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RESUMO

ACHA, Livia Maria Rosa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2009.
Granuloma leproide canino: epidemiologia, histopatologia e biologia
molecular - estudo retrospectivo de 38 casos. Orientador: Lissandro
Gongalves Conceicdo. Co-orientadores: Alexandre Secorun Borges e Paulo
Renato dos Santos Costa.

Foram analisados 38 casos de granuloma leproide canino (GLC) diagnosticados
no periodo entre 2000 e 2008. O diagnostico baseou-se nos achados clinicos e
histopatolégicos, com a deteccdo de bacilos alcool acido resistentes nos fragmentos
cutaneos. As lesbes incluiram papulas, placas, nddulos, tumores dérmicos e
subcutaneos, ulcerados ou nao, localizados principalmente na superficie convexa dos
pavilhdes auriculares. Os cées da raca Boxer, aqueles de pelagem curta e de grande
porte foram mais acometidos. Os animais eram sistemicamente saudaveis e 0
prognostico foi favoravel, sem recidiva das lesGes. A histopatologia demonstrou padrédo
nodular a difuso, com infiltrado inflamatorio predominantemente granulomatoso ou
piogranulomatoso e linfoplasmocitério, na derme e tecido subcutaneo, com ou sem
necrose, e bacilos em quantidade e morfologia variaveis. N&o foi verificada associacédo
estatistica significativa entre a quantidade de bacilos com o padrao histopatoldgico, com
o infiltrado inflamatorio predominante, com a necrose ou com a quantidade de células
gigantes. Também ndo foi observada associacdo entre a quantidade de células gigantes e
0 padrdo histopatologico. A reacdo em cadeia de polimerase e 0 sequenciamento
genético parcial do gene 16srRNA identificou Mycobacterium murphy na maioria dos
casos. Outras micobactérias, ainda ndo descritas na literatura, também foram

encontradas nas lesdes, sugerindo maior diversidade de espécies envolvidas no GLC.

Vi



ABSTRACT

ACHA, Livia Maria Rosa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2009.
Canine leproid granuloma: epidemiology, histopathology e molecular
biology — retrospective study of 38 cases. Adviser: Lissandro Gongalves
Conceicdo. Co-advisers: Alexandre Secorun Borges and Paulo Renato dos
Santos Costa.

Thirty eight cases of canine leproid granuloma (CLG) were diagnosed between
2000 and 2008. Diagnosis was based on clinical and histopathological findings along
with acid fast bacilli in skin sections. The lesions included papules, plaques and
nodules, with or without ulceration, localized mainly on the pinna. Boxers, short haired
and large breeds dogs were the most affected. The dogs were otherwise healthy, with no
recurrence, and the prognosis was good. Histopathological findings included a nodular
to diffuse granulomatous or pyogranulomatous and lymphoplasmocytic inflammatory
infiltrate, with or without necrosis, localized in the dermis or subcutaneous tissue. The
bacillar loading and morphology were variable among lesions. There were not
significant correlations between bacterial load and histopathological pattern, main
inflammatory infiltration, necrosis or the numbers of giant cells. Correlation between
giant cells and histopathological pattern was not observed as well. In the majority of
cases, PCR assay identified Mycobacterium murphy as the main etiologic agent for the

CLG. However, others Mycobacterium species were also involved as causative agent.

Vi



1. INTRODUCAO

O granuloma lepréide canino (GLC), também conhecido como lepra canina
(FOLEY et al., 2002; LEMARIE, 1999; MALIK et al., 1998), se caracteriza por
lesbes nodulares e/ou tumores na pele e tecido subcutdneo de cdes. O agente
etioldgico é uma micobactéria, ndo cultivavel e até pouco tempo ndo conhecida, mas
que foi parcialmente seqlenciada geneticamente em 2000 (HUGHES et al., 2000;
FOLEY et al.,, 2002; MALIK et al., 2006). No Brasil, nunca foi realizado o

sequenciamento da micobactéria causadora do GLC.

As enfermidades cutaneas causadas por micobactérias sdo pouco frequentes
em pequenos animais e abrangem, de forma geral, quatro grupos de doencas: a
micobacteriose cutanea atipica, o GLC, a lepra felina e a tuberculose cuténea
(LEMARIE, 1999; MUNDELL, 1995; TWOMEY et al., 2005).

O GLC, descrito originalmente em 1973, no Zimbéabue, Africa, apresenta
vasta distribuicdo geogréafica. Trata-se de dermatose comum e bem documentada na
Australia e Nova Zelandia (FOLEY et al., 2002; LEMARIE, 1999; MALIK et al.,
1998). No Brasil, a primeira descricdo do GLC ocorreu em 1990 (LARSSON et al,
1994), mas acredita-se que, por apresentar alguma semelhanca climética a Australia,
0 GLC também seja relativamente comum no Brasil. Entretanto, existem poucos

trabalhos publicados em nosso pais.

O presente trabalho tem por objetivo descrever a epidemiologia, os achados
clinicos e histopatolégicos de GLC e o sequenciamento e identificacdo da

micobactéria causadora desta doenca.



2. MATERIAL E METODOS

Trinta e oito fichas patoldgicas de casos com diagnéstico de GLC foram
obtidas junto a dois servicos de diagnostico patoldgico: Instituto Brasileiro de
Diagnostico e Especialidades Veterinarias (Provet-SP) e Departamento de
Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa (UFV) no periodo de julho de 2000 a
dezembro de 2008. Todos os casos foram provenientes da regido Sudeste do Brasil,

mais especificamente, dos estados de Séo Paulo e Minas Gerais.

Os espécimes cutaneos enviados para diagnostico foram obtidos por bidpsia
incisional ou excisional e fixados em formalina a 10%. Apd6s o0 processamento
habitual com inclusdo em parafina, foram feitos cortes histolégicos com espessura
entre quatro e seis micrdmetros e corados em hematoxilina e eosina (HE), acido
periodico de Shiff (PAS) e Ziehl Neelsen. Foram incluidos no estudo os casos com
descricdo clinica compativel com GLC (MALIK et al., 2006), pesquisa positiva de
bacilos alcool acido resistentes (BAAR) e coloracdo especial de PAS negativa para

estruturas fangicas.

2.1. Estudo Clinico-Epidemioldgico

O estudo clinico-epidemiolégico foi feito em 38 casos de GLC. Os medicos
veterinarios solicitantes dos exames histopatoldgicos responderam por telefone ou
via correio eletronico, questionario abordando os seguintes itens: raca, sexo, idade,
porte e pelagem do animal; més de aparecimento e tempo de evolucédo das lesbes (do
surgimento ao diagnostico); descricdo macroscopica e localizacdo anatbmica das
lesGes; condicdo corporal dos cées e alteragOes sistémicas ou laboratoriais; evolugao

clinica; enfermidades concomitantes e caracteristicas do ambiente do animal.

2.2. Estudo Histopatoldgico

Foram reexaminadas sob microscopia Optica de luz, quarenta laminas

histologicas referentes a 35 casos de GLC. Foram avaliados: o padréo
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histopatoldgico segundo Ackerman et al. (1997), a natureza do infiltrado
inflamatdrio, a presenca de necrose tecidual, o envolvimento ou ndo dos plexos

vasculo-nervosos e a quantidade e a morfologia dos BAAR presentes.

A necrose tecidual foi classificada em: ausente (0); discreta (+), quando
aproximadamente 20% do fragmento estavam acometidos; moderado (++), quando
ocorreu necrose em 20 a 50% do fragmento; e intenso (+++), quando mais de 50%

do fragmento exibia necrose.

As células gigantes foram quantificadas em ausente (0), discreta (+) quando
raras células foram visualizadas em toda a lamina, e moderada (++) quando
observadas a cada dois ou trés campos microscépicos de grande aumento (CGA)
(X40).

A quantidade de BAAR foi classificada em discreta (+), quando raros bacilos
foram identificados em toda a lamina, moderada (++) quando presentes
aproximadamente a cada trés CGA, e intensa (+++) quando as estruturas foram

visualizadas em aproximadamente todos os CGA.

Além do estudo das caracteristicas histopatolégicas do GLC, foram feitas
andlises de correlagBes entre: a quantidade de células gigantes e o padrdo
histopatoldgico; a quantidade de bacilos e o padrdo histopatoldgico; a quantidade de
bacilos e o infiltrado inflamatorio predominante; a quantidade de bacilos e a
quantidade de células gigantes; e, a quantidade de bacilos dentro e fora da necrose

em uma mesma leséo.

2.3. PCR e Sequenciamento genético

Foi realizada a técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) utilizando
DNA extraido de 25 fragmentos de pele incluidos em parafina provenientes de caes
acometidos com GLC. Vinte e duas amostras eram provenientes de diferentes caes e
as outras trés, de lesdes distintas de um mesmo animal. Uma amostra de pele, com
diagnostico histologico distinto de GLC, foi processada servindo como controle

negativo de todo o procedimento.



A PCR do material foi executada no Laboratorio de Biologia Molecular do
Departamento de Clinica Veterindria da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Paulista, campus Botucatu-SP. O
sequenciamento genético foi realizado no Departamento de Genética da
Universidade Estadual Paulista campus Botucatu-SP e no laboratorio da

Universidade Estadual Paulista, campus Aracatuba-SP.

Extracdo de DNA: Os blocos de parafina contendo diferentes tamanhos de tecidos

cutaneos, previamente fixados em formol, foram submetidos a extracdo de DNA. O
DNA foi extraido utilizando o “kit” para purificacdo de DNA genémico de tecidos
fixados em formalina e preparados em parafina (QIAGEN - QlAamp®, DNA FFPE
tissue). Todos os procedimentos de manipulacdo, extracdo e amplificacdo foram
realizados com ponteiras descartdveis com barreira de protecdo. O protocolo
recomendado pelo fabricante foi seguido, sendo o principio da técnica baseado na
captacdo de DNA na membrana da coluna. Em resumo, fatias de cinco a 10
micrémetros de espessura, dependendo da avaliacdo visual da quantidade de tecido
presente em cada bloco, foram cortadas dos blocos de parafina utilizando-se
micrétomo e laminas diferentes para cada um dos blocos e colocadas imediatamente
em microtubos plasticos de 1,5mL contendo xilol PA (Merck) para remocdo da
parafina. O processamento das amostras de diferentes animais foi realizado em dias
distintos. O residuo de xilol foi retirado apos adicdo de etanol 100%. Para a digestao
da amostra foi usado banho-maria (56°C e 90°C) por 2 horas apés adi¢do de
proteinase K e tampao especifico do Kit. O DNA foi recuperado apds passagem do
material tratado na coluna e posterior obtencdo com tampéo especifico. A eluicao foi
feita em 80 microlitros (uL) de tampdo ATE, e a concentracdo e pureza foram
verificados em espectofotdbmetro Nanodrop (ND-1000) e posteriormente, o material
foi congelado a -20°C em microtubo estéril de 1,5mL (Axygen) livre de DNAse e
RNAse.

Reacdo de PCR: A PCR foi realizada com pequenas modifica¢cdes do anteriormente

preconizado por Hughes et al. (2000), sendo que a mesma estd baseada em uma
metodologia de Nested PCR. Foram inicialmente utilizados os oligonucleotideos
iniciadores: “forward” 246 (5°- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG - 3') e
“reserve” 247( 5°TTT CAC GAA CAA CGC GAC AA - 3") para amplificacdo da

4



sequéncia de 590 pares de base (pb) do gene 16S rRNA, que inclui as regides V2 e
V3. Dois pL do DNA extraido foram adicionados a 23 puL do mix da PCR, com um
volume final de 25 pL. A enzima utilizada foi a GoTag® green Master Mix
(Promega®) em concentracdo final 1x, que contém DNA Polimerase, 400 micromol
(uM) dATP, 400 puM dGTP, 400 puM dCTP, 400 uM dTTP e 3 pM MgCl,. Cada
oligonucleotideo iniciador foi usado em concentracdo final de 0,6 uM. Toda a reacao
foi realizada utilizando-se tubos plasticos para PCR de 200 pL (Axygen Thinwall). A
amplificacdo foi feita em termociclador da marca Eppendorf (Mastercycler ® ep)
com a programacdo 95°C por 2 minutos para denaturacdo inicial, 30 ciclos a 95°C
por 30 segundos para denaturacdo, anelamento a 60°C por 1 minuto, extenséo a 72°C
por 1 minuto e extensdo final a 72°C por 7 minutos. Uma amostra controle branco foi
feita em cada reacdo. Para obter DNA suficiente para visualizagdo das bandas e
analise do seqiiénciamento, os produtos da PCR foram reamplificados com
oligonucleotideos iniciadores Nested. Os oligonucleotideos iniciadores internos
foram “forward” M1(5" AGT GGC GAA CGG GTG AGT AAC - 3') e “reverse”
R7 (5- TTA CGC CCA GTA ATT CCG GAC AA - 3", produzindo fragmento de
455 pb. Dez microlitros da diluigdo 1:100 da primeira reagdo de amplificagdo foram
adicionadas a 40 pL do mix GoTaq. A mistura final de PCR com volume de 50 pL
continha GoTag® green Master Mix (DNA Polimerase, 400 uM dATP, 400 puM
dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM dTTP e 3 mM MgCl;) na concentragéo final 1x e
oligonucleotideos iniciadores em concentracdo final de 0,6 pM. A programacdo do
termociclador foi de 95°C por 2 minutos para denaturacéo inicial, 25 ciclos a 95°C
por 30 segundos para denaturacdo, anelamento a 68°C por 1 minuto e extensdo a
72°C por 30 segundos com extenséo final por 5 minutos a 72°C. As amostras foram
conservadas congeladas a -20°C. Nesta segunda etapa foi também preparado um
controle negativo para seguranca da reacdo utilizando o controle negativo da
primeira reacdo. Tanto o produto da primeira amplificacdo como o Nested foram
corridos em gel de agarose para verificar a presenga e o tamanho dos fragmentos
amplificados para cada amostra.

Andlise de PCR: Eletroforese em gel de agarose: O produto da PCR (8uL) foi

aplicado em gel de agarose a 1% imerso em tampdo TBE (Tris, Acido Borico e

EDTA) 1x, corado com 1 uL brometo de etideo (Invitrogen 10mg\ml) a corrente de



120 V, amperagem de 240mA, por 70 minutos.Os pesos moleculares foram
estimados através de comparacdo com marcador de peso molecular conhecido
(Ladder Norgen, 100pb). Os géis foram documentados em Eagle Eye Il da marca
Stratagene. Esperava-se um produto de 590 pb de peso para primeira reagdo e 455 pb

para a segunda.

Purificacdo da PCR: As amostras contendo produtos Gnicos com o correto tamanho

do fragmento foram submetidas a purificagdo para posterior sequienciamento.
Purificacdo dos produtos PCR foi feita com o “kit” (Invitek — Invisorb fragment
clean up ou GE Healthcare — illustra ™ — GFX ™ PCR DNA and GEL band),
seguindo as recomendacdes do fabricante. As amostras foram eluidas em 40 pL de
agua ou tampdo especifico. Apos a purificacdo, a concentracdo e pureza foram
novamente determinadas e novo gel foi preparado para confirmar a presenca da

amostra com o correto peso molecular.

Sequenciamento: As amostras com produtos do correto peso molecular foram

sequenciadas em equipamento MegaBACE™ 1000, Amersham Biosciences,
Dyenamic ET Dye Terminator kit usando “ software” Sequence Analyzer - 3.0 sendo
que as sequiéncias obtidas juntamente com os eletroferogramas foram analisados em
“software” Sequencher® 4.7 e alinhadas (Clustalw multiple analysis software) para
verificar homologia com as sequéncias anteriormente disponibilizadas no genbank.

Para isso, as sequéncias foram limpas no site www.justbio.com e o “Blast” foi feito

no site www.blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Foram também utilizadas ferramentas

de comparacgéo presentes nos seguintes enderecos eletronicos: www.rdna2.ridom.de,

www.nvbi.nlm.nih.gov/sutils/genom tree.cqi, EMBL (http://www.ebi.ac.uk/embl/) e

Genbank (http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

2.4. Andlise Estatistica

Os procedimentos estatisticos foram devidamente especificados de acordo
com as caracteristicas das variaveis analisadas, possibilitando que as pressuposicées
impostas pelos testes utilizados fossem totalmente atendidas.



O teste de qui-quadrado foi empregado para avaliar a relacdo entre o padréo
histopatolégico (difuso ou multinodular) e a quantidade de células gigantes e entre a
guantidade de bacilos encontrados e as seguintes variaveis: padrao histopatoldgico;
natureza do infiltrado inflamatério; e, quantidade de células gigantes. Observou-se
também, por meio deste teste, a relacdo entre a quantidade de bacilos presente na
area de necrose e fora da necrose em uma mesma lesdo de GLC. Porém, para
determinadas variaveis, nas quais o nimero de amostras nao foi suficiente, este teste
foi substituido pelo teste exato de Fisher com correcdo de Monte Carlo. Estes testes
foram realizados no PROC FREQ do software estatistico SAS® (SAS INSTITUTE,

2006) considerando o nivel de significancia de 5%.

Para avaliar a ocorréncia de predisposicdo racial foi calculado o Risco
Relativo, conhecendo-se para isso, 0 numero total de animais acometidos com GLC,
0 numero total de animais que deram entrada nos servi¢os no periodo de estudo e o
numero total de animais de cada raga acometida (THRUSFIELD, 2007).

Para avaliar a ocorréncia de predisposicdo de pelame, porte dos cées
acometidos, predisposicdo anatdmica para 0 GLC e quantidade de lesdes, foram
calculados intervalos de confianca de 95% para a proporcdo de ocorréncia de cada
uma destas variaveis. Dessa forma, as propor¢des consideradas estatisticamente
iguais foram identificadas pela sobreposicdo destes intervalos. Tal procedimento
também foi usado para avaliar a distribuicdo sazonal da doenca de acordo com as
épocas consideradas. Os intervalos relatados foram obtidos no pacote prop.test do

software estatistico R (R Development Core Team, 2008).



3. RESULTADOS

3.1. Estudo Clinico Epidemioldgico

Dos 38 casos de GLC estudados, foram obtidos dados epidemiolégicos de 32
cdes, sendo resgatada apenas a identificacdo dos outros seis animais acometidos.
Algumas informacGes foram incompletas, uma vez que 0s veterinarios responsaveis
ndo souberam respondé-las e o contato com o proprietario ndo foi possivel. A
descricdo das alteragdes observadas em relacdo ao total de casos em que se
obtiveram as informagdes esta descrita no texto como numerador e denominador,

respectivamente.

No periodo compreendido entre o ano de 2000 e 2008, o GLC representou

0,51% (38 casos em 7403 exames) de todos 0s casos dermatologicos.

Os cédes da raca Boxer foram os mais acometidos (19), seguidos pelo
Rotweiller (4), Sem raga definida (4), Labrador (3), Teckel (2), Dogue de Bordeaux
(1), Fila brasileiro (1), Pitbull (1), Terrier Brasileiro (1), Weimaraner (1) e Griffon de
Bruxe pélo longo (1). A raca Boxer compreendeu, portanto, 50% dos casos de GLC
estudados (Figura 1). Apenas os cdes da raca Boxer, Dogue de Bordeaux e
Rotweiller apresentaram risco relativo elevado para o desenvolvimento da doenca
(p<0,05). A doenca acometeu principalmente cdes com pelagem curta (28/36 -
77,8%), seguido pela pelagem média (Rotweiller e Labrador, 7/36 - 19,4%) e longa,
que ocorreu em apenas um animal (1/36 - 2,8%) (Figura 2). Trinta caes (30/36 -

83,3%) representavam racgas de grande porte.



W Boxer W Rotweiller W SRD MW Labrador

B Teckel ® Terrier Brzsileiro  ® Dogue de Bordeaux ® Fila Brasileiro

Griffon de Bruxe = Weimararer Pit Bull

Figura 1: Frequéncia de racas dos cdes acometidos com GLC (n= 38).

B Curta
H Média

mlonga

Figura 2: Frequéncia da pelagem dos cédes acometidos com GLC (n=36).



A idade de ocorréncia da doenca foi bastante variavel, acometendo cées com
um a 11 anos de idade, com média de 5,8 e moda de sete anos (Figura 3). Machos e

fémeas ocorreram exatamente com a mesma frequéncia (19/38- 50%).

tidos com GLC

caes acome

MNumero de

Idade (ano)

Figura 3: Distribuicdo etaria dos cdes acometidos com GLC (n= 37).

A maioria dos cdes (31/32 - 96,9%) apresentava-se em boa condicao corporal.
Apenas um animal (3,1%), recém resgatado da rua, estava emaciado. Cinco cées
(5/33 - 15,2%) apresentavam enfermidades concomitantes (erliquiose, erliquiose e
carcinoma espinocelular e os outros trés, mastocitoma). Aumento de linfonodos
submandibulares foi descrito no cdo emaciado e em outro com tumor ulcerado (2/30
- 6,7%).

O tempo de evolucdo das lesbes, determinado em 26 casos, variou de sete
dias a dois anos (Figura 4). Entretanto, na maior parte dos casos, o diagndstico foi

firmado até dois meses apds o aparecimento das lesdes.
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anos
4%

4 meses

3 meses
4%

Figura 4: Frequéncia de ocorréncia do GLC de acordo com o tempo de evolugédo da

doenca (n= 26).

Foi observada maior ocorréncia do GLC nos meses mais quentes do ano, de
setembro a marco (17/26 - 65,4%) (Figuras 5 e 6). Apesar das estagcdes serem pouco
definidas em nosso pais, verificou-se maior ocorréncia do GLC no verao e primavera
(16/26 - 61,5%, sendo 9 no verdo e 7 na primavera) que no inverno e outono (10/26 -

38,5%, 7 no inverno e 3 no outono).
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Figura 5: Distribuicdo da ocorréncia mensal dos cées acometidos com GLC (n=26).

m Meses temperaturas mais altas (setembro a margo)

B Meses temperaturas mais baixas (abril a agosto)

Figura 6 - Frequéncia de ocorréncia de cdes acometidos com GLC de acordo com a
temperatura anual (n=26).
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As lesbes incluiram papulas, placas, nddulos e tumores que variavam de dois
milimetros a sete centimetros de didmetro. Quanto a localizacdo, ocorreram
principalmente em pavilhdes auriculares (28/36 - 77,8%). Outros locais também
foram acometidos, associados ou nédo as lesdes nos pavilhGes auriculares: pavilhdes e
membro toréacico (1/36 - 2,8%); pavilhdes, membros pélvicos e segmento cefalico
(1/36 - 2,8%); pavilhdo auricular estendendo-se para regido cefélica (2/36 - 5,6%);
pavilhdo e regido nasal, estendendo-se para face (1/36 - 2,8%); pavilhdo e focinho
(1/36 - 2,8%); membro pélvico (1/36 - 2,8%) e plano nasal (1/36 - 2,8%) (Figura 7).
Em 94,4% dos casos (34/36) ocorreram lesdes em pavilhdes auriculares (Figura 8, 9,
10, 11), sendo que, em apenas um cao (1/34 - 2,9%) foi descrita a lesdo na face
concava do pavilhdo. Em todos os outros (33/34 - 97,1%), a face convexa foi a

acometida.

W Pavilhdao auricular

B Pavilhaoauricular e cabeca

m Pavilhdo auricular e membro

M Pavilhdoauricular e focinho

m Pavilhaoauricular, focinho e
face

B Membro pélvico

m Ponte nasal

M Pavilhao auricular, cabega e
membro pélvico

Figura 7 - Frequéncia da distribuicdo anatdmica das lesfes de cées acometidos por
GLC (n= 36).
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Figura 8 — GLC em c8o da raga Boxer. Nodulos multiplos ulcerados com

distribuicéo bilateral na face convexa dos pavilhdes auriculares.

Figura 9: GLC em cdo Boxer. Placa ulcerada e crostosa e papulas satélites

localizadas na face convexa de pavilhdo auricular.
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Figura 10 — GLC em cdo Boxer. Ndodulos mdltiplos alopécicos, eritematosos a
hiperpigmentados localizados na superficie convexa do pavilhdo auricular. Alguns

nodulos se coalescem e apresentam discreta exulceragdo e descamagéo.

f

. vt 'ﬁlf‘ r';i?." fl"
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Figura 11 — GLC em cdo Boxer. Ndodulo ulcerado, com margens bem definidas, com
aproximadamente quatro centimetros de diametro na superficie convexa do pavilhdo

auricular direito.
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Algum grau de desconforto, manifestado por dor ou prurido, foi relatado em
sete animais (7/27 — 25,9%). Quanto a consisténcia, as lesdes foram classificadas
como firmes (26/30 — 86,7%), fibroelasticas (3/30 — 10%) e flutuantes (1/30 — 3,3%).

As lesdes foram multiplas em 29 animais (29/32 — 90,6%) e apenas trés caes
(9,4%) apresentaram nodulo Unico. Na maioria dos cdes, as lesGes apresentavam
distribuicdo bilateral (19/31 — 61,3%) e, em 12 (38,7%), unilateral. Todas as lesfes
descritas eram circunscritas e bem delimitadas. Em 18 animais (18/30 — 60%)

observaram-se ulceracdes, principalmente nas lesGes de maior tamanho.

Moscas e outros insetos alados estavam presentes no ambiente da maioria dos
cées acometidos (20/23 — 87%). Em geral, as residéncias avizinhavam-se a parques
ou terrenos baldios e os cdes viviam principalmente fora de casa. Alguns animais
habitavam areas rurais ou as visitavam frequentemente. Em trés cées (3/13 — 23%)
foram relatadas feridas prévias ao desenvolvimento das lesdes, provocadas por
picadas de moscas e, em um caso, devido a bicagem de passaros. Dois animais
acometidos viviam no mesmo ambiente. N&o foi verificada recorréncia das lesdes em

nenhum dos casos estudados.

3.2. Estudo Histopatologico

A avaliagdo histopatologica foi realizada em 40 lesGes de GLC, referentes a
35 cédes. Em poucos casos ndo foi possivel a analise de todas as varidveis. Cultura
microbiologica foi realizada em apenas um caso e o resultado foi negativo para

Mycobacterium sp.

As lesbes do GLC caracterizaram-se por padrdo histopatoldgico difuso
(22/39- 56,4%) ou multinodular  (17/39- 43,6%), com  pequenos
granulomas/piogranulomas compactos e coalescentes (Figura 12 e 13). Os infiltrados
inflamatdrios granulomatoso e piogranulomatoso, com maior quantidade de

neutrofilos, ocorreram na mesma proporc¢ao (20/40- 50%) (Figura 14).

A celularidade foi semelhante em todos os casos, sendo 0s
granulomas/piogranulomas compostos, predominantemente, por macréfagos

epitelidides, neutrdfilos, linfocitos e plasmdcitos, em proporgdes distintas (Figural5).
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Figura 12: Corte histopatologico de pele de cdo com GLC. Dermatite difusa
granulomatosa com infiltrado linfoplasmocitario (HE - aumento original 100X).

Figura 13: Corte histopatologico de pele de cdo com GLC. Dermatite nodular com
formacdo de granulomas multiplos, compactos e coalescentes em toda a derme.
Notar a distribuicdo perianexial do infiltrado inflamatério na periferia da lesdo (setas)

(HE - aumento original 40X).
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Vinte e trés lesdes apresentaram celulas gigantes (23/40- 57,5%) em
quantidade discreta (15/23- 65,2%) a moderada (8/23- 34,8%) (Figura 16).

Na periferia de algumas das lesGes verificou-se a orientacdo do infiltrado
inflamatdrio contornando os foliculos pilosos verticalmente, comprimindo 0s anexos,
mas sem invadi-los, semelhante ao descrito como “formato de salsicha” (PANICH et
al., 1991) (14/40- 35%) (Figura 17).

Quanto a localizacdo, a inflamacdo envolveu toda a derme em 25 exames
(25/39- 64,1%), associada também ao subcutaneo (2/39- 5,1%) ou a interface com a
epiderme (5/39- 12,8%). A localizacdo do infiltrado apenas na derme profunda
ocorreu em sete lesdes (7/39- 17,9%). A epiderme apresentava ulceragdo em 17
lesbes (17/40- 42,5%) e, quando integra, estava acantotica (16/40- 40%) ou sem
alteragdes (7/40- 17,5%).

Necrose tecidual ocorreu em aproximadamente metade das lesdes (21/40-
52,5%), com a seguinte distribuicdo: discreta (3/21- 14,3%), moderada (12/21-
57,1%) e intensa (6/21- 28,6%) (Figura 18). Focos de edema e proliferacdo vascular
ocorreram em varios casos (7/40- 17,5% e 31/40- 77,5%, respectivamente). A
proliferacdo vascular estava presente na maioria das lesdes com distribuicdo

geralmente uniforme no infiltrado inflamatorio.

No interior de alguns granulomas/piogranulomas foram verificados anexos
epidérmicos comprimidos pelo infiltrado (15/40- 37,5%), assim como melanofagia
(12/40- 30%). Quando visiveis, os filetes nervosos, mesmo cerceados pelo processo
inflamatorio, ndo exibiam alteracBes histopatologicas importantes (17/40) (Figura

19). Nas demais lesdes (23/40), os plexos nervosos ndo foram visualizados.

Ndo foi observada uniformidade em relagdo a quantidade de BAAR
visualizados na coloragéo especial de Ziehl Neelsen. A quantidade de bacilos variou
consideravelmente entre os animais, entre diferentes lesbes de um mesmo animal e
também no interior de uma mesma lesdo. Onze lesdes (11/36- 30,5%) apresentaram
quantidade discreta de bacilos, quinze (15/36- 41,7%) moderada e dez (10/36-
27,8%) intensa. Embora estatisticamente nédo significativo (p>0.05) pelo teste de qui-

quadrado, observou-se uma maior concentracdo de BAAR no tecido necrotico (9/16-
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56,3%) (Figura 20). Nesta andlise, apenas foram incluidas apenas as lesdes com

necrose em quantidade moderada a intensa.

N&o houve diferenca estatistica significativa entre as seguintes variaveis: 1)
quantidade de bacilos e padrdo histopatologico (multinodular e difuso); 2)
quantidade de bacilos e aspecto do infiltrado inflamatério (granulomatoso e
piogranulomatoso); 3) quantidade de bacilos e quantidade de células gigantes; e, 4)
quantidade de células gigantes e padrdo histopatoldgico (multinodular e difuso),

todos avaliados na mesma lesdo (P>0.05).

A morfologia dos bacilos ndo foi uniforme. Em varios casos, na mesma lesdo,

notaram-se tanto a morfologia bacilar integra como a fragmentada (Figura 21 e 22).

Em 26 lesBes (26/36- 72,2%) ocorreu o predominio da forma bacilar integra.

Figura 14: Corte histopatoldgico de pele de cdo com GLC. Dermatite
piogranulomatosa difusa com grande quantidade de neutréfilos junto ao infiltrado

inflamatdrio macrofagico e linfoplasmocitario (HE - aumento original 400 X).
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Figura 15: Corte histopatoldgico de pele de cdo com GLC. Granuloma bem definido
formado por macrofagos epitelidides, circundado por infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario (HE — aumento original 400X).

Figura 16: Corte histopatologico de pele de cdo com GLC. Infiltrado
histioplasmocitario com células gigantes do tipo Langerhans (HE — aumento original

1000X).
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Figura 17: Corte histopatologico de pele de cdo com GLC. Orientacdo perianexial
do infiltrado inflamatério, contornando os foliculos pilosos (HE— aumento original
40X).

Figura 18: Corte histopatologico de pele de cdo com GLC. Extensa area de necrose
de liquefacdo margeada por infiltrado inflamatério macrofagico e linfoplasmocitario

(HE — aumento original 100X).
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Figura 19: Corte histopatologico de pele de cdo com GLC. Filete nervoso integro no
interior de granuloma, sem evidéncia de invasdo inflamatoria. Notar os focos de

piogranulomas (HE — aumento original 400X).

Figura 20: Corte histopatolégico de pele de cdo com GLC. BAAR granulares em

grande quantidade em area de necrose (Ziehl Neelsen — aumento original 1000X).
22
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Figura 21: Corte histopatolégico de pele de cdo com GLC. BAAR com morfologia

predominantemente bacilar integra, intra e extracelulares (Ziehl Neelsen - aumento
original 1000X).

. . ‘ . . '_ / ™~ - !
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Figura 22: Corte histopatolégico de pele de cdo com GLC. BAAR com morfologia

granular fragmentada, intra e extracelulares (Ziehl Neelsen — aumento original
1000X).
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3.3. PCR e Sequenciamento genético

Na anélise da PCR por eletroforese em gel de agarose, o produto da primeira
amplificacdo, que seria de 590 pb, ndo foi visualizado em nenhuma das amostras
avaliadas. Na segunda reacdo de amplificacdo (Nested), utilizando-se o par de
primers M1 e R7, resultados positivos foram alcancados, com fragmento de

aproximadamente 450 pb (Figura 23).

500pb [—» — e — —

Figura 23: Nested PCR de cinco amostras de GLC para deteccdo de Mycobacterium
sp. Raia 1, marcador molecular 100 pb (marca Norgen); Raia 2 a 5, lesdes de GLC
PCR positivas para Mycobacterium sp com banda de 455 pb; Raia 6, controle de

reacdo branco negativo.

A reacdo de amplificacéo, realizada nos 25 fragmentos, foi positiva para a
presenca de Mycobacterium sp em 21 amostras, referentes a 18 animais (18/22
animais- 81,8 %). Apenas quatro (4/22 — 18,2%) fragmentos foram negativos, ndo
ocorrendo amplificacdo do DNA da micobactéria. Trés amostras representavam
diferentes lesbes em um mesmo animal e foram todas positivas. As amostras

utilizadas para o controle negativo em todas as reacdes apresentaram resultados
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negativos, garantindo a auséncia de contaminacdo. A amostra controle cego, oriunda

de outra lesdo cutanea, também foi negativa.

Os dezoito animais positivos foram submetidos a analise por comparagéo
com seqliéncias de Mycobacterium sp ja descritos na literatura. A primeira andlise foi
feita com o Mycobacterium murphy, acesso AF144747, descrito por Hughes et al.
(2000). O produto da amplificacdo foi 100% igual ao Mycobacterium murphy em 13
animais (13/18 — 72,2%) e o sequenciamento parcial do gene 16s rRNA esta descrito

na Figura 24.

ACGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCT
AATACCGGATATGACCACGAAGCGCATGCTTTGTGG TGGAAAGCTTTTGE
GOTGTGGGATGGGUCCCGUGGUCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGOCT
ACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTCAGAGGGTGTCCGGCCACACTG
GOACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TOCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGOUG COGTGGGG GATGACG
GCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAC GAAGCGCAAGTGACGGT
ACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGOCCAGCAGCCGCGGTAATA
COTAGGGTGCGAGCG

Figura 24: Sequenciamento genético parcial do gene 16s rRNA do Mycobacterium

Murphy.

As micobactérias sequienciadas de diferentes leses de um mesmo animal
foram idénticas entre si. O produto da amplificacdo das amostras dos outros cinco
caes (5/18- 27,8%) ndo apresentaram 100% de identificacdo a sequéncia do
Mycobacterium murphy e também foram diferentes quando comparados entre si
(Quadro 1). Estas amostras foram analisadas com outras espécies de micobactérias

utilizando-se o0s bancos de dados nos sites www.rdna2.ridom.de,

www.nvbi.nlm.nih.gov/sutils/genom tree.cqi, EMBL (http://www.ebi.ac.uk/embl/) e

Genbank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e suas sequéncias estdo descritas na
Tabela 1.
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Amostra 1
ACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTTTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGAATACACCTC
GCTGGCCGCATGGTCTGGTGGGGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTT
GTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACA
CTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCG
CAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCCCTTTCAGCACA
GACGAAGCGCGAGTGACGGTATGTGCAGAAGAAGGACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATAC

Amostra 2
CGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGAATACACCCT
GCTGGTCGCATGGCCTGGTGGGGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTT
GTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACAC
TGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGC
AAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAACGCCG
ACGAAGCGTGAGTGACGGTAGGCGTAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGGTGCGA

Amostra 3
CGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGACCG
CATGCTGCATGGTGTGTGGTGCAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTT
GGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTG
GGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAA
GCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAC
GAAGCGAAAGTGACGGTACCTACAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGGTGCGA

Amostra 4

TGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACCACG
GACCTTCATGGCGTTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTT
GGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTG
GGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAA
GCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCACCAGGGGA
CGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGGTGCGA

Amostra 5
CGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGACTA
CGCGATGCATGTCGTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTT
GGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTG
GGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAA
GCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCATAGGGACG
AAGCGCAAGTGACGGTACCTAGAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGGTGCGA

Tabela 1: Sequéncia genética parcial do gene 16s rRNA das cinco espécies de
micobactérias identificadas nas lesbes de GLC que ndo corresponderam ao M.

murphy. (Os primers ndo foram incluidos na sequéncia).
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Uma dentre as cinco micobactérias identificadas apresentou homologia de
100% com a sequéncia do Mycobacterium XN10-17, acesso FJ358417, descrita por
Luo, X. (2008). As outras quatro espécies identificadas ndo apresentaram homologia
de 100% com nenhuma das micobactérias que tem suas sequéncias genéticas
depositadas nos bancos de dados pesquisados. Os melhores valores de homologia
foram encontrados com o0s seguintes microrganismos: Uncultured bacterium ARFS-
3, acesso AJ277836 (98% homologia); Mycobacterium sp. L47, acesso DQ249999
(98%); Mycobacterium immunogenum strain CIP 106684T, acesso AY457080
(98%); Mycobacterium genavense, acesso EU742187 (97%); Mycobacterium
tilburgii, acesso 250172, descrito por VVos, M.C. et al (1995) (97%); Mycobacterium
murphy, acesso AF144747, descrito por Hughes et al. (2000) (97%); Uncultured
bacterim, acesso EU132651 (98%).
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MICOBACTERIUM

ACESSO

10

11

13

14

15

16

17

19

20

21

22

Mycobacterium sp.
Murphy 16S ribossomal
RNA.

Mycobacterium tilburgii
16S ribossomal RNA.

Mycobacterium
genavense 165
ribossomal RNA.

Mycobacterium triplex
16S ribossomal RNA

Mycobacterium
interjectum strain 165
ribossomal RNA

Mycobacterium simiae
16S ribossomal RNA

Mycobacterium
heidelbergense 165
ribossomal RNA.

Mycobacterium
lentiflavum 16S
ribossomal RNA.

Mycobacterium kubicae
16S ribosomal RNA

Mycobacterium goodii
168 ribossomal RNA

Mycobacterium
smegmatis 165
ribossomal RNA

Mycobacterium
madagascariense 165
ribossomal RNA

Mycobacterium
moriokaense 168
ribossomal RNA
Mycobacterium
mageritense 165
ribossomal RNA

Mycobacterium duvalii
168 ribossomal RNA

Mycobacterium sp . 165
ribossomal RNA

AF144747

250172

EF107701

AJ535505

AF 547937

EU022520

X70960

AB362381

AF 547941

DQ 447773

AJ 536041

AF547343

AYB59686

AJB99399

AF 547918

AF 325531

100%

99%

99%

97%

98%

98%

98%

98%

97%

94%

93%

94%

94%

94%

93%

100%

100%

99%

99%

97%

98%

98%

98%

98%

97%

94%

93%

94%

94%

94%

93%

100%

100%

99%

99%

97%

98%

98%

98%

98%

97%

94%

93%

94%

94%

94%

93%

100%

93%

94%

93%

90%

94%

94%

94%

93%

93%

97%

97%

97%

96%

97%

96%

94%

100%

99%

99%

97%

98%

98%

98%

98%

97%

94%

93%

94%

94%

94%

93%

100%

100%

98%

99%

97%

98%

98%

98%

98%

97%

94%

93%

94%

94%

94%

93%

100%

100%

99%

99%

97%

98%

98%

98%

98%

97%

94%

93%

94%

94%

94%

93%

100%

100%

98%

99%

97%

98%

98%

98%

98%

97%

94%

93%

94%

94%

94%

93%

100%

100%

99%

99%

97%

98%

98%

98%

98%

97%

94%

93%

94%

94%

94%

93%

100%

100%

99%

99%

97%

98%

98%

98%

98%

97%

94%

93%

94%

94%

94%

93%

100%

100%

99%

99%

97%

98%

98%

98%

98%

97%

94%

93%

94%

94%

94%

93%

100%

100%

99%

99%

97%

98%

98%

98%

98%

97%

94%

93%

94%

94%

94%

93%

100%

93%

93%

93%

92%

94%

94%

94%

94%

92%

93%

96%

97%

97%

94%

95%

93%

100%

99%

99%

97%

98%

98%

98%

98%

97%

94%

93%

94%

94%

94%

93%

100%

100%

99%

99%

97%

98%

98%

98%

98%

97%

94%

93%

94%

94%

94%

93%

100%

95%

95%

95%

92%

95%

95%

95%

95%

95%

94%

92%

93%

94%

94%

92%

95%

97%

97%

97%

94%

96%

96%

95%

96%

95%

93%

92%

93%

93%

94%

92%

97%

96%

96%

96%

95%

96%

96%

96%

96%

96%

93%

92%

93%

94%

94%

92%

96%

Quadro 1: Homologia das sequéncias obtidas de lesdes de cdes com GLC com algumas espécies descritas na literatura. Amostra 6,

18 e 21 negativas para Mycobacterium sp.
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4. DISCUSSAO

No presente estudo o GLC ocorreu principalmente em racgas de pélo curto e
grande porte, apresentando os cédes da raca Boxer, Dogue de Bordeaux e Rotweiller
maior risco para desenvolver a doenca A razdo da predilecdo da raca Boxer ndo é
conhecida, mas tem sido citada em diversas partes do mundo (LEMARIE, 1999;
MALIK et al.,, 1998; MALIK et al., 2006). Apenas o pelame curto, o porte e a
conformacdo das orelhas ndo sdo suficientes para justificar tal predilecdo, uma vez que
racas bem difundidas e fenotipicamente semelhantes ndo sdo acometidas com tanta
frequéncia. Talvez exista alguma predisposicdo genética para a raca Boxer ou uma
deficiéncia na resposta imunolégica a micobactéria, com minima disfuncéo linfocitaria ou
fagocitica, que permita a infeccdo, mas que seja suficiente para prevenir a disseminacdo do

microrganismo.

O acometimento dos pavilhdes auriculares € tradicionalmente descrito para a
doenca (MALIK et al., 1998; LEMARIE, 1999; FOLEY et al., 2002; MALIK et al.,
2006). Essa preferéncia anatdmica é ainda de teoria especulativa, remetendo a provavel

forma de transmisséo da doenca.

Embora a etiopatogenia do GLC ndo seja bem compreendida, acredita-se que a
micobactéria seja inoculada via percutanea, através de picadas de insetos em animais
susceptiveis (LEMARIE, 1999; SCOTT et al., 2001; MALIK, 2004; TWOMEY et al.,
2005). Algumas observacgdes do presente estudo, além do encontrado na literatura, ddo
suporte a esta hipdtese. As lesbes ocorreram preferencialmente nas regides anatémicas
mais susceptiveis a picadas de insetos, como orelhas e segmento cefélico.
Particularmente, a pele dos pavilhdes auriculares aparenta possuir menor densidade
pilosa e vascularizacdo mais superficial que, eventualmente, facilitaria o repasto
sanguineo. Ainda, os animais de grande porte passam normalmente mais tempo fora de
casa (SCOTT et al., 2001; MALIK et al., 2006). Acredita-se que a infecgdo tambeém
possa ocorrer através de feridas cutaneas e arranhaduras por gato (FOLEY et al., 2002).
No presente estudo, em dois cdes foram relatadas feridas nos pavilhGes auriculares

prévias ao desenvolvimento das lesdes granulomatosas. Além disso, a presenca de
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moscas e outros insetos no ambiente dos cdes acometidos foi citada na maioria dos

casos e reforca esta hipotese de transmissao da micobactéria.

As ulceracdes foram observadas com maior freqiiéncia nas lesfes maiores.
Maior probabilidade de traumatismo, comprometimento vascular e reacdo inflamatoria
severa com dano tecidual podem ser responsaveis por essa alteracdo. A despeito do
aspecto macroscopico preocupante, a enfermidade pareceu pouco incomodar, com

apenas alguns animais demonstrando dor ou prurido.

O tempo de evolucdo relatado na maioria dos casos sugeriu rapido
desenvolvimento, embora esta informacao nédo tenha sido completamente confiavel em
todos os casos. Em alguns casos houve demora dos proprietarios na procura por
atendimento médico e diagnostico da doenca. Entretanto, a descricdo de um cdo com
lesdo ha dois anos enfatiza o baixo potencial patogénico do agente infeccioso, sem a

progressao das lesdes e auséncia de acometimento de 6rgéos internos.

Todos os cdes, a excecdo de um, estavam sistemicamente sadios, sem
envolvimento aparente de oOrgdos internos, concordando com as descricdes prévias
(MALIK et al., 1998; LEMARIE, 1999; SCOTT et al., 2001; FOLEY et al., 2002;
MALIK et al., 2006). O aumento de linfonodos submandibulares foi descrito em dois
caes. Em um dos casos, esse achado provavelmente ocorreu devido a extensa ulceracéo
e avantajada dimensdo das lesdes. Outro cdo havia sido resgatado da rua em estado de
emaciacao. Essas observacdes reforcam o fato de que a micobactéria causadora do GLC
seja saprofita, com baixa patogenicidade e incapaz de invadir tecidos profundos,
restringindo-se a pele e ao tecido subcutaneo de cdes (CHARLES et al., 1999; FOLEY
et al., 2002; MALIK et al., 2006).

Aproximadamente dois tercos dos casos (65,4%) de GLC ocorreram nos meses
mais quentes do ano no Brasil (setembro a marco). Outro estudo refere o oposto em
relagdo a sazonalidade: maior ocorréncia nos meses mais frios do ano, como no outono
e inverno (MALIK et al., 1998). Foi proposto que o periodo de incubacdo do agente
pudesse ser longo, com a inoculagdo do microrganismo podendo ocorrer nos meses
mais quentes, quando o nimero de possiveis vetores € maior, e com a manifestacdo da
doenca apenas meses mais tarde. Outra hipdtese referiu maior predilecdo do

microrganismo para se desenvolver em regides anatdmicas mais frias do corpo, como
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nos pavilhdes auriculares (MALIK et al., 1998; FOLEY et al., 2002). Entretanto, essa
diferenca de comportamento ndo pode ser facilmente explicada. O confinamento das
lesGes na pele e subcutaneo dos caes também pode estar relacionado a resposta imune
do hospedeiro e a baixa patogenicidade do microrganismo. Em nossa regido, nos meses
mais quentes do ano, é maior o nimero de moscas, mosquitos ou outros vetores que
sabidamente molestam os cdes em nossas regides e que poderiam transmitir o agente
infeccioso. Ainda, curiosamente, as cidades brasileiras (Sdo Paulo, Belo Horizonte,
Vicosa e Juiz de Fora) possuem latitudes e alguma variacdo climética semelhantes a
certas regifes da Australia (p.ex. Sidney) (ALLMETSAT, 2009), onde foi feita a
primeira descricdo de sazonalidade. Estudos adicionais sdo necessarios para explicar

essa diferenca sazonal da doenca.

Os sinais clinico-dermatoldgicos do GLC foram fortemente sugestivos da
doenca, no entanto, deve ser feito o diagndstico diferencial com outras enfermidades
granulomatosas, sejam infecciosas, parasitarias ou estéreis, e com as neoplasias
(SCOTT et al.,, 2001; FOLEY et al.,, 2002; GROSS et al., 2005). O diagndstico
definitivo baseou-se nos achados clinicos e, sobretudo, histopatologicos. As
micobactérias sdo bacilos alcool acido resistentes. A grande camada de lipideos de sua
parede celular retém o corante de carbofuchsina, mesmo apds a descoloragdo com &cido
e alcool, conferindo aos microrganismos a cor rosea nas coloracdes especiais de Faraco
modificado e Ziehl Neelsen (MUNDELL, 1995; CHARLES et al., 1999). Nao é
possivel cultivar e isolar a micobactéria causadora do GLC utilizando-se dos protocolos
para as outras espécies de micobactérias (MALIK et al., 1998; LEMARIE, 1999;
MALIK et al., 2006). De fato, em funcdo da forte suspeita baseada nos sinais clinicos e
achados histopatoldgicos, apenas um caso foi submetido a cultura microbiana com
resultado negativo. Entretanto, o resultado negativo é importante, pois permite excluir

outras micobacterioses de importancia zoonoética (MALIK et al., 2006).

Ndo foram observados casos recorrentes, concordando com o prognéstico
favoravel da doenca. Mas, alguns cdes podem desenvolver lesdes cronicas, severas e
refratérias ao tratamento (MALIK et al., 2001; MALIK et al., 2006).

No presente estudo, os achados histopatoldgicos do GLC foram semelhantes aos
descritos previamente (CHARLES et al., 1999; MALIK et al., 2006). O infiltrado
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granulomatoso acometeu a derme e variavelmente a interface dermo epidérmica e o
tecido subcutaneo. O subcutaneo foi acometido em menor numero de casos, dado a
ocorréncia da maioria das lesbes nos pavilhdes auriculares, que ndo apresentam este tipo
de tecido (SCOTT et al., 2001).

A maior vascularizacdo da derme perianexial pode explicar a freqlente
disposicao perianexial dos granulomas nos casos de GLC. Em muitos casos, esse padréo
foi identificado na periferia das lesbes mais difusas, mas em outros, contornava
caprichosamente apenas 0s anexos. Esse padrdo inflamatorio foi identificado como
muito sugestivo para os quadros de granulomas/piogranulomas estéreis em cées
(PANICH et al, 1991; SANTORO et al., 2008). Estudo molecular (PCR) e
imunoistoquimica de casos diagnosticados como sindrome do granuloma estéril canino
demonstrou positividade para Leishmania sp (CORNEGLIANI et al., 2005). O GLC,
conforme verificado na presente pesquisa, deve também ser incluido na lista dos
diagnosticos diferenciais. Em nosso estudo, além da baciloscopia positiva, todos esses
casos em que foi feita a PCR, obtiveram resultados positivos para Mycobacterium sp.

Tuberculose cutanea e granuloma micobacteriano da pele canina foram os
termos utilizados para descrever inicialmente a enfermidade no Zimbabwe em 1973
(SMITH, 1973). A denominacdo granuloma lepréide canino foi empregada em 1998
(Malik et al. 1998). Leprdide diz respeito a algo que se assemelha a lepra. Embora em
alguns aspectos tal fato possa ser entendido, pois trata-se de enfermidade cutanea
causada por micobactéria ndo cultivavel, existem diferencas que ndo podem deixar de
ser citadas. Inicialmente, lepra, termo usado para descrever a milenar doenca cutanea
em seres humanos, significa em latim, descamativo, em alusdo ao aspecto lesional
muito freqlente da enfermidade. O GLC ndo se manifesta por placas eritemato
descamativas e sim por lesdes nodulares e frequentemente ulcerativas. A ulceracdo pode
ocasionalmente ocorrer na lepra nas reacdes do tipo I, vistas tipicamente nos pacientes
TT ou BT, mas o curso clinico agudo ndo confere com a evolucdo geralmente cronica
do GLC. As lesbes do GLC ocorreram com frequéncia no pavilhdo auricular, regido
onde podem existir lesdes na lepra lepromatosa. No entanto, os animais com GLC néo
apresentam lesbes generalizadas e simétricas por todo o corpo nem sinais de
acometimento sistémico. Histologicamente ha também diferencas. Piogranulomas bem

definidos ocorreram em metade dos casos e mesmo nos infiltrados mais epitelidides, 0s
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neutréfilos estavam sempre presentes. Os neutrofilos ndo sdo relatados na lepra humana,
a nao ser nas reacOes do tipo Il (eritema nodoso hansénico) que nao apresenta
compatibilidade clinica com o GLC. A independéncia ou a auséncia de associacdo entre
a quantidade de células gigantes e o padrdo histopatoldgico, células gigantes e a
quantidade de bacilos, bem como entre o padrdo histopatoldgico e a quantidade de
bacilos ndo conferem com os achados da lepra. Na lepra, essas caracteristicas inter
relacionadas permitem a classificacdo dos pacientes em um dos grupos do espectro. A
falta de relacdo dessas varidveis no estudo histopatoldgico ndo suporta que diferencas na
resisténcia do hospedeiro possam eventualmente existir e influenciar na recuperagéo
clinica. O envolvimento nervoso, caracteristico da lepra, ndo foi verificado em nenhum
dos casos de GLC. Embora a informacdo sobre sensibilidade das lesbes seja dificil de
ser avaliada em animais, na histopatologia, os feixes nervosos no interior do processo
inflamatorio apresentavam-se integros. Ademais, nenhum bacilo foi encontrado no
interior dos nervos. Entretanto, para melhor avaliagdo do comprometimento nervoso a
técnica de imunoistoquimica anti proteina S-100 poderia mostrar resultados mais
esclarecedores. (FLEURY, 2005). Diante do exposto, sugerimos que granuloma
micobacteriano cuténeo canino, como ja anteriormente citado (SMITH, 1979), seja
mais apropriado para essa enfermidade.

A PCR é uma técnica de grande valor no diagndstico etioldgico de infec¢des
micobacterianas em animais, especialmente para os agentes de dificil cultivo ou
daqueles ndo cultivaveis (HUGHES et al., 2000). Em nosso estudo, a PCR foi positiva
na maioria dos casos testados, comprovando a presenca de DNA micobacteriano nas
lesdes do GLC. O numero de pares de base verificados foi similar ao descrito por

Hughes et al. (2000), validando a técnica realizada.

Os resultados negativos provavelmente ocorreram devido a conservagdo
inadequada do material em formol, que pode ter desintegrado o DNA e impossibilitado
a sua amplificacdo. A analise de amostras com pequena quantidade de bacilos
visualizados na histopatologia néo justifica os resultados negativos encontrados. Outras
amostras caracterizadas histopatologicamente com raros bacilos apresentaram
resultados positivos na PCR, garantindo o diagnostico preciso mesmo com pouco

material genético.
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A amplificacdo e seqlienciamento das regides V2 e V3 do gene 16s rRNA tém
sido recomendada para o diagnostico e a identificacdo de espécies de micobactérias
(HUGHES et al., 2000; FOLEY et al., 2002; CHAKRAVORTY et al., 2007). Estas
regibes apresentam grande heterogeneidade de nucleotideos capazes de distinguir e
identificar especies (CHAKRAVORTY et al., 2007), sendo, por isso, realizada em

nosso estudo.

A principal espécie da micobactéria causadora do GLC foi descrita inicialmente
na Irlanda, a partir de casos australianos e foi denominada Mycobacterium murphy
(HUGHES et al., 2000). Em 2002, pesquisa semelhante foi executada nos Estados
Unidos, com resultados de 99 a 100% de homologia com os casos australianos (FOLEY
et al., 2002). No presente estudo, 0 M. murphy também foi o agente identificado com
maior frequéncia. Entretanto, o restante das micobactérias sequenciadas, além de néo
serem homdlogas ao M. murphy e as descritas na literatura, também ndo foram
semelhantes entre si, sugerindo maior variedade de espécies responsaveis pelo GLC no
Brasil.

Essa variedade de micobactérias, associada a semelhanca clinico epidemioldgica
de todos os casos de GLC estudados, apontam para a possibilidade de tratarem-se de
microrganismos saprofitas e pouco patogénicos, concordando com a literatura
(CHARLES et al., 1999; FOLEY et al., 2002).

As micobactérias induzem resposta inflamatéria do tipo granulomatosa
(COLLINS, 1999; RINGLER, 2000) e varias espécies, inclusive as saprofitas, tém sido
envolvidas em dermatoses granulomatosas de caes, gatos e também de humanos. As
micobacterioses atipicas em cdes e gatos sdo um exemplo. Causadas por
microrganismos saprofitas, comumente encontrados na dgua e no solo, sdo inoculados
na pele por material contaminado. As micobacterioses atipicas caracterizam-se por
nodulos, Ulceras e tratos fistulosos crénicos ou recorrentes, que ocorrem sobretudo em
abdome ventral e regido inguinal, diferindo do quadro clinico de GLC. A maioria das
micobactérias envolvidas € classificada como de rapido crescimento e incluem M.
fortuitum, M. chelonei, M. phlei, M. smegmatis, M. xenopi e M. thermoresistible
(MUNDELL, 1995; LEMARIE, 1999), havendo também um relato de M. goodii em c&o

(BRYDEN et al., 2004). A homologia entre estas micobactérias de rapido crescimento e
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as identificadas no presente estudo foi baixa (menor que 94%), com apenas a M.

smegmatis apresentando homologia de 97% com uma das amostras analisadas.

Atualmente, com o desenvolvimento de novas técnicas moleculares de
diagnostico, novos microrganismos tém sido descritos em enfermidades infecciosas. A
lepra felina, micobacteriose que se assemelha ao GLC e conhecidamente causada pelo
M. lepraemurium, teve recentemente novas espécies incluidas em sua etiologia como o
Mycobacterium sp. strain Tarwin (FYFE et al., 2008). De forma semelhante ao GLC, os
microrganismos causadores da lepra felina sdo de dificil cultivo e a transmisséo parece
ocorrer por trauma (feridas provocadas por ratos, picadas de insetos ou introducdo de
material contaminado) (MUNDELL, 1995; FYFE et al., 2008). Assim como ocorre na
lepra felina, outras espécies de micobactérias, provavelmente saprofitas e inoculadas por
vetores ou trauma, estdo envolvidas na patogenia do GLC, como demonstrado no
presente estudo. Clinicamente, as lesdes observadas na lepra felina causadas pelas
diferentes espécies de micobactéria se assemelham entre si (FYFE et al., 2008), o que
também foi verificado nos casos de GLC aqui descritos. Entretanto, apesar da
ocorréncia de novas espécies, 0 M. murphy representa um importante agente etiologico
da doenca, uma vez que foi encontrado em outros paises e identificado na maioria dos
casos brasileiros (HUGHES et al., 2000; FOLEY et al., 2002).

35



5. CONCLUSOES

Os cdes de grande porte e pelagem curta, sobretudo os animais da raca Boxer,
foram os mais acometidos pelo GLC. Nao houve predisposi¢do sexual, sendo a

maior ocorréncia, em animais de meia idade.

As lesdes caracterizaram-se principalmente como nodulos firmes e multiplos,
ulcerados ou ndo, localizados, sobretudo, em pavilhdes auriculares. Os animais
acometidos ndo apresentaram alteracfes da salde sistémica e 0 prognoéstico da
doenca foi favoravel.

Histopatologicamente, o0 GLC caracterizou-se por dermatite nodular ou difusa
granulomatosa ou piogranulomatosa, com ou sem necrose, acometendo a derme
e o tecido subcutaneo e fazendo parte dos diagnosticos diferenciais das lesdes

granulomatosas em cées.

Os BAAR ocorreram em quantidades e morfologias distintas. N&o foi verificada
associacdo significativa entre a quantidade de bacilos com o padrdo
histopatolégico, com celularidade predominante do infiltrado inflamatério, com

a necrose ou com a quantidade de células gigantes.

Em funcdo dos achados anatomo clinicos, sugere-se que 0 termo mais

apropriado para a doenga seja granuloma micobacteriano cutaneo canino.

O Mycobacterium murphy foi a espécie de micobactéria identificada na maioria
dos casos, a semelhanca do que foi observado em dois estudos prévios.

Entretanto, outras espécies, ndo descritas na literatura, também ocorreram.
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7. ANEXO

1) Avaliacdo estatistica da associacdo entre padrdo histopatoldgico e quantidade de bacilos nas
lesbes GLC:

Table of Arranjo by Bacilos
Arranjo  Bacilos
Frequency,
Percent ,
Row Pct ,
Col Pct ,+ ,++ ,+++ , Total
FEFEEEEFEfEfeerfrffrfefrfffeefffre
DIFUSO , 5, 8, 6, 19

, 1429, 22.86, 17.14, 54.29

, 26.32, 4211, 31.58,

, 45.45, 53.33, 66.67,
FEFEEEEFEfEfeerfffreerrffferfrfre
MULTINOD, 6, 7, 3, 16

, 17.14, 20.00, 857, 45.71

, 3750, 43.75, 18.75,

, 5455, 46.67, 33.33,
iiiiiiiniiiiiiiniiiiiiininniniis
Total 11 15 9 35

31.43 42.86 25.71 100.00
Statistics for Table of Arranjo by Bacilos

Statistic DF Value Prob
FEEFfrffferfffrffrfeffrfefeffefeffifefeffffrffefefrrfs
Chi-Square 2 09071 0.6354

Likelihood Ratio Chi-Square 2  0.9197 0.6314
Mantel-Haenszel Chi-Square 1  0.8563 0.3548

Phi Coefficient 0.1610
Contingency Coefficient 0.1589
Cramer's V 0.1610

WARNING: 33% of the cells have expected counts less
than 5. Chi-Square may not be a valid test.
The FREQ Procedure

Statistics for Table of Arranjo by Bacilos
Fisher's Exact Test
FEEEFFerrerreereereereefrefrefrefe
Table Probability (P)  0.0615
Monte Carlo Estimate for the Exact Test

Pr<=P 0.6280
99% Lower Conf Limit 0.6155
99% Upper Conf Limit 0.6405

Number of Samples 10000

Initial Seed 74076
Sample Size = 35
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2) Avaliagdo estatistica da associacdo entre infiltrado inflamatdrio predominante e quantidade de
bacilos verificados nas lesdes de GLC:

Table of Infiltrado by Bacilos
Infiltrado  Bacilos

Frequency,

Percent ,

Row Pct ,

Col Pct ,+ 4+ 44+, Total
fEEFEFErffrfeffffe frefeffefefrefef
GRANULOM, 5, 8, 5, 18

, 13.89, 22.22, 13.89, 50.00

, 27.78 , 44.44 , 27.78 ,

, 45.45, 53.33, 50.00,
fEEFEFEfffrfeffefe frefeffffefrefef
PIOGRANU, 6, 7, 5, 18

, 16.67, 19.44, 13.89, 50.00

, 33.33, 38.89, 27.78,

, 54,55, 46.67 , 50.00,
FEEEFFErffrfeffif frfrfffffffefffe
Total 11 15 10 36

30.56 41.67 27.78 100.00

Statistics for Table of Infiltrado by Bacilos

Statistic DF Value  Prob
FEEfffrfrfrfffrfffrfrfrfrfrfrfefrfrfrfrfrfrfrfrfrfrfref
Chi-Square 2 01576 0.9242

Likelihood Ratio Chi-Square 2  0.1578 0.9242
Mantel-Haenszel Chi-Square 1  0.0464 0.8295

Phi Coefficient 0.0662
Contingency Coefficient 0.0660
Cramer's V 0.0662

Fisher's Exact Test
FEEFEFEfrrferfefeffrfefrffefeffrff
Table Probability (P)  0.0826

Monte Carlo Estimate for the Exact Test
Pr<=P 1.0000
99% Lower Conf Limit 0.9995
99% Upper Conf Limit 1.0000

Number of Samples 10000
Initial Seed 74076

Sample Size = 36
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3) Avaliacdo estatistica da associacdo entre quantidade de células gigantes e quantidade de bacilos
visualizados nas lestes de GLC:

Table of CelGigante by Bacilos

CelGigante  Bacilos

Frequency,

Percent ,

Row Pct ,

Col Pct ,+ ,++ ,+++ | Total
FEFEEEEEEFFrerrrfreererff rrefrrre
++¢ , 2, 2, 4, 8

, 556, 556, 11.11, 22.22

, 25.00, 25.00, 50.00,

, 18.18, 13.33, 40.00,
FEFEEEEEEfFFrerrr-freeeerff rrrefrfe
< , 2, 7, 4, 13

, 556, 19.44, 1111, 36.11

, 15.38, 53.85, 30.77,

, 18.18, 46.67 , 40.00,
FEFFFEEEEFFreerrfreererff rrrffrff
AUSENTE , 7, 6, 2, 15

, 19.44 , 16.67, 5.56, 41.67

, 46.67, 40.00, 13.33,

, 63.64, 40.00, 20.00,
FEFFEEEEEFFreerr-freererff freffrfe
Total 11 15 10 36

30.56 41.67 27.78 100.00
Statistics for Table of CelGigante by Bacilos

Statistic DF Value  Prob
FEFEfrffeffffffefrffefrffefrffefrffefrfrffefrffefrefref
Chi-Square 4 509312 0.2043

Likelihood Ratio Chi-Square 4  6.0229 0.1974
Mantel-Haenszel Chi-Square 1 3.5720 0.0588

Phi Coefficient 0.4059
Contingency Coefficient 0.3761
Cramer's V 0.2870

WARNING: 78% of the cells have expected counts less
than 5. Chi-Square may not be a valid test.
The FREQ Procedure
Statistics for Table of CelGigante by Bacilos

Fisher's Exact Test

FEEEEFErrreerreerrfrerrfeerfreffrerf
Table Probability (P) 9.919E-04

Monte Carlo Estimate for the Exact Test

Pr<=P 0.2320

99% Lower Conf Limit 0.2211
99% Upper Conf Limit 0.2429
Number of Samples 10000
Initial Seed 74076

Sample Size = 36
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4) Avaliacdo estatistica da associacao entre padrao histopatoldgico e quantidade de células gigantes
visualizadas nas lesdes de GLC:

Table of padrao by cg
padrao  cg
Frequency,
Percent ,
Row Pct ,
Col Pct ,cg+ ,cg++ ,cga , Total
FEEEEFEEEfrerrree frferrrefrfrefrf
dif , 9, 5, 8, 22

, 23.08, 12.82, 20.51, 56.41

, 4091, 22.73, 36.36,

, 64.29, 62.50, 47.06,
FEEEEFEEEfrefrree frferrrefrfrefff
multi , 5, 3, 9, 17

, 1282, 7.69, 23.08, 43.59

, 2941, 17.65, 52.94,

, 35.71, 3750, 52.94,
iiiiiiiiRiniiiininiiiiniiinniis
Total 14 8 17 39

35.90 20.51 43.59 100.00

Statistics for Table of padrao by cg

Statistic DF Value  Prob
FEEFfrfrfrfrfifrfefrfefrfrfrfefrfefrfefrfrfrfrfrfrfre
Chi-Square 2 1.0784 0.5832

Likelihood Ratio Chi-Square 2  1.0803 0.5826
Mantel-Haenszel Chi-Square 1 0.9335 0.3340

Phi Coefficient 0.1663
Contingency Coefficient 0.1640
Cramer's V 0.1663

WARNING: 33% of the cells have expected counts less
than 5. Chi-Square may not be a valid test.
The SAS System  03:41 Friday, January 22, 2009 2
The FREQ Procedure
Statistics for Table of padrao by cg

Fisher's Exact Test

FEEEEFEEfreeereeereeerfefrfrffffiff
Table Probability (P)  0.0534

Monte Carlo Estimate for the Exact Test
Pr<=pP 0.6471
99% Lower Conf Limit 0.6348
99% Upper Conf Limit 0.6594

Number of Samples 10000

Initial Seed 13554
Sample Size = 39
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5) Avaliacdo estatistica da associagdo entre o nimero de bacilos no interior da necrose e fora dela
(na &rea granulomatosa) em uma mesma lesao de GLC:

Table of nec by gran
nec  gran
Frequency,
Percent ,
Row Pct ,
Col Pct ,gran+ ,gran++ , Total
FEFFEEEeffreeeerffFefeffe
Nec+ , 4, 0, 4

, 25.00, 0.00, 25.00

,100.00, 0.00,

, 40.00, 0.00,
FEFFEEEeffreeeerr fFeeeffe
Nec++ , 3, 3, 6

, 18.75, 18.75, 37.50

, 50.00, 50.00,

, 30.00, 50.00,
FEFFEEEerfreeeerf fFefefre
Nec+++ , 3, 3, 6

, 18.75, 18.75, 37.50

, 50.00, 50.00,

, 30.00, 50.00,
FEFFEEErrfreeeerf fFefeffe
Total 10 6 16

62.50 37.50 100.00
Statistics for Table of nec by gran

Statistic DF Value  Prob
FEEfffrfffrfffrfffrfrfrfrfrfrfefrfrfrfrfrfrfrfrfrfrfref
Chi-Square 2 3.2000 0.2019

Likelihood Ratio Chi-Square 2  4.5345 0.1036
Mantel-Haenszel Chi-Square 1 2.0769 0.1495

Phi Coefficient 0.4472
Contingency Coefficient 0.4082
Cramer's V 0.4472

WARNING: 100% of the cells have expected counts less
than 5. Chi-Square may not be a valid test.
Statistics for Table of nec by gran

Fisher's Exact Test
FEEFFFrfrfefrfifrfifffifffifrfrfrf
Table Probability (P)  0.0500

Monte Carlo Estimate for the Exact Test
Pr<=P 0.3528
99% Lower Conf Limit 0.3405
99% Upper Conf Limit 0.3651

Number of Samples 10000
Initial Seed 75083
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6) Risco relativo das racas acometidas com GLC:

RACAS NUmero de caes | Percentual (%) Risco Relativo p
Boxer 19 50 15,945 <0,0001
Rotweiller 4 10.52632 3,788 0,0111
SRD 4 10.52632 0,7310 0,5525
Labrador 3 7.894737 1,7516 0,3495
Teckel 2 5.263158 1,369 0,664
Terrier Brasileiro 1 2.631579 2,7658 0,3121
Dogue de Bordeaux 1 2.631579 20,081 0,0018
Fila Brasileiro 1 2.631579 4,0767 0,1613
Griffon de Bruxe 1 2.631579 - -
Weimaraner 1 2.631579 2,93 0,2853
Pit Bull 1 2.631579 1,1991 0,8574

7) Percentual e Intervalos de confianca na avaliagdo estatistica de localizacdo anatdmica das lesdes

do GLC:

LOCALIZACAO Numero Percentual Limite Limite

de caes (%) Inferior Superior
Pavilhdo auricular 28 77.77778 0.6041406 0.8927469
Pavilhdo auricular e cabecga 2 5.555556 0.009681305 0.200143968
Pavilhdo auricular e membro 1 2777778 0.001451713 0.162035772
Pavilhdo auricular e focinho 1 2777778 0.001451713 0.162035772
Pavilhdo auricular, focinho e face 1 2777778 0.001451713 0.162035772
Membro pélvico 1 2.777778 0.001451713 0.162035772
Ponte nasal 1 2777778 0.001451713 0.162035772
Pavilhdo auricular, cabe¢ca e membro 1 2777778 0.001451713 0.162035772
pélvico
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8) Percentual e Intervalos de confianca na avaliagdo estatistica de tipo de pelagem dos caes

acometidos com GLC:

PELAGEM Numero de cdes | Percentual (%) | Limite Inferior Limite Superior
Curta 28 T7.77778 0.6041406 0.8927469
Média 7 19.44444 0.08800966 0.36565772
Longa 1 2777778 0.001451713 0.162035772

9) Percentual e Intervalos de confianca na avaliacdo estatistica do porte dos caes acometidos com

GLC:

PORTE NUmero de cdes | Percentual (%) | Limite Inferior | Limite Superior

Pequeno 4 11.11111 0.03620337 0.27002900
Médio 2 5.555556 0.009681305 0.200143968
Grande 30 83.33333 0.6652978 0.9303666

10) Percentual e Intervalos de confianca na avaliacio estatistica da quantidade de lesdes dos cées

acometidos com GLC:

LOCAL Numero de cdes | Percentual (%) | Limite Inferior | Limite Superior
Unica 3 9.375 0.02452973 0.26166554
Mdtiplas 29 90.625 0.7383345 0.9754703
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12) Percentual e Intervalos de confianca na avaliacdo estatistica da distribuicao de casos de GLC
nos meses do ano de acordo com a temperatura no Brasil:

LOCAL NUmero Percentual Limite Inferior Limite
de caes (%) Superior
Meses temperaturas mais altas 17 65.38462 0.4436496 0.8205687

(setembro a marc¢o)

Meses temperaturas mais baixas 9 34.61538 0.1794313 0.5563504
(abril a agosto)

13) Sequenciamento genético das amostras de GLC amplificadas pela PCR:

o PV 224187
ACGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAT
GACCACGAAGCGCATGCTTTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTA
TCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGT
GTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGT
TGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGC
CAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCG

e PV 143453
CGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATG
ACCACGAAGCGCATGCTTTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
TCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTT
GTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCC
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA

e PV 229037
CGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATG
ACCACGAAGCGCATGCTTTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
TCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTT
GTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCC
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA
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e PV 153353-O
ACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTTTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGAATAC
ACCTCGCTGGCCGCATGGTCTGGTGGGGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCC
TATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGACCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGG
GTTGTAAACCCCTTTCAGCACAGACGAAGCGCGAGTGACGGTATGTGCAGAAGAAGGACCG
GCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC

o PV 24646
CGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATG
ACCACGAAGCGCATGCTTTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
TCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTT
GTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCC
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA

e PV 41284
AGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACCACGAAGCGCATGCTTTGTGGTGGAAA
GCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCA
AGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGC
GACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGC
AAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGGTGCGA

e PV 256223-1
CGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATG
ACCACGAAGCGCATGCTTTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
TCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTT
GTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCC
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA

e PV 68327
GGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACCACGAAGCGCATGCTTTGTGGTGGAAAGCTTTTG
CGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGAC
GACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCG
CGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGAC
GGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
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e PV 250472
CGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATG
ACCACGAAGCGCATGCTTTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
TCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTT
GTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCC
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA

o PV 48239
CGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATG
ACCACGAAGCGCATGCTTTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
TCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTT
GTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCC
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA

o PV 256223-3
CGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATG
ACCACGAAGCGCATGCTTTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
TCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTT
GTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCC
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA

e PV 69127
CGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATG
ACCACGAAGCGCATGCTTTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
TCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTT
GTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCC
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA

e PV 51075
CGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATG
ACCACGAAGCGCATGCTTTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
TCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTT
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GTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCC
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA

o PV 223797
CGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGAATACA
CCCTGCTGGTCGCATGGCCTGGTGGGGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCT
ATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGG
TGTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGG
TTGTAAACCTCTTTCAACGCCGACGAAGCGTGAGTGACGGTAGGCGTAGAAGAAGCACCGG
CCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA

e PV 61690
ACGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAT
GACCACGAAGCGCATGCTTTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTA
TCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGT
GTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGT
TGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGC
CAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCG

e PV 59694
TGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGAC
CACGAAGCGCATGCTTTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTATCA
GCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTC
CGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGT
AAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA

o NH166/05
CGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGG
ACCGCATGCTGCATGGTGTGTGGTGCAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGAGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
ACCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTT
GTAAACCTCTTTCAGTAGGGACGAAGCGAAAGTGACGGTACCTACAGAAGAAGCACCGGCC
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA

e NH 36/04
TGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGAC
CACGGACCTTCATGGCGTTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
ACCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
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TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTT
GTAAACCTCTTTCACCAGGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGC
CAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA

e NH 166 /05 07
CGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGG
ACCGCATGCTGCATGGTGTGTGGTGCAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGAGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
ACCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTT
GTAAACCTCTTTCAGTAGGGACGAAGCGAAAGTGACGGTACCTACAGAAGAAGCACCGGCC
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA

o NH38/0602
CGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGG
ACTACGCGATGCATGTCGTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
TCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTT
GTAAACCTCTTTCATAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTAGAGAAGAAGCACCGGCCA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA

e NH 166/05 06
CGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGG
ACCGCATGCTGCATGGTGTGTGGTGCAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGAGCCCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTG
ACCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTT
GTAAACCTCTTTCAGTAGGGACGAAGCGAAAGTGACGGTACCTACAGAAGAAGCACCGGCC
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA
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14) Quadro: Concentracdes e purezas do DNA dos fragmentos cutaneos de GLC:

Amostras de GLC Pureza Concentracdo DNA (ng/uL)
PV 224187 1,71 639,2
PV 143458 2,04 1034
PV 229037 2,03 387,6
PV 153353-O 1,84 162,4
PV 24646 2,08 102,1
PV 48520 1,98 89,2
PV 41284 1,99 98,4
PV 256223-1 2,08 48,3
PV 68327 2,06 128,4
PV 250472 2,01 131,1
PV 48239 1,98 89,4
PV 256223-3 1,99 154,3
PV 69127 1,76 104,5
PV 51075 1,97 92,7
PV 223797 2,07 242,1
PV 61690 1,98 159,6
PV 62874 1,84 10,6
PV 59694 1,95 86,7
PV 276312 1,86 35,0
NH 166/05 1,82 81,1
NH 36/04 1,70 54,8
PV 70318 1,67 89,5
NH 166/05 07 1,84 55,5
NH 38/06 02 1,66 38,4
NH 166/05 06 1,76 34,4
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