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ABSTRACT

Background: Canine Transmissible Venereal Tumor (CTVT) is a neoplasm transmitted by implantation of its cells into genital
and extragenital organs, while Heartworm and Visceral Leishmaniasis are zoonosis transmitted by hematophagous insects
that are often underdiagnosed in asymptomatic animals. Coinfection by the agents of these parasitosis is well documented,
however, the association of both diseases with the CTVT is still unusual. Thus, it was aimed to report a case of incidental
identification of microfilariae of D. immitis and amastigotes forms of Leishmania sp. in cutaneous CTVT by cytology in an
asymptomatic dog for the parasitosis.

Case: A 6-year-old, male, mongrel, sexually intact dog from the city of Patos, Paraiba, Brazil, was presented with a cutaneous
circumscribed tumoral lesion in a region adjacent to the right olecranon, with an ulcerated surface of reddish color, having
areas of necrosis inside and larvae (myiasis), draining bloody secretion. The material was collected for cytological analysis,
which proved to be Canine Transmissible Venereal Tumor (CTVT) with the presence of amastigote forms of Leishmania sp.
and microfilariae of D. immitis among neoplastic cells. Blood count, serum urea, creatinine and albumin, ALT, AST, FA,
CK, Na*, K*, Ca**, CK-MB, Troponin I (cTnl), Snap 4Dx Plus (Idexx®), Snap Leishmania (Idexx®), and Knott’s test were
performed, plus chest radiography, blood pressure measurements and electrocardiogram (ECG). The alterations found corre-
sponded to normochromic normocytic anemia, thrombocytopenia, hypoalbuminemia, microfilariae in the Knott test, increase
of CK, CK-MB and cTnl, positivity for Erlichia sp., Anaplasma sp., Leishmania sp. and Dirofilaria immitis. Furthermore
cardiomegaly on radiographs and sinus arrhythmia associated with atrioventricular block (AVB) of the first degree on the
ECG. Euthanasia was performed after necropsy, in which adult worms were observed in the right heart chambers.
Discussion: The coexistence of neoplastic diseases and infectious microorganisms is often detected only incidentally in
asymptomatic animals and complementary tests are important tools to support clinical suspicions, as was observed in the
present case. The fact that the animal is not neutered, be in full sexual activity and have unrestricted life habit, favored his
involvement by CTVT due to greater contact with other whole canines. Coinfection by Dirofilaria sp. and Leishmania sp.,
identified in this case, has already been confirmed in several countries, suggesting the presence of distinct vectors in the same
geographical area and the imminent exposure of humans to these agents. Despite the studies evidencing the systemic infection
by the two parasites, there are no reports of mutual parasitism by the pathogens mentioned in canine neoplasms, especially
in the cutaneous extragenital form of the CTVT, making the present case uncommon. The cytological examination was fun-
damental not only to show that the cutaneous lesion was a CTVT, but also to have evidenced the parasites Leishmania sp.
and Dirofilaria immitis, whose infections remained hidden. The changes present in hematology are commonly present in the
diseases diagnosed in this case, and elevation of CK, CK-MB and cTnl denote damage to cardiomyocytes due to the action
of both parasites. Cardiomegaly on radiographs and 1st degree AVB on the ECG also correspond to secondary changes in the
presence of worms in the animal’s cardiovascular system. Thus, the presence of a dog autochthonously infected by parasites
with a zoonotic potential reveals the susceptibility of other animals and humans in the region to infections.
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INTRODUCAO

O Tumor Venéreo Transmissivel Canino
(TVTc) é uma neoplasia contagiosa transmitida por
implantagdo das células neopldsicas nos 6érgaos genitais
e, menos frequentemente, em sitios extragenitais [16].

A dirofilariose canina caracteriza-se por ser uma
parasitose causada pelo nematddeo Dirofilaria immitis,
cuja transmissao se da por meio de mosquitos hemato-
fagos e tem o cao como hospedeiro definitivo [25,37].

Outra importante doenca parasitaria refere-se
a leishmaniose visceral canina, causada pelo protozo-
ario Leishmania infantum e transmitida pelos dipteros
Lutzomya longipalpis e Lutzomya cruzi [20].

Essas doengas costumam ser subdiagnostica-
das em algumas regides pelo fato de que muitos ani-
mais portadores da infec¢io ndo exibem sinais clinicos
ou alteracdes nos parametros laboratoriais [12,38].

A detec¢ao de formas amastigotas de Leishma-
nia sp. € frequentemente reportada nos mais diversos
tecidos caninos, incluindo em amostras de TVTc
genital [9,22], ocular [29], cutineo [2] e disseminado
por todo o corpo [42]. Ja casos de identificag@o de Di-
rofilaria sp. e seus estdgios larvais em locais atipicos,
como olhos [21], cérebro, testiculos [17], pulmao [26]
e tecido subcutaneo [13,40] sdo documentados em ani-
mais e seres humanos. Além disso, existem descricdes
em cdes da migracdo errdtica das fildrias imaturas em
algumas neoplasias [7,14,15], exceto em apresentacio
tegumentar do TVTec.

Assim, objetivou-se com este estudo relatar
um caso de identificacdo incidental de microfilarias
de D. immitis e formas amastigotas de Leishmania
sp. em TVTc cutaneo por meio de citologia em cao
assintomadtico para as parasitoses.

CASO

Um canino, macho, sem racga definida, sexu-
almente integro, com aproximadamente seis anos de
idade, pesando 21 kg, oriundo das ruas adjacentes ao
abatedouro ptblico do municipio de Patos-PB, foi
resgatado e encaminhado para atendimento no Centro
Médico Veterinario Dr. Leonardo Torres, situado na
mesma cidade. O animal era alimentado por popu-
lares da area desde jovem, ndo havendo histérico de
deslocamento para outras regides. A queixa principal
correspondia a um aumento de volume na regido de
cotovelo direito com presenga de mifase e drenando
secrecdo sanguinolenta, cujo periodo de evolucio

correspondia a duas semanas. Ainda, foi relatado que
a lesdo havia sido tratada com pomadas antibidticas
sem sucesso.

O animal foi submetido a criteriosa avaliacido
clinica geral, revelando ao exame fisico um céo ativo,
em estacdo, estado nutricional ideal, mucosas hipoco-
radas e hipertrofia de linfonodos cervicais superficiais.
Verificou-se normalidade nos parametros fisioldgicos,
entretanto, havia uma lesdo tumoral cutinea circunscrita
(6cmx 7 cmx 9 cm) em regido adjacente ao olécrano di-
reito aderida a planos profundos, com superficie ulcerada
de coloragdo avermelhada, bordas regulares, possuindo
areas de necrose em seu interior e larvas (mifase), dre-
nando secre¢do sanguinolenta (Figura 1). Para melhor
avaliar a origem deste tumor, procedeu-se a coleta de
material para andlise citolégica. Para tanto, realizou-se
pungdo aspirativa com agulha fina (PAAF) e capilari-
dade de trés pontos distintos da lesdo, livrando a regido
ulcerada, conforme descrito para a técnica citoldgica
em alteragdes com esta configuragdo [35]. Em seguida,
foram realizadas a retirada das larvas e a limpeza da lesao
com clorexidina 2% e solucao fisioldgica (NaCl 0,9%).

No exame citolégico observou-se uma intensa
celularidade, imersa em fundo de l&mina amorfo e
basofilico contendo inimeras hemdcias. O contetido
celular caracterizou-se por células redondas, apre-
sentando citoplasma amplo e vacuolar, nicleo, em
sua maioria excéntrico, com cromatina grosseira e
discretamente rendilhada, e nucléolos evidentes e por
vezes multiplos. Em meio ao contetddo celular foram
observadas formas amastigotas de Leishmania sp.
(Figura 2A), bem como microfilarias (Figura 2B e
C). Estes achados citolégicos foram compativeis com
Tumor Venéreo Transmissivel Canino (TVTc) subtipo
plasmocitoide associado a presenca de agentes infec-
ciosos (Leishmania sp. e Microfilarias).

A luz dos achados citol6gicos coletou-se amostra
sanguinea para realizacdo de hemograma, dosagem sérica
de ureia, creatinina, albumina, ALT, AST, FA, CK, Na*,
K*, Ca™, CK-MB, Troponina I (cTnl), Snap 4Dx Plus
(Tdexx®)!, Snap Leishmania (Idexx®)! e teste de Knott.
Além disso, foram realizadas radiografias toracicas
simples nas projecdes latero-lateral e ventro-dorsal;
afericdo da pressdo arterial (PA) sistélica (PAS), média
(PAM) e diastélica (PAD) pelo método oscilométrico e
eletrocardiografia (Monitor multiparamétrico DL.1000
Delta Life®)* objetivando-se o estadiamento do com-
prometimento do sistema cardiovascular do paciente.
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O hemograma exibiu anemia normocitica nor-
mocrdmica e trombocitopenia (119 mil/uL), associadas
a presenca de microfildrias identificadas na pesquisa
parasitolégica de Knott. Adicionalmente, alteracdes
na bioquimica sérica foram observadas nos valores de
albumina: 1,75 g/dL (2,6 - 3,3 g/dL); CK: 52,7 U/L
(1,15 - 28,4 U/L); CK-MB: 127 U/L (11 - 38,8 U/L);
e c¢Tnl: 0,12 ng/mL (0 - 0,07 ng/mL), as demais vari-
dveis laboratoriais encontravam-se dentro do intervalo
de referéncia para a espécie. Os testes rdpidos Snap
4Dx Plus e Snap Leishmania resultaram positividade
para Anaplasma sp., Erlichia sp., Dirofilaria immitis
e Leishmania sp.

As radiografias tordcicas exibiram campos pul-
monares com radiopacidade aumentada e evidenciagio
do padrao bronquial associado a remodelamento difuso
da silhueta cardiaca com apresentacdo arredondada e
em maior contato com o esterno (Figura 3). Os valo-
res de PAS, PAM e PAD foram respectivamente 161
mmHg, 110 mmHg e 82 mmHg. J4 o exame eletrocar-
diogréafico demonstrou arritmia sinusal respiratéria e
bloqueio atrioventricular de 1° grau.

Apds o estabelecimento do diagndstico das do-
engas e tendo em vista a impossibilidade do tratamento
da leishmaniose, por se tratar de um animal de rua, a
tutora optou pela realizacdo de eutandsia, a qual foi
procedida seguindo os principios bioéticos e de bem-
-estar animal preconizados pela legislacdo vigente. A
necropsia foi realizada imediatamente apds a eutandsia,
durante a qual foi observada a presenca de vermes
adultos no ventriculo direito (Figura 4). Os demais
6rgdos ndo apresentaram alteragdes dignas de nota.

DISCUSSAO

A apresentagdo concomitante de moléstias neo-
plasicas e micro-organismos infecciosos ja é conhecida
[4,19], sendo muitas vezes discutida a possibilidade
de um predispor o desenvolvimento do outro. A coe-
xisténcia das duas entidades mérbidas frequentemente
sO € detectada de maneira incidental, essencialmente
naqueles animais assintomdticos. Portanto, os exames
complementares figuram como importantes ferramen-
tas de suporte as suspeitas clinicas, como foi observado
no presente caso.

O fato de o animal em discussdo ndo ser cas-
trado, estar em plena atividade sexual e possuir habito
de vida irrestrito, favoreceu o seu acometimento pelo
TVTec, pois descreve-se que 80% dos cdes com a neo-

plasia situam-se na faixa etdria de 2 a 8 anos, periodo
de maior desempenho sexual dessa espécie [16], e o
livre acesso ao meio extradomiciliar permite maior
contato com outros caninos inteiros, aumentando-se
potencialmente o risco de transmissao [39].

A 4rea em que o animal vivia pode ter con-
tribuido para a infeccdo pelos parasitas Dirofilaria
immitis e Leishmania sp., tendo em vista que o bairro
é considerado de baixa renda com condi¢des higiénico-
-sanitdrias precdrias, somando-se o fato de haver um
abatedouro ptblico apresentando intenso fluxo de
animais e constante drenagem de residuos bioldgicos
ao ar livre. Essas circunstincias sdo classificadas como
fatores de risco e corroboradas em estudo [1], no qual
0s autores observaram maiores taxas de leishmaniose
visceral em regides com condi¢des inadequadas de
saneamento bdsico, favorecendo o ciclo biolégico
dos vetores.

A coinfecgdo por Dirofilaria sp. e Leishmania
sp., identificada no animal em discussdo, j4 tem sido es-
tudada e confirmada em diversos paises, como Grécia,
com prevaléncia de 0,16% [33]; Espanha, com 24,6%
[41]; e Portugal com 1,1% de frequéncia reportada [8].
Estes achados sugerem a presenca de vetores distintos
em uma mesma drea geografica e sdo alarmantes do
ponto de vista de saide publica, considerando a iminen-
te exposicdo de seres humanos aos referidos agentes,
principalmente no semidrido paraibano, o qual, até
entdo, ndo € fonte epidemioldgica para a dirofilariose.

Apesar dos estudos evidenciarem a infecc¢io
sistémica pelos dois parasitas, ndo existem relatos
de parasitismo mutuo pelos patégenos citados em
neoplasias cutineas em cdes, especialmente na forma
extragenital cutanea do TVTc, havendo descrig¢des
nesta malignidade neopldsica somente da deteccao
de formas amastigotas de Leishmania sp. [2,11,22].
Ademais, trabalhos relatando microfildrias parasitando
lesdes neopldsicas em animais s@o escassos, sabendo-
-se da existéncia dessa comprovacdo em tricoblastoma,
mastocitoma, fibrolipoma [14] e tumores mamarios [7],
com auséncia da associagdo com o TVTc.

A infeccdo do hospedeiro do presente relato
por Dirofilaria immitis provavelmente ocorreu antes do
surgimento do TVTc, tendo em vista que havia vermes
adultos nas camaras cardiacas associados a microfilare-
mia e o seu ciclo completo ter duracdo de 6 a 9 meses
[38], enquanto as lesdes neoplésicas haviam surgido 2
semanas previamente ao atendimento. Portanto, a presen-
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Figura 1. Tumor ulcerado drenando secrec¢@o sanguinolenta em cio acometido por TVTc. A- Vista geral da lesdo em regido adjacente ao olécrano direito.
B- Imagem aproximada da lesdo evidenciando focos de necrose e larvas de mosca.

Figura 2. Achados citoldgicos de TVTc subtipo plasmocitoide em um cao com tumor em regiio de olécrano direito. A- Forma amastigota de Leishmania
sp. (seta preta) livre em meio a células de aspecto arredondado, com citoplasma amplo, raramente vacuolizado e pouco distinto, nicleo centralizado
a excéntrico, com cromatina frouxa e discretamente rendilhada, e nucléolos mdltiplos e evidentes. B & C- Microfildrias dispostas em meio a intensa

quantidade de células neopldsicas de aspecto plasmocitoide compativel com TVTc. [HE; Obj. 100x].

ca de microfildrias no exame citoldgico pode ter ocorrido
por sua migracao circulatdria errdtica através do tumor
ou pelo fato de o TVTc ser uma neoplasia extremamente
fridvel e hemorragica [16], favorecendo a deposicao das
formas parasitdrias imaturas no tecido neoplasico.

Ja a infecgdo por Leishmania sp. pode ter se
dado tanto antes (pela simples presenca dos vetores
na drea de convivéncia do cdo), como apds o apareci-
mento das lesdes cutaneas do TVTc, considerando que

a secrecdo sanguinolenta da neoplasia possa, hipote-
ticamente, ter atraido os flebotomineos e estes terem
inoculado as formas infectantes do parasita, sofrendo,
em seguida, transformacdo para formas amastigotas
evidenciadas na citologia [37].

Os sinais clinicos exibidos por animais acome-
tidos por dirofilariose incluem mais frequentemente
emagrecimento, intolerdncia ao exercicio, tosse, le-
targia, dispneia, sincope e distensdo abdominal [24],
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Figura 3. Radiografia tordcica de cao com dirofilariose, diagnosticada apds achado incidental de microfildrias em neoplasia cutdnea, exibindo cardio-
megalia e aumento da radiopacidade pulmonar. A- Projecdo ventro-dorsal. B- Projecio latero-lateral.

Figura 4. Coracdo de cdo com dirofilariose, diagnosticada apds achado
incidental de microfildrias em neoplasia cutanea. A- Presenca de vermes
adultos em camaras cardiacas direitas. B- Visualiza¢do dos vermes em
maior destaque.

porém, nenhuma dessas manifesta¢des clinicas foi
evidente no canino em discussio, o que postergou o
diagnéstico. Todavia, ¢ comum que muitos animais
infectados permanecam longos periodos assintoma-
ticos devido a capacidade do parasita de modular o
sistema imunolégico do hospedeiro [27]. Soma-se a
isso a possibilidade de a imunossupressdo vigente na
leishmaniose [20] ter atenuado a resposta imune contra
os filarideos. Além disso, o surgimento e a severidade
dos sinais clinicos dependem do tempo de infecg¢do,
da quantidade de fildrias e da resposta individual do
hospedeiro ao parasita [6,38].

O exame citoldgico realizado no canino rela-
tado foi de fundamental importancia ndo apenas para
se evidenciar que a lesdo cutinea exibida tratava-se de
um TVTc, mas também por ter evidenciado os parasitas

Leishmania sp. e Dirofilaria immitis. A literatura corro-
bora a importancia da citologia por PAAF na deteccao
de agentes em lesdes diversas sem suspeita clinica das
enfermidades por eles causadas [23,31,34,36]. Nesse
contexto, pesquisadores [40] igualmente encontraram,
de forma incidental, microfilarias de D. immitis em
andlise citoldgica de um aumento de volume na regido
do antebraco de um cdo sem qualquer sintomatologia
relacionada a parasitose, enfatizando a importancia de
sempre utilizar esta ferramenta diagndstica na rotina
clinica de animais com lesdes tumorais.

No que se refere aos resultados dos demais
exames complementares a anemia e a trombocitopenia,
observadas na hematologia deste caso, estdo comumen-
te presentes nas doengas diagnosticadas, assim como
ocorreu em um estudo [29] no qual um cdo com TVTc
ocular também apresentou reatividade para Dirofilaria
immitis, Anaplasma sp. e Erlichia sp. nos testes sorold-
gicos. Ademais, em relato de um cao coinfectado por
D.immitis e D. repens [30], também foram encontradas
anemia, trombocitopenia e hipoalbuminemia entre
os dados laboratoriais analisados. A literatura ainda
menciona a presenca de elevada atividade sérica das
enzimas hepaticas, azotemia e hiperbilirrubinemia
[5,32], divergindo do presente caso.

Os valores de CK e CK-MB estavam acima
do limite de referéncia para cées e foram semelhantes
aos encontrados em caninos cardiopatas sintoméaticos
[3] com média de 60,36 U/L para CK e de 187,46 U/L
para CK-MB. Adicionalmente, constatou-se também,
no animal em discussao, elevagdo nos valores de
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Troponina I (cTnl) conforme obtido em cédes com
dirofilariose [10], evidenciando, junto ao aumento
de CK e CK-MB, dano cardiaco nesses individuos,
essencialmente quando ha microfilaremia. Entretanto,
¢ valido salientar que a infeccio por Leishmania sp.
pode ter contribuido para a elevagdo da cTnl uma vez
que a associacdo entre esta alteracdo e a leishmaniose
ja foi comprovada [28].

As alteracdes no padrao pulmonar e nas dimen-
soes cardiacas observadas nas radiografias toracicas
foram concordantes com um estudo [43], no qual tam-
bém foram encontrados outros achados compativeis
com dirofilariose, representados pelo alargamento das
artérias dos lobos pulmonares, tornando-as de aspecto
tortuoso, e dilatagdo da artéria pulmonar principal.

Ja os achados eletrocardiogréficos de arritmia
sinusal respiratéria e bloqueio atrioventricular (BAV)
de 1° grau observados no presente caso foram igual-
mente constatados em um cao microfilarémico, porém
com diversos disturbios eletroliticos [32]. A arritmia
sinusal ndo € considerada patoldgica na espécie cani-
na e decorre da interferéncia no ténus vagal durante
o ciclo inspirac¢do-expiracdo, enquanto o BAV de 1°
grau pode surgir como consequéncia de fibrose do
nodo AV, impulso vagal, desequilibrio eletrolitico ou
uso de drogas cardioativas [18].

As formas adultas do nematédeo observadas
no coracgdo direito do animal durante a necropsia nor-
malmente ocorre quando hd uma alta carga parasitaria
fazendo com que os vermes se alojem além dos limites
anatdmicos das artérias pulmonares, podendo causar

obstrucdo mecanica do fluxo sanguineo e o desenca-
deamento da sindrome da veia cava, forma mais grave
da doenca [24,32]. Contudo, o cdo em discussdo nao
exibia sinais compativeis com essa sindrome, fazendo
com que a hipdtese mais provavel desse achado se sus-
tente no fato de que em cées necropsiados a presenca
de vermes adultos nas cavidades cardiacas seja mais
usual pela reducdo da pressao secunddria a auséncia de
fluxo sanguineo nas artérias pulmonares [6].

A eutandsia foi requerida por se tratar de
um animal errante, ndo havendo disponibilidade de
condic¢des adequadas para o tratamento das entidades
morbidas que o acometiam e, somado a isso, o fato de
ele estar coinfectado por agentes zoon6ticos.

A presenca de um cdo duplamente infectado de
forma autéctone por parasitas de potencial zoondtico
alerta para a presenga de vetores contaminados na
drea residencial de uma cidade com casos regulares
de leishmaniose, mas ndo endémica para dirofilariose,
revelando que outros animais e os proprios seres huma-
nos estdo suscetiveis as infec¢des. Além disso, exames
complementares, como a citologia, podem detectar
doengas ocultas em animais assintomaticos e assegurar
o diagndstico naqueles com sintomas caracteristicos.
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