oD Terceira palpebra ++ ++ +++ 16 Né&o
15 oD Terceira palpebra + + +++ 59 Né&o
16 OE Terceira palpebra ++ ++ +++ 56 Sim

a4+ = minimo; ++ = intermediario; +++ = maximo Pndo determinado
Fonte: Morais (2022)
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Fig. 2. Bovino. A. Olho direito. Pigmentacdo palpebral superior e inferior, conjuntiva
ocular/esclera desprotegidas e despigmentadas. Terceira palpebra com lesdo em placa oblonga
com nodulos exofitico na superficie, hiperémico (seta branca). Al. Carcinoma de celulas
escamosas ocular bem diferenciado (Grau ). Ha, células neopléasicas com citoplasma
eosinofilico abundante com desmossomos visiveis e diferenciagdo escamosa; formacéo de
grandes ilhas de células neoplasicas (seta branca) com estruturas laminadas concéntricas de
queratina — pérolas de queratina - (seta preta) sdo evidentes. HE, 20x. B. Olho esquerdo.
Pigmentacdo palpebral superior e inferior, conjuntiva ocular/esclera parcialmente pigmentadas
e desprotegidas. Terceira palpebra com lesdo em placa com superficie verrucosa, hiperémico
(seta branca). B1. Carcinoma de células escamosas ocular moderadamente diferenciado (Grau
I1). Ha, hiperplasia de epiderme com proliferacdo neoplasica de cordGes e médias a pequenas
ilhas de células epiteliais que invadem a derme (seta preta) HE, 10x. Detalhe. Carcinoma de
células escamosas com células epidérmicas neoplésicas pleomorficas com atipia nuclear,
pequenas formacdes de pérolas de queratina (seta branca) e diferenciacdo escamosas de
algumas células (cabeca da seta) HE, 40x. C. Olho esquerdo. Despigmentacdo palpebral
superior e inferior. Massa com superficie lisa e algumas areas verrucosas na superficie,
hiperémica, secrecdo purulenta e com origem em terceira palpebra. Na face lateral esquerda
observa-se aumento de volume com secre¢do purulenta (fistula). C1. Carcinoma de células
escamosas ocular moderadamente diferenciado (Grau Il1). Ha, células com diferenciacao
escamosa moderada, formacdo de ilhas menores a medias de células neoplasicas (setas pretas)
e infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitario e de neutréfilos e eosindfilos em meio as células
neoplésicas (cabeca das setas); a invasdo € mais proeminente. HE, 20x. D. Olho direto.
Pigmentacdo palpebral superior e inferior, conjuntiva ocular/esclera parcialmente pigmentadas
e desprotegidas. Terceira palpebra e juncdo corneoescleral com placa oblonga de superficie
verrucosa com areas de queratinizacao, hiperémico (seta branca). D1. Carcinoma de células
escamosas ocular pobremente diferenciado (Grau Ill). H4, pleomorfismo acentuado e
hipercromatismo das células epiteliais neoplasicas, com discreta (pobre) diferenciacdo

escamosa, figuras de mitoses e células individualmente queratinizadas. HE, 20x.
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Fonte: Morais (2022)
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Fig. 3. Bovino. Imunohistoquimica. A. CCEO bem diferenciado. A reacgdo positiva para Ki67
é indicada pela presenca de coloragdo nuclear (ponta de seta). B. CCEO pobremente
diferenciado. Observe o aumento do numero de células neoplasicas coradas em comparacao a

figura A.

o :
SRS
-~ > e

w o~y

Fonte: Morais (2022)
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8.2 CAPITULO 2: Pesquisa relacionada & deteccio do DNA do Papilomavirus bovino (BPV)
e Virus da leucose bovina (BLV) atraves da técnica da Reacdo em Cadeira da Polimerase em
Carcinomas de células escamosas ocular e de terceira palpebra sem alteracbes macroscopicas

de vacas da raca Holandesa.

O presente estudo j& foi concluido e 0 manuscrito sera apresentado a seguir.
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Papilomavirus bovino e virus da leucose bovina como possiveis agentes precursores no

desenvolvimento de Carcinoma ocular em vacas da ra¢ca Holandesa

(Bovine Papillomavirus and Bovine Leukosis Virus as possible precursor agents in the

development of Ocular Carcinoma in Holstein cows)
Raissa Moreira de Morais®

Aldo Gava*

Abstract

Bovine papillomavirus (BPV) and bovine leukosis virus (BLV) the main precursor agents in
neoplastic development in cattle. To evaluate its possible relationship in the pathogenesis of
ocular squamous cell carcinomas (OSCC), we evaluated the results of the Polymerase Reaction
(PCR) for BLV and BPV in OSCC (n=16) and third eyelid samples without macroscopic
alterations (n=15) of Holstein cows. The 31 samples submitted to PCR for BPV were negative.
A fragment of the BLV env gene was amplified and sequenced in four samples of CCEO
(n=4/12). Although BLV viral DNA was found in 4 of the twelve samples evaluated, its
participation in the pathogenesis of bovine ocular carcinoma is uncertain. The negative result
for all BPV samples suggests that this virus has no role as a precursor of ocular carcinoma.

Keywords: Ocular squamous cell carcinoma; bovine leukosis virus DNA; bovine

papillomavirus; pathogenesis.

Resumo

Papilomavirus bovino (BPV) e virus da leucose bovina (BLV) sdo uns dos principais agentes
precursores no desenvolvimento neoplasico em bovinos. Com o intuito de avaliar sua possivel
relacdo na patogénese de carcinomas de células escamosas ocular (CCEQ), foram avaliados 0s
resultados da técnica de Reacdo da Polimerase (PCR) para BLV e BPV em amostras de CCEO
(n=16) e de terceira palpebra sem alteracbes macroscopicas (n=15) de bovinos fémeas da raca

Holandesa. As 31 amostras submetidas a PCR para BPV foram negativas na PCR. Um

3 Artigo apresentado no Curso de P6s-Graduacdo em Ciéncia Animal como requisito parcial a obtencéo do titulo
de Doutor em Ciéncia Animal da Universidade do Estado de Santa Catarina no ano de 2022.
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fragmento do gene env do BLV foi amplificado e sequenciado em quatro amostras de CCEO
(n=4/12). Apesar do DNA viral do BLV ser encontrado em 4 das doze amostras avaliadas €
incerto sua participacdo na patogénese do carcinoma ocular de bovinos. O resultado negativo
para todas as amostras de BPV sugerem que este virus ndo tem participacdo como precursor do

carcinoma ocular bovino.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas ocular; DNA do virus da leucose bovina;

papilomavirus bovino; patogénese.

Introducéo

Em animais e humanos diversos agentes virais sdo responsaveis por induzirem lesdes
pré-neoplasicas, bem como transformacdo neoplésica celular (ALBERTI et al., 2010;
MUNDAY et al., 2014; BIEZUS et al., 2019; CANOVA et al.,, 2021). Em bovinos,
papilomavirus bovino (BPV) e virus da leucose bovina (BLV) sdo uns dos principais agentes
precursores envolvidos no desenvolvimento neoplasico nessa espécie (CLAUS et al., 2009;
JULIARENA et al., 2017; BIANCHI et al., 2020; MARAWAN et al., 2021).

Os papilomavirus (PVs) sdo os agentes etioldgicos da papilomatose bovina, conhecido
popularmente como ‘“verrugas” e caracterizada pela proliferagdo hiperplasica benigna das
células basais dos epitélios cutdneo e mucosa (MUNDAY et al., 2014). A enfermidade é
causada por pequenos virus oncogénicos, ndo-envelopados de DNA de fita dupla circular
pertencente a familia Papillomaviridae (ALFIERI et al. 2007). Tipos diferentes de
papilomavirus bovino (BPV) ja foram caracterizados, relacionados principalmente com
0 aparecimento neoplésico em diferentes locais (GIL DA COSTA et al., 2014; BIANCHI et al.,
2020; PaVE, 2021).

O virus da leucose bovina (BLV) é o agente etiol6gico da leucose enzodtica bovina
(LEB) pertencente ao género Deltaretrovirus (ordem Ortervirales, familia Retroviridae,
subfamilia Orthoretrovirinae) (RAVAZZOLO & DA COSTA, 2007; ICTV, 2011). LEB é uma
enfermidade amplamente distribuida nos rebanhos leiteiros e caracterizada clinicamente por
linfocitose persistente (LP) e desenvolvimento de linfomas em ¢érgdos incluindo olhos,
linfonodos, baco, figado, rim, coragdo, medula espinhal, Utero e Ubere (LEONEL, 2018). A
replicacéo e caracteristica da familia Retroviridae, onde a enzima transcriptase reversa utiliza

0 RNA viral para a formacdo do DNA (provirus) e este se integra ao material genético do
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hospedeiro; a capacidade oncogénica do BLV esta relacionada ao oncogene tax, o qual tem a
capacidade de regular as proteinas virais e também genes do hospedeiro (GRASSMANN et al.,
2005; GILLET etal., 2016).

Em carcinomas de células escamosas ocular (CCEO) agentes virais tém sido citados
como precursores pelo desenvolvimento neopléasico em diversas espécies (MARA et al., 2005;
TSUJITA & PLUMMER, 2010; HOLLHUMER et al., 2020). A associagdo entre capacidade
antigénica viral e a exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV), juntamente com outros fatores
ambientais, fenotipicos e genotipicos podem estar envolvidos na maturagdo anormal do epitélio
conjuntival e corneal, sugerindo o envolvimento na etiologia do CCEO em bovinos (TSUJITA
& PLUMMER, 2010).

A patogénese do carcinoma de células escamosas ocular ndo é totalmente
compreendida, portanto, o objetivo deste trabalho é detectar a presenca de papilomavirus
bovino e do virus da leucose bovina em amostras com carcinoma ocular e de amostras de
terceira palpebra sem alterac6es macroscépicas em bovinos fémeas da raca Holandesa e avaliar

sua possivel relacdo no aparecimento da neoplasma.

Material e métodos
Comité de ética

Projeto de pesquisa aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Estado de Santa Catarina (CEUA/UDESC) protocolada sob o n® 8198130319.

Amostras

Durante um periodo de estudo de quatro anos (2017 a 2021), foram acompanhadas oito
propriedades de bovinocultura leiteira com criagdo semi-intensivo, localizadas nos estados de
Santa Catarina e Parana, Sul do Brasil. Em um primeiro momento, amostras
macroscopicamente compativeis e de carcinomas de células escamosas oculares confirmadas
posteriormente pela avaliacdo histopatoldgica foram obtidas de dezesseis bovinos (n=16) da

raca Holandesa através da biopsia excisional e armazenados a temperatura de -10°C.
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Quatro das dezesseis (4/16) amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Biologia
Molecular do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Mato Grosso para realizacdo da
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para deteccdo de BPV (papilomavirus
bovino) e doze (12/16) amostras ao Laboratério de Virologia Veterinaria da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul para a PCR para deteccdo de BLV (virus da leucose bovina) e

deteccdo de BPV (papilomavirus bovino).

Posteriormente, amostras de terceira palpebra sem alteracbes macroscopicas e de foram
obtidas de quinze (n=15) fémeas higidas da raca Holandesa de um estabelecimento de abate
localizado na cidade de Pouso Redondo, Planalto Catarinense (27°15'29"49°56'02") e
encaminhadas para realizacdo da técnica de PCR para BLV (virus da leucose bovina) e BPV
(papilomavirus bovino) no Laboratério de Virologia Veterinaria da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul.

Extracdo do DNA e PCR

A extracdo do DNA gendmico e a técnica da PCR utilizada para papilomavirus nas
quatro das dezesseis amostras de CCEO foram de acordo com Ogawa et al. (2004), na qual as
amostras de DNA foram amplificadas usando dois pares de primers FAP59/FAP64 e
MY11/MYO009.

Nas doze amostras de CCEO e nas 15 amostras de terceira palpebra a extracdo do DNA
gendmico e a técnica da PCR para detec¢do de um fragmento de 446 pb do gene env do BLV e
do fragmento de 480 pb do gene L1 do BPV foram de acordo com a metodologia utilizada por
Rodakiewicz et al. (2018) e Forslund et al. (1999), utilizando os pares de primers OBLV1A/
OBLVG6A e FAP59 / FAP64, respectivamente.

Metagenémica viral (HTS)

Foi realizado um pool contendo 500ul de cada uma das 12 amostras. Esse pool foi
passado por um filtro de 0.22um e subsequentemente centrifugado com um gradiente de 25%
de sacarose a 150,000 g por 3h a 4°C em um rotor Sorvall AH629. O pellet contendo as
particulas virais foram incubados por 1.5 h com enzimas DNase e RNase (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) (THURBER et al., 2009). Posteriormente, o DNA e RNA total
foram isolados utilizando protocolo fenol-cloroférmio e TRI reagente (Sigma Aldrich, St.
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Louis, MO, USA), respectivamente. O DNA viral foi enriquecido utilizando Genoplex®
Complete Whole Genome Amplification (WGA) kit (Sigma-Aldrich) de acordo com as
instrucdes do fabricante. O RNA viral foi retrotranscrito em DNA utilizando TransPlex®
Complete Whole Transciptome Amplification (WTA) (Sigma-Aldrich) seguindo as
recomendacdes do fabricante. O DNA de fita dupla produzido desses enriquecimentos foram
colocados em pool em quantidades equimolares e purificado utilizando PureLink™ Quick Gel
Extraction and PCR purification Combo (Thermo Fischer Scientific). A qualidade e a
quantidade de DNA foi avaliada por espectofotometro e fluorometria através de NanoDrop™
(Thermo Fischer Scientific) e Qubit™ (Thermo Fischer Scientific), respectivamente. As
bibliotecas de DNA foram preparadas com 50 ng de DNA purificado utilizando o kit Nextera

XT DNA (Illumina V2 reagent kit) e sequenciado utilizando a plataforma Illumina MiSeq.

Resultados

Sequenciamento HTS

Né&o foram encontrados contigs de papilomavirus no pool de amostras; para BLV foram
encontrados 29 contigs que possuem identidade de 91 a 97% com uma query cover de 100%
com a proteina gp51 de BLV. Subsequentemente, as amostras foram testadas por PCR
individualmente para o gene env, o qual codifica a proteina gp51 e 4/12 amostras foram
positivas na PCR. Ambos os resultados estdo detalhados na tabela 1.

PCR de amostras de terceira palpebra
As quinze amostras de terceira palpebra enviadas para a técnica da PCR para deteccdo
do fragmento de 480 pb do gene L1 do BPV e deteccdo de um fragmento de 446 pb do gene

env do BLV foram negativas como demostrada na tabela 2.

Discusséo

Quatro amostras de CCEO submetidas ao PCR para o gene env do BLV foram positivas.
No presente trabalho a investigacdo do agente viral na patogénese do CCEO se deu ao fato que
0 BLV possui um comportamento oncogénico e exdgeno, ou seja, de aspecto infeccioso que
disseminasse principalmente de forma horizontal entre bovinos (RAVAZZOLO & DA
COSTA, 2007).
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O BLV é de grande importancia principalmente na bovinocultura leiteira, com
distribuicdo mundial, exceto na Europa, Nova Zelandia e Austrélia onde foi erradicado (POLAT
et al.; 2017). Apesar de ndo termos a confirmacdo clinica ou sorolédgica da enfermidade nos
bovinos das quais obtivemos as amostras positivas no PCR para BLV, devemos considerar que
essa enfermidade é mais prevalente em bovino de leite do que em bovino de corte, devido
principalmente ao confinamento ou proximidade na ordenha realizado no manejo desses
animais. Outro ponto que deve-se considerar nessa enfermidade é que a maioria dos bovinos
infectados ndo desenvolvem a doenca clinica de linfocitose persistente ou de
linfomas/linfossarcomas, permanecendo assintomaticos no rebanho e transmitindo o virus para
outros hospedeiros suscetiveis (JULIARENA et al., 2017).

De acordo com a sua estruturacdo gendmica, o BLV possui quatro genes estruturais
principais - gag, pro, pol e env- que codificam as enzimas virais e proteinas estruturais (ICTV,
2011). O gene env identificado no estudo codifica proteinas do envelope viral (gp51 e gp30),
responsaveis pela ligacdo e entrada do provirus na célula hospedeira (GRASSMANN et al.,
2005; ICTV, 2011; GILLET et al., 2016). O fato de ter aparecido sequéncia de nucleotideos do
gene env do BLV no DNA extraido do CCEO, demonstra que BLV infectou o animal e se
integrou ao genoma do hospedeiro.

Dos genes estruturais - gag, pro, pol e env - e dos genes regulatdrios responsaveis pela
expressao génica e replicacdo viral - LTR e Tax - que comp&em o BLV, o gene env foi o Unico
encontrado nas amostras de CCEO analisadas. Uma das caracteristicas do BLV é que durante
o desenvolvimento da enfermidade, o gene env € um dos genes frequentemente deletados, sendo
uma forma de escapar da resposta imunolégica do hospedeiro (POLAT et al.; 2017). Dada essa
caracteristica viral de “sobrevivéncia”, é pressuposto que nas amostras do CCEO negativas na
PCR para BLV possa ter ocorrido a delecdo do gene env ou 0s bovinos nao estavam infectados

pelo virus.

Apesar da capacidade oncogénica do BLV esta relacionada ao oncogene tax
(GRASSMANN et al., 2005; ICTV, 2011), no material avaliado, tanto amostras com CCEO e
as de terceira palpebra, néo foi realizado o PCR para deteccéo desse gene, somente para o gene
env por ser a regido utilizada para a genotipagem do BLV. Em humanos, o tax esta envolvido
nos principais eventos que antecedem a malignidade celular, como a desregulagéo do ciclo

celular e inibicdo dos mecanismos de reparo genémico (KITSOU et al., 2021).
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Embora o BLV possa infectar diferentes populacfes de células imunes, principalmente
subpopulacdes celulares CD5 + IgM + linfécitos B (POLAT et al.; 2017), em bovinos esse
retrovirus foi encontrado em grande quantidade em células epiteliais mamario, demonstrando
expressao de alguns oncogenes, genes supressores de tumor e um possivel tropismo por esse
tipo celular (BUEHRING et al., 1994, CUESTA et al., 2020). De acordo com a suspeita que 0
BLV possa ser um precursor no CCEO em bovinos, podemos considerar que os tecidos
epiteliais escamoso e estratificado da cornea e terceira palpebra sdo suscetiveis a infecgédo e
consequéncias oncogénicas do BLV. Em humanos, sequéncia de nucleotideos do gene env do
BLYV foi encontrada no DNA extraido do tecido mamario neoplésico e se agrupou em G1, que
é 0 gendtipo mais prevalente em amostras de gado (CANOVA et al., 2021).

De acordo com os resultados observados na técnica da PCR para papilomavirus bovino,
todas as amostras foram negativas. Em bovinos, o papilomavirus bovino é descrito como um
agente causal do papiloma na pele e mucosas (BIANCHI et al.,, 2020) e devido essa
caracteristica epiteliotropico e oncogénico a investigacdo desse agente na patogénese de CCEO
ainda se faz necessério.

Também levamos em consideracdo para a investigacdo desse agente viral o fato de que
0 BPV tem sido citado durante anos como precursor no desenvolvimento do carcinoma ocular
em bovinos (DMOCHOWSKI, 1961; FORD et al., 1982). Além disso, em carcinoma de células
escamosas (CCE) em humanos e outras espécies de animais o0 DNA do papilomavirus ja foi
identificado e associado na possivel patogénese e transformacdo neoplasica maligna
(ALBERTI et al., 2010; PETERS-KENNEDY et al., 2018; ALVES et al., 2020; CARRAI et
al., 2020).

Apesar das amostras de CCEO serem negativos para a detec¢do do gene L1 do BPV, é
importante salientar que uma das caracteristicas neoplasicas dos CCEO ¢ iniciar com lesdes
precursoras benignas, sendo o papiloma o estagio intermediario (TSUJITA & PLUMMER,
2010). Além disso, a expressdo de produtos génicos dos PVs é estreitamente regulada conforme
a ceélula basal infectada migra em direcdo a superficie epitelial (DOORBAR, 2005). Em
humanos, a infecgdo por papilomavirus humano (HPV) parece desempenhar um papel inicial
na neoplasia cutanea, mas nao é essencial para a viabilidade das células neoplésicas, uma vez
que adquirem caracteristicas de malignidade (HOWLEY et al., 2015).

Tal como acontece com outros processos neoplasicos induzidos por agentes virais,
sugerimos que a infec¢éo viral inicial juntamente com outro cofator aumentam a possibilidade

do desenvolvimento neoplésico. Tanto em CCE cutaneos como oculares, a exposi¢éo a radiagdo
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ultravioleta (UV) é uma das principais causas envolvidas na patogénese do neoplasma. A
interacdo entre esses dois fatores foram demonstradas por ANSON, et al., (1982) que ao
submeter amostras de células neoplasicas de carcinomas oculares a situagdes de estresse como
radiacdo UV e aumento de pH (8,4), detectaram através da tecnica de imunofluorescéncia
indireta (IFI) antigenos de Herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5) no citoplasma celular.

Corroborando ainda com a hipdtese que na patogénese do CCEO em bovinos possa
haver uma associacdo viral e outro agente com papel de cofator, em humanos a neoplasia
escamosa da superficie ocular (NESO) tem a sua patogénese em torno da exposicao ultravioleta
que € o principal fator de risco e HPV (papilomavirus humano) e HIV (virus da
imunodeficiéncia humana) que desempenham papéis contributivos (HOLLHUMER et al.,
2020).

As amostras de terceira palpebra negativas no PCR para BLV e BPV foram coletadas
com intuito de comparar se haveria ou ndo detec¢do de DNA viral com amostras positivas da
PCR para BLV e BPV de CCEO. Apesar do resultado negativo, devemos considerar que em
casos de animais infectados por BLV possa ocorrer delecGes de gene env para ndo ocorrer
deteccdo imunolodgica do hospedeiro (POLAT et al.; 2017) ou ndo houve expressao de produtos
génicos dos BPV em animais infectados (DOORBAR, 2005).

Em conclusédo nosso estudo relata 1) apesar do envolvimento do BPV em outros
neoplasmas, este virus ndo tem participacdo como precursor do CCEO em bovinos; 2) a
primeira descricdo do BLV associado CCEO de bovinos, tornando esse retrovirus como um
possivel agente precursor desse neoplasma 3) ; se 0 BLV é ou ndo precursor do CCEO nessa
espécie, serdo necessarios mais estudos para demostrar a presenca do genoma de BLV em
CCEO por hibridizacéo in situ, por exemplo; e 4) nas amostras sem alteracbes macroscopicas
negativas na PCR sugerem que: 0s bovinos ndo estavam infectados; houve delecdes de genes
em bovinos infectados do BLV; ou ndo houve expressdo de produtos génicos em bovinos

infectados por BPV.
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Tabela 1 — Resultados da técnica da Reacdo em Cadeira da Polimerase (PCR) para detec¢do

de um fragmento de 446 pb do gene env do BLV (virus da leucose bovina) e do fragmento de

480 pb do gene L1 do BPV (papilomavirus bovino) em amostras de carcinoma de células

escamosas ocular de vacas holandesas

Amostras Idade Localizacdo da lesdo/Diagndstico BLV? BPV?®
(anos) morfologico
1 - Juncdo corneoescleral/CCE - Negativo
2 - Terceira palpebra e esclera/CCE - Negativo
3 - Terceira palpebra/CCE - Negativo
4 - Terceira palpebra e esclera/CCE - Negativo
5 4 Terceira palpebra/CCE Positivo Negativo
6 4,5 Terceira palpebra/CCE Positivo Negativo
7 4 Terceira palpebra/CCE Positivo Negativo
8 4 Terceira palpebra/CCE Negativo Negativo
9 4,5 Terceira palpebra/CCE Positivo Negativo
10 4 Terceira palpebra/CCE Negativo Negativo
11 4,5 Cornea® Negativo Negativo
12 7 Terceira palpebra/CCE Negativo Negativo
13 8 Terceira palpebra/CCE Negativo Negativo
14 4,5 Terceira palpebra/CCE Negativo Negativo
15 7 Terceira palpebra/CCE Negativo Negativo
16 7 Terceira palpebra/CCE Negativo Negativo

aVirus da leucose bovina °Virus do papilomavirus bovino ¢amostra sem avaliagéo histoldgica

Fonte: Morais (2022).
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Tabela 2 — Resultados da técnica da Reacdo em Cadeira da Polimerase (PCR) para detec¢do
de um fragmento de 446 pb do gene env do BLV (virus da leucose bovina) e do fragmento de
480 pb do gene L1 do BPV (papilomavirus bovino) em amostras de terceira palpebra sem

alteracdes macroscoépicas de vacas holandesas

Total de amostras Raca/ Idade BLV? BPV?®
Sexo (anos)
15 Holandesa/ (4-8) Negativo Negativo
Fémea

aVirus da leucose bovina °Virus do papilomavirus bovino
Fonte: Morais (2022).
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9 CONCLUSAO

O capitulo 1 demonstra que a ocorréncia dos CCEO em bovinos da raca Holandesa esta
intimamente relacionado a radiacédo solar reforcada por fatores genéticos/ fenotipicos como a
regido ocular com uma menor protecdo palpebral da esclera e conjuntiva ocular e devido a
importancia econdmica do rebanho leiteiro da raca Holandesa, o carcinoma ocular é uma
importante neoplasia para a raca e é responsavel por grandes prejuizos para os produtores. No
capitulo 2 que apesar do envolvimento do BPV em outros neoplasmas, este virus ndo tem
participagdo como precursor do CCEO em bovinos e ha a primeira descri¢do do BLV associado
a CCEO de bovinos.



