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Resumo 

 

O granuloma leproide canino (GLC) é uma doença micobacteriana incomum que cursa com 

lesão nodular, cutânea ou subcutânea, tipicamente auto limitante, decorrente de infecção por 

Mycobacterium, com patogenia ainda não bem elucidada e mais relatada em países de clima 

tropical. É uma enfermidade de ocorrência incomum. Trata-se da mais comum 

micobacteriose em caninos na Austrália, e, provavelmente, subdiagnóstica em outros países. 

O objetivo deste trabalho é caracterizar as alterações microscópicas e epidemiológicas de 

casos de GLC. Além disso, utilizar exames complementares para demonstração do 

Mycobacterium sp. na lesão analisada utilizando coloração de Ziehl-Neelsen, imuno-

histoquímica e PCR para classificação e sequenciamento da espécie de Mycobacterium 

circulantes na região. Foram analisados 27 casos de granuloma leproide canino, entre os anos 

2005 e 2014 diagnosticados no Setor de Patologia Veterinária da Universidade Federal do 

Rio Grande do Sul, desses, 21 foram exames histológicos e sete citológicos A raça mais 

acometida foi Boxer (33,3%), seguida da raça Teckel (11,1%), foi frequente o acometimento 

de caninos de grande porte (64%) e de pelame curto (96%). Não foi possível estabelecer 

qualquer padrão de sazonalidade do GLC. As lesões se localizaram anatomicamente no 

pavilhão auricular na maioria dos casos (93%), constituindo-se de nódulos únicos ou 

múltiplos, ulcerados ou não. Em nenhum dos casos foi observado acometimento sistêmico. 

Lesões histológicas seguiram três padrões que variam de nodulares a difusos, com infiltrado 

granulomatoso/piogranulomatoso com envolvimento de derme superficial e profunda. 

Diagnóstico definitivo foi realizado através da observação de bacilos pela coloração de Ziehl-

Neelsen, demonstrou grande variação na quantidade de bacilos nas lesões, não estando 

correlacionado estatisticamente ao tipo da lesão nem ao período evolutivo. A imuno-

histoquímica foi eficaz em 90% dos casos, e em alguns casos facilitou a identificação de 

bacilos, porém em dois casos ocorreram resultados negativos mesmo havendo marcação pela 

coloração de Ziehl-Neelsen. Através da técnica de PCR, 33% dos casos foram positivos, duas 

sequencias inespecíficas, e demonstrou-se que Mycobacterium murphy foi responsável por 2 

casos de GLC e Mycobacterium hodleri em um caso. 

 

 

 

  



 

 

  

Abstract 

 

The canine leproid granuloma (CLG) is cutaneous diseases caused by mycobacteria that 

course with nodular cutaneous or subcutaneous lesion, typically self-limiting, due to 

Mycobacterium infection, and pathogenesis has not been elucidated. It’s an unusual 

occurrence of disease, with more reported in tropical countries. Is the most common 

mycobacterial disease of dogs in Australia , and, probaly, underdiagnosed in most regions of 

Brazil and the world. The objective of the presente study is describe the epidemiological and 

histopathological finds of  CLG. Furthermore, use additional tests for demonstration of 

Mycobacterium sp. in the lesion analyzed using Ziehl-Neelsen, immunohistochemical and 

polymerase chain reaction for classification and genetic sequencing of Mycobacterium 

species circulating in the region. Were analyzed 27 cases of CLG diagnosed in Setor de 

Patologia Veterinária of the UFRGS, between 2005 and 2014, 21 were histological 

examination and seven cytological examination. Boxer dogs were the breed most affected 

(33,3%), then the dachshund breed (11,1%) affected mainly large size (64%) and short-

coated  (96%). There was no evidence predilection for occurrence in any time of year. The 

lesions were localized, in most cases, on the pinna (93%), coprise one or multiple nodules, 

ulcerated or not. None of the cases was observed systemic involvement. Histopathological 

finds inclued three patterns of nodular to diffuse, with inflamatory infiltration 

granulomatous/pyogranulomatous involved dermis superficial and deep. Definitive 

diagnosis was made by the presence of acid-fast bacilli by Ziehl-Neelsen stain, showing great 

variation in the number of bacilli in the lesions, not being statistically correlated to the type 

of injury or the evolutionary period. Immunohistochemistry was effective, and in some cases 

facilitated the identification of bacilli, but in two cases were negative even with marking by 

Ziehl-Neelsen staining. The PCR technique was positive em 33,3% of cases, has shown that 

Mycobacterium murphy was responsible for two cases of GLC and Mycobacterium hodleri 

by a one case. 
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1. INTRODUÇÃO 

 A pele não é apenas o maior órgão do corpo, mas também um dos mais importantes, 

responsável por diversas funções como proteção contra agentes externos, regular a 

temperatura corporal e sensorial. Em muitas clínicas e hospitais veterinários de pequenos 

animais a dermatologia é a especialidade responsável pela maior casuística (ALPO 

VETERINARY PANEL, 1985; SCOTT et al. 2001; SOUZA et al., 2009), consequentemente 

as biópsias cutâneas vem crescendo em número e diagnósticos.  

   Diversas enfermidades acometem a pele e essas podem ser de origem neoplásica ou 

não neoplásica. Um diagnóstico mais preciso se faz necessário uma vez que o tratamento e 

prognóstico difere enormemente entre as doenças. Exames complementares, associados a 

biópsias e citologias, são importantes ferramentas diagnósticas, e são capazes de evidenciar 

agentes, diferenciar estruturas e auxiliar no diagnóstico definitivo (CONCEIÇÃO et al., 

2004). 

Algumas enfermidades dermatológicas, ainda não estão completamente esclarecidas, 

entre elas, o granuloma leproide canino (GREENE; GUNN-MOORE, 2006). A patogenia 

não está bem elucidada, e existe várias hipóteses. É uma enfermidade de ocorrência 

incomum, sendo mais relatada em países de clima tropical. Trata-se da mais comum 

micobacteriose em caninos na Austrália, e, provavelmente, subdiagnóstica na maioria das 

regiões do Brasil e do mundo (GROSS et al., 2009).  

O objetivo deste trabalho é caracterizar lesões histopatológicas e realizar análise 

epidemiológicas de casos de granuloma leproide canino diagnosticados no Setor de Patologia 

Veterinária da UFRGS. Além disso, utilizar exames complementares para demonstração do 

Mycobacterium sp. na lesão, através de coloração de Ziehl-Neelsen, exame de imuno-
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histoquímica e exame de PCR nas amostras para identificação das espécies de 

Mycobacterium. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Resposta Inflamatória da Pele 

O tegumento é composto pela derme, epiderme, folículos pilosos, glândulas anexas e 

tecido subcutâneo. A pele promove a proteção contra injúria física, química e microbiológica, 

e seus componentes sensoriais percebem calor, frio, dor, prurido, toque e pressão (GINN; 

MANSELL; RAKICH, 1993; WERNER, 2002). 

Na análise das dermatopatias se deve avaliar os tipos celulares presentes e seu padrão 

de distribuição. As dermatites em padrão nodular e/ou difuso são facilmente reconhecidas na 

histologia, pois a derme é obliterada pelo infiltrado inflamatório no qual os leucócitos 

formam nódulos ou faixas difusas. Dermatites nodulares e difusas são caracterizadas pelo 

tipo celular presente. A causa das lesões pode ser infecciosa, não-infecciosa ou idiopática 

(SANTORO; PRISCO; CIARAMELLA, 2008). Os neutrófilos predominam em abscessos 

dérmicos causados por agente infecciosos (bactérias, fungos, protozoários), os histiócitos 

ocorrem em lesões granulomatosas tipicamente crônicas (WERNER, 2002). 

Dermatites nodulares e difusas estão associadas com tipos anormais de células. 

Macrófagos epitelioides são observados e se tratam de histiócitos com o núcleo vesicular 

alongado ou oval, e citoplasma abundante, eosinofílico e finamente granular. Células 

gigantes multinucleadas são variantes de histiócitos que assumem três formas: Langhans 

(núcleos formam um círculo ou semi-círculo na periferia da célula), tipo corpo estranho 

(núcleos estão espalhados pela célula) e Touton (núcleos, arranjados em torno de um 

citoplasma central eosinofílico); nenhuma destas células apresenta alta especificidade 

(GINN; MANSELL; RAKICH, 1993). 
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Um estudo realizado na cidade de Curitiba (WERNER, 2002), sobre doenças 

inflamatórias de pele em cães, constatou que 12% do total das afecções de pele 

correspondiam à dermatite nodular e/ou difusa, e dessas 86,5% foram inespecíficas. Este 

estudo evidenciou significativa casuística de enfermidades que cursam com esse padrão de 

lesão e a necessidade de mais estudos sobre etiologias que desencadeiem estas alterações 

histopatológicas. 

 

2.2 Gênero Mycobacterium 

O gênero Mycobacterium é considerado um intermédiário taxonômico entre as 

eubactérias e os actinomicetos, pertencendo à ordem Actinomycetales, dentro da família 

Mycobacteriaceae. O gênero compreende cerca de 90 espécies, a grande maioria sendo 

saprófita do ambiente (DUCATI; BASSO; SANTOS, 2008). A designação Mycobacterium 

(fungo-bactéria) está relacionada à natureza hidrofóbica da parede celular, rica em lipídeos, 

que lhe confere tendência de crescimento similar a uma fina camada de bolor na superfície 

de meios líquidos (CHARLES et al., 1999). 

 Até 1873, não se acreditava que as micobactérias causassem doença ao homem, até 

que a primeira micobactéria foi identificada por Hansen, denominada Mycobacterium leprae, 

causadora da lepra humana, posteriormente nomeada como hanseníase. Já em 1882, Koch 

descreveu M. tuberculosis, como o agente causador da tuberculose humana (SAMPAIO; 

RIVITI, 2008). A partir de então, o próprio Koch descreveu outras micobactérias, que não 

M. leprae e nem M. tuberculosis, e as classificou inicialmente como micobacterioses atípicas. 

Ao longo do tempo esta denominação sofreu alterações, e foi conhecida como micobactérias 

ambientais, micobactérias oportunistas, micobactérias outras que não tuberculose (sigla em 
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inglês MOTT “mycobateria other than tuberculosis”) e mais recentemente como 

micobactérias não tuberculosas (KATOCH, 2004). 

As micobactérias são bacilos, considerados fracamente gram positivos, não produzem 

esporos nem toxinas e não apresentam cápsula. São micro-organismos intracelulares, que se 

proliferam no interior de macrófagos. A velocidade de crescimento difere entre as espécies 

do gênero, e podem apresentar crescimento lento, moderado ou rápido (QUINN et al., 2005). 

Existe também uma variação na temperatura ótima de crescimento. As espécies que causam 

infecções cutâneas têm sua temperatura de crescimento inferior à 37°C, uma vez que a 

temperatura da pele é inferior a do restante do organismo (DUCATI; BASSO; SANTOS, 

2008). 

Outra característica que as difere é a de bacilos álcool ácido resistentes, devido a 

capacidade de reter a fucsina básica na parede, mesmo na presença de ácido e álcool. A 

parede celular tem características singulares, 60% é composta por lipídeos de ácidos graxos 

de cadeia longa incomuns, denominados ácidos micólicos. Esta parede singular, além de lhe 

conferir as características tintoriais, permite que o micro-organismo sobreviva no interior dos 

macrófagos (DUCATI, BASSO, SANTOS, 2008).  

As infecções por Mycobacterium podem ser decorrentes de patógenos obrigatórios, 

que necessitam de um hospedeiro vertebrado para se multiplicar ou por um saprófita do 

ambiente, que ocasionalmente causam infecções. De uma forma geral a tuberculose é causada 

por Mycobacterium tuberculosis e por Mycobacterium bovis, as demais infecções são 

denominadas micobacterioses (HARGIS; GINN, 2009).   

A classificação das micobactérias pode ser realizada com base em diversas 

características morfológicas, bioquímicas e fisiológicas, e enriquecida por fatores antigênicos 

e informações genômicas (CASTRO, 2012). A classificação mais tradicional utiliza a 
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velocidade de crescimento e pigmentação. O crescimento pode ser classificado como lento, 

quando demora mais de sete dias, ou rápido, quando ocorre em período de até sete dias. A 

combinação da velocidade de crescimento com a pigmentação das colônias permite 

classificar as micobactérias em quatro grupos, segundo Runyon (1959 apud GREENE, 2006, 

p.463): 

Grupo I- Fotocromogênicas possuem crescimento lento; produzem pigmento 

amarelo, quando exposto à luz, em 7 dias ou mais. Exemplos: M. ulcerans, M. marinum e M. 

kansasii. 

Grupo II- Escotocromogênicas possuem crescimento lento; produzem pigmento 

amarelo-alaranjado, no escuro. Exemplos: M. scrofulaceum e M. xenopi. 

Grupo III- Não cromogênicas e não fotocromogênicas possuem crescimento lento; e 

pouco ou nenhum pigmento. Exemplos: M. bovis, complexo M. avium 

Grupo IV- Pigmentação variável. Crescimento rápido em menos de uma semana a 25 

ou a 37º C. Exemplos: M. fortuitum, M. phlei e M. smegmatis. 

Há ainda uma forma de classificação bem aceita na medicina veterinária que 

caracteriza a velocidade de crescimento e a capacidade de causar e o tipo de lesão, se 

produzem tubérculo ou granuloma com ou sem disseminação. Micobactérias de crescimento 

lento que causam lesões tuberculosas compreendem M. tuberculosis, M. bovis, M. microti-

like e M. microti, já as não tuberbulosas são as pertencentes ao complexo M. avium. As de 

crescimento rápido é um grupo heterogêneo, também classificado como oportunistas ou 

micobacterioses atípicas. Incluída no grupo de difícil cultivo está a lepra felina e o granuloma 

leproide canino, que são causados por diversas micobactérias saprófitas, algumas não 

classificadas (GREENE, GUNN-MOORE, 2006; GUNN-MOORE; DEAN; SHAW, 2010;). 
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Micobacterioses cutâneas em pequenos animais envolvem quatro enfermidades, 

granuloma leproide canino, lepra felina, micobacterioses de rápido crescimento e tuberculose 

cutânea (LEMARIE,1999).  

Atualmente o sequenciamento genético tem corroborado e estendido as classificações 

taxonômicas das micobactérias. Técnicas moleculares tem se tornado mais úteis para elevar 

a acurácia dos diagnósticos, especialmente em enfermidades cujo agente é uma micobatéria 

não cultivável ou de difícil cultivo (HUGHES et al. 2000). 

 

2.3 Granuloma Leproide Canino 

  O granuloma leproide canino (GLC) é uma doença micobacteriana que cursa com 

lesão nodular, cutânea ou subcutânea, tipicamente auto limitante, decorrente de infecção pelo 

Mycobacterium ainda não cultivado, porém parcialmente sequenciado (HUGHES, 2000, 

MALIK. et. al, 2013;). Foi descrita pela primeira vez no Zimbabue, África, em 1973 

acometendo caninos da raça Boxer e  Bullmastiff (SMITH, 1973), na ocasião um canino foi 

necropsiado, porém nenhum envolvimento de órgãos ou linfonodos foi observado. 

Demais casos publicados desde então ocorreram na Austrália (MALIK et al., 1998), 

Brasil, Nova Zelândia (SMITS et al., 2012), Estados Unidos (FOLEY et al., 2002). e mais 

recentemente na Europa (DEDOLA et al., 2014). No Brasil casos já foram relatados no Rio 

Grande do Sul (TEIXEIRA et al., 2008), Pará (ALMEIDA et al., 2013), São Paulo (COSTA 

et al., 2007, CONCEIÇÃO et al., 2011), Distrito Federal (TABANEZ; ARRAIS, 2013), 

Minas Gerais (CONCEIÇÃO et al., 2011). 

Malik et al. (1998) sustentam o termo “síndrome” ao invés de “doença” para se referir 

ao GLC, uma vez que diversas espécies de micobactéria saprófitas têm a capacidade de 
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infectar os animais. O termo leproide surgiu devido à similaridade com a lepra felina, que 

cursa com nódulos únicos ou múltiplos, indolores e alópecicos, que podem ulcerar 

(MEDLEAU; HNILICA, 2009), além da característica da bactéria ser incultivável in vitro. 

Diferentemente da M. leprae, os agentes do GLC não acometem o sistema nervoso periférico, 

não é descrito alterações nem o agente nos caninos estudados (CONCEIÇÃO et al., 2011). 

 A lesão macroscópica é caracterizada por um ou vários nódulos confinados ao 

subcutâneo e à pele. As lesões variam de solitárias a numerosas. Os nódulos são firmes e 

indolores, e têm de 2 - 5 mm de diâmetro. Lesões maiores se apresentam alopécicas e 

ulceradas. A localização das lesões é mais prevalente na região dorsal das pinas, e menos 

comumente extremidades distais são afetadas, como membros torácicos. Não foi relatado 

nenhum envolvimento de linfonodos, órgãos ou sinais sistêmicos de infecção (LEMARIE, 

1999; GROOS et al. 2009). 

 Há uma forte propensão de acometimento de cães de pelame curto e da raça Boxer ou 

mestiços com Boxer que correspondem a metade dos cães acometidos na Austrália (MALIK 

et al., 1998). Staffordshire bull terriers, Foxhounds e Doberman pinchers também são 

comumente afetados. Caninos de pelame curto e muitos de porte avantajado estão sendo 

apontados como predispostos a infecção (CONCEIÇÃO et al., 2011; MALIK et al., 2013), 

porém nos Estados Unidos o Pastor Alemão com manto piloso longo, também foi acometido 

(FOLEY et al. 2002). A rota de inoculação ainda não está clara, mas acredita-se que picadas 

de mosquitos, moscas e outros artrópodes, além de traumas possam introduzir a micobactéria 

no animal (MALIK et al., 1998). A localização das lesões, o biótipo dos animais acometidos 

sugerem este mecanismo de transmissão, mas outras rotas, menos prováveis não podem ser 

excluídas (CONCEIÇÃO et al., 2011; MALIK et al., 2013) 



19 

 

  

 A suspeita diagnóstica se faz pela localização das lesões, o tipo lesional, ausência de 

alterações sistêmicas e o ambiente em que o animal reside. Porém exames complementares 

devem ser realizados para a confirmação do diagnóstico e estabelecimento de protocolo 

terapêutico (LARSSON; MARUYAMA, 2008).  

 Exames citológicos por aspirados de agulha fina são caracterizados por numerosos 

macrófagos, variável quantidade de linfócitos e plasmócitos e baixa quantidade de 

neutrófilos. É possível observar variável quantidade de imagens negativas de bacilos no 

interior de macrófagos e células gigantes multinucleadas, que podem ser corados com uma 

versão modificada da coloração de Ziehl-Neelsen. Enquanto alguns relatos afirmam que as 

estruturas são fáceis de encontrar, em alguns casos podem ser extremamente difíceis, sendo 

que exames negativos não excluem a possibilidade de GLC, e sim deve ser indicado a 

realização de exame histológico ou PCR (MALIK et al., 2013). 

 No exame histológico se observam lesões na derme e tecido subcutâneo que 

consistem em piogranulomas compostos por macrófagos epitelioides, células gigantes 

multinucleadas do tipo Langhans com esparsos neutrófilos; plasmócitos e linfócitos. O 

número e a morfologia dos bacilos álcool-ácidos resistentes (BAAR) em cortes de tecido 

corado pelo Ziehl-Neelsen é altamente variável. Os campos podem exigir uma extensa 

pesquisa, até mesmo por patologistas experientes, para localizar os focos em que os BAAR 

estão evidentes. Os organismos estão presentes em macrófagos, sob a forma de cachos 

compostos de bastões pleomórficos, e também filamentosos (LARSSON; MARUYAMA, 

2008; GROOS et al. 2009; MALIK et al., 2013). 

    Ainda se desconhece as características ideais para o crescimento in vitro das espécies 

de micobactérias causadoras do granuloma leproide caninos, permanecendo a bactéria 

incultivável em meios clássicos. Estudos de transmissão ainda não foram realizados 
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decorrente do insucesso de cultivo (GREENE; GUNN-MOORE, 2006; SANTORO; 

PRISCO; CIARAMELLA, 2008). Amostras mal coletadas podem ser contaminadas por 

bactérias de crescimento rápido. Outros micro-organismos podem ser isolados das lesões, 

como S. pseudintermedius, que representam a infecção secundária das lesões (MALIK et al., 

2013).  

 O micro-organismo incultivável se torna impossível de classificar pelos meios 

tradicionais da bacteriologia. Com o advento da biologia molecular o sequenciamento vem 

sendo realizado. É recomendada a amplificação e sequenciamento da região V2 e V3 do gene 

16s rRNA para classificação de micobactérias (HUGHES et al., 2000). A principal espécie 

de micobactéria causadora da GLC foi descrita a partir de casos australianos (HUGHES et 

al., 2000), e denominada Mycobacterium murphy, e posteriormente confirmada nos EUA 

(FOLEY et al., 2002) e no Brasil (CONCEIÇÃO et al., 2011). Algumas espécies 

permanecem inominadas, não sendo homólogas a nenhuma anteriormente descrita, nem entre 

si, sugerindo uma variedade de espécies responsáveis pelo GLC (CONCEIÇÃO et al., 2011). 

 Os diagnósticos clínicos e diferenciais devem incluir doenças inflamatórias, 

infecciosas e neoplásicas da pele e do subcutâneo, dentre as quais, actinomicoses, 

nocardioses, leishmaniose cutânea, micetoma eumicótico, cryptococose, distúrbios 

histiocíticos, piogranuloma estéril e mastocitomas (MALIK et al., 2013). 

As lesões do GLC, muitas vezes, são auto limitantes, e podem evoluir para a cura 

espontaneamente em um período de três a quatro semanas, fator que provavelmente leva a 

baixa notificação de casos. Nem todos os casos regridem, e o tratamento para infecções 

secundárias é necessário, principalmente devido a contaminação secundária pelo 

Staphylococcus intermedius. Quando a lesão é isolada ou com um limitado número de lesões 

a exérese dos nódulos é indicada, possibilitando posteriormente uma análise histopatológica.  
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Contudo, em alguns cães as lesões se tornam crônicas e cursam com lesões extensas e 

persistentes, necessitando de um tratamento clínico. Alguns estudos apontam para o uso da 

rifampicina, por este fármaco ter a capacidade de alcançar micobactérias no interior de 

macrófagos e neutrófilos. Claritromicina, doxiciclina podem ser usados em associação à 

rifampicina, ou a outros fármacos, para evitar o desenvolvimento de resistência bacteriana. 

O tratamento é realizado de forma empírica, uma vez que as micobactérias são incultiváveis, 

impossibilitando o antibiograma (MALIK et al., 2001).  Além disso, a possibilidade de as 

lesões evoluírem para a cura espontânea dificulta a determinação da eficácia dos protocolos 

terapêuticos (MALIK et al., 1998). 
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3.MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Coleta de Dados 

Realizou-se estudo retrospectivo do ano de 2005 à 2012 e prospectivo de 2013 à 

setembro de 2014 de exames citológicos e histológicos de granuloma leporide canino 

remetidos ao Setor de Patologia Veterinária (SPV) da UFRGS. Foram coletados nos registros 

dados epidemiológicos referentes a sexo, idade, raça, evolução da lesão, comprimento do 

pelame e ambiente em que o animal residia. Quando em falta de algum dado, contato com 

médico veterinário e/ou proprietário foi realizado para complementação de dados 

epidemiológicos. Além disso, foram investigadas as características macroscópicas da lesão, 

descritas por médicos veterinários de clínicas particulares ou do Hospital de Clínicas 

Veterinárias do Rio Grande do Sul. 

 

3.2 Histologia 

Os casos do estudo retrospectivo (2005-2012) tiveram suas lâminas revisadas para a 

padronização das descrições microscópicas. Os novos casos foram recebidos em solução de 

formol 10%, processados por técnica rotineira de histologia, cortados a 3μm e corados em 

hematoxilina e eosina (HE).  

As lesões foram agrupadas em três padrões distintos: (a) difuso, (b) multinodular com 

predomínio de macrófagos, (c) multinodular com predomínio de plasmócitos.  O tipo celular 

(macrófagos, plasmócitos, linfócitos, neutrófilos e células gigantes mltinucleadas) e necrose 

de cada caso foi quantificado em cruzes da seguinte forma: (0) não foi observado; (+) 

observado em baixa intensidade; (++) observado em moderada intensidade e (+++) 
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observado em intensa quantidade. Foi avaliado ocorrência de ulceração, envolvimento de 

vasos e nervos e envolvimento das camadas da pele.  

Em todos os casos os tecidos foram posteriormente cortadas e coradas pela técnica de 

Ziehl-Neelsen, que consiste na coloração dos tecidos em fucsina básica e após essas são 

descoradas com álcool-ácido e contracoradas com azul de metileno (PROPHET et al., 1992). 

O resultado positivo se dá pela evidenciação de bacilos álcool-ácido resistentes que adquirem 

a coloração rósea em um fundo azul devido à retenção da fucsina. Dez campos aleatórios, na 

objetiva de maior aumento (400x), foram avaliados por um observador e os bacilos 

quantificados em cruzes: (+) até 4 campos positivos; (++) de 5 à 8 campos positivos e (+++): 

de 9 à 10 campos positivos. 

 

3.3 Citologia 

Os casos remetidos para exame citológico foram corados rotineiramente com 

Panótico Rápido (Interlab®) e revisados quanto ao infiltrado inflamatório. Em todos os casos 

foi realizada coloração especial de Ziehl-Neelsen para observação de bacilos nos preparos 

citológicos. 

 

3.4 Testes Imuno-histoquímicos 

Fragmentos dos nódulos embebidos em blocos de parafina foram cortados a 3μm de 

espessura e fixados em lâminas positivadas (StarFrost® Microscope Slides, Beveled Edge). 

As lâminas foram desparafinizadas em xilol e re-hidratadas em concentrações decrescentes 

de álcool até a água deionizada. O bloqueio da atividade da peroxidase endógena foi realizado 

com a incubação das lâminas em temperatura ambiente por 15 minutos embebidas em 
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peróxido de hidrogênio a 10% em metanol. Recuperação antigênica se deu pela utilização da 

protease tipo XIV (Sigma - Aldrich®) por 15 minutos em temperatura ambiente. Para 

bloqueio das reações inespecíficas, as lâminas foram tratadas com leite desnatado Molico® 

5% por 20 minutos em temperatura ambiente. Após as lâminas foram incubadas em 

temperatura ambiente overnight com o anticorpo primário policlonal anti-Mycobacterium 

tuberculosis (Gene Tex® Inc) diluído em 1:200. No anticorpo secundário foi utilizado o 

método estreptavidina – biotina ligada à peroxidase, seguindo-se com incubação das lâminas 

com o anticorpo secundário e estreptavidina por 20 minutos cada etapa (kit LSAB-HRP, 

K0690, Dako). O cromógeno utilizado para a revelação foi 3,3-diaminobenzidina (DAB, 

K3468, Dako) por 45 segundos. Posteriormente os cortes foram contra corados com 

Hematoxilina de Harris por 40 segundos e desidratados em concentrações crescentes de 

álcool e xilol. Na montagem com lamínula foi utilizado meio resinoso (Entellan®, Merck 

Millipore).  

 As lâminas foram avaliadas por um observador, sob microscopia e a quantidade de 

bacilos foi quantificada, seguindo o mesmo padrão utilizado anteriormente na coloração de 

Ziehl-Neelsen.  

 

3.5.  Teste de PCR 

Dos casos histológicos, 15 foram remetidos para exame de PCR. As demais amostras 

não foram encaminhadas devido a quantidade de material insuficiente para a análise. 

Realizou-se corte de 10µm de espessura em micrótomo de amostras fixadas em 

formol e emblocadas em parafina utilizando uma lâmina para cada bloco. As amostras foram 

armazenadas em tubos eppendorf ® de 2 mL e remetidas para análise de Reação em Cadeia 
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de Polimerase (PCR) no Laboratório de Biologia Molecular de Clínica Veterinária Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Paulista – Unesp 

campus Botucatu-SP. 

Análises de biologia molecular foram realizadas segundo método descrito por 

Conceição et al. (2011), diferindo apenas na forma de obtenção do tecido, que foi seccionado 

do bloco de parafina no momento da extração de DNA. A extração de DNA foi realizada 

com “kit” para purificação de DNA genômico de tecidos fixados em formalina e preparados 

em parafina (QUIAGEN - QIAamp®). O princípio da técnica foi baseado na captação de 

DNA na membrana da coluna. Para digestão da amostra foi utilizado banho-maria (56°C e 

90°C) por 2 horas após adição de proteinase K e tampão do kit. A PCR utilizada foi baseada 

na metodologia Nested PCR. Foi realizado amplificação da sequência de 590 pares de bases 

do gene 16s rRNA, que inclui as regiões V2 e V3. A enzima utilizada foi a GoTaq® green 

Master Mix (Promga®). A amplificação foi realizada em termociclador da marca Eppendorf 

(Mastercycler ® ep) programada a 95°C por 2 minutos para denaturação inicial, 30 ciclos a 

95°C por 30 segundos para denaturação, anelamento 60°C por 1 minuto, extensão a 72°C por 

1 minuto e extensão final 72°C por 7 minutos. Os produtos foram reamplificados com 

oligonucleotídeos Nested. Inicialmente foi adicionado a um mix de GoTaq; refeito novo ciclo 

no termociclador programada a 95°C por 2 minutos para denaturação inicial, 25 ciclos a 95°C 

por 30 segundos para denaturação, anelamento 60°C por 1 minuto, extensão a 72°C por 30 

segundos e extensão final 72°C por 5 minutos. A análise do PCR foi feita em eletroforese em 

gel de agarose. As amostras contendo produtos únicos de tamanho correto foram purificadas 

utilizando o kit Illustra GFXTM PCR DNA e Gel Band Purification Kit (GE_ Healthcare, 

Piscataway, NJ, USA). O sequenciamento foi feito em equipamento MegaBACE 1000; 
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Amersham Biosciences; Dyenamic ET Dye Terminator kit, utilizando software Sequence 

Analyzer 3.0,  

3.6 Análise Estatística 

A construção do banco de dados utilizados nas análises foi realizada pela revisão dos 

históricos e diagnósticos histológicos e citológicos para análise epidemiológica do 

Laboratório de Patologia Veterinária/UFRGS entre os anos de 2005 a setembro de 2014 para 

identificar casos de GLC.  Para a análise microscópica utilizou-se somente os casos remetidos 

para exame histológico. Depois de encontradas as informações necessárias essas foram 

digitadas em uma planilha eletrônica no software Microsoft Excel 2010.  

 As distribuições de frequência e as estatísticas descritivas dos dados foram realizadas 

para caracterizar a distribuição dos dados de forma mais clara para possíveis interpretações, 

essas análises foram realizadas no software R (package MASS e Epicalc). 

 Foi realizada também a análise para verificar correlação entre as informações obtidas, 

dos dados referentes padrões microscópicos das lesões e intensidade de tipo celular 

(plasmócitos, macrófagos, neutrófilos, linfócitos e células gigantes) com a quantidade de 

bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR), padrão microscópico com tempo de evolução, 

tempo de evolução das lesões com quantidade de BAAR. O método de correlação utilizado 

foi o de Pearson e o de Kendall’s, dependendo da classificação das variáveis, a análise foi 

realizada no software SPSS 18.  
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4. RESULTADOS 

4.1 Amostras Selecionadas 

Durante o período de nove anos e nove meses o Setor de Patologia Veterinária da 

UFRGS recebeu 42.726 amostras de exames anatomopatológicos de diversas espécies, destas 

15.932 corresponderam a biópsias de cães, sendo 5.246 de alterações cutâneas. Dentre os 

diagnósticos realizados no período analisado, 27 foram de granuloma leproide canino (GLC), 

perfazendo 0,0017% do total de biópsias em cães e 0,05% dos diagnósticos de lesões 

dermatológicas (Tabela 1).    

 

Tabela 1. Total de exames anatomopatológicos(AP) analisados no período em todas as 

espécies; em caninos; pele canina e granuloma leproide canino (GLC), por ano, 

diagnosticados pelo Setor de Patologia Veterinária da UFRGS de 2005 a 2014. 

Ano Total AP Total AP em 

caninos 
Total AP em 

pele canino 
Total GLC 

2005 3.608 632 260 1 

2006 4.186 729 238 0 

2007 4.839 918 225 1 

2008 4.265 1.172 339 0 

2009 3.851 1.450 443 1 

2010 4.009 1.909 673 0 

2011 4.963 2.377 773 1 

2012 4.563 2.320 840 7 

2013 4.614 2.438 831 10 

2014*  3.828 1.987 624 6 

Total Geral 42.726 15.932 5.246 27 

*até o mês de setembro. 
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4.2 Dados Epidemiológicos 

A frequência do tipo racial e raça dos animais acometidos pelo GLC está discriminado 

na Tabela 2. Da pelagem dos caninos foi possível obter o comprimento em 25 casos. Os cães 

com pelo curto foram os mais acometidos (24/25), seguidos dos de pelame médio (raça 

Labrador, 1/25), e não ocorreram representantes de pelame longo. Frente ao porte dos caninos 

com raça definida, constatou-se uma frequência maior nos caninos de grande porte (11/17), 

seguido dos de médio porte (4/17) e os de pequeno porte (2/17), no restante o porte não foi 

informado. 

 

Tabela 2. Frequência absoluta e relativa segundo o tipo racial dos caninos acometidos por 

granuloma leproide canina no Setor de Patologia Veterinária da UFRGS. 

 

Raça Frequência Absoluta Frequência Relativa (%) 

Boxer 9 33,3% 

Sem Raça Definida 6 22,2% 

Dachshund (Teckel) 3 11,1% 

Pit Bull 3 11,1% 

Bulldog inglês 2 7,4% 

American 1 3,7% 

Fila Brasileiro 1 3,7% 

Fox 1 3,7% 

Labrador 1 3,7% 

Total Geral 27 100% 

 

Quanto ao sexo em três casos não foi informado. Do total de 24 casos 14/24 eram 

machos e 10/24 eram fêmeas. Não foi possível estabelecer uma predisposição sexual.  
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A idade foi relatada em 24 casos, e variou de dois anos a 13 anos. Do total de animais, 

25% apresentaram idade que compreende o intervalo de 0-3 anos, 29% de 4-6 anos, 33% de 

7-10 anos e 13% apresentou idade maior que 10 anos (Tabela 3). 

Tabela 3. Frequência de animais acometidos pelo granuloma leproide canino de acordo com 

a faixa etária, diagnosticados no Setor de Patologia Veterinária da UFRGS entre os 

anos de 2005 e setembro de 2014. 

 

Intervalo idade (anos) Frequência Absoluta Frequência Relativa (%) 

0-3 6 25 % 

4-6 7 29 % 

7-10 8 33 % 

>10 3 13 % 

Total Geral 24 100% 

 

O ambiente em que o animal residia foi obtido em 20 casos, 18 caninos residiam em 

locais abertos, como pátios de casas, e sete deles realizavam passeios ou tinham acesso à rua, 

dois animais residiam em apartamento, porém realizavam passeios. O proprietário relatou 

picada de mosca no local da lesão em um cão e, em outro, picadas de mosquitos e mutucas. 

 O mês de início das lesões de granuloma leproide canino (GLC) foi estabelecido em 

19/27 casos (Figura 1). Dez iniciaram nos meses mais quentes do ano, setembro à março, 

sendo seis no verão e quatro na primavera, e nove casos de GLC iniciaram nos meses mais 

frios, de abril a agosto, quatro no outono e cinco no inverno. 
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Figura 1. Número de casos (n=19) de granuloma leproide canino diagnosticados no Setor de 

Patologia Veterinária da UFRGS, distribuídos pelos meses do ano. 

   

A evolução dos casos foi relatada em 19 casos, e variou de uma semana a sete meses, 

conforme (Figura 2). Em um caso a evolução foi descrita com curso clínico de anos, e em 

dois casos durando meses, impossibilitando precisar a duração exata. Um dos casos foi 

relatado como recorrente.  

 

 

Figura 2. Número de cães acometidos pelo granuloma leproide canino diagnosticados pelo 

Setor de Patologia Veterinária da UFRGS, segundo o período de evolução lesional 

(n=19). 
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 A distribuição anatômica das lesões está representada na figura na Figura 3. O local 

mais comumente acometimento pelo GLC foi pavilhão auricular (25/27) (Figura 4). Em 14 

cães as lesões eram unilaterais e em seis bilaterais. Outros locais também foram acometidos 

concomitantes com o pavilhão auricular: pavilhão auricular bilateral e tronco (2/27), pavilhão 

auricular e membro (2/27), pavilhão auricular e focinho (1/27), pavilhão auricular e outros 

locais não informados (1/27). Somente lesões na coxa foram relatadas em um caso, e em 

outro caso ocorreu lesão interdigital de membro torácico.  

 

Figura 3. Distribuição anatômica das lesões de granuloma leproide canino de cães 

diagnosticados no Setor de Patologia Veterinária da UFRGS do ano de 2005 à 

setembro de 2014. 
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Figura 4- Canino boxer, granuloma leproide canino com lesão circular, hiperêmica, 

alopécica, parcialmente recoberta por crosta, em base de orelha esquerda. 

  

 

 Em nenhum dos casos foi relatado comprometimento sistêmico, prurido ou sinais de 

dor. A descrição macroscópica incluía, na grande maioria dos casos, aumento de volume 

nodular, firme e ulcerado (7/27) (Figura 5 e Figura 6). Áreas alopécicas, nódulo aderido e 

crostas também foram constatadas em alguns casos, associadas ou não as lesões já descritas 

anteriormente. Ao corte se observavam nódulos com superfície brancacenta. 
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Figura 5- Canino teckel, granuloma leproide canino, lesão extensamente ulcerada e 

hiperêmica,na região dorsal de pavilhão auricular esquerdo. 

 

 
Figura 6- Pavilhão auricular direito, granuloma leproide canino, observam-se nódulos 

circunscritos, ulcerados, na base do pavilhão auricular. 
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4.3 Histologia 

 Dos casos remetidos ao SPV-UFRGS 21 tiveram o diagnóstico histopatológico de 

granuloma leproide canino. De uma forma geral, foram observados três padrões 

inflamatórios distintos assim caracterizados (Figura 7): 

(a) Difuso. Constituído por intenso infiltrado inflamatório, sem formação de nodulações. As 

células inflamatórias eram entremeadas com predomínio de macrófagos epitelioides, 

observa-se ainda grande quantidade de linfócitos e plasmócitos, além de pequenos 

aglomerados de neutrófilos degenerados e células gigantes multinucleadas.  

(b) Multinodular com predomínio de macrófagos. Constituído por intenso infiltrado 

inflamatório em derme, formando múltiplas nodulações, separadas por discreta quantidade 

de tecido conjuntivo, por vezes com áreas coalescentes. Há um predomínio de macrófagos 

de aparência epitelioide, que se localizam no centro das nodulações, com células gigantes 

multinucleadas (tipo Langhans e corpo estranho). Entremeados a elas há ainda quantidades 

variáveis de aglomerados de neutrófilos degenerados. Na periferia desta lesão há intenso 

infiltrado de linfócitos e plasmócitos.  

(c) Multinodular com predomínio de plasmócitos. Constituído por intenso infiltrado 

inflamatório em derme, formando múltiplas nodulações, separadas por abundante quantidade 

de tecido conjuntivo, de arranjo frouxo com variável quantidade de deposição de colágeno. 

No infiltrado inflamatório observa-se um predomínio de plasmócitos, que se localizam 

preferencialmente em torno de vasos, seguidos por linfócitos e macrófagos epitelioides, além 

de ocasionais células gigantes e neutrófilos degenerados. 
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Figura 7- Padrões histológicos do granuloma leproide canino A e B - Padrão difuso. HE, 40X e 100X. C e D - 

Padrão multinodular com predomínio de macrófagos. HE, 40X e 100X.  E e F - Padrão multinodular 

com predomínio de plasmócitos. HE, 40X e 100X.  
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Figura 8- Padrões histológicos do granuloma leproide canino A e B – Padrão difuso: infiltrado difuso de 

macrófagos epiteliodes, além de células gigantes multinucleadas, linfócitos e neutrófilos. HE, 200X e 

400X. C e D - Padrão multinodular com predomínio de macrófagos: infiltrado acentuado de 

macrófagos epiteliodes formando pequenas nodulações delimitadas por escasso tecido conjuntivo e 

com moderada quantidade de neutrófilos degenerados. HE, 200X e 400X. E e F - Padrão multinodular 

rico em plasmócitos: formações nodulares delimitadas por moderada quantidade de tecido conjuntivo, 

composto por plasmócitos dispostos em torno de vasos e perifericamente por macrófagos epitelioides. 

HE, 200X e 400X. 
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Dentro dessa classificação histológica 10/21 casos se enquadraram no padrão 

multinodular com predomínio de macrófagos, 7/21 no padrão difuso e quatro 4/21 no padrão 

multinodular com predomínio de plasmócitos. 

 Pela coloração de Ziehl-Neelsen todos os casos foram identificados bacilos álcool-

ácido resistentes, no citoplasma de macrófagos epitelioides e células gigantes multinucleadas 

(Figura 10). A quantidade de BAAR foi discreta em 12/21 casos, 6/21 foi acentuada e 3/21 

moderada. Quanto a necrose tecidual esteve presente em 6/21 casos, em alta intensidade em 

15% (3/21), em baixa intensidade em 9% (2/21) e em moderada intensidade em 5% (1/10) 

casos.  

 Foram observadas células gigantes em nove casos. Quando presentes estiveram em 

discreta quantidade em 6/21, em intensa quantidade em dois casos e em um caso foi 

observado moderada quantidade. 

 A derme superficial à profunda esteve acometida em 19/21 casos. A lesão era restrita 

a derme profunda em dois casos. Ulceração microscópica foi visualizada em oito casos. Não 

foram observadas lesões em vasos e nervos. 

 Somente foi possível estabelecer correlação negativa entre a intensidade de 

plasmócitos e a quantidade de BAAR (p < 0,05), isto é, quanto maior foi a intensidade de 

plasmócitos, menor foi a quantidade de bacilos. A intensidade de neutrófilos, células gigantes 

multinucleadas, macrófagos e linfócitos não esteve correlacionado com a quantidade de 

BAAR, bem como o padrão histológico e o tempo evolutivo não esteve diretamente 

correlacionado com a quantidade de bacilos. 
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4.3 Citologia 

Durante o período analisado seis casos de exames citológicas obtiveram o diagnóstico 

de granuloma leproide canino. Em todos os casos foi possível observar inflamação 

piogranulomatosa. Os macrófagos possuíam citoplasma amplo e no seu interior 

apresentavam estruturas em forma de bastão não coradas por coloração de panótico. Os 

neutrófilos observados eram íntegros ou degenerados. Em um caso, raros plasmócitos foram 

visualizados. Células gigantes multinucleadas ocorreram em três casos. 

A coloração especial de Ziehl-Neelsen foi realizada em todos os casos, evidenciando 

numerosos bacilos álcool-ácido resistentes no interior de macrófagos e em células gigantes 

multinucleadas, quando estas estavam presentes (Figura 9).  
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Figura 9- Exame citológico do granuloma leproide canino. A e B: múltiplos macrófagos com citoplasma amplo 

e células gigantes multinucleadas contendo no citoplasma imagens negativas de estruturas em forma 

de bastão. Há ainda ocasionais neutrófilos e linfócitos. Panótipo rápido, 400X e 1000X.  C e D: 

inúmeros bacilos álcool ácidos resistente no citoplasma de macrófagos e células gigantes 

multinuleadas. Coloração de Ziehl-Neelsen, 400X e 1000X. 

 

4.4 Testes Imuno-histoquímicos 

Ocorreu marcação positiva em 19/21 casos remetidos para exame de histologia 

(Figura 10). Os dois casos em que não foi observado marcação positiva para Mycobacterium 

corresponderam a casos com discreta quantidade de bacilos na coloração de Ziehl-Neelsen.  

Em doze casos a quantificação de campos com bacilos marcados positivamente na imuno-

histoquímica foi idêntica a quantidade de marcação da coloração de Ziehl-Neelsen. Em 

contrapartida em seis casos foi possível observar um maior número de campos positivos na 
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imuno-histoquímica, e em um caso a marcação foi inferior a coloração de Ziehl-Neelsen 

(Tabela 4). 

 

 

Figura 10- Cortes histológicos de caninos com granuloma leproide canino. A e B: observam-se bacilos álcool ácido 

resistente no interior de macrófagos e céluls gigantes.Ziehl-Neelsen 200x e 400x C e D:  marcação positiva 

em células gigantes e macrófagos. Imuno-hisotquímica, de 200x e 400x. 
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Tabela 4- Comparativo da quantidade de campos positivos entre a coloração especial de 

Ziehl-Neelsen e a técnica de imuno-histoquímica para Mycobacterium em casos 

positivos para granuloma leproide canino. 

Amostra ZN IHQ 

1 + ++ 

2 + + 

3 + +++ 

4 + ++ 

5 ++ + 

6 +++ +++ 

7 +++ +++ 

8 + + 

9 + + 

10 +++ +++ 

11 + - 

12 + + 

13 + + 

14 +++ +++ 

15 +++ +++ 

16 +++ +++ 

17 ++ ++ 

18 + +++ 

19 ++ +++ 

20 + - 

21 + ++ 

Total 21 21 

ZN: coloração de Ziehl-Neelsen, IHQ: Imuno-histoquímica. – negativa, + discreta, ++ 

moderada, +++ acentuada. 

4.5 PCR para Mycobacterium 

Das amostras analisadas 5/15 foram positivas através da PCR. O sequenciamento das 

amostras positivas no nested PCR, foram comparadas frente a três bancos de sequência, duas 

amostras foram idênticas em 100% do produto amplificado Mycobacterium murphy (número 
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do genbank  AF144747), e um caso foi 100% idêntico a Mycobacterium hodleri (número do 

genbank FN796799) (Figura 11). Duas amostras resultaram em produtos inespecíficos. 

 

Figura 11- Sequenciamento parcial do gene 16s rRNA. Amostra 4 e 5 positivo para 

Mycobacterium murphy. Amostra 13 positiva para Mycobacterium hodleri. 
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5. DISCUSSÃO 

 Foi possível observar maior ocorrência de granuloma leproide canino (GLC) em cães 

da raça Boxer, não diferindo do já descrito no Brasil (CONCEIÇÃO et al., 2011) e em outros 

países (FOLEY et al., 2002).  Esta predisposição pode estar relacionada a uma resposta 

imunológica deficiente ao agente, visto que, raças com o fenótipo semelhante não são 

afetadas da mesma forma (CONCEIÇÃO et al., 2011). Bulldog Inglês (TABANEZ; 

ARRAIS, 2013), Pit bull, Fila, Labrador, Teckel já foram descritos no Brasil acometidos pelo 

granuloma leproide canino (MARUYAMA, 2010; CONCEIÇÃO et al., 2011), Foxhounds 

são descritos na Nova Zelândia e Austrália (SMITS et al., 2012).  

Não foi possível determinar o porte dos caninos sem raça definida, uma vez que esses 

dados não constavam nas fichas clínicas. Dos animais com raça definida ressaltou-se a maior 

ocorrência de cães de porte médio a grande, afetando somente duas raças de pequeno porte 

(CONCEIÇÃO et al. 2011) O pelame curto foi mais frequente (24/25), caninos com pelame 

longo não ocorreram neste estudo. De forma semelhante, há maior ocorrência de granuloma 

leproide canino em animais com pelame curto, evidenciando predisposição de caninos de 

porte avantajado com manto piloso curto (MALIK et al., 1998). 

A idade dos caninos com GLC variou bastante, caninos com idade inferior a dois anos 

não foram acometidos. Animais com idade inferior a um ano não têm sido descritos, 

conforme observado por Conceição et al. (2011), possivelmente pelo longo de período de 

incubação, ainda não determinado.  

A etiopatogenia não está clara, mas se acredita que a transmissão ocorra por meio de 

vetores, como mosquitos e moscas, que inoculam o agente através da picada. Outra hipótese 
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é a transmissão por lesões traumáticas, como arranhadura de felinos (FOLEY et al., 2002). 

Smits et al. (2012) relatam múltiplos casos de GLC em foxhounds caçadores, acometendo 

somente cães que caçavam, não infectando os que conviviam com estes, salientando assim 

uma possível rota de transmissão por trauma e a importância do ambiente (presença de 

micobacteria no solo, plantas). Os dados aqui encontrados sugerem rota de inoculação por 

vetores, uma vez que as localizações corpóreas descritas são sítios de picadura de insetos. 

Em dois casos foi relatada lesão por picada de insetos no local do granuloma, em nenhum 

caso foi relatado qualquer outro tipo de trauma prévio. Caninos com pelame curto também 

estão mais propensos à picada de insetos. O local em que os animais residem também reforça 

a hipótese já apontada. Ambientes externos, chácaras e caninos que mantêm acesso à rua 

foram constantes neste estudo. Este fator está interligado ao porte do animal, uma vez que 

caninos de grande porte tendem a habitar locais abertos, o que facilita o contato com os 

vetores. Em um caso foi apontada a inoculação pela mosca, e em outro picadas de mutucas, 

sugerindo que diversos vetores são possíveis transmissores.  

 O tempo de evolução foi bastante variável, compreendendo períodos de sete dias a 

sete meses, sugerindo que em muitos casos a procura por atendimento médico veterinário foi 

tardia. Em nenhum caso foi descrito o acometimento sistêmico, o que pode contribuir para 

casos com evolução tão longa, devido a procura tardia por atendimento veterinário pelo 

proprietário. Em alguns estudos foi observado prurido como sinal clínico, porém com pouca 

intensidade, não ocorrendo envolvimento sistêmico na maioria dos casos descritos. A 

variação no tempo de evolução foi previamente descrita, e variou de dias até dois anos 

(CONCEIÇÃO et al. 2011). 

Observou-se acometimento do pavilhão auricular em 93% dos casos, os demais locais 

estiveram relacionados com as extremidades, como membros e focinho, excluindo-se dois 
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casos que cursaram com lesão no tronco. Distribuição semelhante foi descrita em cães de São 

Paulo (MARUYAMA, 2010) e Austrália (MALIK et al., 2013). Maruyama (2010) relatou 

que na maioria dos casos que transcorreram somente com lesão auricular, 61,1% dos casos 

cursaram bilateralmente, frente ao encontrado neste estudo em que 65% dos casos cursaram 

unilateralmente. Os locais descritos estão mais predispostos a picadas de insetos, como já 

anteriormente citado. Além disso, as pinas e extremidades tendem a manter a temperatura 

inferior a do restante do corpo, sendo apontada como uma possível causa da preferência 

destes micro-organismos por certas áreas do corpo.  

 Foi observado uma distribuição homogênea ao longo do ano. Casos que são relatados 

iniciando no inverno foi sugerido por Malik et al. (1998) um período de incubação longo, 

com a inoculação do agente no período mais quente e a manifestação tardia. Deve-se salientar 

que outras rotas de transmissão são possíveis, como já discutido anteriormente, sendo 

provável a infecção em épocas frias. Todavia vale destacar que o clima no Rio Grande do 

Sul pode variar ao longo das estações, ocorrendo grandes variações de temperatura em uma 

estação fria (MELO; FRASSONI; SISMANOGLU, 2014), além da média de umidade ser 

elevada ao longo do ano (INMET, 2009) favorecendo a proliferações de vetores. 

 As lesões microscópicas foram classificadas de uma forma geral como 

granulomatosas/piogranulomas, tanto histológicas como citológicas. A derme superficial 

e/ou profunda foi afetada. Esta restrição de localização é consequência de uma resposta 

imune eficiente do hospedeiro, além da dependência de temperaturas baixas do agente para 

sua multiplicação. A multiplicação do agente ocorre massivamente antes da resposta do 

hospedeiro, levando a um acúmulo de citocinas, o que desencadeia migração das células para 

o tecido, que quando ocorre mais próxima a derme leva a ulceração da mesma, observada em 

29% dos casos deste estudo (CHARLES et al., 1999). 
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 Análise estatística demonstrou uma relação negativa entre plasmócitos e bacilos 

álcool-ácidos resistentes (BAAR). Demais correlações entre os padrões celulares não 

puderam ser demonstradas neste estudo, assim não é possível afirmar que a quantidade de 

bacilos está relacionada ao padrão histológico. Associação entre necrose de coagulação com 

um número elevado de micro-organismos já foi relatado (CHARLES et al., 1999).  

O padrão histológico é descrito como nodular ou difuso (MALIK et al., 1998), neste 

trabalho ficaram evidente três padrões distintos, que possuem predominância de diferentes 

células arranjadas de formas diversas, com variação na quantidade de tecido conjuntivo. Não 

foi possível correlacionar o padrão da lesão com o tempo de evolução, como foi feito em 

relatos anteriores (CONCEIÇÃO et al., 2011). Em lesões, presumivelmente regressivas, 

nota-se um acúmulo de linfócitos ao longo da margem externa da lesão, não sendo 

estatisticamente significativo neste estudo (GROOS et al., 2009). 

 Em muitos cortes histológicos a quantidade de BAAR foi discreta, exigindo do 

examinador grande atenção. Diante disto os diagnósticos diferencias devem ser realizados 

utilizando os dados epidemiológicos, que fornecem muitos indícios da enfermidade, 

colorações especiais, além da PCR.  

 As colorações especiais, tanto para exame histológico como para citológico é 

mandatório, e indispensável na diferenciação de lesões granulomatosas. Através da 

visualização dos bacilos pela coloração de Ziehl-Neelsen é possível direcionar o tratamento 

clínico, já que em lesões inflamatórias não infecciosas o uso do corticoide pode se tornar um 

tratamento de escolha (CHARLES et al., 1999).  

É necessário realizar o diagnóstico diferencial de micobacterioses atípicas são 

também causadas por micobactérias saprófitas do ambiente, as lesões se manifestam na forma 

de abscessos, celulites e nódulo subcutâneos, geralmente acometem a região ventral inguinal 
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e abdominal e evoluem para envolvimento sistêmico sendo mais relatada em felinos. À 

microscopia as micobactérias geralmente se apresentam em espaços centrais claros dos 

piogranulomas.  A cultura destes micro-organismos incluem M. fortuitum, M. chelonei, M. 

smegmatis, M. phlei, M. xenopi, M. thermoresistible e M. visibilis (MEDLEAU; HNILICA, 

2009). Os sinais clínicos bem como o padrão de distribuição da bactéria na histologia, 

localização anatômica das lesões diferem dos descritos no GLC, sem acometimento 

sistêmico. Granulomas estéreis devem ser cuidadosamente avaliados para ausência de 

agentes, uma vez que as alterações clínicas e microscópicas se apresentam de forma 

semelhante. De forma semelhante lesões com infiltrado granulomatoso / piogranulomatoso 

devem ser diferenciados de leishmaniose, onde um pequeno número de formas amastigotas 

está presente (CORNEGLIANI et al., 2005). 

 O exame de imuno-histoquímica se mostrou eficaz, como em caso já relatado na 

região amazônica (ALMEIDA et al., 2013), e em muitos casos foi possível a visualização de 

uma maior quantidade de bacilos, facilitando o diagnóstico, entretanto em dois casos não foi 

observada estruturas compatíveis com bacilos. Imuno-hitoquímica com anticorpo policlonal 

BCG é descrita como sendo mais fácil para identificar micobactéria em comparação com a 

coloração de Ziehl-Neelsen, podendo apresentar algum benefício em casos em que há 

quantidade escassa de micro-organismos (BONENBERGER e. al. 2001). Entretanto, neste 

trabalho se observou grande quantidade de reações inespecíficas em alguns casos, o que 

tornou a identificação dos bacilos mais custosa em comparação com a coloração de Ziehl-

Neelsen. Diante disso, podemos afirmar que a imuno-histoquímica serve como um exame 

adicional. Vale ressaltar que o tempo de fixação em formol pode contribui para ausência de 

marcação na imuno-histoquímica. 
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 O resultado de amostras sequenciadas foi baixo, de 33%, comparando com trabalho 

realizado no Brasil, que obteve positividade em 81,8% das amostras. O tempo de fixação do 

tecido no formol pode danificar o DNA dificultando a extração do mesmo. Somado a isso, a 

forma de obtenção de cortes pode ter influenciado nos resultados, uma vez que foi a única 

variação da técnica realizada em estudo brasileiro (CONCEIÇÃO et al. 2011). A utilização 

de tecido refrigerado ou congelado poderia ser mais eficaz, porém deverá haver a suspeita 

por parte do clínico, não remetendo toda a amostra fixada em formol, possibilitando a 

realização do exame.  

  Conceição et al. (2011) relatou 72% dos casos na região sudeste do país positivos 

para M. murphy. Neste trabalho correspondeu a 13% dos casos analisados através de biologia 

molecular. É apontado como o agente responsável pela maioria dos casos de granuloma 

leproide canino, de ocorrência mundial (HUGHES et al. 2000). 

 Neste estudo M. hodleri foi sequenciado, está espécie foi descrita em 1996 e trata-se 

de uma micobactéria capaz de degradar hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, que são 

poluidores do ambiente, potenciais cancerígenos ao homem. Esta bactéria tem a capacidade 

de auxiliar na degradação destes compostos, e foi isolada de um solo contaminado por 

fluoranteno, um hidrocarboneto de importância toxicológica (KLEESPIES et al. 1996; 

JACQUES, et al., 2007).   
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6. CONCLUSÕES 

 

 Maior frequência de caninos da raça Boxer acometidos, bem como caninos de pelame 

curto e porte avantajado, que residem em ambientes externos. 

 Ocorrência de forma semelhante ao longo do ano. 

 Lesões macroscópicas nodulares, localizadas preferencialmente nas pinas, firmes, 

ulceradas ou não, podendo ser únicas ou múltiplas, sem acometimento sistêmico. 

 Três padrões de lesões histopatológicas, caracterizadas por infiltrado 

granulomatoso/piogranulomatoso, envolvendo derme superficial e profunda. 

 A coloração de Ziehl-Neelsen foi eficiente para o diagnóstico definitivo. 

 O exame de imuno-histoquímica foi uma ferramenta útil no diagnóstico adicional, através 

da marcação dos bacilos utilizando anticorpo policlonal Mycobacterium tuberculosis. 

 Foi possível demonstrar através de PCR Nested a presença de Mycobacterium murphy e 

M. hodleri  como causadores do granuloma leporide canino no Rio Grande do Sul.  
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