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ABSTRACT

Background: Canine visceral leishmaniasis (CVL) is an infectious parasitic zoonotic disease endemic to several countries. Among 
the most common clinical symptoms of CVL are eye symptoms. The association between clinical, epidemiological and laboratory 
tests (e.g., serological and molecular tests) provides a definitive diagnosis, and the disease is treated with leishmaniostatic and 
leishmanicidal drugs. Various diagnostic techniques stand out, among them, polymerase chain reaction (PCR) and conjunctival 
cytology. This paper describes the main ophthalmopathies in dogs affected by CVL, treated with allopurinol, and the detection 
of the protozoan by cytology and conjunctival swab PCR. 
Materials, Methods & Results: This study involved 16 dogs treated with allopurinol and 6 dogs without treatment. Bone marrow 
aspirates were obtained from the sternum and popliteal lymph node. Samples for conjunctival qPCR were collected from both eyes of 
each animal, using a sterile swab. The animals underwent complete ophthalmic examination using halogen lighting, magnifying loupe, 
fundoscopy, and occasionally, direct ophthalmoscopy. Tests were also performed to assess tear production, intraocular pressure, ocular 
reflexes and the presence of corneal ulcers. Slides prepared for cytology were stained and DNA was extracted and stored for qPCR 
testing to estimate the parasite burden (PB). The collected data were then subjected to a qualitative analysis. Ophthalmic changes were 
found in 13 of the 16 treated animals (81.25%) and in 3 of the 6 animals not treated with allopurinol (50%). Sixteen of the 22 dogs 
(73%) were clinically symptomatic, showing 1 to 5 concurrent ocular clinical signs. Uveitis was the most common ocular condition 
and was detected in all the dogs with some form of ophthalmopathy. Corneal edema (31.25%; n = 5), keratoconjunctivitis sicca (25%; 
n = 4), periocular dermatitis (25%; n = 4), blepharitis (25%; n = 4) cataracts (18.75%; n = 3), and to a lesser extent, glaucoma, corneal 
ulcer, and 3rd eyelid prolapse (6.25%; n = 1 each), were also found. No Leishmania spp. amastigotes were identified by conjunctival 
cytology in any sample. The conjunctival swab qPCR revealed 19 dogs (86.36%) positive for CVL, most of them (37%; n = 7) with 
a PB of 3001 to 6500 copies of Leishmania spp. DNA. Among the dogs treated with allopurinol, 68.4% (n = 13) were PCR positive 
for CVL and most of them showed a PB of 955 to 3,000 copies of the parasite’s DNA. Among the symptomatic dogs, the highest PB 
was detected in a dog with only 2 ocular disorders, while the lowest PB was found in the dog with the most numerous ocular disorders.
Discussion: Among the ocular changes found here, the higher frequency of uveitis is consistent with those reported for dogs 
with CVL. The high rate of ophthalmopathies in treated animals can be attributed to the leishmaniostatic rather than leishmani-
cidal nature of allopurinol, which, as a monotherapy, does not completely eliminate the parasite from the dog’s organism. The 
frequency of ophthalmic alterations observed in this study is compatible with that described in symptomatic and CVL positive 
dogs, both treated and untreated. The non-exfoliative collection method of conjunctival cytology may have generated false nega-
tive results. Conjunctival swab qPCR is able to detect Leishmania spp. DNA in dogs with and without ophthalmic alterations, but 
PB quantification may vary depending on the primers used. Although the number of ocular alterations is expected to be higher 
in animals with higher PB, in this study, dogs with higher PB did not necessarily exhibit more ophthalmic disorders. Conjuncti-
val swab qPCR was more effective than conjunctival cytology for diagnosing CVL, even in dogs treated with allopurinol. As a 
monotherapy, allopurinol favors clinical improvement in dogs, but ocular lesions may persist, regardless of the conjunctival PB.
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INTRODUÇÃO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma 
doença infecto-parasitária e zoonótica causada por 
protozoários pertencentes ao gênero Leishmania e 
transmitida pela picada de fêmeas de flebotomíneos 
da espécie Lutzomyia longipalpis, sendo endêmica em 
aproximadamente 90 países [19].

Cães acometidos pela enfermidade podem 
apresentar diversas manifestações clínicas, sendo as 
mais comuns a apatia, hiporexia, linfadenomegalia, 
esplenomegalia, onicogrifose, dermatopatias e oftal-
mopatias [1,14].

Métodos diagnósticos para leishmaniose 
visceral canina (LVC) disponíveis incluem testes 
sorológicos, moleculares, parasitológicos e imunois-
toquímicos [7]. A associação de parâmetros clínicos, 
epidemiológicos e exames específicos permite o diag-
nóstico definitivo [9].

O tratamento da LVC envolve uma combinação 
de fármacos leishmaniostáticos e leishmanicidas e a 
prevenção por uso de inseticidas devem ser conside-
radas como medidas adjuvantes no controle da doença 
[14,19]. 

Oftalmopatias geralmente encontradas em cães 
com LVC, acompanhadas ou não de sinais incluem 
alopecia periocular, blefarite, conjuntivite, uveíte e 
edema de córnea [16,18]. 

A Reação em Cadeia Polimerase (PCR) é 
considerada um teste robusto para diagnóstico de LVC 
por possuir alta sensibilidade e especificidade, sendo 
capaz de detectar infecção antes da soroconversão e 
em cães assintomáticos. Técnicas menos invasivas vêm 
ganhando destaque, como a citologia e a PCR a partir 
de “swab” conjuntival [8,16].

O objetivo do presente trabalho é descrever 
as principais oftalmopatias em cães acometidos com 
leishmaniose visceral tratados a longo prazo com alo-
purinol, assim como a detecção do agente por meio da 
citologia e PCR de “swab” conjuntival.

MATERIAIS E MÉTODOS

Seleção dos animais

Foram selecionados 22 cães, independente de 
idade, raça e sexo, oriundos da Associação Piauiense 
de Proteção e Amor aos Animais (APIPA). Os animais 
participantes foram divididos em 2 grupos, sendo estes 
grupos compostos de cães que receberam tratamento 

com alopurinol por até 1 ano e os que não foram 
tratados. A pesquisa foi autorizada pela direção da 
associação, por meio da assinatura do termo de con-
sentimento, livre e esclarecido.

Exame oftalmológico

Todos os animais participantes foram subme-
tidos a exame oftálmico completo, incluindo olhos e 
anexos. A avaliação das pálpebras, conjuntiva palpebral 
e bulbar, 3a pálpebra, córnea, esclera, câmara anterior, 
íris e pupila foram realizadas com a ajuda de uma luz de 
halogênio e uma lupa de magnificação com aumento de 
3,5 x. Sempre que possível, o cristalino, humor vítreo, 
retina e nervo óptico foram avaliados por oftalmoscopia 
direta. Um colírio midriático1 [Mydriacyl® -10 mg/mL, 
dose 1 gota/olho] foi usado para a fundoscopia. A pro-
dução de lágrima foi avaliada por meio teste lacrimal 
de Schirmer2 [Ophthalmos® - 1 tira /olho] e a pressão 
intraocular (PIO) por meio de um tonômetro de rebote; 
reflexo pupilar direto, consensual e ameaça; teste de 
fluoresceína e teste de Jones, com auxílio de corante 
de fluoresceínas em tiras secas2 [Ophthalmos® - 1 tira/
olho  dissolvido em 1 mL de solução fisiológica 0,9%]. 
Os dados foram registrados na ficha de atendimento 
oftálmico. 

Coleta e processamento de amostras

Para a coleta de material, os cães foram con-
tidos manualmente, fazendo o uso da focinheira, em 
seguida submetidos a coleta de aspirado de medula 
óssea, realizado na crista do osso esterno e de linfonodo 
poplíteo, para confirmação da infecção. 

Para a obtenção de material ocular foram co-
letadas amostras com auxílio de “swab” estéril, sendo 
utilizado um para cada olho. Para tanto, foi realizada 
uma leve tração manual da face palpebral da conjuntiva 
da 3a pálpebra e parte interna das pálpebras. Com isso, 
foi realizada a coleta do material conjuntival da porção 
exposta, bem como da região do fórnice conjuntival 
em toda sua circunferência em ambos os olhos. O 
material obtido foi depositado em movimentos de 
rolagem sobre uma lâmina de microscopia para a cito-
logia, acondicionados em meio de transporte (RPMI) 
e encaminhado ao Laboratório de Biologia Molecular 
no Núcleo Integrado de Morfologia e Pesquisa com 
Células Tronco (NUPCELT), da Universidade Federal 
do Piauí (UFPI), Campus Ministro Petrônio Portela, 
Teresina - PI, para processamento.
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Extração de DNA e Reação em Cadeia pela Polimerase 
em Tempo Real (qPCR)

O DNA foi extraído usando o PureLink Ge-
nomic DNA Minikit3 [InvitrogenTM®], seguindo as 
recomendações do fabricante para cada tipo de amos-
tra. A quantidade de DNA foi determinada utilizando 
espectrofotômetro NanodropTM® 2000/2000c4 [Ther-
mo Scientific]. Após a extração, o DNA foi identificado 
e mantido à temperatura de -20°C até a realização da 
qPCR.

A carga parasitária de cada animal foi deter-
minada por qPCR utilizando amostras em triplicata. 
Os DNAs foram amplificados utilizando os primers: 
5’GGTTAGCCGATGGTGGTCTT-3’e anti-sense 
5’GCTATATCATATGTCCAAGCACTT

ACCT-3’e sonda TaqMan (5’ACCACCTAA-
GGTCAACCC). Em um microtubo foram adiciona-
dos 5 µL de DNA (100 ng) a uma solução de 16 µL 
contendo 12,5 µL de TaqMan4 [2x PCR Master Mix, 
Applied Biosystems], 1,25 µL de cada primer, 1,0 
µL TaqMan4 [sonda MGB, FAMTM, Applied Bio-
systems] e completando a reação com 4 µL de água 
Milli-Q, totalizando ao final uma solução de 25 µL. 
As reações foram amplificadas no ABI 7500 real Time 
PCR system, usando o SDS 2.0 software4 [Applied 
Biosystems], com ciclos de 95ºC por 10 min para a 
desnaturação e 40 ciclos de 95ºC por 15 s, seguido de 
60ºC por 1 min [15]. 

Análise estatistica

As análises dos resultados foram feitas quali-
tativamente, demonstrando a frequência das alterações 
oculares e correlacionando a carga parasitária com o 
número de sinais oculares encontrados.

RESULTADOS

Dos 22 animais avaliados, 16 recebiam tra-
tamento com alopurinol e 6 não recebiam nenhum 
tipo de tratamento. Dentre o grupo tratado, 13 
animais apresentavam alterações oftalmológicas 
(81,25%) e 3 animais não apresentavam (18,75%). 
No grupo não tratado, metade apresentava alte-
rações oftalmológicas, enquanto o restante não 
apresentava (Figura 1).

Do número de animais integrantes do grupo 
tratado, 73% (n = 16) apresentaram 1 ou mais alte-
rações oftálmicas simultaneamente, tendo sido con-
siderados clinicamente sintomáticos. A uveíte esteve 
presente em todos os cães e o edema de córnea foi o 

2o sinal clínico mais frequente, tendo sido encontrado 
em 31,25% (n = 5) destes animais. Um 4o dos cães com 
sinais clínicos evidentes apresentaram ceratoconjunti-
vite seca, dermatite periocular ou blefarite. A catarata 
(18,75%; n = 3), juntamente ao glaucoma, úlcera de 
córnea e prolapso da terceira pálpebra, foram os sinais 
menos frequentes, tendo cada um destes últimos repre-
sentado 6,25% (n = 1) de todas as afecções oculares 
detectadas (Figura 2).

Foi realizado citologia conjuntival nos 22 
animais, em ambos os olhos, entretanto não foram 
encontradas formas amastigotas de Leishmania spp. 

De todos os animais avaliados, 19 (86,36%) 
apresentaram resultados positivos para presença de 
Leishmania spp. por meio da qPCR pelo “swab” 
conjuntival. Quatro animais (21%) apresentaram 
carga parasitária entre 500 a 1.500 cópias de DNA de 
Leishmania spp., 5 (26%) apresentaram de 1.501 a 
3.000 cópias, 7 (37%) apresentaram de 3.001 a 6.500 
cópias e 3 (16%) tiveram valores maiores que 6.500 
cópias (Figura 3).

Dentre os cães com resultado positivo na qPCR 
conjuntival, 13 (68,4%) estavam em tratamento com 
alopurinol, e destes, 5 (38%) apresentavam carga 
parasitária entre 955 e 3.000 cópias, 4 (31%) entre 
3.001 e 6.000, e 4 (31%) carga acima de 6001. Todos 
os animais não tratados tiveram resultado positivo para 
LVC pela qPCR de conjuntiva.

A carga parasitária dos animais positivos va-
riou entre 955 a 3.017.165 cópias de Leishmania spp. 
encontradas na conjuntiva. Dos 19 pacientes reagentes, 
16 apresentaram entre 1 a 5 sinais oftalmológicos. Den-
tre os animais sintomáticos, foi possível observar que o 
cão com maior carga parasitária do estudo apresentava 
apenas 2 alterações oculares, e que o cão com maior 
número de alterações oftálmicas apresentou uma das 
menores cargas. Foi observado também que o cão com 
a 2a maior carga parasitária não apresentava nenhuma 
alteração ocular (Figura 4).

DISCUSSÃO

A leishmaniose é uma doença zoonótica que 
está presente em todo território nacional, sendo a região 
nordeste uma das mais acometida no país. Uma das 
prováveis justificativas para o maior aparecimento da 
doença na região nordeste se dá devido a condições 
socioeconômicas, de condições precárias de moradia e 
de saneamento básico em alguns estados da região [19].
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Os cães acometidos pela doença apresentam 
uma diversidade de sinais clínicos sistêmicos e, con-
siderando os sinais oftalmológicos, os animais podem 
apresentar alterações como uveíte, blefarite e cerato-
conjutivite seca [12,13]. 

O alopurinol vem sendo usado no tratamento 
da LVC há muito tempo, seja de forma isolada ou em 
associação a outros fármacos. No presente estudo, 
81,25% dos animais tratados com este fármaco apre-
sentavam pelo menos 1 sinal clínico oftalmológico. 
Este fármaco consiste em uma droga leishmaniostáti-
ca, ou seja, não elimina o parasita, apenas controla a 
carga parasitária por determinado tempo, o que pode 
justificar o elevado índice de alterações oculares em 
animais tratados com a medicação de forma isolada 
[3]. A combinação de miltefosina com alopurinol tem 
demonstrado ser eficaz diminuindo a carga parasitária, 
porém, para se ter um efeito por tempo prolongado, 
faz-se necessário o emprego de imunoterapia [15].

As manifestações oculares observadas com 
maior frequência em animais acometidos pela doença 
neste estudo foram: blefarite, ceratoconjuntivite seca 
e uveíte [18]. Oftalmopatias como coriorretinites, 
descolamento de retina, catarata, glaucoma, são rela-
tadas com menor frequência [6,16]. Nossos achados 
assemelham-se aos já descritos na literatura, tendo sido 
encontrado uveíte, dermatite periocular, blefarite, cera-
toconjuntivite seca, edema de córnea, úlcera de córnea, 
catarata, glaucoma e prolapso de glândula terceira 
pálpebra, tanto em animais tratados como não tratados. 

No nosso estudo, a uveíte foi a alteração mais 
frequente concordando com outros estudos prospecti-
vos realizados na cidade de Teresina-PI, que demons-
traram que 95% dos animais com LVC avaliados apre-
sentaram uveíte e 26% ceratoconjuntivite seca [10,11]. 
Em estudos realizados em Belo Horizonte-MG, os 
autores demonstraram que blefarite (25,4%), uveíte 
(23,8%), conjuntivite (20%), ceratoconjuntivite seca 

Figura 1. Ocorrência de sinais oftalmológicos em animais tratados e não 
tratados com alopurinol.

Figura 2. Percentual das patologias oculares encontradas em cães com 
leishmaniose visceral, tratados ou não com alopurinol.

Figura 3. Carga parasitária de Leishmania spp. encontradas por qPCR de 
amostras obtidas por “swab” de conjuntiva ocular de cães positivos para 
leishmaniose visceral, tratados ou não com alopurinol.

Figura 4. Correlação da carga parasitária do qPCR conjuntival com o 
número de sinais oftálmicos em cães tratados ou não com alopurinol.
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(15,4%), alopecia periocular (13,9%), descolamento 
de retina (9,2%) e ceratite (7,7%) foram as alterações 
mais prevalentes. Em um estudo realizado na cidade 
de Recife-PE, a uveíte foi a alteração ocular de maior 
ocorrência nos animais acometidos com LVC, sendo 
a conjuntiva e úvea as estruturas que mais sofrem 
alterações devido a sua maior vascularização [4,6].

A citologia conjuntival foi um dos exames 
utilizados com finalidade de observar a ocorrência 
do parasita. Estudos relatam a presença de formas 
amastigotas de Leishmania spp. em amostras coletadas 
utilizando “swab” estéril da conjuntiva e córnea de 
animais infectados [4,17]. 

Nas amostras de citologia conjuntival ana-
lisados neste estudo não foram observadas formas 
amastigotas do parasita, diferindo de alguns relatos 
da literatura que detectaram estas formas por meio 
de citologia ocular, utilizando escova para a coleta 
de amostras para citologia esfoliativa. O exame para-
sitológico é o teste padrão-ouro para diagnóstico da 
leishmaniose, pois se trata de um método altamente 
específico. Porém sua sensibilidade depende de alguns 
fatores, como a carga parasitária [12].

A qPCR é um meio diagnóstico com grande 
sensibilidade e especificidade, e a conjuntiva ocular 
é uma das fontes de amostras utilizadas neste tipo de 
exame. A PCR permite a identificação do DNA do 
parasito causador da leishmaniose em vários tecidos, 
como, por exemplo, fígado, baço, sangue, medula 
óssea e conjuntiva. A eficiência do exame depende do 
método de extração de DNA, do protocolo utilizado e 
do material analisado [1,12]. 

Em relação a carga parasitária, foi observado 
que 21% dos cães submetidos ao tratamento com alo-
purinol apresentaram carga variando de 500 a 1.500 
cópias de DNA do parasito, 26% de 1.501 a 3.000 có-
pias, 37% apresentaram de 3.001 a 6.500 cópias e 16% 
tiveram valores maiores que 6.500 cópias. Resultados 
diferentes foram relatados na Bahia, onde 10,3 % dos 
cães apresentaram carga entre 1 e 10 parasitas, 69% 
entre 11 e 100 parasitas, 20,7% entre 101 e 1.000 pa-
rasitas, e nenhum paciente apresentou carga parasitária 
maior que 1.001 parasitas.

Com relação aos animais não tratados, todos 
apresentaram o DNA do parasito detectável na PCR 
de amostra conjuntival e 38% tiveram carga parasitária 
entre 955 e 3.000 cópias, 31% entre 3.001 e 6.000, e 
31% carga acima de 6.001. A PCR de “swab” conjun-

tival possibilita diagnóstico sensível e específico para 
leishmaniose e poderia ser considerada para diagnós-
tico menos invasivo da doença [2]. 

No presente estudo, a carga parasitária dos 
animais positivos variou entre 955 a 3.017.165 cópias 
de Leishmania spp., valores estes considerados altos, 
frente a resultados encontrados em outros estudos, nos 
quais as cargas parasitárias mais baixas foram de PCR 
de mucosas conjuntival, nasal e oral. Estas diferenças 
podem ser devidas aos iniciadores (“primers”) utiliza-
dos para a realização da PCR [12].

Em grande parte dos cães reagentes para LVC, 
foi observada de 1 a 5 alterações oftalmológicas, o 
que variou entre os diferentes animais, pois o cão 
com maior carga parasitária apresentou apenas 2 si-
nais oftálmicos, e que o cão com maior percentual de 
alterações oculares apresentava baixa carga, além da 
2a maior carga não ser acompanhada de nenhum sinal 
ocular. Em estudo comparativo utilizando aspirado de 
baço, pele e sangue de animais sintomáticos e assinto-
máticos, foi possível observar que o maior percentual 
dos cães assintomáticos apresentou baixa carga (1 a 
100 parasitos para cada 100 ng de DNA parasitos) nas 
amostras de sangue (83%) e pele (90%), e nas amostras 
do baço, as cargas foram maiores em cães polissinto-
máticos quando comparados a cães assintomáticos [5].

Relatos da literatura afirmam que pacientes 
tratados com associação de miltefosina e alopurinol, 
apresentaram 37,5% de remissão total dos sinais clínicos 
oftálmicos e 62,5% remissão parcial [14]. Além disso, 
observa-se que em alguns cães positivos para LVC 
na PCR de tecido conjuntival, negativaram após ser 
instituído tratamento por 28 dias. Em nosso estudo, o 
alopurinol foi utilizado como monoterapia, o que pode 
ter levado a não remissão dos sinais clínicos oftálmicos. 

CONCLUSÃO

Diante disso, podemos concluir que os ani-
mais submetidos ao tratamento por longo tempo com 
alopurinol, em monoterapia, podem alcançar melhora 
clínica, porém as lesões oculares podem persistir, in-
dependentemente da carga parasitária encontrada na 
conjuntiva. A PCR de conjuntiva ocular propicia um 
diagnóstico sensível e específico para leishmaniose, 
mesmo quando os cães estão sob tratamento com alo-
purinol. Em contrapartida, a citologia conjuntival neste 
estudo demonstrou ser pouco eficaz para o diagnóstico 
desta enfermidade. 
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semelhantes a Leishmania sp. sobre ulceração de córnea em cão: relato de caso. Arquivo Brasileiro de Medicina 
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