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Resumo

Na medicina veterinaria, os métodos de diagndstico tém apresentado avangos substanciais,
utilizando técnicas cada vez mais elaboradas e seguras que permitem uma abordagem mais
completa e eficiente. Entre os métodos mais inovadores, inclui-se a termografia, que permite a

mensuracgao da temperatura superficie de um corpo.

Este estudo apresentou como objetivo, avaliar a eficacia da utilizacdo deste método para o
diagnostico precoce de ANE, uma neoplasia altamente contagiosa com um -retrovirus
denominado “Enzootic nasal tumor virus”, associado a sua etiologia e que, devido a morbilidade

e mortalidade que causa nos efetivos, gera elevados prejuizos econdmicos aos produtores.

Através das analises estatisticas, concluiu-se que este método, econémico, facil de aplicar e sem
muita logistica associada, apresenta, uma boa sensibilidade e especificidade, porém sé&o
necessarios mais estudos para padronizar a sua interpretacdo. Por este motivo, atualmente,

aconselha-se a utilizagdo combinada de métodos para o diagndstico precoce desta neoplasia.

Palavras-chave: Adenocarcinoma nasal enzodtico, pequenos ruminantes, retrovirus, métodos
de diagndstico, afecdes respiratoérias.



Abstract

Comparative study of methods for early diagnosis of Enzootic Nasal Adenocarcinoma in goats

In veterinary medicine, diagnostic methods have shown substantial advances, using increasingly
more elaborate and safer techniques that allow for a more complete and efficient diagnostic.
Among the most innovative methods is thermography, which allows the measurement of the

temperature surface of a body.

The present study aimed to evaluate the effectiveness of using this method for the early diagnosis
of ANE, a highly contagious neoplasm with a B-retrovirus called Enzootic nasal tumor virus,
associated with its etiology and which, due to the morbidity and mortality that cause on livestock,

generates high economic losses for producers.

Through statistical analyses, it is concluded that this method, which is economical, easy to apply
and without much associated logistics, has good sensitivity and specificity, but further studies are
needed to standardize its interpretation. For this reason, the combined use of methods for the

early diagnosis of this neoplasm is currently recommended.

Keywords: Enzootic nasal adenocarcinoma, small ruminants, retrovirus, diagnostic methods,
respiratory diseases.
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Preambulo

A presente dissertagao foi redigida com base nos conhecimentos tedricos e praticos adquiridos
durante o estagio curricular, no Servico Clinico de Ruminantes (SCRUM) da Faculdade de
Veterinaria da Universidade de Zaragoza, Espanha, com a duracdo total de quatro meses

iniciando-se a 4 de dezembro de 2023 e com término a 29 de margo de 2024.

A orientagdo esteve a cargo da Professora Doutora Delia Lacasta e realizou-se em regime
hospitalar de ruminantes, com foco nos pequenos ruminantes. No decurso do estagio foram
abordadas as principais areas da clinica médica de espécies pecudrias, nomeadamente
medicina interna dos sistemas respiratério, digestivo, cardiovascular, musculo-esquelético,
reprodutor e tegumentar, bem como identificacdo animal e profilaxia vacinal e antiparasitaria. A
maioria dos casos acompanhados culminavam no sacrificio do animal para realizagdo de
necropsia tendo a oportunidade de realizar este procedimento diversas vezes, bem como a

identificacao e avaliagdo de lesbes anatomopatoldgicas que os animais apresentavam.

Foi ainda possivel, realizar o acompanhamento de consultas e agbes de profilaxia em regime

ambulatério em exploragdes de ovinos e caprinos na regido de Aragao.

Com o decorrer do estagio, contactei com um caso clinico de suspeita de Adenocarcinoma Nasal
Enzoodtico em cabras o qual, suscitou interesse em aprofundar o tema, e que deu origem a esta
dissertagao, realizando um estudo com o objetivo de encontrar um método que possa auxiliar no
diagndstico precoce desta doencga e analisar os dados recolhidos ao longo dos quatro meses do
estagio.

Para o efeito, o presente trabalho foi organizado da seguinte forma: Parte I- conta com uma
revisdo bibliografica sobre o tema “Adenocarcinoma Nasal Enzoético em pequenos ruminantes”
bem como alguns dos seus diagnésticos diferenciais; Parte II- estudo comparativo de dois

métodos para o diagnostico precoce desta neoplasia.



l. Revisao bibliografica
1. Anatomiada cavidade nasal

A cavidade nasal € uma estrutura complexa que desempenha um papel crucial nos sistemas
respiratorio, olfativo e termorregulador de muitos animais (Xi et al., 2023). Compreender a sua
anatomofisiologia € necessario pois permite, muitas vezes, avaliar o estado de saude geral e

bem-estar do animal.

Vérias técnicas tém sido utilizadas para investigar e estudar a estrutura nasal de diversas
espécies, incluindo dissecgbes fixas de tecidos, moldagem de vias aéreas, bem como a
realizagdo de imagens médicas, como a ressonancia magnética ou tomografia computadorizada
(TC) (Xi et al.,2023).

1.1 Anatomia macroscoépica

A forma e aspeto da cabega apresentam muitas diferengas entre espécies, sexo, raga e até
mesmo idade, refletindo adaptacdes a diferentes ambientes e estilos de vida, porém esta
diferengca morfolégica, que apesar de determinar caracteres morfolégicos diferenciadores
fundamentais, ndo é significativa a nivel de estruturas internas e por esse motivo sem grande

interesse clinico (Xi et al.,2023).

O plano nasal dos pequenos ruminantes assemelha-se ao do cdo, embora com uma extensao
mais limitada do que poderia supor-se por observagado exterior, especialmente na cabra
(Quinteiro, 2022) uma vez que parte desta area é ocupada por cornetos e seios nasais (Dyce et
al.,2002).

A cavidade nasal constitui o primeiro segmento do trato respiratério sendo responséavel pela
adequada passagem do ar para o sistema respiratério e € sustentada pelo osso nasal e

cartilagens nasais dorsal, ventral e acesséria (Ganganaik et al., 2004).

Esta cavidade subdivide-se em duas, por um septo nasal, delimitado ventralmente pelo palato
duro e dorsalmente pelo osso nasal, e que ndo entra em contacto, caudalmente, com o solo da
cavidade de tal forma que existe um canal médio uUnico nasal em direcdo a nasofaringe
(Quinteiro, 2022). E constituido por uma parte 6ssea, com o 0sso etmoide e vémer na regiéo
caudal e ventral respetivamente e a restante area, cartilaginosa (El Sissi et al.,2017). Cada uma
das divisdes delimitadas pelo septo nasal, possui trés cornetos, dorsal, médio e ventral (Figura
1). Por sua vez, este ultimo é subdividido em dorsal e ventral, de modo a aumentar a superficie
da area respiratéria, criando turbuléncia & passagem do ar para filtrar e, aquecer ou arrefecer o
ar (Dyce et al., 2002).



Figura 1- Anatomia da cavidade nasal-Secgao sagital de cabeca de cabra (Fotografia original).

1- Corneto nasal dorsal; 2-Corneto nasal ventral; 3- Corneto nasal médio

Entre os cornetos localizam-se os meatos nasais dorsal, médio e ventral (Figura 2), que confluem
para constituir um meato nasal comum localizado entre os cornetos e o septo nasal (Ganganaik
et al., 2004).

Figura 2-Anatomia da cavidade nasal- Secgdo transversal de cabega de ovelha a nivel dos ultimos pré-
molares (Fotografia original).

1-Corneto nasal dorsal; 2-Corneto nasal ventral; 3-Meato nasal dorsal; 4-Meato nasal médio; 5- Meato nasal ventral; 6-Septo nasal; 7- Meato nasal comum

O meato nasal dorsal, o mais extenso, caracteriza-se por uma estreita passagem entre o teto da
cavidade nasal e o corneto nasal dorsal, estendendo-se até a crista etmoidal, e a sua principal
funcdo relaciona-se com o olfato devido a mucosa olfativa que o reveste (Dyce et al., 2002). O
meato médio é a passagem entre o corneto dorsal e ventral apresentando comunicagdo com
alguns seios. Ja o meato nasal ventral, o mais amplo, estende-se rostralmente e é a principal via

respiratéria (Dyce et al., 2002). E esta a via de eleigdo em caso de entubacdo nasoesofagica



devendo sempre o tubo passar pelo espago nasal mais amplo que corresponde ao espago entre

0 meato nasal ventral e comum (Quinteiro, 2022).

A regido mais profunda da cavidade é subdividida, por sua vez, por numerosos cornetos
etmoidais, sendo o maior deles projetado rostralmente e formando o corneto nasal médio
(Quinteiro, 2022). As paredes interiores da cavidade nasal estdo revestidas por uma membrana
mucosa de espessura consideravel e abundantemente vascularizada que cobre o 6rgéo
vomeronasal, érgao olfativo acessério. Este situa-se no solo da cavidade nasal, que comunica
com o meato ventral e com a cavidade oral através do ducto incisivo, com um importante papel
na percecdo de feromonas (Francia et al., 2014). Esta mucosa apresenta varias fungbes de
protecdo como humedecimento, aquecimento e filtragem de impurezas provenientes do ar

inspirado (Dyce et al.,2002).

Os seios paranasais constituem os compartimentos frontais e laterais pares da cavidade
craniana, que se desenvolvem por evaginagao no 0sso esponjoso entre as placas externas e

internas dos ossos cranianos e faciais (Alsafy et al., 2022).

Os pequenos ruminantes possuem quatro seios: maxilar, frontal, lacrimal e palatino. O seio
maxilar encontra-se lateralmente a cavidade nasal penetrando a maxila, tornando-se menor de
rostral para caudal, e a sua abertura é parcialmente coberta pelo processo uncinado em forma
de gancho. Comunica com o seio palatino que se encontra ligeiramente anterior ao seio maxilar
ao nivel do terceiro pré-molar. O seio frontal encontra-se ao nivel da orbita e divide-se em
compartimento lateral e medial (El Sissi et al.,2017). Por ultimo, o seio lacrimal ocupa uma
pequena cavidade no osso lacrimal rostromedial & érbita. E separado rostralmente do seio
maxilar pelo canal nasolacrimal e comunica com o seio maxilar através da abertura

maxilolacrimal logo anterior & cavidade orbital ao nivel do terceiro pré-molar (Alsafy et al., 2022).

Em qualquer um deles pode ocorrer o desenvolvimento de infegdes dai o seu interesse clinico
(Dyce et al., 2002). A afecdo mais frequente nesta regido ocorre por invasao, no seio frontal, de

larvas de mosca do género Oestrus (Dyce et al., 2002).

1.2 Anatomia microscopica

A cavidade nasal comunica a regido nasofaringea com o exterior e esta dividida, tanto pela sua
estrutura como pela sua fungéo, em trés zonas: vestibulo nasal, regido respiratoria e regido
olfatéria. Apesar da sua estrutura histolégica semelhante, € a mucosa que cobre cada regido que

determina as diferencas entre elas (Pérez et al., 2004).

A porgao rostral da cavidade nasal, vestibulo nasal, é revestida por um epitélio escamoso

estratificado pigmentado. Inicialmente queratinizado, na zona cutdnea, tornando-se n&o



queratinizado em profundidade no vestibulo e na sua regido mais caudal, altera-se para epitélio
pseudo-estratificado cilindrico n&o ciliado (Kahwa & Purton,1995).

Caudalmente, o epitélio vestibular diminui de forma gradual a sua altura e transita para a regido
respiratoria, que ocupa a maior area da cavidade nasal, revestindo a sua mucosa, os cornetos
nasais, meatos e a face rostral e medial do septo nasal. Esta mucosa é constituida por epitélio
pseudo-estratificado colunar ciliado (Figura 3) constituido por diferentes tipos de células:
epiteliais ciliadas, ndo ciliadas, basais, caliciformes, serosas e com bordadura em escova (Kia'i

& Bajaj, 2019), representadas na Figura 4.

cep- células com
bordadura em escova

ccf- caliciformes
cb-células basais
ccl-células ciliadas
cs-células serosas

nc- células nao ciliadas

Figura 4- Representagdo dos diferentes tipos celulares que constituem o epitélio respiratorio
(Pérez et al.,2004).

As células epiteliais ciliadas sao cilindricas, com microvilosidades na porgao apical, o nicleo esta
presente na regido basal e possuem um complexo de Golgi muito desenvolvido (Pérez et al.,
2004).

Na camada inferior as células descritas anteriormente, encontram-se as células basais que
constituem cerca de 30% do total de células do epitélio. Sdo pequenas, cuboides, com nucleos

grandes e encontram-se alinhadas debaixo das células ciliadas dando ao epitélio um aspeto



pseudo-estratificado. Sao células que atuam como reservatério, podendo diferenciar-se nos
diferentes tipos de células do epitélio, de forma a repor as fungdes protetoras da barreira epitelial
(Pérez et al., 2004).

As células serosas, que representam apenas, cerca de 3%, sao cilindricas com microvilosidades
e com complexo de Golgi muito desenvolvido, enquanto as células caliciformes, responsaveis
pela produgdo de muco que recobre a superficie das vias respiratorias, encontram-se em

quantidades semelhantes as células basais (Pérez et al.,2004).

As células nao ciliadas tém abundantes microvilosidades e a sua funcao relaciona-se com a
metabolizagdo das substancias toxicas que entram no ar inspirado. Estdo coordenadas para o
transporte de particulas para a faringe provenientes do exterior, ou originadas no préprio corpo.
Para facilitar este transporte elas sao cobertas pelo muco, produzido pelas células caliciformes,

o qual humedece o ar.

Por fim, as células com bordadura em escova, que representam apenas 3% das células deste
epitélio, contém largas e grossas microvilosidades na sua por¢ao apical e um citoplasma com
numerosas mitocéndrias. Apesar da sua fungdo nao estar ainda bem definida, estdo descritas
como sendo células sensitivas, ja que estdo associadas a axonios interepiteliais que provém do

nervo trigémeo (Pérez et al., 2004).

O tecido conjuntivo subepitelial livre contém glandulas tubulo-acinares serosas, mucosas ou
mistas (Figura 5). Estas podem estar presentes individualmente ou em grupos separadas por
tecido linfoide (Liebich, 2019).

A mucosa respiratéria € bastante vascularizada por uma rede capilar subepitelial. Os capilares
drenam para um plexo de veias expandidas e semelhantes a seios nasais. A contragao
temporaria de almofadas musculares que se encontram orientadas longitudinalmente nas

paredes das veias (veias de capacitancia) retarda o fluxo de sangue no plexo venoso, resultando



no edema da mucosa. Este mecanismo reflexo subepitelial, juntamente com a mucosa, aquece

e humedece o ar que entra na cavidade nasal (Liebich, 2019).

A regido olfatdria da cavidade nasal, que é coberta pela mucosa olfativa (Xi et al., 2023) (Figura
6) encontra-se imediatamente a seguir a regiao respiratéria descrita acima. Esta apresenta uma
coloragdo amarelada, sendo possivel por vezes, distingui-la inclusive, macroscopicamente da
mucosa respiratéria (Dellmann, 1980). E responsavel pelo olfato devido as células
neurosensorias bipolares, presentes na sua constituicao que detetam os odores. A mucosa desta
regido é constituida por epitélio pseudo-estratificado colunar, pigmentado e adicionalmente as
células olfativas neurosensoriais, possuem também células de suporte e células basais. Contém
também, glandulas serosas, sendo as mais comuns as glandulas de Bowman na prdpria

submucosa e fasciculos axénios (Barrios et al., 2014).
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Figura 6-Epitiélio olfativo — iebich, 2019)
A mucosa olfativa cobre parte do corneto nasal dorsal, cornetos etmoidais, septo nasal e 6rgao
vomeronasal (Dellmann, 1980). A lamina propria contém abundantes vasos sanguineos e fibras
nervosas, bem como glandulas olfativas tubulo-acinares ramificadas. Esta camada esta
conectada ao musculo ou a cartilagem subjacente (Dellmann, 1980). Uma destas glandulas é a
glandula nasal lateral que produz exsudado seroso que serve também para humedecer as
aberturas nasais. Estas glandulas produzem também enzimas, nomeadamente protéases,
importantes para quebrar substancias odoriferas e liga-las as células neurosensoriais (Liebich,
2019).

2. Retrovirus

Os retrovirus sdo agentes infeciosos ubiquitarios, encontrados amplamente disseminados na
natureza e com capacidade de infetar a maioria de espécies vertebradas e algumas

invertebradas. A sua relevancia é destacada, devido as doengas que podem induzir nos animais
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como imunodeficiéncias, neoplasias, pneumonias ou doencas inflamatérias crénicas (Palmarini
& Fan, 2003).

A familia Retroviridae abrange um diverso nimero de virus que se caracterizam pela capacidade
de modelar a produgéo de acido desoxirribonucleico (DNA), também denominado de provirus, a
partir de acido ribonucleico (RNA) presente no genoma destes virus, através da atividade de uma
enzima, a DNA transcriptase, e introduzirem-se nas diversas células do hospedeiro (Hunter,
2008) aos quais denominamos de retrovirus exégenos. Deste modo, quando a célula se divide,

este DNA é replicado e traduzido em proteinas necessarias para envolver o virus.

Dentro desta familia, estao incluidas varias subfamilias, as quais pertencem os virus causadores
de adenocarcinoma pulmonar ovino (virus Jaagsiekte), maedi-visna (lentivirus) e
adenocarcinoma enzootico nasal “Enzootic nasal tumor virus” (ENTV) que sao muito

semelhantes entre si em termos de estrutura, organizagao gendémica e ciclo de replicagao.

Adicionalmente, existe também um grupo de retrovirus que formam parte do genoma celular
humano e de outras espécies, aos quais denominamos retrovirus endégenos e sdo herdados

como qualquer outro gene (Palmarini & Fan, 2003).

A sua estrutura interna € complexa, contendo um nucleo icosaédrico onde se encontra o seu
genoma, constituido por duas cadeias simples de RNA com polaridade positiva e os monémeros

que sao mantidos na extremidade 5’ por pontes de hidrogénio.

Possuem também, particulas virais em forma esférica, com envelope, medindo
aproximadamente 80-110mm de didmetro com projecdes de glicoproteinas na sua superficie de

8nm para atuar com o recetor celular ou transmembranar (Dinter & Morein, 1990).

Todos os genomas retrovirais contém quatro genes principais que codificam as proteinas virais
e seguem sempre a mesma ordem: 5’ gag-pro-pol-env 3’ (Figura 7) porém alguns retrovirus mais
“complexos” (lentivirus e spumavirus) contém genes acessoérios que se sobrepdem aos principais

e regulam, bem como coordenam a replicagao viral (Hunter, 2008).

Figura 7-Genoma geral de um retrovirus contendo os quatro genes (gag, pro, pol, env) e as regides R,
U3, U5 (Zuhiga, 2010).



O gene gag codifica trés proteinas importantes: a proteina da matriz, a proteina maior da capside
e da nucleocapside. O gene pro codifica uma protéase, responsavel pela clivagem da
poliproteina percursora, enquanto o gene pol codifica a enzima transcriptase reversa e uma
integrase, implicadas na replicagdo do RNA viral e a sua integragdo no genoma do hospedeiro
respetivamente. Por fim, o gene env codifica a informagao para a glicoproteina de superficie e
transmembranar que determina as interagdes especificas entre a particula viral e os recetores

de membrana celular durante a penetracgao viral (Leroux & Mornex, 2008).

Este virus contém ainda regides com sequéncias nao codificantes designadas de “Long Terminal
Repeat” (LTR), em ambos os extremos constituidos por regides designadas “R” e uma regido
unica denominada U5 na extremidade 5 e U3 na extremidade 3’, sendo essenciais para

regulagao e expressao génica do virus.

2.1 Replicagao viral

O ciclo de vida dos retrovirus, que se encontra representado na Figura 8, é dividido em duas
fases distintas: a fase inicial, que corresponde a infegdo desde a ligagao celular até a integragao
do RNA viral no genoma celular do hospedeiro e a fase tardia que se inicia, com a expressao
dos genes virais até a libertagao e maturagao dos provirus que infetardo as células circundantes
(Nisole & Saib, 2004).

A adsorgao das particulas virais a superficie das células alvo € um processo que ainda nao esta
esclarecido, pensa-se que pode ocorrer através de interagdes especificas, ainda nao estudadas

e que determinaréao o inicio do ciclo de replicagao (Nisole & Saib, 2004).

Apos este processo de ligagao, as particulas retrovirais utilizam proteinas da superficie das
células como recetores especificos para entrar na célula-alvo através das interagdes com as
glicoproteinas do envelope viral. A entrada retroviral € um mecanismo complexo de multiplas

etapas pois sdo muitas as barreiras e componentes celulares de protegdo (Nisole & Saib, 2004).

A fusdo das membranas viral e celular permite ao nucleo viral entrar no citoplasma da célula do
hospedeiro, que apds alcancar o nucleo da célula-alvo e ocorrer a libertagao do revestimento,
inicia-se a transcri¢gao reversa de RNA viral em DNA, de cadeia dupla, que sera integrado no
DNA cromossomico da célula hospedeira em locais ndo especificos, para que o virus se possa
replicar, passando a denominar-se provirus. Esta integragdo € o passo fundamental para a

replicagao viral (Dinter & Morein, 1990).

A RNA polimerase Il transcreve o provirus integrado em acido ribonucleico mensageiro (RNAm)
e este é posteriormente traduzido em proteinas. Esta transcricdo € mutagénica porque ao
introduzir-se na célula o LTR viral vai atuar dominando o controlo da expressdo do oncogene.

Esta integragéo é irreversivel, tornando a divis&o celular uma fonte de infe¢ao viral.
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Figura 8- Ciclo de replicagdo de um retrovirus (Smith, 2024).

3. Adenocarcinoma nasal enzoético

O adenocarcinoma nasal enzooético (ANE) € uma neoplasia de etiologia viral, contagiosa, das
glandulas da mucosa dos cornetos nasais, que afeta pequenos ruminantes e com registos de
ocorréncia em todos os continentes, exceto Oceania (Quintas et al.,2022). A doenga causa
sintomatologia respiratdria e é responsavel por grandes perdas econémicas em exploragées de

pequenos ruminantes.

Sindnimos de ANE sao tumor nasal enzodtico, adenopapilomatose infeciosa, adenopapiloma

infecioso e adenocarcinoma nasal infecioso (De las Heras et al., 1998).

Esta neoplasia tem um [-retrovirus oncogénico, da familia Retroviridae, associado a sua

etiologia, denominado ENTV-1 em ovinos e ENTV-2 em caprinos.

Estes retrovirus sao bastante similares ao retrovirus ovino Jaagsiekte (JSRV), o agente etiolégico
do adenocarcinoma pulmonar ovino (APO), também causador de uma neoplasia contagiosa do
aparelho respiratério de ovinos, porém podem ser diferenciados por caracteristicas Unicas na

sequéncia do seu genoma (De las Heras et al.,1993).

O ANE foi descrito pela primeira vez na Alemanha em 1939 (Nierbele, 1940). Anos mais tarde,
em 1953, foi confirmada a associagao da etiologia da doencga, através da recolha e observagéo

de tumores em ovinos de diferentes exploragdes no mesmo pais (De las Heras et al.,1993).

Afeta preferencialmente pequenos ruminantes, jovens adultos, entre os dois e quatro anos sendo
que na literatura o animal mais novo descrito tinha nove meses e o mais velho nove anos. Nao

hé registos de qualquer predisposicdo genética, racial ou sexual (Svara et al., 2006).



Este tumor pode ser introduzido em novos rebanhos através de compra de animais infetados e
a prevaléncia nos efetivos afetados é variavel podendo atingir cerca de 15% (De las Heras et al.,
2003).

3.1 Etiologia

O ANE tem associada uma etiologia nos dias de hoje, resultante de uma evolugéo nas hipo6teses
atribuidas até se encontrar aquela que é atualmente aceite, a ligagao entre esta doenga ao seu

agente causal, um B-retrovirus denominado “Enzootic nasal tumor virus”.

Inicialmente realizaram-se estudos sobre a possibilidade de aflatoxinas estarem na origem deste
tumor, pois quando estao presentes no alimento, podem ser causa de carcinomas nasais. Apos
estudo de varios rebanhos afetados com ANE concluiu-se que nao haveria ligagcdo, pois nunca
foram encontradas contaminagfes destas toxinas no alimento dos animais estudados (De las
Heras et al., 1991). Também o parasita Oestrus ovis foi considerado como uma possivel etiologia
ja que estavam presentes em alguns animais, observados em necropsia, porém comprovou-se

nao haver qualquer relagédo (De las Heras et al., 1991).

A primeira referéncia com hipo6tese da presenga de um retrovirus associado a etiologia de ANE
foi descrita por Yomechi et al., (1978), no Japao apoés identificar RNA dependente de atividade
de DNA polimerase (transcriptase reversa) em tumores nasais enzoéticos em ovinos. Nesta
referéncia descreviam também a presenga de herpesvirus e orf virus como possiveis causadores
da doenca (Svara et al., 2006).

Anos mais tarde, De las Heras et al., (1988) descreveram a observagao de particulas virais de
retrovirus na massa tumoral através de microscopia eletrénica em ovinos e caprinos. Estas
descri¢cdes sugeriram a necessidade de avaliar a presenca deste virus em associagdo com este
tipo de tumor através de diferentes métodos, tentando clarificar a possivel etiologia, sendo que,
em 1995 foi descrito por De las Heras et al., (1995) a presenca de atividade de transcriptase
reversa, em tumores e fluidos nasais de ovinos, associada a uma particula de baixa densidade,

tipica de retrovirus.

Esta mesma particula foi observada em tumores e fluidos nasais de ovinos e caprinos contendo
a proteina 25000 Mr com reacgdo cruzada com a proteina p27 do Mason- Pfizer monkey virus
(MPMV) e p25 de JSRYV através da técnica de Western-blot (Figura 9) (De las Heras et al., 1995).
Esta particula nao foi descrita reagindo a anticorpos contra lentivirus de maedi-visna indicando

assim que o virus JSRV ou um outro retrovirus semelhante estariam associados a ANE.
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Através de estudos experimentais realizados pelos mesmos autores, foi possivel concluir que o
virus presente nas massas tumorais e secrec¢des nasais era a fonte transmissora da doencga e
estava associado a etiologia da mesma, pois foi detetado em animais jovens que a desenvolviam.
Neste mesmo estudo nao foram registadas lesées compativeis com APO nem caracteristicas
tipicas de infe¢bes por JSRV, provando que, apesar das suas semelhangas o ENTV era distinto
de JSRV.

Figura 9- Western-blot relacionando ANE a outros retrovirus apresentando 25.000Mr proteina (De las
Heras et al., 1995).

A- Fluido nasal inoculado em animal jovem sem manifestagdo de ANE anterior. B-Fluido nasal de um animal jovem com
ANE. C- Fluido nasal de animal afetado naturalmente com ANE.

Apo6s a comparagao da sequéncia gendmica de ENTV, JSRV e retrovirus endégenos concluiu-
se que estes trés retrovirus sdo muito semelhantes. Tal como JSRV, o ENTV apresenta uma
variagdo minima na LTR, regido néo-codificante, e compartiham os mesmos mecanismos

patogénicos (De las Heras et al., 1995).

Esta variacdo, que determina a diferenga, baseia-se na falta de presenga de uma regido
denominada “Scal”, caracteristica do gene gag do virus Jaagsiekte, que ndo é encontrada no
gene gag de ENTV bem como nas regides ofrX, U3 LTR, duas pequenas regides no gene gag e

na regiao transmembranar (TM) do gene env (De las Heras et al., 2003).

Inicialmente assumiu-se também que este virus seria 0 mesmo a causar lesdes em ovinos e
caprinos, porém a anadlise sequencial da regido TM do gene env em animais afetados
naturalmente por ANE demonstrou que haveria diferengas, provando que eram virus distintos e
sugerindo a especificidade de espécie e passando a denominar-se ENTV-1 ao virus associado

a afegdes em ovinos e ENTV-2 para caprinos (De las Heras et al, 2003).

ENTV-2 e JSRV tém 73% de identidade dentro do dominio citoplasmatico de env TM 48

aminoacidos (aa). No entanto, ENTV-1 tem apenas 49% de identidade de aminoacidos com
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ENTV-2 ou JSRV nesta regido causada por uma delegao de duas proteinas bases no gene env
de ENTV-1.

Outra diferenga entre estes dois virus reside no tropismo dos tecidos que infetam. Ambos afetam
o epitélio secretor das células dos turbinados do etmoide, porém em 2003 por Ortin et al.,(2003)
apo6s realizagdo de um estudo da distribuicdo tecidual, utilizando um PCR especifico, que
amplifica a regido U3 da LTR, verificou-se que o ENTV-2 estabelece uma infegéo linfoide
disseminada, sendo encontrado também em outros locais como a medula 6ssea, em vérios
linfonodos, baco, pulmdes e células mononucleares sanguineas. Colocando-se, deste modo, a
hipétese de ser possivel realizar um teste diagndstico pré-clinico através da pesquisa do virus
nas células sanguineas no caso do ENTV-2. Ja o ENTV-1, ficou demonstrado que a sua infegédo

ficava confinada apenas a massa tumoral ndo sendo encontrado em outros érgdos ou tecidos.

De facto, o tropismo celular em relagéo a quais células podem ser infetadas pode ser exatamente
0 mesmo para esses virus, mas o tropismo em relagao as células-alvo para replicagao permissiva
é distinto. Sao estas diferencas, apesar de ligeiras, que dificultam o desenvolvimento de técnicas

de diagndstico para reconhecimento e identificagdo destes virus.

Estes virus interagem com células de mamiferos através do recetor hialuronglucosaminase-2
(HYAL-2) para a ligagao e entrada do virus, podendo infetar diferentes tipos celulares. HYAL-2 é
uma proteina de superficie de membrana, ubiquitaria, que pertence as hialuronidases (Alberto et
al., 2022). No entanto, como descrito previamente, a replicacdo ativa de ENTV-1/2 é
principalmente restrita ao epitélio da cavidade nasal, onde os LTR se encontram ativos (De las
Heras et al., 2019).

Os produtos génicos destes virus ativam uma série de proteinas envolvidas em cascatas de
sinalizagdo que controlam o crescimento celular, como as vias AKT (Proteina quinase B) ou
MAPK (Mitogene ativado quinase) induzindo a ativagdo permanente destas vias e perturbando o
controlo e sobrevivéncia das células, provocando um crescimento celular desregulado (De las
Heras et al., 2003).

3.2 Epidemiologia

O primeiro caso de adenocarcinoma nasal enzodético em pequenos ruminantes foi descrito na
Alemanha em 1939 (Nieberle,1940), e até o momento, a doenga tem sido encontrada em todos
os paises com produgao de pequenos ruminantes, exceto na Australia e Nova Zelandia (De las
Heras et al., 2003).
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A doenca transmite-se horizontalmente, possivelmente por via aerégena em afegdes naturais e
em afegdes de transmissao experimental, através da inoculagao intranasal e intrassinusoidal do
homogeneizado de tecido neoplasico de ovinos e secregdo nasal concentrada de caprinos
naturalmente infetados (Svara et al., 2006). No existem estudos suficientes, porém nao se exclui

a possivel transmissao transuterina e oral (Leroux & Mornex, 2008).

O ANE pode ser introduzido num rebanho através da aquisicao de animais infetados e o risco da
sua introdugao é superior se os animais adquiridos tiverem origem em regiées onde ha circulagao

ativa deste virus.

Os dados epidemiolégicos indicam que a prevaléncia da doenga varia geralmente entre 0,5 — 2

%, embora possa chegar a 15% (De las Heras, et al., 1998).

Com base na prevaléncia semelhante de ANE em diferentes racas de ovinos, varios autores
concluiram que o sexo e a raga nao tém influéncia na ocorréncia da doencga. A predisposi¢do
genética para a ANE também foi rejeitada por diversos autores, apesar de Duncan et al.,1967,

relatarem a ocorréncia de casos em descendentes de ovinos naturalmente infetados.

Apesar de ainda nao existirem estudos que o comprovem, cré-se que a exposigao a substancias
causadoras de irritagao nasal, como o excesso de pd, ma ventilagdo e ma higiene da exploragao,
bem como algum agente infecioso, possam ser fatores predisponentes ao desenvolvimento do

tumor.

E de ressalvar que, qualquer doenga ao entrar numa exploracéo tera repercussdes econdémicas,
sendo as que se localizam no aparelho respiratério, como é o caso de ANE, as de maior
importancia devido a grande relevancia da fisiologia da respiracdo no organismo, pois é através
de processos respiratorios que é possivel realizar a oxigenacdo tecidular necessaria ao
funcionamento do organismo. Deste modo o ANE, quando presente numa exploragéo leva a
perdas nio so diretas, pelas lesées incapacitantes que causa no animal, e morte dos mesmos,
como indiretas, pela perda de produtividade do animal, aumento do seu ganho médio diario,
necessidade de agdes de maneio suplementares, para observar e separar 0os animais bem como
o refugo necessério que se fara a todos aqueles que se encontrem afetados (Sharp & De las

Heras, 2000).

3.3 Sinais clinicos

A doenga manifesta-se inicialmente por uma intensa e continua secregcdo nasal seromucosa
(Figura 10), ocasionalmente purulenta. Inicialmente o corrimento costuma ser unilateral, mas
pode evoluir para bilateral, sendo nesta fase facilmente confundida com outras afe¢des nasais

como oestrose, polipos nasais ou infegdes bacterianas (De las Heras et al., 2019).
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Figura 10- Secrecéo nasal serosa. A- Secrecéo nasal serosa em fase inicial. B-Secregéo nasal sero-
mucosa em estados avangados da doenca (Fotografia original).

Com a progresséao da doenga, a secregao torna-se mais abundante, sendo comum observar-se
despigmentagdo e alopecia em redor das narinas até aos labios superiores, comumente
designado “nariz lavado” (Figura 11) (Ferrer et al., 2002). Este sinal particular permite, muitas

vezes, realizar um diagnéstico diferencial.

A quantidade de fluido nasal e a duragdo do mesmo varia entre animais, sendo em casos mais

avangados possivel de recolher até 300 ml por dia (De las Heras et al., 2003).

Figura 11 - Alopecia em redor das narinas e labio superior, devido a intensa e continua secre¢ao nasal
(Fotografia original).

Com o seguimento da doenca e devido ao crescimento tumoral, que obstrui as vias nasais, a
secrecao nasal passa a ser acompanhada de dispneia inspiratéria com roncos, causados pela
estenose das vias aéreas, tosse, espirros, e por vezes, caso o crescimento do tumor afete
estruturas retrobulbares & possivel observar exoftalmia (Figura 12), geralmente unilateral. Em
fases mais tardias da doenga a respiracao passa a realizar-se pela boca, observando-se a
dilatagdo das bochechas, deformagdes 6sseas cranianas que podem inclusive fistular (De las
Heras et al., 1991).
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Em casos de desenvolvimento bilateral do tumor, a sintomatologia desenvolve-se mais

rapidamente e é visivelmente mais severa.

Figura 12- Exoftalmia e secregéo nasal hemorragica em estado muito avancado de doenga
(Fotografia original).

Apesar de inicialmente os animais, se encontrarem ativos, apiréticos e com apetite, estes perdem
gradualmente peso, culminando em estados anoréticos morrendo dentro de um curto periodo de
tempo, ap6s o aparecimento dos primeiros sinais clinicos (Svara et al., 2006). Aproximadamente
entre trés semanas a nove meses nas ovelhas e duas semanas a cinco meses em cabras,
eventualmente por infe¢gdes bacterianas secundarias que originam pneumonias ou septicémias
(De las Heras et al., 2003).

3.4 LesOes

3.4.1 Lesdes macroscopicas

A regido etmoidal e adjacente a este 0sso, na cavidade nasal, corresponde a localizagdo de
aparecimento do ANE, possivel de observar apds corte sagital do cranio, manifestando-se por
lesbes como massas unilaterais ou bilaterais, palidas e fridveis, (Figura 13) que alteram
gradualmente a arquitetura anatémica desta area a medida que o tumor se desenvolve (De las
Heras et al., 2019).

O tumor apresenta um crescimento em todas as diregdes, formando podlipos, que podem obstruir
totalmente a cavidade nasal, faringe, seios paranasais ou a cavidade craniana, causando

compress&o de estruturas circundantes, atrofias ou deformagdes 6sseas (Svara et al., 2006).
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Estes polipos caracterizam-se pela sua textura e consisténcia, coloragao, superficie, tamanho,

forma e por ultimo, infiltragao.

Figura 13-Presenga de tumor ocluindo de forma total a cavidade nasal esquerda de caprino de 4 anos de
idade (Fotografia original).

Inicialmente, a massa tumoral apresenta-se com consisténcia mole e coberta de muco, porém
com o avangar da doenga, aumenta a sua consisténcia até a mesma ficar endurecida e a
produgédo de muco torna-se copiosa. A coloragdo numa fase inicial pode ser semelhante a do
tecido circundante, rosa-palido ou avermelhado devido a vascularizagdo. Conforme o tumor
cresce, a coloracdo pode alterar-se para tons mais escuros, como vermelho escuro, ou preto

devido a hemorragia (Figura 14) e necrose associadas ao crescimento tumoral.

E ainda possivel observar areas purulentas devido & proliferagdo bacteriana secundaria que se
pode instalar decorrente da dificuldade de circulagcdo de ar nesta regido (De las Heras et al.,
2003).

Figura 14-Massa tumoral com alteragédo de coloragcéo devido a necrose de tecidos- cavidade nasal de
cabra (Fotografia original).
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Quanto a superficie das massas tumorais, esta pode ser lisa ou irregular, dependendo da invaséao

local dos tecidos circundantes e da presenca de ulceracdes.

O tamanho e a forma variam muito dos estadios iniciais, onde as lesdes sdo pequenas, discretas
e muitas vezes impercetiveis, para os estadios mais avancados, onde podem ocupar grande
parte da cavidade nasal. A forma das massas é muito variavel, desde arredondadas, irregulares

ou lobuladas, dependendo da distribuicdo do crescimento tumoral dentro da cavidade nasal.

Por ultimo, a infiltragcdo é altamente variavel, uma vez que este tumor tem um crescimento em
todas as diregbes, podendo assim afetar estruturas como o osso nasal ou seios nasais,
resultando em deformidades 6sseas (Figura 15) e comprometimento da arquitetura normal das

cavidades nasais.

Figura 15-Deformacéo éssea em cranio de cabra devido ao crescimento da massa tumoral (Fotografia
original).

Nao estdo descritas grandes diferengas macroscopicas entre as lesdes de cabras e ovelhas
apenas se regista que em cabras é mais frequente encontrar maior nimero de poélipos

inflamatorios.

Estas lesGes tumorais permitem distinguir ANE de outras afe¢des nasais como rinite cronica

proliferativa (RCP), devido a sua localizagéo especifica nos cornetos etmoidais.
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3.4.2 Lesdes microscopicas

A microscopia eletrénica e os estudos histoquimicos revelam que as células neoplasicas
correspondem a células serosas, mucosas ou de glandulas mistas, podendo estas ser

provenientes das glandulas mucosas olfativas ou respiratérias (Svara et al.,2006).

As células apresentam formas cuboides ou prismaticas (Figura 16) proliferando em padrdes
acinares, tubulares, papilares ou mesmo quisticos (Figura 17). Por norma ndo perdem a sua
orientagdo, porém em algumas areas, as membranas basais desaparecem e a orientagdo da

secregao € alterada (De las Heras et al., 2003).

Figura 16-Células cuboides em tecido tumoral de infegdo natural em cabra (H&E, 250x) (Fotografia
gentilmente cedida pelo Professor Doutor Marcelo De las Heras, Universidade de Zaragoza).

As regides mais internas demonstram um padrdo mais tubular ou acinar, enquanto as mais

externas um padrao claramente papilar.

Figura 17-Secgéo histoldgica de tecido tumoral de infe¢gdo natural em cabra- padrao papilar (H&E, 250x)

(Fotografia gentilmente cedida pelo Professor Doutor Marcelo De las Heras, Universidade de Zaragoza).
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Estas células apresentam nucleos geralmente redondos ou ovoides, com cromatina aglomerada
e localizados centralmente ou na regido basal, porém ha registos de algumas areas com
alteragdes na relagdo nucleo/citoplasma, anisocariose e nucleos gigantes, ja os citoplasmas
reagem a coloragdo com acido periddico de Shiftt (PAS), visto ser um bom método para identificar
carboidratos encontrados nas muco-substancias produzidas pelas células caliciformes, sem

metacromasia (De las Heras et al., 2003).

Utilizando procedimentos imunohistoquimicos é possivel observar proteina lisozima nestas
estruturas. No interior do citoplasma observam-se granulos secretores, reticulo endoplasmatico
rugoso, mitocondrias, algumas proteinas e aparelho de Golgi bem desenvolvido. Estes granulos,
redondos, encontram-se tendencialmente na regiao apical, variando de tamanho entre 0,1 a 1nm,

densos e delimitados por membrana (De las Heras et al., 2003).

Extracelularmente, préoximo da superficie apical, em vacuUolos citoplasmaticos é possivel
observar particulas virais (Figura 18). Estas particulas variam no seu didmetro entre 80 a 100nm

e tém caracteristicas excéntricas ou centrais (Svara et al., 2006).

Figura 18-Particulas virais (setas) e granulos secretores no citoplasma de células tumorais (Ozmen et al.,
2010).

O estroma é frequentemente escasso, edematoso e densamente infiltrado principalmente por
plasmdcitos, mas também por linfocitos e macréfagos (Yomechi et al., 1978). O epitélio que cobre

a neoplasia glandular pode parecer normal ou hiperplasico.

A neoplasia na maioria das regidbes esta bem definida, porém em algumas zonas pode ser

observada a infiltragdo de tecido conjuntivo ou dsseo. Nao demonstra sinais de malignidade, o
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seu indice mitotico é baixo, sendo que nunca foram registadas metastases em linfonodos

regionais ou em outros 6rgaos (Scott, 2015).

Estas caracteristicas levaram a diferentes denominagdes entre autores ao longo dos anos entre
as quais, papilomas, adenopapiloma, adenoma e por fim como adenocarcinoma de baixa
malignidade. Esta classificagdo baseou-se no crescimento infiltrativo das células neoplasicas dos
tecidos circundantes e na auséncia de metastizagéo, sugerindo um potencial maligno limitado
(De las Heras et al.,1998).

Em resumo, as células neoplasicas, em geral, correspondem a células de glandulas serosas,
mucosas ou mistas e parecem ter origem nas gladndulas de Bowman da area olfativa (Yomechi

et al., 1978) ou nas glandulas mucosas respiratérias e olfativas (De las Heras et al., 1991).

3.5 Resposta imunolégica ao virus

A evolugdo da resposta imunolégica, detetada serologicamente, em afec¢des naturais e

experimentais em ovinos e caprinos € muito controversa (Ortin et al., 2003).

Em 1995 realizaram-se estudos com a técnica de Western-blotting, para detetar anticorpos
contra os antigénios virais de ANE em fluidos nasais, tendo estes demonstrado que esta técnica

nao obtinha resultados positivos e fiaveis (De las Heras et al., 1995).

No mesmo ano, estudou-se, também, a resposta imunoldgica de pequenos ruminantes utilizando
a mesma técnica, porém com anticorpos contra o virus Mason-Pfizer em tecidos tumorais de
ANE. Verificou-se que havia atividade destes mesmos anticorpos, embora quando se pesquisava
anticorpos no sangue de animais afetados contra proteina viral de ANE, o resultado era negativo
podendo afirmar assim que ndo havia desenvolvimento de resposta imune especifica contra o
virus de ANE (Rosati et al., 1995).

Esta aparente falta de resposta imune foi descrita podendo ser devida a tolerancia induzida pela
expressao de retrovirus endégenos nestes animais, pois ha registos de detegcdo de 15 a 20
copias destes virus tanto em ovinos como em caprinos, fazendo com que o sistema imune nao
reconhecga os retrovirus exdgenos. Outra teoria sera que este virus afete de alguma forma o
sistema imune, impossibilitando-o de agir contra estas particulas virais (De las Heras et al.,
2003).

Estudos mais recentes identificaram reatividade de anticorpos contra ENTV-1 através de ELISA,
Western-blot e teste de neutralizagdo em amostras de soros de ovinos afetados naturalmente e
que se encontravam em rebanhos com histérico de ANE e nao foram detetados num outro grupo
sem registos de ANE. Estas amostras foram testadas quanto a reatividade contra proteinas

recombinantes da capside de ENTV-1 e da subunidade de superficie (Env) produzidas usando o
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sistema de expressao bacteriana polyhistidine tag (His-tag) e removendo His-tag antes de usa-

lo como antigeno (Walsh et al., 2014).

Os resultados mostraram que anticorpos reativos contra as proteinas recombinantes da capside
e da subunidade Env podem ser detetados no soro de ovinos com ou sem evidéncia tumoral
(Walsh et al., 2014).

Estes resultados sugerem que essas interagdes foram realmente especificas e que os ovinos
sdo capazes de desenvolver anticorpos contra o ENTV-1. Porém, o teste de ELISA e de
neutralizacdo mostraram baixa especificidade e sensibilidade, ndo sendo confiaveis para serem
usados para diagnosticar a infegdo pelo ENTV-1 (Walsh et al., 2014), ainda que provem que ha
desenvolvimento de anticorpos e que os ovinos ndo sao imunes a infegdo exdgena de ENTV-1
como se pensava anteriormente (De las Heras et al., 2019). Desta forma, € necessario realizar
mais estudos para identificar se estas técnicas sdo ou nao realmente sensiveis, especificas e

confiaveis para que sejam utilizadas no diagnéstico ante-mortem desta doenca.

Em caprinos, ndo foram encontrados estudos mais recentes relativos ao desenvolvimento e

produgao de anticorpos.

3.6 Diagnéstico

Para um diagnéstico completo, este deve ser confirmado pelo diagnéstico clinico, imagioldgico,

etiolégico e anatomopatoldgico.

Sao muitos os métodos de diagndstico complementares possiveis de serem realizados para
diagnosticar esta doenca, ainda que nem todos sejam uteis nas diferentes fases, mas a
sintomatologia clinica observada durante o exame fisico é suficientemente especifica para

suspeitar de ANE (Lacasta, s.d).

No animal vivo, o diagnostico pode ser confirmado pela demonstragao de uma neoplasia na parte
caudal da cavidade nasal utilizando os diferentes métodos de diagndstico por imagem como a
termografia, radiografia ou TC que nos permitem visualizar estruturas compativeis com a massa
tumoral. Entre estes métodos a TC € o que apresenta melhores resultados (Puertas, 2021),
porém nao € um método econémico nem de facil acesso para animais de produgao em particular

para os pequenos ruminantes.

Atualmente néo existem testes laboratoriais que confirmem o diagnéstico clinico, pois ndo sao
detetados, de forma segura e consistente, anticorpos contra ENTV, devido a falta de resposta

imunolégica nos animais afetados (Svara et al., 20086).
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A forma mais facil e confiavel de realizar o diagnéstico é conseguida, apds o abate do animal, ou
da sua morte por causas naturais, com um corte sagital da cabeca, e realizando um exame
anatomopatolégico; observando-se uma massa branco-acinzentada de consisténcia variavel,
que oclui caudalmente uma ou ambas as fossas nasais, confirmando posteriormente através de

exame histoldgico e identificagdo do agente com técnicas moleculares (De las Heras et al., 1991).

Para a realizagdo do diagndstico etioldgico existem ainda alguns métodos laboratoriais,
nomeadamente o PCR ou Western-blot, que podem detetar a presenga do virus em amostras de
exsudado nasal ou parénquima neoplasico de animais afetados (Svara et al., 2006), ainda que

até ao momento nao existam estudos que revelem bons resultados.

Nao s&o conhecidos meios de cultura in vitro deste virus, pelo que o isolamento do mesmo para

cultura nao é aplicavel, no presente.

3.6.1 Diagnéstico clinico

Quando estamos perante uma afegdo com origem no trato respiratério os sinais clinicos mais
comumente observados sao secre¢des nasais, tosse, ruidos respiratérios, dispneia e em alguns

casos, febre (Ramos & Ferrer, 2007).

Para uma exploracgéo clinica completa devemos iniciar por realizar uma anamnese completa e
avaliagdo das instalacbes a nivel de infraestruturas, ambiente, encabegamento e maneio. A
temperatura, humidade e ventilagdo séo trés dos fatores mais importantes a registar quando

estamos perante um animal com sintomatologia respiratéria (Ramos & Ferrer, 2007).

De seguida, a avaliagdo do animal, com foco no trato respiratério, deve ser efetuada num
ambiente tranquilo sem qualquer maneio que permita mensurar a frequéncia e tipo respiratério,
que deve encontrar-se entre as 10 a 30 respiragdes por minuto. Quando nos deparamos com um
animal com a frequéncia respiratéria fora deste intervalo devemos igualmente realizar um exame
fisico completo, pois esta alteragdo ndo € um indicador direto de um problema do trato
respiratério (Smith & Sherman, 2023).

A medigao da temperatura e inspegao da cabeca, onde se possa avaliar o estado dos olhos,
possiveis deformagdes ou assimetrias faciais, modificagdes da pele, aumento dos linfonodos
regionais, secre¢des nasais, alteragbes de cor das narinas e fluxo de ar devem ser o passo
seguinte, uma alteragdo no fluxo de ar podera sugerir a presenga de um corpo estranho ou

neoplasia na cavidade nasal (Smith & Sherman, 2023).
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E crucial cheirar o ar expirado, pelas narinas e pela boca, uma vez que este cheiro pode sugerir
a presencga de infegcdo, causada por exemplo por um abcesso da raiz dentaria, ou tumor em

algum seio nasal, ou ao longo das vias aéreas (Smith & Sherman, 2023).

Também €& necessario observar os animais durante a alimentagédo, no comedouro e bebedouro,
pois nestes momentos, em determinadas doengas é possivel observar uma descarga de muco,

sangue ou larvas do parasita Oestrus ovis (Ramos & Ferrer, 2007).

Em animais afetados por ANE, no momento da exploragao clinica, sera expectavel observar, nas
narinas, a presenga de uma secreg¢ao nasal sero-mucosa continua e abundante, uni ou bilateral,
alteragao da coloragao das narinas devido a presenca continua de secrecao, fluxo de ar alterado,
indicativo de uma obstru¢ao parcial ou total da fossa nasal, e auscultagdo de estertores na

inspiragao e expiragdo causados pela passagem do ar por massas de muco.

Nesta observacao sera possivel também registar animais com respiragéo alterada, realizando-a,
através da boca, dilatagao das bochechas devido a dificuldade que tem em expirar o ar e em

casos mais avangados da doenca podem ser observadas deformacgdes faciais e exoftalmia.

3.6.2 Diagnéstico por imagem

As técnicas de diagnostico por imagem sao técnicas ndo invasivas, que permitem obter imagens
médicas para o diagnéstico de determinadas doengas. Permitem também compreender e
estudar a normal anatomia e fisiologia de forma a permitir identificar anomalias nas diferentes
espécies (Castells et al., 2019). Apesar de serem importantes ferramentas diagndsticas, nem
sempre tém sido utilizadas de forma suficiente e eficiente (Ling-xu et al., 2022) e n&do séo
frequentes de utilizar na clinica de pequenos ruminantes, a exce¢édo da ecografia, porém para
fins reprodutivos (Aznar, 2017). A utilizacdo da camara termogréfica ainda ndo é comum, porém
€ o método de diagnéstico de imagem mais util no diagnéstico de afegdes do trato respiratério
em pequenos ruminantes, pois guia-nos para a localizagédo da leséo favorecendo o diagnédstico
final (Quintas et al., 2022).

3.6.2.1 Ecografia

A imagem ecografica ndo é um bom método de diagndstico para esta doencga pois apenas em
casos onde o tumor ja atingiu uma dimensdo consideravel, causando destruicdo Ossea,
passando a regido do osso etmoide a estar coberta de tecido mole que criara uma imagem

ecogénica possivel de ser observada por este método (Castells et al., 2019).
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3.6.2.2 Radiografia

Aimagem radiografica € baseada na absorgéo de raios-X a medida que eles atravessam o corpo
do animal. Dependendo da quantidade de radiagao absorvida num tecido em particular, uma
quantidade diferente de raios-X passara através do corpo e interagira com o dispositivo de
detecao para finalmente fornecer uma imagem de projecdo bidimensional dos tecidos (Castells
et al., 2019).

Estas imagens radiogréaficas devem ser realizadas em proje¢cdes de plano dorsoventral, pois
devido a complexidade das estruturas e a sobreposi¢ao de tecidos da cavidade nasal, as massas

em casos de presenca unilateral ndo sao facilmente visiveis num plano lateral.

O mesmo acontece quando a massa apresenta pequenas dimensdes, podendo mesmo nao ser
visivel e levar a um diagnéstico incorreto. Outra limitagdo da radiografia € a impossibilidade de
julgar se ha lesdes que ocupem o espacgo na nasofaringe, devido a oclusdo dos dentes molares

no plano lateral (Ling-xu et al., 2022).

Em estados mais avangados a massa tumoral, que se encontra no interior da cavidade nasal,
empurra o osso nasal, podendo este fistular, perdendo a textura radiopaca (Figura 19)

caracteristica do tecido 6sseo, o que é visivel através da radiografia (Ferrer, 2018).

Figura 19-Radiografia de cabecga de cabra. A- Projecdo dorso-ventral B- Projegdo lateral onde é dificil
observar a massa de tecido mole na cavidade nasal direita (Imagem gentilmente cedida pelo SCRUM).

3.6.2.3 Tomografia computadorizada

A TC é considerada uma técnica eficiente para o diagnéstico de lesdes da cavidade nasal e das

suas extensdes para estruturas vizinhas (Awaad et al., 2019).

O exame tomografico baseia-se na absorgédo variavel de raios X pelos diferentes tecidos,

realizando cortes sequenciais e captando imagens em volta da regido pretendida, obtendo uma
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excelente precisdo anatomica proporcionada pela possibilidade de trabalhar as imagens numa

perspetiva multiplanar (Castells et al., 2019).

Adicionalmente, o uso de software de tratamento digital de imagem permite identificar e isolar
estruturas especificas, neste caso, da massa tumoral, como a sua vascularizagédo, determinar o
seu volume, segmentar estruturas ou areas anatémicas especificas, entre outros (Henriques,
2022).

No caso desta neoplasia as imagens revelam, na sua maioria das vezes, a presenga de uma
massa de tecidos moles, lobulada, com limites claros, porém bordos e densidade irregulares, na

regido caudal nasal. Em casos mais avangados & possivel observar a destruicdo do osso

etmoidal, alteragédo do osso nasal ou até a face com deformagdes (Figura 20) (Ferrer et al., 2020).

Nos casos em que a leséo é bilateral, observamos também desvio do septo nasal e, caso a
massa ja tenha atingido elevadas dimensbes esta pode chegar a obstruir a nasofaringe e/ou

bloqueio das coanas (Ling-xu et al., 2022).

Apesar de ser o melhor método para visualizar as diferentes estruturas anatémicas, ndo é de
facil acesso a animais de produgéo, tem um custo elevado associado, para além de requerer

sedacédo e anestesia do animal para a realizagdo do exame.

Im: 282/512 TUMOR INTRANASAL
Se: 4 031
E

C.CLINICO VETERINARIO ZARAGOZA

763

CRANEO 1 TI

R: 90° CW

WL: 50 WW: 350
T: 0.4mm L: K 05/04/2017 9:08:48

Figura 20-A-TC (corte sagital) onde visualizamos uma massa na regido etmoidal da cavidade nasal
compativel com ANE. B- TC onde se visualiza a destruicdo do osso nasal e deformagéo facial em ovino
com ANE (Fotografia gentiimente cedida pelo SCRUM).
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3.6.2.4 Endoscopia

A endoscopia € uma técnica excelente que permite obter imagens e alcangar diversas estruturas
internas a nivel da cavidade nasal e aparelho respiratério, inclusive a bifurcagdo da traqueia.
Porém é uma técnica muito pouco utilizada nos pequenos ruminantes e no diagnéstico de ANE,
por razbes econdmicas e de maneio, sendo necessario, tal como na TC, a anestesia ou sedagao

do animal (Ramos & Ferrer, 2007).

Através deste método seria possivel observar a oclusdo da parte caudal das cavidades nasais
unilateralmente ou bilateralmente por uma massa cinzenta e com superficie granular coberta de
muco. E possivel também realizar bidpsia para analise histopatolégica que confirmara o
diagnéstico presuntivo (Scott, 2015).

3.6.2.5 Termografia

A termografia € uma técnica de diagndstico, ndo invasiva, baseada na lei de Stefan-Boltzmann,
que estabelece que todos os corpos emitem energia eletromagnética proporcional a sua
temperatura por condugao, convecgao e radiagao (Polat et al., 2018). Desta forma, a camara
termografica permite a medigao da energia eletromagnética no comprimento de onda da radiagao
infravermelha (3 a 12 ym) (Schaefer, et al., 2004), absorvendo essa mesma radiagéo, registando
a temperatura da superficie de um animal e criando uma imagem térmica, termograma (Colak et
al., 2008).

Estes aparelhos possuem uma grande sensibilidade e alta resolugdo o que permite detetar

pequenas oscila¢des térmicas (Figueiredo et al., 2012).

O exame termografico € empregue desde 1970 tanto em humanos quanto em animais, sendo
que no contexto médico-veterinario, inicialmente, s6 era utilizado na detegdo de lesbes
inflamatdrias em equinos de corrida (Cetinkaya & Denirukutu, 2012) porém com os avan¢os no
aprimoramento do aparelho e na redugdo de custos do mesmo o seu uso encontra-se em
expansdo provando-se que a utilizacdo deste método é de elevado valor no diagnéstico de
afegbes, que muitas vezes desencadeiam processos inflamatérios, alterando o fluxo sanguineo
da regido e, por consequéncia a temperatura da zona afetada. Neste sentido, este método é
muito util para avaliagdo de patologias do trato respiratério superior em pequenos ruminantes,
pois realiza imagens baseadas numa escala de cores que abrange temperaturas mais frias,
representadas a verde e azul, ou temperaturas mais quentes, representadas a amarelo, laranja,
vermelho e branco, tornando-se util para identificar padrées térmicos anormais nos animais

podendo identificar a elevagado da temperatura antes do aparecimento dos primeiros sinais
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clinicos, atuando como um sinal de alerta para a observagéo do animal (Redaelli et al., 2013).

No termograma da cabecga de um animal saudavel (Figura 21A), encontram-se as cores azul e

verde na regido das narinas, pois o ar, passando corretamente por esta regido, refrigera a area.

No entanto nos casos de animais positivos, a ANE (Figura 21B), a termografia mostra regides
vermelhas no segmento caudal da fossa nasal, combinando com areas igualmente quentes na
regido do osso etmoidal onde se localiza o tumor (Castells et al., 2019). Também a regiao das
narinas pode surgir com coloragdo mais quente, pois a obstrugao provocada pelo tumor faz com

que o ar nao consiga passar corretamente e refrigere a area.

Figura 21-A- Imagem termografica de animal saudavel. B-Imagem termografica de animal com ANE
(Fotografia original).

E o método de imagem de menor custo, facil utilizacdo e interpretagdo e sem necessidade
contengdo ou captura do animal, evitando a sua manipulagao e alteragbes pelo stress. Apesar
das inumeras vantagens, apresenta, porém, algumas desvantagens pois apesar dos mamiferos
conseguirem manter a sua temperatura constante, esta € influenciada por diversos fatores como
a temperatura ambiente, espessura, densidade e qualidade do pelo que atua como isolante
térmico, humedecimento da superficie corporal, entre outros. Por este motivo, ao utilizar este
método como meio diagndstico e para que a avaliagdo seja precisa e confiavel é necessario

considerar todos os fatores influenciadores (McCafferty, 2007).
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3.6.3 Diagnéstico etiolégico

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica laboratorial utilizada para amplificar
sequéncias de DNA. Existem diferentes métodos, porém o mais comum usa sequéncias curtas
de DNA, denominadas de “primers”, para selecionar a parte do genoma de interesse a ser
amplificada. A temperatura da amostra é aumentada e reduzida repetidamente para ajudar a
enzima de replicacdo de DNA a duplicar a sequéncia que esta a ser copiada. Com esta técnica,
altamente sensivel, € possivel obter milhdes de cépias da sequéncia em estudo em apenas
algumas horas (Smith, 2024).

Estudos realizados por Ortin et al. em 2003, utilizando a técnica de PCR de DNA, para amplificar
a sequencia U3 do DNA proviral e detetar o pro-virus neste material genético, comprovaram que
o virus raramente é encontrado fora das células da massa tumoral em ovinos, sendo apenas
encontrado na sua forma livre no exsudado nasal. Em caprinos a situagao difere, sendo possivel

encontrar em células de outros tecidos (Ortin et al., 2003).

Para a realizagao desta técnica devem ser recolhidas amostras da secre¢gao com uma zaragatoa,
de preferéncia flexivel, introduzindo-a o mais profundamente possivel apés limpeza com soro

fisiolégico das narinas do animal (Ramos & Ferrer, 2007).

Por este motivo, € uma técnica dificil de executar, ndo sé pela exigéncia técnica, pois &
necessario alcangar as células tumorais que, numa fase inicial, se encontram na regido caudal
da cavidade nasal e muitas vezes ndo se alcangam com a zaragatoa, levando a resultados
erréneos, tornando a técnica pouco fiavel, bem como em rebanhos grandes o maneio é muito

exigente (De las Heras et al., 2019).

Para o diagndstico definitivo de ANE, de forma mais fiavel, deve a técnica de PCR ser

acompanhada de métodos imunohistoquimicos para confirmagao da doenga.

Por outro lado, quando utilizada a técnica de RT-PCR, que utiliza o RNA como molde, a eficacia
€ melhorada. Foram realizados estudos, a partir de exsudados nasais, utilizando RT-PCR para
regides U5 e gag do virus ENTV-1 em ovinos e comparados com a coloracéo pela técnica de
imunohistoquimica. Identificou-se sempre que o animal tem sinais clinicos ou mesmo em fases
muito iniciais, através de dois grupos de estudo, um deles com resultados de 100% de
concordancia, porém continua a ndo ser uma boa técnica em detetar animais infetados em fase

inicial, sem desenvolvimento tumoral (Walsh et al., 2014).

Apesar dos bons resultados e da técnica ser relativamente barata, os autores referem que nao

€, mais uma vez, um bom método de diagndstico em grandes rebanhos por questdes logisticas.
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Recentemente em 2022 um estudo realizado por Ling-xu et al., voltou a comprovar a eficacia da
técnica de RT-PCR no diagndstico de ANE, sendo possivel pesquisar e identificar o virus livre

nas secregdes nasais.

3.6.4 Diagnéstico anatomopatolégico- Histopatologia e Imunohistoquimica

Através do exame histopatolégico é possivel realizar uma analise microscépica de um tecido
para a observacgdo e detegdo de possiveis alteragdes ou lesbes, confirmando muitas vezes o
diagnodstico. Para a realizagdo deste exame € imprescindivel que sejam recolhidas amostras,
preservado ao maximo a morfologia e composicao quimica do tecido em questdo, sendo

posteriormente fixadas para que n&o se danifique o fragmento (Kahwa & Purton, 1995).

E um processo demorado, uma vez que a amostra precisa de passar por um processador de
tecidos com o objetivo de desidratar o fragmento, adicionando-se parafina para criar o0 molde,
que mais tarde sera cortado e colocado numa lamina, devidamente corada para observagéo. Por
norma, o corante utilizado é a hematoxilina-eosina, permitindo uma melhor visualizagdo de

estruturas.

Para confirmar o diagnostico de ANE este exame deve ser realizado apos a necropsia. Em casos
de diagndstico positivo, € possivel observar as lesdes microscépicas anteriormente descritas,
nomeadamente a proliferacdo de células glandulares, caracteristicas desta neoplasia (Svara et
al., 2006).

Também esta descrita a técnica de imunohistoquimica para identificagdo e confirmagéo desta
neoplasia, utilizando anticorpos contra JRSV que s&o capazes de estabelecer ligacdo com os
constituintes tecidulares utilizados como amostra, que funcionam como antigénios (Ortin et al.,
2003).

Esta ligacédo permite situar e identificar a presencga de variadas substancias nas células e tecidos

por intermédio da cor que é associada aos complexos antigénio-anticorpo entretanto formados.

3.6.5 Diagnésticos diferenciais

Os principais diagnoésticos diferencias de ANE, resultam de afeg¢des cronicas que afetam
igualmente o trato respiratério superior de pequenos ruminantes e estao descritos neste capitulo
e resumidos na tabela 1, bem como os seus métodos de diagnéstico na tabela 2, porém nao
devem ser descartados os diagndsticos diferenciais mais simples como rinites causadas por

corpos estranhos ou pd, abcessos, ou até mesmo lesdes traumaticas.
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3.6.5.1 Oestrose

A oestrose é considerada uma doenga parasitaria de rebanho, que afeta pequenos ruminantes,
causada pela fase larvar do diptero Oestrus ovis, parasita obrigatério e causador de miiases nas

fossas e seios paranasais dos ovinos e caprinos (Quintas, 2012).

E considerada a rinite mais importante e prevalente na espécie ovina em paises de zonas
mediterranicas e climas temperados, como Portugal e Espanha, ndo sendo tao frequente nos

caprinos (Quintas, 2012).

A infe¢do ocorre quando a fémea deste diptero deposita as larvas ao redor e no interior das
narinas. Estas larvas de pequenas dimensbes (cerca de 2mm), branco-claras, migram para o
interior da cavidade nasal permanecendo nos seios paranasais. O periodo larval varia
dependendo das condigdes ambientais, e quando estas se encontram maduras, deixam as vias
nasais, caem no solo, onde se enterram, transformando-se em pupas que dar&do origem a uma

nova mosca (Smith & Sherman,2023).

A sua presenca e os seus metabolitos provocam uma rinite crénica inflamatéria e irritativa
manifestando-se através de sinais clinicos como: dispneia inspiratéria, corrimento nasal,
inicialmente seroso e evoluindo para mucoso ou sanguinolento (Figura 22), e em casos mais
graves purulento. Pode ocorrer também a oclusédo do trato respiratério superior e edema das
narinas. Esta descrita também sintomatologia neurolégica quando as larvas percorrem
migragdes erraticas, e eventualmente podem ocorrer, outro tipo de complicagdes secundarias
que poderao advir desta infegdo como abcessos pulmonares e pneumonias intersticiais (Gracia
etal., 2019).

Estes sinais clinicos podem ser acompanhados de espirros esporadicos, principalmente durante
a manha, numa tentativa de expulsar as larvas maduras (L3) do interior das fossas nasais (Aznar,
2017).

Figura 22-Ovino com Oestrose apesentando corrimento nasal seroso sanguinolento (Fotografia original).
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Algumas larvas morrem no interior dos seios, causando reagdes inflamatérias, dispneia ou
alergia, que se traduzem em desconforto, interrup¢do na alimentacdo e auséncia de pastoreio,

provocando grandes perdas econdmicas, resultantes da diminui¢gdo da condi¢ao corporal.

Esta parasitose ocorre de forma diferenciada consoante o tipo de exploragdo e temperatura
ambiente do local. E mais frequente em sistemas extensivos ou semiextensivos, onde os animais
pastoreiam e tém um maior contacto com este diptero (Lucientes et al., 2009) e em paises com
temperaturas mais amenas onde ocorrem picos das formas larvares nos hospedeiros, nas
estagbes de primavera e outono (Gracia et al., 2019). Em sistemas intensivos, a frequéncia é
menor e os picos ocorrem em periodos de aumento da temperatura ambiental (Quintas et al.,
2022).

Em necropsia, os estagios larvares mais frequentemente observados sdo L1 e L3 em simultaneo
(Figura 23), nao sendo comum encontrar os trés estagios larvares no mesmo animal (Quintas et
al., 2022).

Figura 23-Presenca de larvas de Oestrus ovis em corte sagital de cabeca de ovino (Fotografia original).

O diagndstico baseia-se na observagdo das moscas préoximas dos animais nas horas mais
quentes do dia, no comportamento do rebanho, na visualizagdo de uma descarga nasal crénica,
geralmente afetando 80% do rebanho, e na presencga das larvas nas fossas nasais de animais

abatidos para consumo (Rodrigues, 2003).

O tratamento preconizado inclui a administragdo subcutanea de antiparasitarios com atividade
sistémica, como lactonas macrociclicas, ou closantel, o que permite confirmar o diagnéstico

clinico presuntivo.

Como estratégia de controlo desta doenca e devido a sua sazonalidade, deveréo ser realizados
dois momentos anuais de desparasitagdo externa em fevereiro/margo e em novembro, em
paises pertencentes ao hemisfério norte, de forma a quebrar o ciclo do parasita, bem como um

maneio adequado que permita reduzir o contacto do diptero com o animal (Garcia et al., 2019).
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3.6.5.2 Rinite crénica proliferativa

A RCP é uma doenga individual, infeciosa e esporadica, de progressao lenta que afeta os
cornetos ventrais das fossas nasais de ovinos. Apesar da sua etiologia ndo se encontrar
totalmente esclarecida, esta doenga estd associada a uma bactéria, Salmonella enterica
subespécie diarizonae serovar 61:k:1,5,7 (SED), e apresenta mau prognéstico se os animais

afetados nao iniciarem o tratamento em fases iniciais (Lacasta, et al., 2012).

A SED é uma bactéria de Gram negativa, intracelular facultativa e anaerdbia, pertencente a
familia Enterobacteriaceae, identificada pela primeira vez nos Estados Unidos da América em
1952, a partir de carcagas de borregos (Ryff & Browne, 1952). Existem aproximadamente 300
serovariedades desta bactéria, mas é o serovar 61:k:1,5,7 que representa 45.7% do total de

doencas com etiologia em Salmonella (Davies et al., 2001).

Apesar de ser comensal do trato respiratdrio superior de ovinos, pode, contudo, tornar-se um
agente primario de doenga quando se torna intracelular das células epiteliais nasais, gerando
uma resposta inflamatéria exacerbada no corneto nasal ventral, com desenvolvimento de pdlipos
e espessamento da mucosa (Lacasta et al., 2012). Esta inflamag¢do pode ser uni ou bilateral,
afetando normalmente os linfonodos regionais e pode inclusive obstruir a cavidade nasal,

provocando uma severa dispneia inspiratéria.

Os sinais clinicos sdo muito especificos e podem persistir durante varias semanas incluindo:
animais sem febre, roncos caracteristicos audiveis sem estetoscopio, secre¢do nasal sero-
mucosa uni ou bilateral, respiragcdo com a boca aberta e perda de condigdo corporal. Com a
progresséo da doenca, esta torna-se facilmente reconhecida porque a proliferacdo de tecido
inflamatério (Figura 24) podera aumentar até se verificar a sua protrusdo através das narinas
(Lacasta et al., 2012).

Figura 24-Proliferagao de tecido inflamatério em narina de ovino (Fotografia original).

32



Além disso, é importante ressalvar que os animais afetados com RCP ficam predispostos a
infecdes pulmonares secundarias porque o inadequado fluxo de ar providencia um ambiente

mais propicio ao crescimento desta bactéria (Lopez-Tamayo et al., 2020; Rubira et al., 2021).

No exame post-mortem os turbinados ventrais encontram-se edemaciados (Figura 25), com a
superficie rugosa (Lacasta et al., 2012) e com tecido proliferativo habitualmente acompanhado
de polipos brancos ou amarelos cobertos de muco (Rubira et al., 2019). Os animais afetados
apresentam frequentemente deformacdes nasais e desvios do septo nasal (Stokar-Regenscheit
etal., 2017).

Figura 25-Narinas edemaciadas e corneto ventral observados em corte sagital de cabega de ovino
(Fotografia original).

Até a data ndo existem relatos da transmissao zoondética com origem no contacto com ovinos
(Rubira et al., 2021), porém esta bactéria tem potencial zoonético (Horvath et al., 2016). Apesar
de raras, estdo descritas doengas em humanos com etiologia nesta bactéria, geralmente em
individuos com outra doenga associada ou em pessoas que mantenham o contacto com répteis,

visto que é uma bactéria muito comum nestes animais (Schréter et al., 2004).

Quanto ao tratamento, sdo escassas as referéncias de tratamentos para esta doenga em ovinos.
Em 2019 foi descrito, baseado num projeto de investigacéo no servico clinico de ruminantes da
universidade de Zaragoza, em Espanha, durante trés anos (2016-2018) os resultados de
diferentes moléculas de acordo com a sua sensibilidade a bactéria, baseados no teste de difuséo
(Rubira et al., 2019).

Como experimentagao inicial utilizaram espiramicina por via sistémica, sem resultados positivos
pois 0s animais permaneciam com sinais clinicos. Foram realizadas outras tentativas de
tratamentos com diferentes moléculas, por via intranasal, e mais uma vez sem resultados

significativos. Por ultimo foi realizado um tratamento de longa duragdo (15 dias) com
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marbofloxacina (fluroquinolona) que microbiologicamente n&o teve sucesso, porém eram
registadas melhorias na sintomatologia. Esta molécula tem um grande potencial contra bactérias
de Gram negativas, com atividade intracelular, e foi descrita com bons resultados em tratamentos
de longa duragdo em humanos com Salmonella typhi, o que podera ser a solugao (Rubira et al.,
2019).

3.6.5.3 Rinite obstrutiva

Arinite obstrutiva caracteriza-se por ser um processo cronico, lento, que afeta um grande nimero
de animais do rebanho e pode levar a um bloqueio total das narinas. A lesdo encontra-se sempre
na asa do corneto ventral (Figura 26), na entrada da narina. E causada por uma esporidesmina
presente nos esporos do fungo Pithomyces chartarum, presente em pastagens de areas humidas
e quentes. Afeta ovinos e caprinos, porém estes Ultimos mostram-se mais resistentes (Lacasta,
s.d.).

Figura 26-A- Espessamento da prega alar do segmento rostral da narina. B- Edemaciagéo do corneto
nasal ventral e da prega alar (Fotografia gentilmente cedida pelo SCRUM).

Os sinais clinicos respiratérios que causa nao sdo muito 6bvios, porém resultante de uma
fotossensibilizagdo hepatica secundaria, os animais apresentam lesdes dermatoldgicas, eczema

facial e lesdes hepaticas.

A esporidesmina apds absorgao pelo trato intestinal entra pela circulagdo portal onde, no sistema
biliar, a sua presenga leva a formagéo de radicais livres toxicos que reagem com o oxigénio
molecular para produzir radicais superéxido. A lesdo dermatolégica ocorre pela impossibilidade

de o figado expulsar a filoeritrina (agente fotodindmico) (Fernandez et al., 2021).

Na necropsia deve ser observado com especial atengao a porgdo da asa da narina, que é
espessa e com a superficie rugosa. E uma doenga muito dificil de controlar e néo existe

tratamento.
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3.6.5.4 Adenocarcinoma pulmonar ovino

O Adenocarcinoma pulmonar ovino, apesar de nao ser uma afegao do trato respiratério superior,
provoca uma neoplasia pulmonar contagiosa de transmiss&o por via aerégena ou lactégenea e,
a semelhanga do ANE, é causado por um retrovirus, Jaagsiekete que induz a transformagéo
oncogeénica das células epiteliais de bronquiolos e alvéolos, sendo descrita também em todos os

continentes exceto Oceania (Quintas et al., 2022).

Os animais afetados apresentam sinais clinicos respiratérios, como dispneia mista, estertores e
roncos, causados pela acumulagao de fluidos nas vias respiratérias, tosse produtiva, sem febre
e com perda de peso progressiva associada. Em fases mais avangadas exibem um abundante
corrimento nasal seromucoso, que € observado, quando o animal baixa a cabega ou é exposto

ao teste do carrinho de méo (Ortin et al.,2019).

Estao descritas duas formas da doencga, a forma classica e a atipica. Na primeira, as lesdes mais
comuns sao o aumento do tamanho dos pulmdes pela presenga da neoplasia, especialmente os
lobos cranio-ventrais (Figura 27A), com coloragdo acinzentada ou purpura e com espuma tanto
na traqueia, como no pulméo (Figura 27B). E possivel observar também linfoadenomegalia dos

linfonodos mediastinicos e traqueobrénquicos (Griffiths et al., 2010).

Por sua vez, a forma atipica, maioritariamente assintomatica, caracteriza-se por uns nédulos
esbranquicados encontrados na face diafragmatica do pulm&o. Ao corte apresentam uma

consisténcia dura e seca, sem fluido espumoso (Griffiths et al., 2010).

No exame microscopico, o tecido tumoral caracteriza-se pela presenca de multiplos focos de
proliferagdo neoplasica de células epiteliais em zonas alveolares e bronquiais, entre formas

acinares e papilares, e que comprimem as estruturas ao seu redor (Quintas et al., 2022).

Nao existe tratamento para esta doenca. Os animais com APO n&o desenvolvem anticorpos,
logo as provas de diagnostico sdo muito escassas e por esse motivo preconiza-se a identificagéo
precoce de animais afetados e sacrificio dos mesmos a fim de evitar a disseminagao viral (Ortin
et al.,2019).
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Figura 27-Les0es caracteristicas de APO. A-Pulm&o de ovino com aumento de tamanho, coloragéo
alterada e presenga de espuma na traqueia. B- Presenga de espuma em pulm&o de ovino (Fotografia
original).

3.6.5.5 Conidiobolomicose

Os agentes envolvidos na etiologia desta doenga sdo Conidiobolus incongruus, Conidiobolus
lamprauges ou Conodiobolus coromatus, emergente em areas tropicais e subtropicais onde as
ovelhas pastoreiam em areas préximas de reservatérios de agua que contenham matéria vegetal
em decomposicao, associada a elevadas temperaturas e humidade que favorecem a proliferagéo
do fungo (Quintas et al., 2022).

Os animais com esta doenga apresentam uma lesdo granulomatosa (Figura 28C/D) na cavidade
nasal, com aparecimento agudo ou crénico, que em fases avangadas obstrui de forma completa

as fossas nasais, causando dispneia.

Pode encontrar-se sob duas formas clinicas: rinofacial e rinofaringeal. A forma rinofacial é
caracterizada por aumento de volume no vestibulo nasal, unido da mucosa cutanea do nariz,
alteragao da textura da pele da regido anterior da testa e o labio superior, apresentando lesdes
ulceradas na mucosa nasal e no palato duro. A segunda ocorre mais frequentemente e cursa
com o envolvimento da zona etmoidal, exoftalmia unilateral (Figura 28 A/B) e aumento dos

linfonodos regionais (Carmo et al., 2020).

Ambas as formas caracterizam-se pela presenga de secregao nasal serosa ou mucosa
abundante, febre, apatia, anorexia, perda de peso, acentuado desconforto respiratério e

eventualmente sinais neurolégicos se a inflamacgao invadir o lobo frontal do cérebro.

Na necropsia é possivel observar uma lesdo inflamatéria granulomatosa unilateral, irregular,

multilobada e com massas amareladas (Quintas et al., 2022).

O diagnéstico definitivo desta doenga deve basear-se na sintomatologia e as lesées encontradas

no estudo anatomopatolégico apds o isolamento e identificacdo do agente etioldgico.
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Figura 28-Ovelha com conidiobolomicose. A- Secregéo nasal e exoftalmia unilateral. B-Exoftalmia
unilateral com conjuntivite severa e ulceragédo. C/D- Corte sagital de cabega com massa granulomatosa,
amarelada, e firme na regido nasal (C) e faringea (D) (Adaptado de Carno et al.,2021).

3.6.5.6 Pitiose

A pitiose é causada por Pythium insidiosum (classe Oomycetes, ordem Pythiales, familia
Pythiaceae), um microrganismo semelhante a um fungo que afeta diversas espécies incluindo o
ser humano. Estédo descritas trés formas de pitiose em ovinos: cutanea, rinofacial e digestiva.

Por sua vez em caprinos ha apenas descricdo de um caso na forma cutanea (Ubiali et al., 2021).

A forma rinofacial pode ocorrer esporadicamente, mas também pode ser epizodtica, com
morbilidade de 0,6-20% e letalidade de 100%, sendo uma importante causa de morte em ovinos

e de perdas econdémicas (Carmo et al., 2021).

A semelhanca da doenca descrita anteriormente, esta ocorre também em regides tropicais e
subtropicais, com favorecimento do seu aparecimento nas mesmas condigbes ambientais que

na conidiobolomicose, porém com evolu¢gao mais aguda (15-90 dias).

Os animais afetados apresentam caquexia, secregdo nasal serosanguinolenta de odor fétido,
dispneia, fistulas oro-rostrais com Ulceras no palato duro (Figura 29A), aumento dos linfonodos

retrofaringeos e parotideos, espirros e epistaxis (Quintas et al., 2022).

Ao contrario da doenca anterior, a forma clinica mais comum ¢é a forma rinofacial, onde ha um
aumento do volume da porgao rostral da cavidade nasal, levando muitas vezes a deformagoes,

sendo comum apelidar estes animais de “focinho de touro” (Figura 29B) (Quintas et al., 2022).

Na necropsia podem ser observadas lesbes com exsudado caseoso, amarelado e fétido, muitas

vezes associado a tecido necrético (Figura 28C) desde a jungdo mucocutanea das narinas até a
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porcdo média da cavidade nasal, podendo envolver o septo nasal, palato duro e maxila. E ainda
possivel observar uma infecao bacteriana secundaria do osso frontal e tecidos moles adjacentes.
Raramente, a infegdo nasal causada por P. insidiosum em ovinos pode estender-se até a

rinofaringe.

Figura 29-Lesdes de Pitiose em ovelha. A- Ulcera extensa no palato. B-Deformagcao facial em ovino com
Pitiose. C- Rinite necrotica (Adaptado de Carmo et al., 2021).

Apesar dos sinais clinicos exuberantes esta descrito a recuperagdo dos animais com forma
rinofacial severa ap6s a administragdo de 1 g/dia de iodeto de potassio por via oral (Ubiali et al.,
2021).

O diagnostico presuntivo de pitiose pode ser feito com base nos sinais clinicos, lesdes
macroscopicas e microscopicas e deve ser distinguida da conidiobolomicose, que é clinica e
morfologicamente semelhante, por esse motivo deve ser realizada a identificagdo do agente por

métodos imunohistoquimicos, moleculares e/ou baseados em cultura.
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Tabela 1- Etiologia, localizagcéo da les&o e sinais clinicos caracteristicos dos diagndsticos
diferenciais de ANE.

Processo Etiologia Localizagao da lesao Tipo de corrimento | Outro sinal | Uni/Bilateral
respiratorio nasal clinico
Oestrose LT Qestrus Toda a cavidade nasal Mucc:so/l—llemqrr,?glco Espirros in ou
ovis. (“Nariz sujo”) Bilateral
- - Salmonella ; ;
Rinite crénica . Tecido Uni ou
¥ . entérica subesp. Corneto ventral Seromucoso ) . X
proliferativa diari proliferativo Bilateral
iarizonae
Rinite obstrutiva IS Narinas | = - NETITIER, Unilateral
chartarum estenosadas
Imagem
APO Virus JSRV Pulmdes Espumoso ecografica in ou
pulmonar Bilateral
alterada
Conidiobolus
Conidiobolomicose Incongurus, Rinofacial/Rinofaringeal Sl MU.CO' Exc_)ftalmla Unilateral
lamprauges, hemorragico unilateral
coronatus
Pitiose . P}./ thlum Rinofacial/Rinofaringeal Serosangglnolento e Deformagao Unilateral
insidiosum fétido facial

Tabela 2- Técnicas de diagnostico a aplicar nos diagnésticos diferenciais de ANE. Adaptada de
Quintas et al.,2012.

Processo Sinais . . . . Tipo De
Respiratério Clinicos Termografia | Ecografia | RaioX | TC Serologia | Cultura Amostra
Oestrose Facil Dificil X Celbee
inteira
Cornetos
nasais
RCP Moderados X X X X Zarag:mas
exsudado
nasal
Rinite obstrutiva Facil X | e
APO Facil X X X X Pulmao
- . . Cabeca
Conidiobolomicose Facil X X X X inteira
Pitiose Facil X X X X Cabeca
inteira
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3.7 Tratamento e prevencéo

Até ao momento nao esta descrito qualquer tratamento ou vacina eficaz contra o virus ENTV.
Foram documentadas duas tentativas experimentais de tratamento, porém sem sucesso (Svara
et al., 2006).

Ducan et al., em 1967, referiram a melhoria dos sinais clinicos em duas ovelhas apés irradiagao
da cavidade nasal e Rings & Robertson em 1981 registaram a remocgéo cirdrgica de parte da

neoplasia em ovinos, porém 12 horas apos o procedimento registou-se a morte dos mesmos.

Em animais de companhia, cdes e gatos estao descritas a resse¢ao ou redugdo cirurgica das
massas nasais, ainda que com muitas complicagdes associadas. A radioterapia também podera
ser uma opgao de tratamento. Esta ultima pode ser utilizada como tratamento definitivo ou
paliativo. O tratamento paliativo, torna-se a opgdo mais viavel pelo menor risco, existindo
diferentes esquemas gerais de radiacdo que podem ser empregues, dependendo do tumor em
si e a unidade de radioterapia em uso com o objetivo de reduzir a inflamagdo e minimizar o
crescimento tumoral. Independentemente do tipo exato de radiagdo, estes tratamentos séo
administrados uma vez por dia durante varios dias a semanas, e € necessdria anestesia para
cada tratamento (Mortier & Blackwood, 2020).

Porém em animais de produgdo como os pequenos ruminantes, a ressecgao cirurgica nestes
animais é considerada inviavel, devido ao alto risco de hemorragia, pois € um procedimento muito
invasivo, de recuperacéo longa e o valor da cirurgia, muitas vezes nao cobre o valor do animal,
ja a radioterapia € uma técnica que exige a sua realizagdo em ambiente hospitalar onde nao é
facil estes animais terem acesso e comprometendo a possibilidade de destino do animal para

consumo humano.

Nao existindo tratamento efetivo, a forma correta de proceder com vista na prevencgéao e controlo
da disseminagao da doenga na exploragao, sera a separacgao e abate dos animais afetados. Esta
separagao deve ocorrer o mais precocemente possivel pois sdo eles a fonte do virus aos
restantes animais do rebanho, especialmente em explorag¢des intensivas, bem como medidas de

biossegurancga gerais, porém rigorosas.

Sera também muito importante continuar a estudar a doenga e desenvolver técnicas de
diagndstico precoce que possam ser realizadas em vida, faceis e rapidas, identificando os
animais afetados numa fase ainda inicial, permitindo a sua separagao e evitando o contagio entre

animais tornando a prevengéo mais eficaz.
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lI-Estudo experimental

Estudo comparativo de métodos para o diagnéstico precoce do Adenocarcinoma Nasal

Enzodtico em caprinos.

1. Introducao

As doengas do trato respiratério sdo um dos principais problemas na produgao de pequenos
ruminantes, tanto em sistema intensivo como em extensivo, provocando perdas econdémicas

diretas e indiretas ao produtor.

O ANE encontra-se incluido neste conjunto de doengas apresentado uma enorme relevancia
devido ao seu alto poder de contagio e elevada taxa de morbilidade que culmina em mortalidade.
Dada a dificuldade que esta neoplasia apresenta na sua prevencdo, e sem tratamento
atualmente conhecido, € urgente realizar estudos e investigacdes que visem melhorar os
métodos de diagnodstico atuais ou desenvolver métodos de diagndstico diferentes e fiaveis,
possiveis de ser executados em grandes rebanhos. Estes métodos devem conseguir identificar
0s animais infetados de forma precoce para que possa ocorrer a separagao dos mesmos e evitar

de alguma forma, o contégio.

O diagndstico através de pesquisa serolégica nao é fiavel, pois a resposta imune dos animais a
presenga do virus associado a etologia de ANE continua a ser um tema controverso entre os
diferentes investigadores. Atualmente o método de diagnéstico praticado, em vida, é a pesquisa
viral por PCR, método de dificil execucéo e impraticavel em efetivos de grandes dimensdes pela

dificuldade na colheita da amostra.

O presente estudo visa contribuir para o avancgo cientifico sobre o ANE, procurando analisar e
avaliar a fiabilidade de um outro método de diagndstico, que possa ser realizado ante-mortem,
de facil execugdo e com resultados fiaveis, de forma a oferecer solugdes praticas e faceis que
possam ser implementadas nas exploragdes e deste modo, minimizar os desafios enfrentados

pelos produtores de pequenos ruminantes.

Neste sentido foram realizadas e analisadas a eficacia do uso de imagens termograficas para o
diagndstico precoce de ANE, tendo por base o método de diagndstico considerado “gold
standard”, porém apenas possivel de realizar post-mortem, a observagao histopatolégica de

lesbes em caprinos.
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2. Objetivos

O presente estudo encontra-se dividido em duas partes, a primeira parte teve como principal
objetivo avaliar a eficacia e precisao da utilizagao de imagens termograficas (método A) para o
diagndstico precoce de ANE. Para alcangar este objetivo foram definidos trés objetivos

especificos:

Objetivo Especifico 1: Avaliar a concordancia entre os resultados do Método A (Imagem
termografica) e o Método C (Histopatologia), considerado o método “gold standard’ na

identificacao de lesoes.

Objetivo Especifico 2: Determinar a concordancia entre os resultados obtidos pelo Método B
(RT-PCR) e 0 Método C (Histopatologia).

Objetivo Especifico 3: Determinar se os animais com resultados positivos do Método A (Imagem
termografica), que nao sdo positivos ao Método C (Histopatologia), eram animais falsos positivos,
ou verdadeiros positivos que ainda nao tinha desenvolvido lesdes capazes de ser identificadas

pelo método C.

A segunda parte do presente estudo teve como objetivo realizar e analisar semanalmente as
imagens termogréficas de dois animais e avaliar se estas sofriam altera¢cdes compativeis com as

alteragbes observadas nos sinais clinicos que estes animais apresentavam.

3. Material e Métodos

3.1 Descrigao do caso clinico

O presente estudo foi realizado com base num caso clinico proveniente da exploragao, “Quesos
de Cati” , em Espanha, resultante de um aumento exponencial de casos de ANE que alertou o
produtor devido a crescente morbilidade e mortalidade observada nos seus animais. Este
aumento exponencial ocorreu, apos a introdugao de 510 novos animais em 2020, destacando a

coincidéncia temporal entre a integragdo dos novos animais e a incidéncia da doenga.
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3.2 Contexto e caracterizagdo da exploragao

A exploragédo “Quesos de Cati”, localizada em Ares del Mestre, na provincia de Castelldn,
Espanha abrange uma area coberta de 990 m? e possui cerca de 800 cabras de aptidao leiteira,
para producao de queijos, da raga murciana granadina. Os animais sdo produzidos em regime
semi-extensivo, permanecendo em area coberta apenas no momento da ordenha e de
alimentagéo. Sao alimentadas com alimento fibroso ad libitum e alimento concentrado distribuido
através de maquina de distribuicdo, 8 vezes por dia. O processo de distribuicdo do alimento
concentrado gera uma quantidade consideravel de pd, que provoca irritagdo das vias

respiratorias e consequentemente, muita tosse nos animais.

O esquema de produgao baseia-se no desmame dos cabritos com um més de idade, enquanto
as cabras sdo simultaneamente ordenhadas. Os machos sao enviados para o matadouro apos

o desmame, enquanto as fémeas permanecem para reposicao.

A exploragéo iniciou atividade em 2016 com 160 cabras e registava cerca de 2-3 (1,9%) casos
de ANE por ano. Em 2020 foram adquiridas mais 510 cabras da regido de Murcia e apds a
introdugdo dos novos animais no efetivo foi registado um aumento de casos desta neoplasia.
Atualmente com cerca de 800 animais, e no momento em que este estudo iniciou (dezembro de

2023) registou-se entre 40 a 45 (5,6%) animais confirmados com a doenca.

A hipétese que se coloca € que os animais provenientes de Murcia ndo tenham sido previamente
expostos ao virus ENTV-2 e no momento de contacto com o restante efetivo, contrairam a

infecao, resultando num aumento consideravel da incidéncia de casos de ANE.

Na exploragéo, as principais causas de morte nos animais adultos, por ordem de relevancia sao,
mamites, hipocalcemia pds-parto e ANE, enquanto nos cabritos, a principal causa de morte sao

as pneumonias.

Todos os dados partilhados referentes a exploragdo e aos seus animais foram devidamente
autorizados pelo proprietario da mesma, através do consentimento informado disponivel no

anexo 5.

3.3 Amostra e obtengao de dados — Parte |

O estudo foi realizado em 41 animais provenientes da exploragdo acima mencionada,
selecionados para abate pelo produtor, por diversos motivos, tais como sinais clinicos de ANE,
claudicagbes, mamites, caquexia, entre outras causas durante os meses de janeiro até abril de
2024.

A todos os animais, em vida, na exploracdo, foram realizadas trés imagens termograficas,

registados a presenga ou auséncia de sinais clinicos, e recolha de amostras de corrimento nasal,
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com zaragatoa, para pesquisa viral através RT-PCR. Apds a realizagdo destes trés
procedimentos, os animais foram enviados para o matadouro de Huesca, onde posteriormente
se procedeu a recolha das suas cabegas e entrega na unidade de anatomia patoldgica da
faculdade de veterinaria da universidade de Zaragoza. Estas foram observadas com o intuito de
realizar o registo de lesdes macroscépicas aquando do corte sagital da cabeca e recolha de
amostra de tecido nasal, da regidao etmoidal para analise histopatolégica. Todos estes dados

podem ser observados na tabela de registo no anexo 1.

3.3.1 Sinais clinicos

Os animais foram observados e marcados como “positivos” a clinica de tumor, aqueles que
apresentassem pelo menos um sinal clinico entre os seguintes: corrimento nasal seroso ou
seromucoso em grande quantidade, exoftalmia ou alguma deformagdo facial ou craniana

compativel com ANE.

3.3.2 Imagens termograficas

A todos os animais foram realizadas sempre trés imagens termograficas com a camera Flir E8 Pro,
sempre com as mesmas defini¢cdes, filtro de cor, e a mesma distancia aproximada, cerca de 50
centimetros entre a cAmera e a cabecga do animal (Figura 30). Estas eram realizadas durante a ultima
ordenha dos animais, num espago coberto, sem manipulagdo do animal, evitando stress e possiveis

alteracdes de imagem causadas por ele.

Figura 30- Posicionamento do operador perante o animal para realizagdo de termografia (Fotografia
original).
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3.3.3 Recolha de amostra de corrimento nasal

As amostras foram obtidas através de zaragatoas nasais flexiveis de ambas as fossas nasais de
cada animal, e enviadas ao laboratério “Exopol” para realizacdo de PCR de DNA e RT-PCR para
a detecado especifica de ENTV-2, de provirus e virus livre respetivamente, utilizando o kit
comercial EXOone Caprine Enzootic Nasal Tumour (Exopol, Espafia).

Atécnica de PCR de DNA foi realizada apenas em 23 dos 41 animais sendo por isso considerada

Figura 31- Recolha de amostra de secrec¢édo nasal para pesquisa viral (Fotografia original).

3.3.4 Recolha de amostra de tecido nasal

Apos o abate dos animais no matadouro de Huesca, as suas cabegas foram recolhidas e levadas
para o departamento de anatomia patologica da faculdade de veterinaria da universidade de
Zaragoza. A todas as cabecas foi realizado um corte sagital, para observagédo das cavidades
nasais. Foram registadas as lesdes macroscépicas observadas e recolheram-se amostras de
tecido da regido etmoidal da cavidade nasal, apresentando ou ndo lesdo de ambas as cavidades,
com o0 maximo cuidado para preservar a sua arquitetura anatomica. As amostras foram
colocadas em pequenos frascos, devidamente identificados, contendo formol a 10% para a

fixacdo da amostra.
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3.3.5 Preparacao das laminas para estudo histopatolégico

As amostras permaneciam em cassetes devidamente identificadas no interior de frascos
contendo formol a 10% durante 48 horas. Posteriormente eram processadas através de um
processador de tecidos por um periodo de cerca de 20 horas, que desidrata a amostra, ao passa-
la por diferentes cubas contendo alcool entre 60 a 100 graus. Esta desidratagcao prepara a
amostra para receber em seguida a parafina durante 2 a 3 horas para formar o molde. A sua
preparagao termina com a refrigeragcao do molde em camara frigorifica durante 30 minutos. Para
a preparagao da lamina o molde € desbastado, hidratado e cortado a uma espessura de 4 micros.
Por fim é colocado na Idmina que seguira para uma estufa a 60 graus durante 1 hora. Apés a
colocacao de uma gota de glicerina, para o molde agarrar a lamina, esta é corada com coloragéo
de hematoxilina e eosina. As laminas foram submetidas para analise histopatoldgica realizada

pelo Professor Marcelo De Las Heras no SCRUM.

3.4 Amostra e obtencao de dados - Parte Il

Para a segunda parte do estudo foram recolhidos dois animais, uma cabra identificada com o
numero 5152 de 3 anos de idade, e uma identificada com o nimero 5153, também com 3 anos
de idade, provenientes exploragao acima descrita e permaneceram no SCRUM entre dezembro
de 2023 e maio de 2024.

Durante este periodo foi realizado semanalmente um exame fisico direcionado para o trato
respiratério que incluia a observagao de corrimentos nasais, dispneia, auscultagdo pulmonar,
reflexo da tosse entre outros achados e imagens termograficas das suas cabecgas para que fosse
possivel avaliar se as alteragdes registadas nos sinais clinicos eram igualmente manifestadas

por alteragdes nas imagens termograficas.

Os registos dos resultados dos exames fisicos eram registados em folhas de registo (anexo 2),
e as imagens termograficas guardadas (anexo 3), para posteriormente serem analisadas e ser

possivel o acompanhamento das mesmas ao longo das diferentes semanas.

4. Andlise estatistica e descritiva

Para a apresentacdo dos resultados recorreu-se ao uso de tabelas e gréaficos, com os dados
estatisticos antecedidos de analise. A analise dos dados foi realizada através de estatistica
descritiva e inferencial, utilizando-se o software SPSS 24 (Statistical Package for the Social

Sciences) e o programa Microsoft Excel 18.
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Para realizacdo da analise descritiva foram utilizados diversos parametros para a distribuicdo
das variaveis, nomeadamente a frequéncia, percentagem, média e desvio-padrao.

Para conseguir alcangar os objetivos acima descritos foi aplicado o teste da independéncia do
Qui-Quadrado que serve para testar se duas ou mais populagbes, ou grupos, independentes
diferem relativamente a uma determinada caracteristica, isto é, se a frequéncia com que os
elementos da amostra se repartem pelas classes de uma variavel qualitativa € ou nao aleatdria
(Maréco, 2014).

Para reforgar a verificagdo do grau de concordancia entre os métodos em estudo foi aplicado o
coeficiente Kappa de Cohen (Figura 32), que leva em consideragédo a concordancia que poderia
ocorrer ao acaso. Este coeficiente € uma medida estatistica utilizada para avaliar a concordancia

entre duas avaliagbes, em tarefas de classificagao categoérica (Landis,1997).

Valor indice Kappa (K) Concordancia

0 Fobre
0a020 Ligeira

0,21 a0,40 Consideravel
0,41 a0,60 Moderada
0,61 a0,80 Substancial
0,81 a1 Excelente

Figura 32-Valores de concordancia - Indice Kappa (MMcHugh, 2012).

5. Resultados
e Partel
Analise descritiva da amostra

Dos 41 animais utilizados para o estudo verificou-se que a idade esta compreendida entre 1 e
10 anos. O grafico 1 mostra a distribuicdo da variavel "idade” da amostra total. A frequéncia é
representada pelo numero de animais de cada idade e a linha preta sobreposta ao histograma,
representa a curva de distribuicdo normal ajustada aos dados. As estatisticas descritivas indicam
que a média da idade é 3,39 anos, com um desvio padrao de 1,935. A distribuicdo mostra que a
maioria dos individuos tem idades entre 1 e 4 anos, idades que correspondem a média de
aparecimento desta neoplasia descrita na bibliografia, com a maior frequéncia observada nos

animais com 4 anos.
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Grafico 1- Distribuicdo normal da idade dos animais em estudo.

A tabela 3 apresenta a frequéncia das variaveis em estudo, e a interpretacdo considerando a

maioria dos casos para cada variavel.

Tabela 3- Frequéncia das variaveis em estudo.

N %

Termografia (Método A)

Negativo 17 41,5

Positivo 24 58.5
RT-PCR (Método B)

Negativo 18 439

Positivo 23 56,1
Histopatologia (Método C)

Negativo 26 63,4

Positivo 15 36,6
Animais

Sem sinais clinicos 23 56,1

Com sinais clinicos 18 439

No Método A, termografia, a maioria dos casos (24 casos, 58,5%) foi positiva, indicando que a
maioria dos individuos testados teve um resultado positivo para a presenga de sinais detetaveis
por imagem termografica.

No Método B, que utiliza a técnica de RT-PCR, a maioria dos casos (23 casos, 56,1%) foi positiva,
sugerindo que a maioria dos individuos estariam infetados com o virus ENTV-2.

Na analise histopatolégica, considerada o método “gold standard”, a maioria dos casos (26
casos, 63,4%) foi negativa, indicando que a maioria dos individuos ndo apresentou evidéncias

histopatolégicas da presenca de lesdes tumorais.
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Em relagao aos sinais clinicos caracteristicos de ANE, a maioria dos animais (23 animais, 56,1%)
nao apresentou sinais clinicos indicando que estariam saos ou numa fase inicial de infecdo em

que ainda nao manifestam sintomas.

Na Tabela 4 estao apresentados os resultados do cruzamento entre o método A (Termografia) e

o método C (Histopatologia) utilizando o teste qui-quadrado de forma a avaliar o objetivo

especifico 1.
Tabela 4-Cruzamento do método A com o método C.
Método A
(Termografia)
Megativo Positivo Tatal p
Método C (Histopatologia) [egatva N 17 g 26
% Histopatologia 65.4% 34.6%  100.0%
% (Método A) 100,0% 37, 5% 63,4%
Positve N 0 15 15
% Histopatologia 0,0%  100,0%  100,0%
% (Método A) 0.0% 62,5% 36,6%
Total M 17 24 41
% Histopatologia 41.5% 58,5%  100,0%
% (Método A) 100,0%  1000%  1000% 0,000

(o= Teste Qui-Quadrado)

Para os casos em que o método C foi positivo (15 casos, 36,6%), todos os resultados foram
igualmente positivos pelo método A (62,5%). Isto revela que a termografia tem uma elevada
sensibilidade (100%), pois foi capaz de detetar todos os casos positivos identificados pela
histopatologia. Nao houve falsos negativos, reforcando a eficacia do método A na identificagao

de casos positivos.

Para os casos em que a histopatologia foi negativa (26 casos, 63,4%), a maioria (17 casos,
65,4%) também foram negativos na identificagdo por termografia. Isto sugere que este método
tem uma boa especificidade (65,4%), uma vez que todos os resultados negativos pela
termografia coincidiram com os resultados negativos da histopatologia. No entanto, entre os 26
casos negativos pela histopatologia, 9 desses casos (34,6%) foram positivos pela termografia,
indicando a presencga de falsos positivos pelo método A. Estes falsos positivos sao facilmente
justificados pois, apesar da imagem ser considerada positiva, para este diagndstico em termos
clinicos seriam classificados como casos duvidosos sendo necessarios avaliar a presenga ou
nao de sinais clinicos, sugestivos de ANE, bem como da regido exata do ponto de aumento de

temperatura. Neste caso, estes animais ndo apresentavam sinais clinicos compativeis com ANE
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e a regido de aumento de temperatura registada na imagem termografica ndo era delimitada a

regido etmoidal.

Os dados revelam que o método A, termografia, possui alta sensibilidade e uma boa
especificidade. Quando o método C é negativo, o método A também tende a ser negativo na
maioria dos casos, embora existam alguns falsos positivos por esclarecer. Quando a
histopatologia é positiva, o método A corresponde em 100% dos casos, sem falsos negativos. O
valor de p inferior a 0.001 indica uma diferenga estatisticamente significativa entre os métodos,
destacando a confiabilidade do método A como ferramenta diagnéstica precoce no diagnéstico
de ANE.

Tendo em consideragdo que a simples percentagem de concordancia calcula apenas a
proporgao de vezes que os métodos concordam (método A - termografia e método C-
histopatologia — “gold standard”), foi aplicado o coeficiente Kappa que leva em consideragao a

concordancia que poderia ocorrer ao acaso.

Conforme apresentado na Tabela 5, a medida de concordancia Kappa é de 0,580, com uma

significancia inferior a 0.001.

O valor Kappa de 0,580 sugere que a concordancia observada é moderada, considerando a
concordancia que seria esperada ao acaso. A significancia aproximada inferior a 0,001 indica
que esta concordancia é estatisticamente significativa, rejeitando a hipétese nula de que nio ha
concordancia entre os métodos. Além disso, o nimero de casos validos utilizados na analise foi

de 41, reforcando a robustez dos resultados.

Tabela 5- Medida de concordancia entre o método A e o método C.

Medidas Simétricas

(Método A - Termografia) e (Método C- Histopatelogia)

Significancia
Valor Aproximada
Medida de concorddncia Kappa 0,580 0,000
N° de Casos Validos 41

(p= Teste kappa de Cohen)

Na tabela 6 estdo representados os dados resultantes do cruzamento entre o método B e o

método C utilizando o teste qui-quadrado para avaliar o objetivo especifico 2.
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Tabela 6- Cruzamento do método B e do método C.

Método B (RT-PCR)

Negativo  Positivo Total P

Histopatologia - Gold Standart Negativo N 17 9 26
% Histopatologia B65,4% 34 6% 100,0%
% (Método B) 94,4% 39,1% 63,4%
Positivo N 1 14 15
% Histopatologia 6,7% 93,3% 100,0%
% (Método B) 5,6% 60,9% 36,6%
Total N 18 23 41
% Histopatologia 43,9% 56,1% 100,0%

% (Método B) 100,0% 100,0% 100,0% 0,000

(p= Teste Qui-Quadrado)

Para os casos em que o método C foi negativo (26 casos, 63,4%), a maioria (17 casos, 65,4%)
também foram negativos para o0 método B (RT-PCR RNA), representando 94,4% dos casos
negativos pelo método B. Isto sugere que o método B tem uma boa especificidade (65,4%) o
mesmo valor que o método A, uma vez que a maioria dos resultados negativos pelo método B
coincidiram com os resultados negativos da histopatologia. No entanto, entre os 26 casos
negativos pela histopatologia, 9 casos (34,6%) foram positivos pelo método B, indicando a
presenga de falsos positivos. Nesta situagdo estes resultados ndo sao lineares visto que se trata

de animais ndo doentes, pois ndo apresentavam ainda lesdes, porém encontravam-se infetados.

Para os casos em que a histopatologia foi positiva (15 casos, 36,6%), a maioria (14 casos, 93,3%)
também foram positivos pelo método de identificagcéo viral por RT-PCR, representando 60,9%
dos casos positivos por este método. Estes dados revelam a elevada sensibilidade (93,3%), que
o método B apresenta, pois foi capaz de detetar a maioria dos casos positivos identificados pela
histopatologia. No entanto, houve 1 caso (6,7%) negativo pelo método B, indicando a presenga
de falsos negativos onde cremos que a amostra tenha sido mal recolhida ou conservada e por

esse motivo ndo foi possivel detetar a presenga do virus.

Os dados revelam que o método B (RT-PCR) possui boa especificidade e sensibilidade. Quando
histopatologia é negativa, o método B também tende a ser negativo na maioria dos casos.
Quando a histopatologia é positiva, 0 método B corresponde a uma alta proporgédo de casos,
com apensas um falso negativo. O valor de p inferior a 0,001 indica uma diferenca
estatisticamente significativa entre os métodos, destacando a confiabilidade do método B como

ferramenta diagnéstica complementar a histopatologia.

Conforme apresentado na Tabela 7 a medida de concordancia Kappa para este cruzamento é
de 0,528, sugerindo que a concordancia observada € moderada entre a histopatologia e a
pesquisa viral por RT-PCR. A significancia inferior a 0.0001 indica que esta concordancia é
estatisticamente significativa, rejeitando a hipétese nula de que ndo ha concordéancia entre os

métodos

51



Tabela 7- Medida de concordancia entre o método B e o método C.

Medidas Simétricas
(Método B-RT-PCR RNA) e (Histopatologia - Gold Standart)

Significancia
Valor Aproximada
Medida de concordancia Kappa 0,528 0,000

N° de Casos Validos 41

(p= Teste kappa de Cohen)

Para avaliar o ultimo objetivo especifico, analisou-se, os casos em que estdvamos na presenca
de animais com imagens termograficas positivas e resultado da histopatologia negativa com o
intuito de avaliar se seriam animais falsos positivos, observando ou néo, a presenca de sinais

clinicos bem como da regido do ponto de temperatura mais elevada na imagem termografica.

Para os casos em que a histopatologia foi negativa (9 casos, 37,5%), a maioria (6 casos, 66,7%)
foram positivos pelo método A, mesmo sem os animais apresentarem sinais clinicos e em todos
foi identificado o virus pelo método do RT-PCR, comprovando, desta forma que os animais
estavam infetados, numa fase inicial onde possivelmente ja tinham alguma inflamacgao nasal que
aumenta a temperatura local e esta é detetada pela termografia, mesmo sem ainda apresentar
sinais clinicos sugestivos, e sem desenvolver lesbes, pelo que nio seria possivel detetar pela

histopatologia e provando que a termografia conseguia bons resultados na detecao precoce.

Contudo, em 3 casos (33,3%) estes foram positivos as imagens termograficas, o virus foi
identificado pelo método RT-PCR, e os animais apresentavam sinais clinicos evidentes, porém
nao apresentavam lesdes observadas por histopatologia. Segundo o patologista que analisou as
amostras, todos apresentavam pdlipos, lesdes frequentes na presenca deste tumor, sugerindo
assim que a amostra podera ter sido mal recolhida, impossibilitando a fiabilidade desta analise
nestes 3 casos. E muito importante a correta recolha de tecido nasal para identificagdo de lesdes
quando estas ndo sdo macroscopicas, este deve ser recolhido da regiao mais caudal da cavidade

nasal e ndo cranial onde muitas vezes se encontram polipos.

e Partell

Para avaliar o objetivo da segunda parte do estudo foram realizados exames fisicos semanais

aos amimais, comparando os seus resultados com as imagens termograficas dos mesmos.

Os sinais clinicos mais relevantes do exame fisico e aqueles em que se observou alteragoes
com maior frequéncia estdo resumidos nas tabelas 8 e 9, correspondendo aos animais 5152 e

5153 respetivamente.
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v Animal 5152

Tabela 8- Quadro resumo dos exames fisicos com foco no trato respiratério do animal 5152.

Data
Exploragéo Clinica
10/01 17/01 24/01 31/01 | 07/02 21/02 29/02 07/03 14/03 19/03 | 21/03 9/05
Unilateral
Bilateral X X X X X X X X X X X X
Secrecao
nasal
Serosa X X X X X X X X X X X X
Mucosa X X X X X X X
Expiratéria
Dispneia
Inspiratéria X X X X X X X X X
o R
Sons do trato respiratério R R R R R R
superior
x ; Es Es Es Es Es Es Esq
Deformagcéo cranial q q q q q q
Seca X X X X
Tosse
Produtiva
Né&o foi
Sons respiratérios Sibilios possivel
ausculta
r
Absces Golpe Necropsia
Observagdes 0 de
subsol

ar

calor

A cabra 5152, no momento de rececdo no SCRUM apresentava sinais clinicos ligeiros, secregcéo

nasal bilateral serosa. As suas imagens termograficas revelavam um ponto de temperatura mais

elevado, com coloracdo amarela na regido etmoidal esquerda (Figura 33). Ao fim de trés

semanas estes sinais clinicos passaram a moderados, observando-se dispneia inspiratéria e as

termografias realizadas encontravam-se com alteragdes passando o ponto anteriormente

detetado a surgir com coloragédo vermelha compativel com maior aumento de temperatura na

regido resultado de uma inflamagao mais evidente.
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Figura 33-Termografia da cabra 5152 realizada no dia 10-01-2024 (Fotografia original).

Completando as 5 semanas da realizacdo destes exames fisicos, no dia 21 de fevereiro era
possivel a auscultacéo de roncos audiveis sem estetoscépio, uma dispneia inspiratéria agravada,
secregdo nasal mucosa e deformacao cranial do lado esquerdo. Na imagem termografica era
possivel observar o ponto onde a temperatura se encontrava superior, cada vez mais extenso e

evidente, com coloragéo vermelha e branca (Figura 34) do lado esquerdo da cavidade.

Figura 34-Termografia da cabra 5152 realizada no dia 21-02-2024 (Fotografia original).

Ao longo destas semanas, foi entdo possivel compreender que havia concordancia entre as
alteragdes das imagens termograficas com o agravamento dos sinais clinicos apresentados pelo

animal.

O animal foi sacrificado no dia 9 de maio onde, em necropsia, foi verificada a presenca de lesao
macroscopica compativel com ANE (Figura 35) e confirmada posteriormente por analise
histopatolégica (Figura 36).
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Figura 35-Les&o observada em necropsia compativel com ANE na cabra 5152 (SCRUM).

Figura 36-Observagéao histopatoldgica de ANE na cabra 5152 onde sao observadas células formando
acinos caracteristicos desta neoplasia (SCRUM).

v Animal 5153

A cabra 5153 n&o apresentava sinais clinicos no momento da chegada ao SCRUM e foi recebida
com o intuito de estudar a evolugéo da doenga caso esta fosse transmitida por estar na presenga
de outro animal com suspeita de ANE, a cabra 5152. As primeiras imagens termograficas nao

apresentavam qualquer suspeita de lesao (Figura 37), eram imagens compativeis com um animal
saudavel.

v

Figura 37-Termografia da cabra 5153 realizada no dia 10-01-2024 compativel com um animal saudavel
(Fotografia original).
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Ao longo do tempo foram surgindo sinais clinicos ligeiros (Tabela 9) como secreg&o nasal serosa

unilateral direita, e uma tosse seca registada apenas em duas semanas que foram coincidentes

também alteragdes termograficas.

Tabela 9. Quadro resumo dos exames fisicos com foco no trato respiratério do animal 5153.

Data
Exploracéo Clinica 10/01 | 17/01 | 24/01 31/01 07/02 21/02 29/02 | 07/03 | 14/03 | 21/03 9/05
Unilateral X (Direito) X X X X
Bilateral X X X
Secrecgéo nasal
Serosa X X X X X X
Mucosa X X X
Expiratéria
Dispneia
Inspiratoria
Sons respiratérios
Deformagéo craneal
Seca X X
Tosse
Productiva
Sons respiratérios
Mamite (teto Necrépsia
Observacdes esquerdo) TC

A 31 de janeiro surge um ponto de temperatura mais elevado (amarelo) na regido do etmoide e

a 7 de fevereiro a termografia volta a revelar um ponto de temperatura mais elevada na mesma

regido, porém desta vez com uma temperatura superior surgindo a coloragdo vermelha do lado
esquerdo do animal (Figura 38).
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Figura 38-Termografia da cabra 5153 realizada no dia 07-02-2024 (Fotografia original).

Até entdo nao tinha surgido qualquer alteracdo, o que fez suspeitar da presenca de lesdo nessa
mesma regiao. Surgiu a oportunidade no dia 21 de fevereiro de realizar uma TC (Figura 39), um
outro meio de diagndstico possivel de identificar lesdes de ANE ainda que de muito dificil acesso
a estes animais. Para a realizacdo deste exame realizou-se uma sedacdo combinada com
medetomidina na dose de 4 ug/Kg IM com buprenorfina na dose de 0,2mg/Kg IM. A indugéo
realizou-se com propofol via IV na dose de 1-2mg/Kg e a manutengédo da anestesia realizada
com isoflurano 2-3%. Foi também aplicado contraste via endovenosa para melhor visualizagdo

das estruturas na dose de 2ml/Kg.

Este método diagndstico ndo revelou a presenga de qualquer lesdo, apenas a presenga de um

pouco de muco na cavidade nasal direita do animal.

Figura 39-TC realizada a cabra 5153 para pesquisa de lesdes de ANE (Fotografia original).

No dia 14 de margo a secregao nasal passa a bilateral e com a sua consisténcia mucosa, como

permanecia a suspeita de que o animal poderia estar infetado com ANE foi realizada uma recolha
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de amostra de corrimento nasal de ambas as narinas e enviado ao laboratério para pesquisa
viral por RT-PCR, cujo resultado foi positivo e encontra-se no anexo 4. O animal foi eutanasiado
a 9 de maio, foi observada a sua cavidade nasal e recolha de amostra de tecido da regido

etmoidal da cavidade nasal.

Em necropsia nao foram observadas quaisquer lesées macroscopicas compativeis com ANE
(Figura 40) apenas a presenca de larvas de Oestrus ovis uma das doencgas correspondentes ao

diagndstico diferencial de ANE.

Figura 40-Auséncia de lesdes macroscopicas compativeis com ANE na cavidade nasal da cabra 5153
(SCRUM).

6. Discussao

Na primeira parte do estudo os resultados indicam que tanto o método A (Termografia) quanto o
método B (RT-PCR) sao ferramentas diagnosticas complementares eficazes na detecao de ANE,
apresentando uma boa concordancia com a analise histopatolégica, considerada o método “gold

standard”.

A pesquisa viral por PCR de DNA que necessita de células tumorais para identificar o virus é o
método atualmente utilizado para diagndstico precoce de ENTV-2, e foi por isso realizado ao
primeiro grupo de animais (n=23) desta amostra, porém assim que foram obtidos os primeiros
resultados entendeu-se que esta técnica nao seria a mais indicada. Concluiu-se que em lesdes
tumorais de pequenas dimensdes nao seria possivel alcanga-las com zaragatoa, ndo obtendo
desta forma células tumorais e conduzindo a falsos negativos. A movimentagédo da cabeca que
0s animais realizam no momento de introducdo da zaragatoa impede, muitas vezes alcangar a

regido mais caudal da cavidade nasal, regido onde se inicia o desenvolvimento da neoplasia.

58



Deste modo realizamos pesquisa de virus livre na secregdo nasal através do método de RT-PCR

que foi realizado ao total de animais em estudo.

O método A apresentou uma boa sensibilidade (100%), pois conseguiu detetar a maioria dos
casos positivos identificados pela histopatologia, embora tenha apresentado alguns falsos
negativos. Situagbes destas, ocorrem quando ndo ha desenvolvimento de lesdes, ou estas
apresentam um tamanho muito reduzido e por este motivo ndo ha inflamagao associada, nao
ocorrendo um aumento de temperatura e nao sendo, por isso, detetadas alteragbes na imagem

termografica.

A especificidade apresentada por este método foi elevada (65,4%), identificando corretamente a
maioria dos casos negativos conforme a histopatologia. E um método com custos reduzidos, de
facil aplicagao, que nao exige muita logistica, no entanto a sua interpretacéo deve ser cuidadosa,
motivo pelo qual houve alguns falsos positivos. Este método pode detetar aumentos de
temperatura que nao sejam responsaveis pelo crescimento tumoral mas sim por outras doengas
que fazem parte do diagnoéstico diferencial de ANE ou até mesmo resultantes de trauma. Por
este motivo, a interpretagdo da termografia deve ter em conta a presenga ou nao de sinais
clinicos do animal, a localizagao do ponto de temperatura mais elevado, que surge na imagem
bem como fatores externos que possam inviabilizar a utilizagdo deste método como a exposigéo
solar direta. O valor preditivo positivo deste método foi de 62,5% e o valor preditivo negativo de
100%.

A camara termografica tem um custo variavel entre os 600€ e 3000€ sendo o modelo utilizado
neste estudo com um valor de cerca de 2000€, este valor é diluido pelo nimero de animais a
realizar as imagens termograficas, e no presente estudo considerando os cerca de 800 animais
na exploragéo rondaria os 2,5€ por animal, ndo esquecendo que € um equipamento que tem
apenas um investimento inicial, apesar das necessarias calibragdes, e que podera ser utilizado
ao longo de varios anos em diferentes animais. Porém apesar do seu baixo custo, necessita de

mais estudos para detalhar bem as variaveis da sua interpretagao.

Em suma, o método A, apesar de necessitar de uma interpretacdo rigorosa € um 6timo método

para ser utilizado na detegéo precoce de ANE, econdmico e facil de utilizar.

O método B, RT-PCR RNA, também apresentou boa especificidade (65,4%), com a maioria dos
resultados negativos coincidindo com os resultados da histopatologia. Quanto a sensibilidade
apesar de apresentar bons resultados (93,3%) detetando a maioria dos casos positivos conforme
a analise histopatoldgica, estes sao inferiores quando comparados com o valor de sensibilidade
do método A (100%). Ainda assim os dados indicam que o método B é uma ferramenta confiavel
na detecdo do virus associado a etiologia de ANE, porém, como qualquer método diagndstico,
nao € isento de limitagcdes e por este motivo apresentou alguns falsos positivos e também alguns

falsos negativos.
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O valor preditivo positivo deste método foi de 60,9% e o valor preditivo negativo de 94,4%.
Apesar de ser um método que numa fase mais inicial possa ter alguma vantagem perante o
método A, a sua exigéncia técnica, logistica e de maneio, principalmente em grandes efetivos,
bem como o custo dispendioso a ele associado, cerca de 12€ por animal, gera grandes

dificuldades de execugao.

Ambos os métodos demonstraram uma concordancia estatisticamente significativa com a
histopatologia, que apesar de ser considerado o método “gold strandard” apresenta como
desvantagem o facto de ser apenas utilizado apds o sacrificio dos animais. Este trabalho torna-
se entao, cientificamente relevante pois sdo necessarios estudos a fim de encontrar um método

ante-mortem que possa ser utilizado para auxilio da detegao precoce desta neoplasia.

Estes resultados sugerem que ambos os métodos sao validos e Uteis na pratica clinica. A analise
estatistica, incluindo o coeficiente Kappa, revelou uma concordancia moderada entre os métodos
de diagnéstico em estudo e a histopatologia, reforcando a robustez dos resultados e a sua

aplicabilidade na identificagdo de tumores.

Quanto a segunda parte do estudo, os resultados demonstraram que as alteragbes das imagens

termograficas acompanham as alteracdes visiveis nos sinais clinicos.

A cabra 5152 apresentou alteragdes termograficas concordantes com as alteragdes nos seus
sinais clinicos. Numa fase inicial, com sinais clinicos considerados ligeiros, apresentava
secrecdo nasal serosa bilateral e a sua termografia revelava um ponto de temperatura mais
elevado com coloragdo amarela. A medida que estes sinais se tornavam mais evidentes,
apresentando dispneia, alteragbes na consisténcia da secregao nasal e roncos audiveis sem
estetoscopio as suas termografias ja revelavam temperaturas mais elevadas surgindo coloragdes
vermelhas e brancas na regido mais caudal da cavidade nasal, regido correspondente a zona

etmoidal onde surge esta neoplasia.

Apesar de nao ter sido contabilizada a quantidade de corrimento nasal libertado com o passar

dos dias, era visivelmente mais abundante e a dispneia cada vez mais severa.

Estas alteragdes comprovaram que a termografia manifestou alteragdes concordantes com as
alteragdes observadas nos sinais clinicos e sugerindo a capacidade que este método tém de

expor estas alteragoes.

Quanto a cabra 5153 apesar de haver imagens termograficas que revelam alteragoes,
concordantes com os sinais clinicos, e do animal se encontrar infetado, confirmado por pesquisa
viral por RT-PCR, em necropsia o diagndstico de ANE nao pdde ser confirmado pois este animal
nao apresentava lesdes macroscoépicas da neoplasia. No momento da necropsia o diagndstico
confirmado foi de Oestrose ndo sendo possivel concluir a eficacia da termografia neste caso.
Consideramos que apesar do resultado da analise de PCR ser positiva a alteragdo da

temperatura detetada na termografia dever-se-ia a inflamagao causada pela irritagdo nasal na
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presencga das larvas e nao resultante de alguma inflamacgao tecidual resultante do crescimento

tumoral.

Em sintese, os dados sugerem que a termografia e a pesquisa viral por RT-PCR sao ferramentas
valiosas para a detecdo desta neoplasia, oferecendo uma boa combinagéo de especificidade e

sensibilidade, sendo o0 método A o que apresenta sensibilidade superior.

Serao necessarios mais estudos para uma correta utilizagdo da termografia como Unico método
ante-mortem a ser utilizado para este diagndstico. Por enquanto, a analise estatistica sublinha a
importancia da utilizagdo conjunta do método A e B para que se possa melhorar a precisao
diagndstica, proporcionando uma abordagem mais abrangente e confiavel para a detecédo e
monitorizagdo de ANE. Este diagndstico combinado apresenta um custo mais elevado do que

utilizando apenas a termografia, porém, possivelmente compensara sempre o valor do animal.

7. Conclusao

A termografia, € um método de diagnéstico ndo invasivo, inovador, econémico, e de facil
utilizagédo, que apresenta multiplos beneficios e utilidades, que permitem contribuir para uma

melhor avaliagao clinica dos animais sem |Ihes provocar stress.

Uma das vantagens da utilizagdo de imagens termograficas € o auxilio na percegéo e localizagédo
de lesbes teciduais, evidenciando o comprometimento dos mesmos. Na reagéo inflamatdria o
calor € um dos sinais que indicam a presenga deste processo, que surge mesmo antes dos sinais
clinicos mais comuns e é este aumento de temperatura que é detetado com a cémara
termografica. Contudo é de salientar, que por este motivo, a maior desvantagem sao os diversos
fatores que podem conduzir a alteragéo de temperatura influenciando o resultado deste método

como a exposigao solar direta, a espessura da pele, entre outros.

Esta dissertacdo permitiu recolher informacao sobre a utilizacdo da termografia na tentativa de
avaliar a sua eficacia e fiabilidade e, com base no estudo realizado, conclui-se que a utilizagéao
de imagens termograficas para além de, ser um bom método de diagndstico de doengas do trato
respiratério superior de pequenos ruminantes, pode ser um bom método de diagndstico precoce
de ANE quando correlacionado com a sintomatologia apresentada. Contudo sdo necessarios

mais estudos utilizando este método para padronizar a sua interpretagéo e torna-la mais rigorosa.

O presente trabalho apresentou como principal limitagdo a escassez de bibliografia e estudos

prévios sobre o tema.

Considerando o conceito, tdo atualmente abordado de “One Health” é crucial, visto tratar-se de

um virus do trato respiratério com transmissao por via direta, avaliar o seu potencial zoondético.
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Abordando as diversas possibilidades do uso da termografia como meio auxiliar no diagnéstico
na medicina veterinaria, acredita-se que o tema tenha potencial para serem realizados mais

estudos e pesquisas que culminardo em avangos positivos.

Resultados de futuros trabalhos nesta area poderédo ser comparados com os resultados obtidos
neste estudo, permitindo uma avaliagdo estatistica na evolugdo da utilizagdo do método no
diagndstico precoce desta neoplasia e deste modo minimizar as perdas econdmicas que esta

causa aos produtores de pequenos ruminantes.
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Anexo 2.

FICHA EXPLORACION CLINICA APARATO RESPIRATORIO

Fecha: N° oveja:
Condicién Corporal: Edad:
Temperaturs Frec.Resp. Frac. Card. Aplast traquesal

IR ) \ )%
——
w _/

- SRR e
1ZQUIERDO DERECHO
EXPLORACION DE VIAS ALTAS:
* Secrecion nasal: * Sonidos de vias altas
o Unilsteral o bilateral * Disnea inspiratoria
o Mucosa, seross, purulents, » Estornudos
hemorrégica » Deformacién craneal
EXPLORACION DE VIAS BAJAS:
* Tos * Proceso locslizado:
o Positiva o negativa o Unilsteral o bilatersl
o Productiva o seca o Cranesl, dorsal o caudsl
o Malaliente * Dibujar en pulmén la presunts
* Disnesa espiratoria o mixta localizacion
* Prueba carretilla: POS /NEG * Sonidos respiratorios
* Proceso locslizado o difuso o Estertores
o Ronguidos
o Sibilanciss

o Roce pleursl

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL:

DIAGNOSTICO PRESUNTIVO:
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Anexo 3.

10/01

24/01

13/03
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21/02

07/03

20/03
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Anexo 4.

ENOPOI

Analitica n®: M224820

Recepcion Q2052024 Infarma 03052024
Referencia Cabra 5153 Especie Caprino
Enviado por Aurgra Oriin - Palclogla Animal, Fac. Veterinana Categoria Desconocido
REGA Edad Aduitos
Origen Proceso Respiratano
Solicitada por Patologla Aremel. Fac. Veterinana Muestras 2 Hisopos
IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS
REFERENCIA ExoroL TiPO DE MUESTRA IDENTIFICACION
1. His1 Hisopo 5153 izguierda
2. His2 Hisopo 5153 derecha
3. Pool His1-2 Pool
ReaL Time PCR
DETERMINACIONES MuesTRAS
Pool His1-2
Tumor nasal enzodtico (TNE) Positivo(Cg 37)

Mola: deteccidn mediante EXCone gPCR kits. Una muestra se considera positiva si iena un valor de Cg <38,

Mota: conservamos las muestras durante un periodo de 1 mes por si desea realizar estudios complementarios.

5i desea interpretacidn de los resultados obtenidos puede contactar con nuestro servicio técnico. En el
siguiente enlace encontrard el contacto del velerinario técnico-comercial de su zona, asi como los contactos de

los especialistas de especie: https:iwww.exopol.com/es/contacto/index.php.

Los resultados de este andlisis podran ser utilizados de forma andnima para |la elaboracidn de estadisticas,

investigaciones y publicaciones cientificas.

& Ninal de mes se faclurardn eslos
resillados a la direccidn y NIF siguienbes:

Precio dal diagndstico [provisonall
10,5 € + VA

Haospital Clinico Veterinario Zaragoza HCVUZ
CJ Miguel Servet 177

50013 Zaragoza

Espafia

NIF:Q5018001G

T fwrTarD oo por

du Frmgon. Flasokorion Sl 23540 8,
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Anexo 5.

Facultad de Veterinaria

I’ UNIVERSIDADE Universidad Zaragoza

DE EVORA

Formulario de consentimento informado

No ambito do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria da Universidade de
Evora, serd realizado um estudo que vida avaliar os métodos de diagndstico

precoce para o diagnostico de Adenocarcinoma Nasal Enzodtico.

Para este efeito, serao recolhidos e partilhados dados da exploragao “"Quesos Cati”

na regiao de Castellon, Espanha bem como alguns dados dos seus animais.

Com base nas informagoes fornecidas, eu Javier Balado Albiol, portador do cartao
de cidadao n® 18953881H, pessoa responsavel pela exploragao com a marca n®
ES120140000041, aceito de livre vontade, participar no estudo * Estudo
comparativo de métodos para o diagnostico de adenocarcinoma nasal enzootico
em cabras” para efeitos de Dissertagao de Mestrado, realizado pela aluna Ana
Isabel de Oliveira Neves, 41673.

Compreendi a explicagao que foi dada, tendo autorizado a aluna que utilizasse e
partilhasse os dados fornecidos.

Por ser verdade o que esta acima referido, dato e assino o presente formulario,

Ares del Maestre (Castellén) a 8 de agosto de 2024
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