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RESUMO 

O lobo-guará (Chrysocyon brachyurus), canídeo de ampla distribuição na América do 

Sul, enfrenta severas pressões antrópicas decorrentes da perda e fragmentação de 

habitat. A crescente circulação em ambientes antropizados intensifica o contato com 

animais domésticos e seus ectoparasitos, como as pulgas do gênero 

Ctenocephalides, para os quais a espécie apresenta maior suscetibilidade. Além 

disso, pouco se sabe sobre o processo de interação dessa espécie de pulga com 

canídeos silvestres. Artrópodes hematófagos, de modo geral, desenvolveram 

múltiplas estratégias adaptativas e evolutivas para o sucesso alimentar. Dentre elas, 

destacam-se a capacidade de modular mecanismos hemostáticos e imunológicos do 

hospedeiro, incluindo vasoconstrição, agregação plaquetária, coagulação sanguínea 

e ativação do sistema complemento, por meio de biomoléculas presentes na saliva 

e/ou no intestino médio. Considerando esse contexto, o presente estudo teve como 

objetivo investigar e comparar as interações entre extratos de glândulas salivares 

(EGS) e intestinais (EI) de Ctenocephalides felis felis sobre a coagulação sanguínea 

e as vias clássica e alternativa do sistema complemento de lobo-guará                            

(C. brachyurus), cão (Canis familiaris) e gato (Felis catus). EGS e EI foram obtidos a 

partir da dissecação de pulgas C. felis felis, sendo posteriormente incubados com soro 

ou plasma de seus hospedeiros e analisados por meio de ensaios imunoenzimáticos 

(ELISA). Os resultados demonstraram que os EGS apresentaram atividade 

anticoagulante, prolongando em 53% o tempo de coagulação em cão, 35,5% em lobo-

guará e 37% em gato, porém os EI não apresentaram atividade anticoagulante 

significativa. Em contrapartida, os EI demonstraram capacidade de inibir a via 

clássica, ao passo que os EGS não apresentaram atividade detectável. A inibição 

alcançou 63,7 ± 5,8% para cão, 30,3 ± 12,1% para lobo-guará e 20,7 ± 1,5% para 

gato. Nenhuma das amostras avaliadas interferiu na via alternativa do sistema 

complemento. As análises estatísticas não indicaram diferenças significativas entre os 

hospedeiros quanto à capacidade anticoagulante e anti-complemento dos extratos 

testados (p>0,05). Esses achados contribuem para o entendimento das interações 

imuno-ecológicas, preenchendo lacunas sobre as dinâmicas parasito-hospedeiro, 

além de fornecer subsídios para ações de manejo e conservação do lobo-guará. 

Palavras-chaves: Hematofagia, hemostasia; imunomodulação; pulga; lobo-guará; 

cão; gato.  



 
 

ABSTRACT 

The maned wolf (Chrysocyon brachyurus), a canid with a wide distribution in South 

America, faces severe anthropogenic pressures resulting from habitat loss and 

fragmentation. Increasing circulation through anthropized environments intensifies 

contact with domestic animals and their ectoparasites, such as fleas of the genus 

Ctenocephalides, to which this species appears to be more susceptible. Moreover, little 

is known about the interaction process between this flea species and wild canids. 

Hematophagous arthropods, in general, have developed multiple adaptive and 

evolutionary strategies to ensure feeding success. Among these strategies is the ability 

to modulate host hemostatic and immunological mechanisms, including 

vasoconstriction, platelet aggregation, blood coagulation, and activation of the 

complement system, through biomolecules present in the saliva and/or midgut. In this 

context, the present study aimed to investigate and compare the interactions of salivary 

gland extracts (SGE) and intestinal extracts (IE) of Ctenocephalides felis felis on blood 

coagulation and the classical and alternative complement pathways of the maned wolf 

(C. brachyurus), dog (Canis familiaris), and cat (Felis catus). SGE and IE were 

obtained from the dissection of C. felis felis fleas and subsequently incubated with host 

serum or plasma, followed by analysis using immunoenzymatic assays (ELISA). The 

results demonstrated that SGE exhibited anticoagulant activity, prolonging clotting time 

by 53% in dogs, 35.5% in maned wolves, and 37% in cats, whereas IE showed no 

significant anticoagulant activity. In contrast, IE demonstrated the ability to inhibit the 

classical complement pathway, whereas SGE showed no detectable activity. Inhibition 

reached 63.7 ± 5.8% in dogs, 30.3 ± 12.1% in maned wolves, and 20.7 ± 1.5% in cats. 

None of the evaluated samples interfered with the alternative complement pathway. 

Statistical analyses revealed no significant differences among hosts regarding the 

anticoagulant and anti-complement activities of the tested extracts (p > 0.05). These 

findings contribute to a better understanding of immuno-ecological interactions, filling 

gaps in parasite–host dynamics and providing valuable insights to support 

management and conservation strategies for the maned wolf. 

Key-words: Hematophagy; hemostasis; immunomodulation; flea; maned wolf; dog; 

cat. 
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1. INTRODUÇÃO 

O lobo-guará (Chrysocyon brachyurus), maior canídeo da América do Sul, tem 

sua distribuição concentrada nos biomas Cerrado e Pampa, embora haja registros 

esporádicos em áreas do Pantanal e em zonas de transição entre o Cerrado e a 

Caatinga/Amazônia/Mata Atlântica (Dietz, 1985; Paula e DeMatteo, 2013; 2015; Silva-

Diogo et al., 2020). Apesar da ampla distribuição, a espécie enfrenta pressões 

antrópicas severas, principalmente devido à perda, fragmentação e alteração de 

habitat, o que favorece sua ocorrência em áreas antropizadas e zonas de borda de 

unidades de conservação (Paula et al., 2008; 2013; Spercoski et al., 2012; Paula et 

al., 2013). Esses fatores, somados à caça, conflitos com humanos, atropelamentos e 

doenças, contribuem para sua classificação atual como “quase ameaçada” (NT) pela 

União Internacional para Conservação da Natureza (IUCN), demandando esforços 

contínuos para sua conservação (Paula e DeMatteo, 2015). 

A aproximação de canídeos silvestres a ambientes antropizados favorece o 

aumento das interações com os animais domésticos, elevando o risco de transmissão 

de parasitos e patógenos (Daszak et al., 2000; Curi et al., 2010). Nesse contexto, 

destaca-se a crescente ocorrência da pulga Ctenocephalides felis felis, 

frequentemente associada a animais domésticos, mas cada vez mais registrada 

parasitando a fauna silvestre (Clark et al., 2018; Riner et al., 2018; Shultz et al., 2023; 

Sidhoum et al., 2023; Teixeira et al., 2023). 

A infestação por C. felis felis tem impactos diretos e indiretos sobre seus 

hospedeiros (Linardi e Guimarães, 2000). Além de atuar como vetor de agentes 

patogênicos, como Rickettsia (Macaluso et al., 2008), Bartonella henselae 

(Sepúlveda-García et al., 2023) e Yersinia pestis (Barbieri et al., 2020), e como 

hospedeiro intermediário no ciclo de transmissão de Acanthocheilonema reconditum 

(Duarte et al., 2025) e Dipylidium caninum (Beugnet et al., 2014), está também 

associada a quadros de dermatite alérgica à picada de ectoparasitos (DAPE) e, em 

casos de infestações severas, a ocorrência de anemia e óbito (Carlotti e Jacobs, 2000; 

Contreras et al., 2018; Moore et al., 2024). O sucesso da hematofagia das pulgas 

depende de adaptações morfológicas e bioquímicas, especialmente pela ação de 

biomoléculas salivares, que neutralizam os mecanismos de defesa do hospedeiro e 

facilitam a ingestão de sangue (Fontaine et al., 2011; Lu et al., 2023; Danchenko e 

Macaluso, 2024). Apesar dos avanços na caracterização das proteínas salivares de 
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C. felis felis, ainda são escassos os estudos sobre os efeitos dessas biomoléculas na 

modulação da resposta imune dos hospedeiros. 

Dentre os mecanismos de defesa do hospedeiro, o sistema complemento se 

destaca como uma das primeiras barreiras contra agentes invasores (Farries e 

Atkinson, 1991; Dunkelberger e Song, 2010) e sua ativação representa um risco direto 

para o próprio artrópode, uma vez que limita o repasto sanguíneo e aumenta a 

probabilidade de danos teciduais, especialmente no intestino (Khattab et al., 2015; 

Saab et al., 2020). Assim, muitos artrópodes hematófagos desenvolveram inibidores 

de complemento nas glândulas salivares e no intestino, como estratégia para garantir 

sua alimentação e integridade tecidual, permitindo a continuidade do seu ciclo 

evolutivo (Sant'Anna et al., 2024).  

A puliciose constitui um problema significativo para diversos mamíferos 

silvestres cativos (Costa et al., 2019; Cermolacce et al., 2023; Teixeira et al., 2023), 

com registros de óbitos atribuídos à alta infestação (Yeruham et al., 1989; Szabó et 

al., 2000). Em lobos-guará cativos, há um histórico de queixas de médicos veterinários 

de perda de indivíduos em decorrência de infestações por C. felis, frequentemente 

associadas a quadros de anemia intensa (comunicação pessoal: Fundação de 

parques municipais e zoobotânica de Belo Horizonte e Plano de ação nacional para a 

conservação dos canídeos silvestres). Cubas et al. (2007) abordaram de forma sucinta 

a gravidade da puliciose em canídeos silvestres, porém, poucos são os relatos de 

óbito documentados na literatura, como o de Maia e Gouveia (2002). Apesar disso, os 

mecanismos imunológicos envolvidos na resposta de hipersensibilidade desses 

animais à puliciose e a relação parasito hospedeiro ainda permanecem pouco 

compreendidos. 

Visto a importância da conservação, a vulnerabilidade da espécie e a 

severidade do parasitismo nesses indivíduos, o presente estudo tem como objetivo 

investigar, de forma comparativa, as interações das glândulas salivares e intestino da 

pulga C. felis felis na modulação da cascata de coagulação e sistema complemento 

dos lobos-guará, cães e gatos domésticos, hospedeiros preferenciais desse pulícideo, 

além de determinar a influência dessas interações no desempenho alimentar do 

artrópode.  
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Investigar o efeito dos extratos de glândulas salivares e intestinais da pulga 

Ctenocephalides felis felis na coagulação e modulação imunológica do lobo-guará 

(Chrysocyon brachyurus), cão (Canis familiaris) e gato (Felis catus). 

2.2. Objetivos específicos 

● Avaliar o efeito de extratos de glândulas salivares e intestino de C. felis felis 

sobre o tempo de coagulação do plasma de lobo-guará, cão e gato doméstico; 

● Padronizar o volume de soro de lobo-guará, cão e gato doméstico nos ensaios 

hemolíticos para obtenção de 80–90% de hemólise nas vias clássica e 

alternativa do sistema complemento;  

● Determinar a capacidade inibitória dos extratos de glândulas salivares e 

intestino de C. felis felis sobre as vias clássica e alternativa do sistema 

complemento do lobo-guará, cão e gato doméstico;  

● Comparar a modulação exercida por C. felis felis sobre o sistema complemento 

e a cascata de coagulação entre lobo-guará, cão e gato doméstico. 

3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. Aspectos ecológicos e ameaças à conservação do lobo-guará         

(Chrysocyon brachyurus, Illiger, 1815) 

Pertencente ao filo Chordata, classe Mammalia e ordem Carnívora, a família 

Canidae tem como representantes os cães, lobos, raposas, chacais e coiotes. Até o 

presente momento, já foram catalogadas 36 espécies distribuídas pelo mundo, cada 

qual com suas particularidades (Bueno e Motta-Junior, 2004; ICMBio, 2020). No 

Brasil, seis espécies da família estão presentes: a raposinha-do-campo          

(Lycalopex vetulus), o cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), o cachorro-do-mato-de-

orelha-curta (Atelocynus microtis), o cachorro-vinagre (Speothos venaticus), o 

graxaim-do-campo (Lycalopex gymnocercus) e o lobo-guará (Chrysocyon brachyurus) 

(Reis et al., 2006; ICMBio, 2020). 

O lobo-guará (C. brachyurus) é o maior canídeo selvagem neotropical do 

continente sul-americano e se distribui do nordeste do Brasil até o norte do Uruguai 

(Dietz, 1985; Rumiz e Sainz, 2002; Queirolo et al., 2011; Paula e DeMatteo, 2015), 
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onde habita predominantemente os biomas do Cerrado e Pampa, embora haja 

registros esporádicos em áreas do Pantanal e em zonas de transição entre o Cerrado 

e a Caatinga/Amazônia/Mata Atlântica (Paula et al., 2013; 2015; Silva-Diogo et al., 

2020). Esse canídeo é reconhecido como uma espécie guarda-chuva e considerado 

um dos principais símbolos da fauna do Cerrado. Seu papel ecológico é fundamental 

na manutenção da dinâmica dos ecossistemas por meio da dispersão de sementes 

(principalmente lobeira, Solanum lycocarpum) (Santos, 1999), regulação de 

populações de presas e influência na estrutura da comunidade de pequenos 

vertebrados (Terborgh et al., 2008; Quintela et al., 2020). Com hábito alimentar 

onívoro e diversificado, sua dieta é composta por frutos, artrópodes e pequenos 

vertebrados, como roedores, marsupiais, tatus, aves e répteis. No entanto, há 

registros brasileiros recentes de predação de presas maiores, como a ema             

(Rhea americana) (Meniz et al., 2025). Embora a frequência de itens vegetais e 

animais encontrados nas amostras fecais seja semelhante, a biomassa consumida é 

majoritariamente de origem animal (Bueno e Motta-Júnior, 2004; Motta-Júnior et al., 

2014). Além disso, sua dinâmica alimentar sofre variações sazonais e geográficas, de 

acordo com a disponibilidade de alimento (Motta-Junior et al., 1996; Motta-Junior, 

1997; Motta-Junior e Martins, 2002; Vynne et al., 2011). 

Do ponto de vista comportamental, o lobo-guará apresenta hábito 

predominantemente solitário, sendo observado em pares apenas durante o período 

reprodutivo (agosto a outubro no hemisfério sul), estendendo-se até os primeiros 

meses de vida da prole (Dietz, 1984; 1985; Paula et al., 2013). A gestação possui 

duração de 60-65 dias, resultando no nascimento de dois a cinco filhotes (Rodrigues, 

2002), que são amamentados até cerca de quatro meses de vida. A partir do terceiro 

mês, passam a acompanhar a mãe em suas atividades de caça onde, durante esse 

período, são alimentados por regurgitação até aproximadamente dez meses. A 

maturidade sexual é geralmente alcançada por volta de um ano de idade, marcando 

o fim da dependência parental e o início da vida independente (Rodden et al., 2008). 

A espécie é territorialista, utilizando marcação odorífera com urina e fezes para 

demarcar território e evidenciar sua presença. A vocalização também é utilizada na 

marcação de território, além de auxiliar na comunicação entre casais e na interação 

com os filhotes (Rodrigues, 2002; Paula et al., 2013). Esses indivíduos apresentam 

um padrão de atividade crepuscular-noturna, entretanto, estudos indicam que sua 

atividade sofre influência direta da temperatura e umidade, sendo mais noturnos 
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durante o período chuvoso e mais diurnos em estações secas e frias, quando as 

temperaturas noturnas são reduzidas (Rodrigues, 2002; Emmons, 2012). 

Esse comportamento é particularmente relevante diante das crescentes 

pressões ambientais sobre o Cerrado, principal bioma de ocorrência do lobo-guará. 

Reconhecido como um dos mais importantes hotspots de biodiversidade do planeta, 

o Cerrado encontra-se em uma situação crítica (Paula e DeMatteo, 2013; Strassburg 

et al., 2017). Apesar de abrigar mais de 4.800 espécies endêmicas de plantas e 

vertebrados e contribuir significativamente para os recursos hídricos e o sequestro de 

carbono no Brasil, apenas 19,8% de sua vegetação nativa permanece intacta 

(Strassburg et al., 2017; Rigui et al., 2023). Nos últimos anos, o bioma tornou-se o 

principal polo de expansão agropecuária do país, respondendo por quase metade da 

produção nacional de soja em 2015 (Carneiro-Filho e Costa, 2016). Essa pressão 

agrícola, somada à frágil proteção legal, com apenas 13% do Cerrado protegido, tem 

levado a uma taxa de desmatamento 2,5 vezes maior do que a observada na Floresta 

Amazônica entre 2002 e 2011 (Soterroni et al., 2019; Bastos et al., 2023). Projeções 

indicam que, caso o cenário atual se mantenha, até 34% da vegetação remanescente 

do Cerrado poderá ser convertida em monocultura até 2050, o que resultaria na 

extinção de aproximadamente 480 espécies (Strassburg et al., 2017). 

Entre as espécies ameaçadas, inclui-se o lobo-guará (Paula et al., 2015). 

Estudos estimaram que sua densidade populacional nesse bioma varia entre 3,64 ± 

0,77 e 5,19 ± 2,62 indivíduos por 100 km², refletindo sua relativa dependência dos 

ambientes abertos e savânicos (Trolle et al., 2007; Silveira et al., 2009). No entanto, 

por ocupar extensas áreas, a espécie é sensível à redução, fragmentação e alteração 

de habitat (Munguía et al., 2016; Rija et al., 2020). Como consequência, tem-se 

tornado cada vez mais comum seu registro em regiões antropizadas e nas zonas de 

amortecimento ou transição de unidades de conservação (Paula et al., 2008; 2013; 

Spercoski et al., 2012; Paula et al., 2013). 

Embora o lobo-guará possua boa capacidade de transitar por habitats 

antropizados (Jacomo et al., 2009) e aparente adaptação a paisagens alteradas 

(Trolle et al., 2007; Vynne et al., 2014), sobretudo pela elevada densidade de roedores 

nesses ambientes (Vynne et al., 2011), há evidências de que a coexistência com áreas 

alteradas pode ter custos a sua saúde. Estudos comparativos conduzidos por 

Spercoski et al. (2012), por meio de amostragem não invasiva, revelaram uma maior 

concentração de corticóides fecais excretados por lobos-guará provenientes de áreas 



17 
 

agrícolas, em comparação com indivíduos de reservas protegidas e zonas de 

transição. Esses achados podem sugerir uma intensificação da atividade adrenal 

associada ao estresse crônico, condição que pode impactar negativamente a taxa 

reprodutiva da espécie, no entanto, tais evidências ainda não permitem estabelecer 

essa relação de forma conclusiva, sendo necessários estudos adicionais, com maior 

robustez metodológica e amostral, para sua confirmação (Comizzoli et al., 2009; 

Spercoski et al., 2012). 

Além disso, a caça e/ou conflito humano, as doenças infecciosas mediadas 

pelo contato com animais domésticos e o atropelamento também foram listados pelo 

Plano de Ação Nacional para Conservação (PAN) dos Canídeos Silvestres como 

fatores críticos de perda de espécimes (Maia e Gouvea 2002; Paula et al., 2008, 2015; 

ICMBio, 2025). De acordo com a avaliação mais recente da Lista Vermelha de 

Espécies Ameaçadas da União Internacional para a Conservação da Natureza 

(IUCN), todos esses fatores contribuem para que o lobo-guará esteja atualmente 

classificado como "quase ameaçado" (NT – Near Threatened) (Paula e DeMatteo, 

2015), reforçando a urgência de ações coordenadas de manejo e conservação para 

garantir a viabilidade populacional da espécie a longo prazo. 

3.2. Ectoparasitofauna em canídeos silvestres 

De acordo com Gompper (2014), cães domésticos (Canis familiaris) figuram 

entre os principais reservatórios de patógenos em escala global, representando uma 

ameaça relevante para a conservação da fauna silvestre. Além disso, características 

ecológicas dos canídeos, como ampla área de distribuição, hábito de forrageamento 

onívoro e marcação territorial por odor (Paula et al., 2013), favorecem a disseminação 

de patógenos entre espécies e ambientes. Nesse contexto, o lobo-guará compartilha 

suscetibilidade com o cão doméstico a diversos agentes infecciosos e ectoparasitos 

com potencial patogênico, o que pode ser parcialmente explicado por sua estreita 

relação evolutiva (Curi et al., 2012; Zhao et al., 2016; Gomes et al., 2024). 

Considerando esse cenário, canídeos silvestres que transitam por áreas 

antropizadas e/ou bordas de mata tendem a apresentar maiores infestações por 

ectoparasitos (Labruna et al., 2005; Bastos et al., 2016), resultado do aumento das 

interações ecológicas, diretas ou indiretas, entre os seres humanos e seus animais 

domésticos (Daszak et al., 2000; Curi et al., 2010). Situação semelhante pode ser 

observada em ambientes cativos (Diniz et al., 1999; Gilioli e Silva 2000; Teixeira et al., 
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2023), especialmente em instituições onde a circulação de ectoparasitos ocorre de 

forma facilitada. Nesse contexto, o estudo de ectoparasitos em canídeos silvestres 

pode ser empregado como um importante indicador ambiental, permitindo inferir 

interações multihospedeiros e multipatógenos em paisagens naturais e antropizadas 

(Figura 1) (Labruna et al., 2005; Clark et al., 2018).  

Como exemplo, observa-se um número crescente de relatos de canídeos 

silvestres parasitados pela sarna sarcóptica (Sarcoptes Scabiei). Fiori et al. (2023) 

detectaram a presença desse ácaro em lobos-guará provenientes do estado de São 

Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro e, em todos os casos, os indivíduos circulavam 

por áreas antropizadas. Além disso, Teodoro et al. (2018) descreveram o óbito de dois 

indivíduos de cachorros do mato (Cerdocyon thous) parasitados pelo agente no 

estado de Minas Gerais, evidenciando a ocorrência da infecção em animais 

debilitados, embora não tenha sido possível estabelecer relação causal direta entre a 

positividade e a causa da morte. No entanto, até o momento, a provável fonte de 

transmissão desse agente no ciclo silvestre permanece desconhecida. Em razão das 

manifestações clínicas severas observadas, a escabiose tem sido classificada como 

uma ameaça emergente para canídeos silvestres (Fiori et al., 2025). 

Em populações de vida livre, Arrais et al. (2021) estudando populações de 

lobos-guará provenientes do Parque Nacional da Serra da Canastra-MG, detectaram 

a presença de Amblyomma tigrinum, A. ovale, A. brasiliensis e A. sculptum, além de 

Rhipicephalus microplus. A ocorrência concomitante de carrapatos associados a 

fauna silvestre e doméstica evidencia a sobreposição de habitats e potencial interação 

entre ambos os grupos. Curi et al. (2012) também observaram a infestação por 

carrapatos A. sculptum e A. tigrinum em indivíduos de vida livre provenientes de uma 

reserva cercada por fazendas e pequenos assentamentos humanos, onde há uma 

elevada densidade de cães domésticos. Nesse mesmo estudo, todos os animais 

avaliados (n=15) estavam parasitados por A. sculptum, embora apenas uma única 

fêmea adulta apresentasse alta carga parasitária.  

Em ambientes cativos, os lobos-guará também estão sujeitos à infestação por 

ectoparasitos compartilhados com animais domésticos, especialmente quando 

mantidos em instituições situadas em áreas urbanas, onde o contato indireto ou 

ocasional com esses animais é mais provável. Gilioli e Silva (2000), avaliaram 36 

indivíduos mantidos em 11 zoológicos do estado de São Paulo, dos quais 12,5% 

apresentavam infestações por R. linnaei (antigo R. sanguineus sensu lato), um 
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carrapato amplamente distribuído em áreas urbanas e periurbanas que tem o cão 

como hospedeiro preferencial (Silveira et al., 2009). 

Além dos Ixodídeos, a pulga C. felis felis, embora associada aos animais 

domésticos, tem sido cada vez mais documentada em canídeos silvestres (Dobler e 

Pfeffer, 2011), principalmente em ambientes cativos, onde há registros de óbitos 

envolvendo o parasitismo como causa mortis em lobo-guará (Maia e Gouvea, 2002). 

No mesmo estudo que avaliou os carrapatos, Gilioli e Silva (2000) detectaram que 

56,2% (9/16) dos lobos-guará examinados estavam infestados por C. felis felis, sendo 

essa a espécie de ectoparasito mais prevalente entre os indivíduos analisados. 

 
Figura 1: Principais ectoparasitos registrados em canídeos silvestres provenientes de 
diferentes contextos ecológicos, evidenciando indivíduos oriundos de áreas antropizadas 
(esquerda) e de ambiente florestal (direita). 

3.3. Pulgas 

As pulgas são ectoparasitos pertencentes ao filo Arthropoda, classe Insecta e 

ordem Siphonaptera na qual estão presentes oito famílias brasileiras, sendo elas 

Pulicidae, Tungidae, Ceratophyllidae, Leptopsyllidae, Ischnopsyllidae, 

Stephanocircidae, Ctenophthalmidae, Rhopalopsyllidae. Estima-se que quase 3.000 

espécies e/ou subespécies de pulgas tenham sido descritas mundialmente, das quais 

aproximadamente 250 ocorrem na América do Sul e 63 circulam pelo Brasil (Linardi e 

Guimarães, 2000; Pesenato et al., 2025). Dentre os gêneros de maior importância 

epidemiológica, destacam-se aqueles pertencentes à família Pulicidae, como Pulex, 

Xenopsylla e Ctenocephalides; e a família Tungidae, representada principalmente 

pelo gênero Tunga. 

Didaticamente, as pulgas podem ser classificadas em três grupos distintos, com 

base em sua relação ecológica com o hospedeiro: 
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● Pulgas penetrantes: cujas fêmeas adultas penetram ativamente na pele do 

hospedeiro, onde permanecem fixadas para completar seu ciclo reprodutivo, 

como o gênero Hectopsylla, Rhynchopsyllus e Tunga, responsável pela 

tungíase (Linardi e Guimarães, 2000; Harvey et al., 2021). 

● Pulgas não penetrantes e permanentes: constituem a maioria das espécies 

descritas, cujos adultos habitam continuamente o corpo do hospedeiro, onde 

realizam hematofagia de forma intermitente. Nessa categoria, estão incluídas 

as pulgas do gênero Polygenis, Xenopsylla e Ctenocephalides (Linardi e 

Guimarães, 2000; Boyer et al., 2022). 

● Pulgas não penetrantes e não permanentes: encontradas predominantemente 

no ambiente, cujos adultos aproximam-se do hospedeiro apenas para se 

alimentar, sem estabelecer uma permanência contínua sobre ele. A exemplo, 

temos as espécies Pulex irritans e Nosopsyllus fasciatus (Linardi e Guimarães, 

2000; Azarm et al., 2022). 

Além disso, esses insetos apresentam adaptações morfológicas e evolutivas 

altamente especializadas ao parasitismo (Linardi e Guimarães, 2000; Moore et al., 

2024). O aparelho bucal sugador-pungitivo confere eficiência no processo de 

hematofagia. A ausência de asas (ápteros) é compensada por pernas posteriores 

saltatórias, que servem como um eficiente mecanismo de dispersão. O corpo, 

comprimido lateralmente e provido de cerdas orientadas para trás, facilita a locomoção 

entre os pelos, enquanto a cutícula fortemente esclerotizada confere resistência e 

proteção. Os ctenídios estão presentes em 80% das espécies conhecidas, que são 

cerdas mais robustas semelhantes a um pente que auxilia na fixação ao hospedeiro, 

dificultando sua remoção mecânica (Linardi e Guimarães, 2000).  

3.3.1. O gênero Ctenocephalides 

O gênero Ctenocephalides pertence à família Pulicidae e subfamília 

Archaeopsyllinae (Hopkins e Rothschild, 1953), compreendendo 13 espécies e 

subespécies descritas, embora apenas C. canis (Curtis, 1826) e C. felis felis (Bouché, 

1835) ocorram no Brasil (Lewis, 1993; Linardi e Guimarães, 2000). Classificado como 

pulgas não penetrantes e permanentes, uma característica morfológica marcante 

desse gênero é a presença de dois ctenídios, localizados na região cefálica (genal) e 

no protórax (pronotal) (Gage, 2004; Linardi e Santos, 2012; Moore et al., 2024). Tanto 

C. felis felis quanto C. canis são cosmopolitas e podem ocorrer em uma mesma região 
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geográfica, além de parasitar os mesmos hospedeiros. No entanto, C. felis felis é 

frequentemente relatada como mais abrangente e adaptável quando comparada a     

C. canis, apresentando ampla distribuição e maior prevalência em diferentes 

contextos (Linardi e Guimarães, 2000; Clark et al., 2018). 

Além das distinções epidemiológicas, C. canis e C. felis felis apresentam 

diferenças morfológicas marcantes, conforme representado na Figura 1. Segundo 

Linardi e Santos (2012), a conformação da cabeça é uma das características mais 

evidentes: em C. felis felis, o perfil é alongado e arqueado, com a região frontal 

suavemente curvada para baixo, enquanto que em C. canis, a cabeça é mais curta, 

com curvatura frontal abrupta e contorno globoso. No ctenídio genal, o primeiro 

espinho de C. felis felis possui comprimento semelhante aos demais, ao passo que 

em C. canis o primeiro espinho é nitidamente mais curto. Adicionalmente, no 

metepisterno, C. felis felis exibe uma ou duas cerdas, enquanto C. canis apresenta 

três (Linardi e Guimarães, 2000; Linardi e Santos, 2012). Além disso, García-Sánchez 

et al. (2022) obtiveram resultados promissores por meio de análises morfométricas 

comparativas entre C. canis e C. felis felis, sugerindo abordagens inovadoras e 

complementares para a diferenciação morfológica entre essas duas espécies. 

 
Figura 2: Diferenças morfológicas entre C. felis felis (I) e C. canis (II). Imagem I e II: Em A: 
Conformação da cabeça: alongada e arqueada, com curvatura frontal suave em C. felis felis 
(I); curta e globosa, com curvatura frontal abrupta em C. canis (II). B: Ctenídio genal: primeiro 
espinho com comprimento semelhante aos demais em C. felis felis (I); mais curto em C. canis 
(II). C: Metepisterno: duas cerdas em C. felis felis (I) e três cerdas em C. canis (II). Adaptado 
de Linardi e Santos (2012). 

Esses artrópodes apresentam desenvolvimento holometábolo, caracterizado 

por metamorfose completa que compreende quatro estágios distintos: ovo, larva, pupa 

e adultos (Dryden e Rust, 1994) (Figura 2). Em condições ambientais favoráveis de 

temperatura e umidade, esse ciclo é completado em cerca de 25 a 30 dias. Os adultos 
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são hematófagos estritos e generalistas, parasitando principalmente mamíferos 

(Whiting et al., 2008; Durden e Hinkle, 2018). Após infestarem o hospedeiro, os adultos 

realizam a hematofagia e o acasalamento, com pico de reprodução entre o quarto e o 

nono dia de parasitismo. As fêmeas depositam, em média, cerca de 25 ovos/dia, ainda 

sobre o hospedeiro e predominantemente durante o período noturno (Dryden, 1989; 

Linardi e Guimarães, 2000). No entanto, devido à ausência de estruturas adesivas, os 

ovos não se fixam ao pelo e acabam caindo no ambiente, concentrando-se 

especialmente nas áreas de repouso dos animais (Rust, 1992; Dryden e Rust, 1994). 

Segundo Dryden (1989), uma única fêmea pode ovipositar até 1.745 ovos em 50 dias, 

evidenciando sua elevada capacidade reprodutiva e o consequente potencial de 

dispersão ambiental. 

As larvas eclodem após dois a nove dias. Nesse estágio, apresentam 

comportamento de geotropismo positivo e fototropismo negativo, o que favorece sua 

permanência em locais escuros e próximos ao solo (Dryden e Rust, 1994, Halos et al., 

2014). Possuindo aparelho bucal do tipo mastigador, as larvas alimentam-se de fezes 

excretadas pelos indivíduos adultos (constituídas por sangue parcialmente digerido, 

rico em proteínas), as quais se aderem a detritos orgânicos disponíveis no ambiente. 

Passam por três estádios larvais (L1, L2 e L3), com mudas a cada três dias, atingindo 

o terceiro estádio (L3) em cerca de cinco a dez dias (Dryden e Rust, 1994; Linardi e 

Guimarães, 2000). Estímulos ambientais, como a presença de superfícies verticais 

(por exemplo, o solo), induzem as larvas L3 a tecerem um casulo, dando início ao 

estágio de pupa (Dryden e Smith, 1994). 

A fase pupal ocorre no interior de um casulo que não mantém contato direto 

com o ambiente externo (Dryden e Rust, 1994; Dryden e Smith, 1994). 

Posteriormente, após uma média de oito dias, sofre metamorfose em um adulto pré-

emergente, sendo considerada a principal fase de resistência do ciclo (Dryden e Rust, 

1994). A emergência dos adultos é hospedeiro-dependente, desencadeada por 

estímulos mecânicos e térmicos, como a movimentação dos animais ou vibrações no 

ambiente. Na ausência desses estímulos, o estágio pupal pode se prolongar por até 

140 dias (Silverman et al., 1981; Dryden e Rust, 1994), funcionando como uma forma 

de sobrevivência prolongada frente à ausência de hospedeiros. Adultos recém-

emergidos apresentam comportamento oposto ao das larvas, com geotropismo 

negativo e fototropismo positivo. Utilizam estímulos visuais e térmicos para localizar 

os hospedeiros (Osbrink e Rust, 1985) e, uma vez encontrados, iniciam o parasitismo 
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ativo. Após o início do parasitismo, a pulga adulta sobrevive por apenas três a cinco 

dias caso abandone o hospedeiro (Halos et al., 2014). Assim, é pouco provável que 

ela deixe o hospedeiro inicial após se estabelecer. Franc et al. (2013) observaram uma 

taxa de transferência inferior a 4% entre gatos domésticos que compartilham o mesmo 

ambiente e apresentavam comportamento social. Nesse sentido, o adulto tende a 

permanecer em parasitismo ativo no mesmo hospedeiro por cerca de 50 dias, 

podendo se estender até 100 dias em condições favoráveis, dando continuidade ao 

seu ciclo de vida (Linardi e Guimarães, 2000). 

 

Figura 3: Ciclo de vida de Ctenocephalides spp. Representa-se em [A], os ovos no ambiente 
após a postura; em [B], as larvas no ambiente; [C] pupa em estágio de desenvolvimento dentro 
do casulo, também no ambiente; [D] indivíduo adulto; [E] Potenciais hospedeiros, 
representados por humanos, mamíferos domésticos e silvestres; [F] Processo de hematofagia 
por machos e fêmeas adultos; [G] Fezes de pulga, servindo como fonte alimentar para as 
larvas. Adaptado de Enciclopédia Britânica (2013). 

Beugnet et al. (2004) estimaram, através de modelos matemáticos, que a 

distribuição das diferentes fases evolutivas das pulgas no ambiente ocorra de forma 

desigual, com aproximadamente 50% dos indivíduos na forma de ovos, 35% como 

larvas, 10% como pupas e apenas 5% como adulto. Essa predominância das formas 

imaturas no ambiente reforça a importância do controle ambiental no manejo de 

infestações, que será discutido posteriormente. A alternância entre estágios de vida 

livre e parasitária permite que as pulgas participem de diferentes elos na cadeia 

epidemiológica, atuando como vetores mecânicos ou biológicos de diversos 
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patógenos, a depender do contexto ecológico e do hospedeiro envolvido (Dryden e 

Rust, 1994; Linardi e Guimarães, 2000). 

3.3.2. Ctenocephalides felis felis como agente infestante 

Ctenocephalides felis felis é considerado um dos ectoparasitos de maior 

relevância global (Rust e Dryden, 1997; Linardi e Guimarães, 2000) e um dos parasitos 

mais importantes que acometem cães e gatos domésticos. No Brasil, estudos 

apontam prevalência variando de 8,9% a 100% (Rodrigues et al., 2008; Dantas-Torres 

et al., 2009; Klimpel et al., 2010; Linardi e Santos, 2012), reforçando sua importância 

médica, veterinária e econômica (Dobler e Pfeffer, 2011). Embora carnívoros, 

especialmente cães e gatos domésticos, sejam considerados seus hospedeiros 

preferenciais, esse artrópode é capaz de se adaptar a diferentes condições ecológicas 

e hospedeiros (Linardi e Guimarães, 2000; Clark et al., 2018), conforme será discutido 

posteriormente. 

A infestação por C. felis felis está associada a manifestações clínicas diretas 

nos hospedeiros parasitados, sendo uma das principais causas de dermatopatias em 

cães e gatos. Aproximadamente 50% das doenças alérgicas de pele nesses animais 

ocorrem devido a picadas de pulgas. A consequência mais comum é a dermatite 

alérgica à picada de ectoparasitos (DAPE), provocada pelo elevado potencial 

alergênico dos compostos presentes na saliva do inseto (Carlotti e Jacobs, 2000; Lam 

e Yu, 2009). Essa condição se manifesta clinicamente por pápulas, prurido intenso, 

desconforto e irritação, além de desencadear hipersensibilização em indivíduos mais 

sensíveis (Dryden e Rust, 1994; Carlotti e Jacobs, 2000; Contreras et al., 2018). 

Somado a isso, o processo de hematofagia exerce danos diretos sobre o hospedeiro, 

uma vez que uma única pulga consome, em média, 13,6 µL de sangue por dia (cerca 

de 15 vezes o seu peso corporal) o que, em casos de infestação massiva, pode 

resultar em processos anêmicos e óbito, principalmente em hospedeiros não 

preferenciais (Yeruham et al., 1989; Dryden e Gaafar, 1991; Linardi e Guimarães, 

2000; Szabó et al., 2000). 

O processo de hematofagia é dependente de modulações imunofisiológicas 

dos hospedeiros, conforme será detalhado posteriormente, mediadas por 

biomoléculas salivares e intestinais. Nesse contexto, quanto maior a modulação, 

maior seu desempenho alimentar. Em pulgas, as glândulas salivares são organizadas 

em dois pares, sendo quatro unidades no total, dois de cada lado do abdômen, 
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conectados a um par de ductos salivares (Danchenko e Macaluso, 2024). Já o sistema 

digestivo é composto por esôfago, proventrículo, intestino médio, tubo de Malpighi, 

intestino posterior e glândulas retais (Linardi e Santos, 2012; Hinnebusch et al., 2021). 

De forma geral, o intestino médio, e o proventrículo em algumas espécies, constitui o 

principal local de digestão sanguínea, enquanto os demais segmentos são 

responsáveis pelos processos de absorção e excreção (Araújo et al., 2007; Barros et 

al., 2009). 

Maia e Gouvea (2002) relataram a morte de seis lobos-guará mantidos em 

cativeiro por anemia severa associada a intensa infestação por pulgas. Contudo, não 

é possível descartar a participação concomitante de enfermidades infecciosas, 

incluindo desordens hemorrágicas, que podem ter contribuído tanto para o quadro 

anêmico quanto para a elevada carga parasitária. Dessa forma, embora o achado 

indique que infestações intensas possam representar importante fator clínico para a 

espécie, esses resultados devem ser interpretados com cautela, visto que evidências 

filogenéticas os caracteriza como hospedeiros preferenciais (Zhao et al., 2016). 

Entretanto, permanecem desconhecidos os mecanismos imunológicos envolvidos na 

interação do lobo-guará com C. felis felis, bem como se há adaptação diferencial da 

pulga ao seu sistema imunológico, quando comparado com os cães e gatos 

domésticos. 

3.3.3. Infestações em hospedeiros não preferenciais 

Hospedeiros não preferenciais são aqueles que não fazem parte do ciclo de 

vida usual do parasito, mas que podem ser parasitados sob determinadas condições 

ecológicas e epidemiológicas. Esse conceito é temporal e espacial, uma vez que a 

disponibilidade e a densidade de hospedeiros preferenciais, bem como o ambiente 

em que ocorrem as interações, influenciam diretamente na oportunidade de contato 

entre os ectoparasitos e novos hospedeiros (Begon et al., 2002). No caso das pulgas 

C. felis felis, seu comportamento generalista e oportunista, além de estreita 

associação ao hospedeiro, permite que indivíduos de espécies não usuais sejam 

acometidos com frequência, especialmente mamíferos (Linardi e Guimarães, 2000; 

Clark et al., 2018). 

Diversos relatos têm documentado a ocorrência dessa espécie em hospedeiros 

não preferenciais (Clark et al., 2018). Entre os mamíferos vertebrados acometidos 

estão os seres humanos, lagomorfos, bovinos e bubalinos, além de diversas espécies 
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silvestres, como marsupiais, edentatos, primatas, ungulados e pequenos roedores 

(Linardi e Guimarães, 2000; Linard, 2006; Singh et al., 2011; Linardi e Santos 

2012; Rust, 2017; Riner et al., 2018; Costa et al., 2019; Paz et al., 2022; Amini Rarani 

et al., 2023; Cermolacce et al., 2023). Há, ainda, registros de parasitismo em uma 

espécie de ave bicudinho (Sporophila crassirostris) (Linardi e Santos, 2012), o que 

evidencia a adaptabilidade da espécie. Essa capacidade de infestar uma ampla gama 

de hospedeiros é favorecida por ambientes onde há sobreposição entre a fauna 

silvestre e doméstica, criando oportunidades para o transbordamento de ectoparasitos 

entre espécies (Linardi e Guimarães, 2000; Clark et al., 2018; Teixeira et al., 2023). 

Estudos demonstram que animais jovens tendem a abrigar um número maior 

de pulgas quando comparados aos adultos (Osbrink & Rust, 1985; Singh et al., 2011; 

Paz et al., 2022). Somado a isso, Rust (1994) observou um declínio progressivo na 

ingestão sanguínea de pulgas que infestavam gatos adultos, possivelmente em 

decorrência de respostas imunes adaptativas do hospedeiro. Esses achados 

corroboram a hipótese de que a exposição repetida às picadas pode induzir o 

desenvolvimento de uma resistência adquirida ao longo do tempo. 

Nesse contexto, a ausência de um histórico evolutivo comum entre o 

parasitismo e os hospedeiros não preferenciais pode resultar em manifestações 

clínicas mais intensas. Diferente dos cães e gatos, que compartilham longo histórico 

de exposição e coevolução com C. felis felis (Linardi e Guimarães, 2000), outros 

hospedeiros podem não apresentar mecanismos imunológicos eficazes de tolerância 

ou modulação frente aos antígenos da pulga. Isso pode resultar em quadros 

exacerbados de hipersensibilidade e, em casos extremos, anemia, comprometimento 

sistêmico e óbito, especialmente em situações de infestações severas ou prolongadas 

(Araújo et al., 1998; Paz et al., 2022). 

Como exemplo, Yeruham et al. (1989) descrevem infestações graves por          

C. felis felis em rebanhos bovinos, ovinos e caprinos, com taxas de mortalidade de 

40%, 26% e 28%, respectivamente. Neste estudo, animais jovens apresentaram altos 

níveis de parasitismo e manifestações clínicas intensas, ao passo que os adultos 

exibiram cargas parasitárias mais baixas e manifestações brandas. De forma 

semelhante, Szabó et al. (2000) atribuíram a morte de cervos-do-pantanal 

(Blastocerus dichotomus) cativos à infestação por C. felis felis. Em todos os casos, a 

presença de hospedeiros preferenciais domésticos foi associada como a provável 

fonte de infestação. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC11016963/#bib0026
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC11016963/#bib0026
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC11016963/#bib0037
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Apesar do aumento nos relatos de infestação por C. felis felis em hospedeiros 

não preferenciais (Teixeira et al., 2023), ainda são escassos os estudos que avaliem 

sua competência como fontes viáveis de alimentação para a pulga. Essa lacuna é 

relevante diante da possibilidade de que diferenças na resposta imune entre 

hospedeiros domésticos e silvestres influenciem diretamente a permanência e o 

sucesso do parasitismo (Clark et al., 2018).  

3.3.4. Ctenocephalides felis felis como vetor de agentes patogênicos 

Segundo Youssefi et al. (2014) e Rajamannar et al. (2022), C. felis felis implica 

impactos significativos à saúde única (One Health) em função da sua notória 

capacidade de albergar e transmitir microrganismos patogênicos, incluindo bactérias, 

protozoários e helmintos (Rust e Dryden, 1997; de Avelar et al., 2007; 2008; Eisen e 

Gage, 2012;). Dentre os agentes, já foi documentado a transmissão de Rickettsia felis 

e R. typhi (Macaluso et al., 2008; Caravedo Martinez et al., 2021), Bartonella henselae 

(Sepúlveda-García et al., 2023) e potencialmente Yersinia pestis (Bland e Hinnebusch 

2016; Barbieri et al., 2020). Além disso, C. felis felis atua como hospedeiro 

intermediário no ciclo evolutivo do Acanthocheilonema reconditum (Duarte et al., 

2025) além do Dipylidium caninum (Cestoda, Dilepididae), prevalente em populações 

de animais domésticos e, ocasionalmente, crianças e humanos imunocomprometidos 

(Elston e Do 2010; Portokalidou et al., 2019). 

3.3.5. Medidas preventivas e de controle 

De modo geral, o controle de pulgas exige abordagens integradas, com 

medidas direcionadas aos animais parasitados e às habitações infestadas. Para isso, 

podem ser empregados métodos físicos, químicos e mecânicos, que, quando 

combinados de forma estratégica, aumentam sua eficácia (Linardi e Santos, 2012, 

Dryden, 2009).  

O controle ambiental tem como intuito a eliminação de formas livres não 

parasitárias presentes no ambiente (ovos, larvas e pupas). Em residências infestadas, 

recomenda-se a aspiração frequente de tapetes e frestas, além da lavagem de camas 

e panos utilizados pelos animais (Linardi e Santos, 2000; Rust, 2017; Lebon et al., 

2018). Considerando o comportamento das larvas, o fechamento de frestas em pisos 

pode ser uma estratégia eficaz para limitar seu desenvolvimento (Linardi e Santos, 

2012). Adicionalmente, a utilização de "vassoura de fogo" tem se mostrado eficaz no 
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controle dessas formas ambientais, embora seu uso seja restrito conforme as 

características do local de aplicação (Cubas et al., 2007; Rust, 2020). 

Em ambiente peridomiciliar, a aplicação de inseticidas diretamente no solo 

pode ser considerada, mas deve ser feita com cautela, a fim de evitar a contaminação 

ambiental e os riscos de intoxicação ao aplicador e/ou animais que tiverem contato 

direto com o composto químico (Linardi e Santos, 2012). Além disso, o controle 

biológico vem sendo explorado em estudos recentes, com destaque ao uso de 

bactérias e fungos (Rust, 2017; Pittarate et al., 2018). No entanto, a aplicação prática 

dessas estratégias ainda é limitada e requer mais pesquisas. De acordo com Paz et 

al. (2015), os maiores índices de infestação por C. felis felis em cães do sudeste do 

Brasil foram observados nos meses mais secos do ano (julho a setembro), período 

em que a precipitação pluviométrica é reduzida. Dessa forma, estratégias de manejo 

ambiental devem ser intensificadas nesse intervalo, aproveitando o padrão sazonal 

de infestação para otimizar a eficácia das medidas de controle. 

Na última década, avanços foram alcançados no controle químico, 

especialmente com a introdução de terapias orais e spot-on, priorizando o tratamento 

direto dos animais e minimizando a dependência do uso de inseticidas no ambiente. 

Os esforços de pesquisa e desenvolvimento têm se concentrado em formulações de 

compostos adulticidas, interrompendo o ciclo de vida do parasito e prevenindo novas 

infestações (Rust, 2020). Nesse contexto, diversos produtos vêm sendo lançados no 

mercado, apresentando diferentes formulações, vias de administração e períodos 

residuais (Dryden, 2009; Rust, 2016; 2020). 

Estima-se que o mercado global movimente mais de 15 bilhões de dólares por 

ano, sendo os ectoparasiticidas o principal segmento entre os parasiticidas 

veterinários (Nisbet e Huntley, 2006). No Brasil, o cenário é semelhante: o setor pet 

movimentou aproximadamente 68 bilhões de reais em 2023 com os medicamentos 

veterinários, incluindo os antiparasitários, representando uma fração expressiva 

desse mercado (Brasil, 2024). Entre os ectoparasiticidas mais utilizados no controle 

de pulgas, destaca-se a classe das espinosinas, representado por spinosad 

(Confortis®) (White et al., 2017), os fenilpirazóis, representado pelo fipronil 

(Frontiline®) (Dryden et al., 2000) e as atuais isoxazolinas (Sojka, 2018), 

representadas por afoxolaner (NexGard®), fluralaner (Bravecto®), lotilaner (Credeli®) 

e sarolaner (Simparic®) (McTier et al., 2016; Ranjan et al., 2018; Machado et al., 2019; 

Paarlberg et al., 2021). Apesar da eficácia comprovada, o uso contínuo desses 
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compostos pode exercer pressão seletiva futuras sobre as populações parasitárias 

favorecendo o surgimento de resistência (Halos et al, 2014). Esse comportamento já 

foi observado em outras classes de inseticidas, como carbamatos, organoclorados, 

organofosforados, piretróides e piretrinas (Coles e Dryden, 2014; Rust, 2016; 

Erkunt Alak et al., 2020).  

Até o momento não há vacinas disponíveis contra insetos ectoparasitos (Rust, 

2020). Avanços recentes com a vacinação contendo antígenos recombinantes 

mostraram eficácia parcial (32-46%) na redução da fertilidade e viabilidade dos ovos 

de C. felis (Contreras et al., 2018). Além disso, estudos com antígenos de saliva de 

pulgas demonstraram potencial na atenuação da hipersensibilidade alérgica à picada 

desses pulicídeos em gatos domésticos (Jin et al., 2010). Apesar dos progressos, uma 

vacina eficaz contra pulgas ainda parece distante. 

O controle de pulgas em animais silvestres representa um desafio, sendo 

frequentemente baseado na extrapolação de dados obtidos em estudos com animais 

domésticos. Além disso, a utilização de fármacos nessas espécies geralmente ocorre 

de forma off label (Sojka, 2018), uma vez que faltam evidências científicas que 

comprovem a segurança e a eficácia dessas substâncias nesses indivíduos. A 

principal medida preventiva, além das já mencionadas, consiste em restringir o contato 

com hospedeiros parasitados (Clark et al., 2018). Nesse contexto, cães e gatos 

domésticos têm sido amplamente apontados como as principais fontes de infestação 

e disseminação da pulga, desempenhando um papel central na manutenção do ciclo 

em ambientes domiciliares (Linardi e Santos, 2000; Szabó et al., 2000). No entanto, o 

ciclo de vida das pulgas em ambientes naturais ainda é pouco compreendido. Diante 

disso, são necessárias pesquisas que aprofundem o conhecimento sobre a ecologia 

desses ectoparasitos na natureza e que avaliem intervenções seguras e específicas 

para o seu manejo. 

Por fim, o controle eficaz de pulgas requer a integração de medidas voltadas 

tanto ao ambiente quanto aos hospedeiros, com base na compreensão da ecologia e 

sazonalidade do parasito, escolha criteriosa dos tratamentos e conscientização dos 

envolvidos quanto ao tempo necessário para o rompimento do ciclo de infestação. 

3.4. A hemostasia e seus mecanismos regulatórios 

A hemostasia é o mecanismo fisiológico responsável por preservar a 

integridade do sistema circulatório, garantindo a fluidez sanguínea e promovendo a 
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contenção de hemorragias após lesões vasculares (Smith et al., 2015). Esse processo 

envolve uma série de eventos coordenados de natureza mecânica e bioquímica, 

didaticamente divididos em três fases interdependentes, iniciadas pela lesão tecidual 

e exposição do sangue aos componentes subendoteliais (Broos et al., 2011; de Witt 

et al., 2014). 

A hemostasia primária caracteriza-se pela vasoconstrição local e pela adesão 

e agregação plaquetárias, culminando na formação de um tampão plaquetário 

provisório. Esse processo depende da presença do fator de von Willebrand (FvW), 

glicoproteína essencial para a adesão das plaquetas ao colágeno exposto na matriz 

subendotelial (Broos et al., 2011). 

A hemostasia secundária refere-se à ativação sequencial de proteínas 

plasmáticas pró-coagulantes, que resultam na formação de uma rede de fibrina sobre 

o tampão plaquetário, promovendo sua estabilização e formando o coágulo definitivo 

(Bagoly et al., 2012; Coban et al., 2022). Esse processo é mediado por um conjunto 

de reações enzimáticas denominado cascata de coagulação, detalhado no próximo 

item (3.4.1. A cascata de coagulação). 

Por fim, a hemostasia terciária, também conhecida como fibrinólise, 

corresponde ao processo de resolução do coágulo. Nessa fase, o plasminogênio é 

ativado e degrada a rede de fibrina, permitindo o restabelecimento do fluxo sanguíneo 

e o reparo do tecido lesionado (Chapin e Hajjar, 2015). A falha em qualquer uma 

dessas etapas pode resultar em distúrbios hemorrágicos ou trombóticos (Furie, 2009; 

Bagoly et al., 2012). 

3.4.1. A cascata de coagulação 

A cascata de coagulação constitui um mecanismo de defesa inato do 

hospedeiro, caracterizado por uma complexa sequência de reações bioquímicas 

mediadas por diversas proteínas plasmáticas de coagulação, estruturalmente 

conservada em todos os vertebrados (Schenone et al., 2004; Chaudhry et al., 2025). 

Essas reações são desencadeadas principalmente pela exposição do sangue a 

componentes subendoteliais ou tecidos extravasculares, como o fator tecidual, após 

lesão vascular (Coban et al., 2022). A cascata é classificada didaticamente em três 

vias inter-relacionadas: via intrínseca, via extrínseca e via comum (Figura 3) (Doolittle 

et al., 2009; Chaudhry et al., 2025). 
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A via intrínseca é ativada pelo contato do sangue com o colágeno subendotelial 

da parede vascular lesionada, superfícies carregadas negativamente ou material 

estranho (por exemplo, cateter). Esse estímulo leva a ativação do fator XII (fator de 

Hageman), em associação ao sistema de contato composto pela pré-calicreína e pelo 

cininogênio de alto peso molecular (HMWK), que atua como cofator essencial para a 

ativação e amplificação dessa via, que por sua vez ativa o fator XI (antecedente da 

tromboplastina plasmática). Posteriormente, o fator XI ativado ativa o IX (fator de 

Christmas), que ativa o VIII (fator anti-hemolítico) em sistema de amplificação (Grover 

e Mackman, 2019; Chaudhry et al., 2025). 

A via extrínseca por sua vez é iniciada pela exposição do sangue ao fator 

tecidual (fator III ou tromboplastina tecidual), uma glicoproteína expressa por células 

subendoteliais e fibroblastos em resposta à lesão. Em sequência, o fator III ativado 

ocasiona na ativação do fator VII (proconvertina), também em sistema de amplificação 

(Chaudhry et al., 2025). 

A ativação de ambas as vias a partir do fator VII (proconvertina, via extrínseca) 

e fator VIII (fator anti-hemolítico, via intrínseca), somada a presença de fosfolipídios 

plaquetários (PF-3) e cálcio (fator IV), convergem para um ponto em comum, onde se 

inicia a via comum, com ativação do fator X (Stuart-Prower) (Schenone et al., 2004; 

Chaudhry et al., 2025). O fator X ativado, em associação com o fator V (acelerador da 

protrombina), converte a protrombina (fator II) em trombina (fator II ativado). A 

trombina é uma enzima pró-coagulante com papel central na coagulação sanguínea, 

responsável pela conversão do fibrinogênio (fator I) em monômeros de fibrina (fator I 

ativado), que se polimerizam formando uma rede (Coban et al., 2022). O fator XIII 

(fator estabilizador da fibrina), ativado também pela trombina, promove ligações 

covalentes entre os monômeros de fibrina, conferindo maior estabilidade ao coágulo 

(Bagoly et al., 2012; Chaudhry et al., 2025). 

Proteases da coagulação, especialmente a trombina e o fator Xa, também são 

capazes de clivar componentes do sistema complemento (a ser discutido no próximo 

tópico), incluindo C3 e C5, estabelecendo uma interface funcional entre os dois 

sistemas. 

Diversas proteínas envolvidas na coagulação sanguínea são dependentes da 

vitamina K para sua ativação funcional, incluindo os fatores II, VII, IX e X. Além disso, 

a síntese dessas proteínas ocorre predominantemente no fígado, embora macrófagos 

também contribuam em menor escala para sua produção (Pant et al., 2018). 
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Figura 4: Representação da cascata de coagulação contemplando as três vias (intrínseca, 
extrínseca e comum). Elaborado pelo autor. Adaptado de Veterinary Hematology and Clinical 
Chemistry, Thrall et al., 2004 

3.5. O sistema complemento  

O sistema complemento constitui uma parte crucial do sistema imunológico 

inato dos vertebrados. Funcionando como uma primeira barreira de defesa, sua 

principal função é auxiliar o organismo no combate a infecções e eliminar células 

danificadas ou patógenos, bem como modular a resposta imune adaptativa (Farries e 

Atkinson, 1991; Nonaka & Yoshizaki, 2004; Dunkelberger & Song, 2010). Esse 

sistema é composto por mais de 40 proteínas séricas e de superfície celular, 

produzidas predominantemente pelo fígado, que circulam no plasma em sua forma 

inativa ou estão ancoradas em membranas celulares (Ricklin et al., 2010; Merle et al., 

2015a,b). Sua ativação desencadeia uma série de reações em cascata, 

caracterizadas por clivagens proteolíticas sucessivas que resultam em processos de 

opsonização, inflamação e lise celular (Janeway et al., 2001).  

A ativação do sistema complemento ocorre por três vias distintas, a via clássica, 

a via das lectinas e a via alternativa (Figura 4). A via clássica, depende do 

reconhecimento de complexos antígeno-anticorpo pela proteína C1q associada às 

serino-proteases C1r e C1s. A via das lectinas é iniciada pelo reconhecimento de 

padrões moleculares conservados (PAMPs) presentes em superfícies microbianas por 

moléculas como a lectina ligante de manose (MBL) e as ficolinas, que recrutam e 



33 
 

ativam as proteases MASP-1 e MASP-2. Já a via alternativa é caracterizada pela 

ativação espontânea de C3 e sua deposição em superfícies não próprias, como as de 

microrganismos (Sim & Dodds, 1997; Sarma & Ward, 2012; Dobó et al., 2016). 

Apesar das diferenças iniciais, todas as vias convergem para um ponto em 

comum, resultando na formação da C3 convertase, responsável por clivar o 

componente C3 em C3a e C3b. O fragmento C3b, ao se associar às convertases 

iniciais, gera a C5 convertase, enzima que cliva o C5 em C5a e C5b. O C5b, por sua 

vez, inicia a formação do complexo de ataque à membrana (MAC), composto por C5b, 

C6, C7, C8 e múltiplas cópias de C9, promovendo a formação de poros na bicamada 

lipídica das membranas de células-alvo e resultando em lise celular (Ribeiro e 

Spielman, 1986; Dunkelberger & Song, 2010; Thurman & Nester, 2016). 

Além da atividade citolítica, a ativação da cascata do complemento gera 

subprodutos biologicamente ativos com papel central na inflamação e na comunicação 

intercelular. As anafilatoxinas C3a e C5a atuam como potentes mediadores pró-

inflamatórios, promovendo quimiotaxia e ativação de células fagocíticas, aumento da 

permeabilidade vascular e liberação de mediadores inflamatórios (Klos et al., 2009; 

Garcia et al., 2016). Já as moléculas de C3b atuam como opsoninas, marcando 

superfícies microbianas e apoptóticas para fagocitose, além de participar no 

processamento de antígenos e na modulação da resposta adaptativa (Ricklin et al., 

2010; Merle et al., 2015b). 

O sistema complemento e os processos de coagulação compartilham origem 

evolutiva comum, derivando de um ancestral sistema proteolítico da imunidade inata, 

motivo pelo qual apresentam mecanismos regulatórios e efetores interconectados. 

Dessa forma, a interação entre ambos os sistemas ocorre de forma bidirecional, uma 

vez que produtos do complemento também modulam a coagulação e a inflamação 

vascular, caracterizando um processo integrado denominado imunotrombose (Farries 

e Atkinson, 1991; Doolittle et al., 2009; Chaudhry et al., 2025).  
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Figura 5: Fluxograma da cascata de eventos do sistema complemento, contemplando as três 
vias (Reproduzido de Janeway et al., 2001). 

3.6. Mecanismos anti-hemostáticos e imunomodulatórios de artrópodes 

hematófagos 

Desde o fim do século XX até a atualidade, diversos estudos têm investigado 

os mecanismos pelos quais os artrópodes hematófagos modulam ou inibem as 

respostas imunológicas, hemostáticas e inflamatórias do hospedeiro. A pressão 

seletiva exercida pelo sistema complemento e suas respostas fisiológicas favoreceu 

o desenvolvimento de múltiplas estratégias adaptativas dos artrópodes, incluindo a 

secreção de moléculas inibitórias presentes tanto na saliva quanto no intestino 

(Schroeder et al., 2009).  

Nessa perspectiva, o sucesso alimentar, o desenvolvimento e a reprodução de 

artrópodes hematófagos dependem diretamente da capacidade de superar os 

mecanismos de defesa impostos pelo hospedeiro (Paim et al., 2011; Arcà & Ribeiro, 

2018), como a coagulação sanguínea, a vasoconstrição, agregação plaquetária e as 

respostas imunoinflamatórias locais (Barros et al., 2009; Schroeder et al., 2009). Para 
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isso, secretam uma ampla variedade de biomoléculas salivares, farmacologicamente 

ativas (Lu et al., 2023; Danchenko & Macaluso, 2024). Dentre elas estão, pelo menos, 

um vasodilatador, um anticoagulante e um fator antiagregante plaquetário (Kamhawi, 

2000; Ribeiro, 2003; Champagne, 2005, Fontaine et al., 2011).  

Além disso, a saliva e o intestino médio de artrópodes hematófagos contêm 

proteínas capazes de neutralizar a resposta imunológica do hospedeiro (Titus et al., 

2006; Araújo et al., 2007; Fontaine et al., 2011), incluindo inibidores das vias do 

sistema complemento (Cavalcante et al., 2003; Franco et al., 2016). De modo geral, 

cada espécie dispõe de inibidores direcionados a uma ou mais vias desse sistema 

(Sant’Anna et al., 2024). 

Ao bloquear a formação de anafilatoxinas, tais inibidores não apenas reduzem 

a inflamação no local da picada, mas também previnem a opsonização de moléculas 

salivares essenciais para a hematofagia, como os anti-hemostáticos, além de reduzir 

a percepção do hospedeiro a sua presença (Schroeder et al., 2009; Saab et al., 2020). 

Caso essa regulação falhe, a ativação descontrolada do sistema complemento 

compromete a hematofagia e pode provocar lise do epitélio intestinal, além de causar 

danos teciduais ao inseto (Schroeder et al., 2009; Sant’Anna et al., 2024), sobretudo 

pelo fato do epitélio intestinal desses organismos ser constituído por uma única 

camada de células, altamente vulnerável a lesões (Richards, 1975; Billingsley, 1990). 

Assim, o comprometimento da integridade do intestino médio, por sua vez, pode 

impactar diretamente a sobrevivência do artrópode (Barros et al., 2009; Khattab et al., 

2015).  

Os primeiros estudos foram conduzidos com espécies de ixodídeos do gênero 

Ixodes (I. ricinus, I. hexagonus, I. uriae e I. scapularis) e demonstraram que proteínas 

salivares desses carrapatos eram capazes de inibir a via alternativa e da lectina do 

sistema complemento, além de reduzir a geração de anafilatoxinas produzidas 

durante a ativação da cascata, embora não interferissem na via clássica (Ribeiro e 

Spielman, 1986; Ribeiro, 1987a; Lawrie et al., 1999; Valenzuela et al., 2000). 

Posteriormente, diferentes estudos buscaram esclarecer as interações entre o sistema 

complemento de hospedeiros vertebrados e outros artrópodes hematófagos, 

caracterizando tanto as vias de inibição quanto as moléculas envolvidas, sejam elas 

do vetor ou da cascata do complemento. Mais recentemente, Sant’Anna et al. (2024), 

em uma revisão abrangente, sintetizaram os avanços alcançados nas últimas 
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décadas, reunindo e discutindo, de forma detalhada, as evidências disponíveis sobre 

os mecanismos de modulação do sistema complemento por artrópodes hematófagos. 

Em carrapatos ixodídeos e argasídeos, a inibição do sistema complemento foi 

descrita principalmente nas glândulas salivares (Roversi et al., 2007; Franco et al., 

2016; Silva et al., 2016). Contudo, observa-se uma marcante variação quanto à 

especificidade e ao mecanismo de ação. Carrapatos dos gêneros Ixodes inibem 

somente as vias alternativas e das lectinas, enquanto A. sculptum e R. microplus 

exibem um espectro mais amplo, atuando também na via clássica. Já em  

Ornithodoros moubata, foi caracterizada uma proteína que se liga especificamente ao 

componente C5, uma molécula chave na via comum da cascata. Essa ligação impede 

sua clivagem e, consequentemente, bloqueia a formação de C5a e do complexo de 

ataque à membrana, independentemente da via de ativação inicial (Sant’Anna et al., 

2024). 

Entre os dípteros, espécies dos gêneros Lutzomyia e Aedes têm sido 

amplamente estudadas quanto à presença de moléculas modulatórias do sistema 

complemento. Em L. longipalpis e L. migonei, foram identificadas proteínas salivares 

capazes de interferir na ativação do sistema complemento. Para L. longipalpis, as 

inibições ocorrem nas vias clássica e alternativa, enquanto em L. migonei o efeito 

inibitório parece restrito à via clássica (Cavalcante et al., 2003; Mendes-Sousa et al., 

2013; Ferreira et al., 2016; Mendes-Sousa et al., 2017). Em Aedes aegypti, por outro 

lado, a atividade anticomplemento manifesta-se predominantemente no intestino, 

atuando sobre as vias clássica e da lectina, o que sugere um papel local na proteção 

do epitélio intestinal contra o ataque do complemento do hospedeiro (Barros et al., 

2009; Pereira-Filho et al., 2020). 

Em anofelinos (Anopheles albimanus e A. aquasalis), moléculas inibitórias 

presentes na saliva atuam preferencialmente sobre a via alternativa (Mendes-Sousa 

et al., 2016; 2018). Além disso, células intestinais de Anopheles spp. demonstraram 

capacidade de capturar o fator H, representando um mecanismo adicional de evasão 

imune (Khattab et al., 2015). Em moscas tsé-tsé (Glossina morsitans morsitans), 

principal vetor de Trypanosoma vivax na África, Ooi et al. (2015) identificaram no 

intestino médio uma serina protease inibitória capaz de bloquear a ativação das vias 

clássica e alternativa do complemento, contribuindo para a integridade do epitélio 

intestinal. 
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Entre os triatomíneos (Rhodnius prolixus, Triatoma infestans e T. brasiliensis), 

vetores da doença de Chagas nas Américas, foram descritos inibidores presentes 

tanto na saliva quanto no intestino, com ação moduladora semelhante sobre as vias 

clássica e alternativa (Barros et al., 2009). Glândulas salivares de               

Panstrongylus megistus também apresentaram efeito inibitório sobre a via clássica, 

embora essa tenha sido, até onde sabemos, a única via testada para a espécie 

(Cavalcante et al., 2003). 

Em outros grupos, como o ácaro Sarcoptes scabiei, a inibição do sistema 

complemento foi observada exclusivamente em extratos intestinais, abrangendo as 

três vias de ativação (clássica, alternativa e da lectina), com ação diferenciada tanto 

nas etapas iniciais quanto na via terminal (Mika et al., 2012). 

Pulgas continuam sendo o táxon menos estudado entre os artrópodes 

hematófagos. Até o momento, apenas um estudo investigou os possíveis mecanismos 

de modulação de Ctenocephalides felis no sistema complemento humano (Cavalcante 

et al., 2003). Nesse estudo, foi avaliada exclusivamente a via clássica, utilizando 

extratos de glândulas salivares, e não foi observado efeito inibitório sobre a ativação 

do complemento. 

Grande parte dos estudos mencionados avançaram na caracterização 

estrutural e funcional das moléculas inibitórias, identificando o ponto exato de bloqueio 

dentro das vias clássica, alternativa e/ou da lectina, o que permitiu compreender 

melhor os mecanismos de evasão imune empregados por cada espécie (Sant’Anna 

et al., 2024). Assim, as moléculas anti-complemento, produzidas por artrópodes, 

configuram-se como promissores alvos vacinais, capazes de comprometer sua 

sobrevivência, aptidão reprodutiva e reduzir o potencial risco de transmissão de 

patógenos aos hospedeiros (Costa et al., 2021). 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Ética e permissões 

Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG, protocolo nº 206/2025, Anexo 

I). A coleta das pulgas foi realizada após a obtenção do consentimento livre e 

esclarecido (Anexo II) dos tutores dos animais ou dos responsáveis pelos domicílios, 

os quais foram devidamente informados sobre os objetivos, procedimentos e 

eventuais riscos do estudo. Todos os procedimentos de contenção, manejo e coleta 
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de amostras biológicas foram conduzidos em conformidade com as diretrizes éticas e 

normativas vigentes para o bem-estar animal. 

4.2. Coleta e manutenção das pulgas 

A amostragem foi realizada por conveniência, por meio da coleta de pulgas de 

cães e gatos naturalmente infestados. Para a coleta, os animais foram contidos 

manualmente, apenas pelo tempo necessário para a inspeção e remoção dos 

ectoparasitos. A inspeção consistiu na avaliação de toda a superfície corporal dos 

animais, utilizando um pente fino, com ênfase nas regiões de maior predileção dos 

ectoparasitos (cabeça, pescoço, ventre e base da cauda) (Linardi e Guimarães, 2000). 

As pulgas encontradas foram coletadas manualmente e acondicionadas em 

microtubos estéreis perfurados com agulha 25x0,7 mm, permitindo a troca gasosa, e 

mantidas em recipientes com temperatura ambiente estável e ao abrigo da luz (como 

caixas de isopor), até o momento da dissecação, realizada em até 12 horas após a 

coleta. A identificação taxonômica foi realizada com auxílio de um estereomicroscópio 

binocular Olympus (Tokio, Japão) modelo SZ 40, utilizando as chaves descritivas 

propostas por Linardi e Guimarães (2000) e Linardi e Santos (2012). Para este estudo, 

foram incluídas apenas pulgas pertencentes à espécie C. felis felis. 

4.3. Obtenção de extratos de glândulas salivares (EGS) e extratos intestinais (EI) 

de Ctenocephalides felis felis  

Para a obtenção dos extratos de glândulas salivares (EGS) e intestinais (EI), 

as pulgas, ainda vivas, foram inicialmente imobilizadas em gelo por aproximadamente 

10 minutos. Em seguida, foram lavadas com água destilada, a fim de remover detritos 

superficiais, fezes secas, sangue residual do hospedeiro e eventuais microrganismos. 

A dissecação foi realizada individualmente com auxílio de um estereomicroscópio 

binocular Olympus (Tokio, Japão) modelo SZ 40 e sob uma gota de solução fisiológica 

(NaCl 0,9%), seguindo o guia de dissecação elaborado por Danchenko e Macaluso 

(2024). Os pares de glândulas salivares e os intestinos inteiros coletados (Figura 5) 

foram transferidos para microtubos de 0,5 mL contendo 20 μL de solução fisiológica, 

sendo acondicionadas 20 glândulas ou 10 intestinos por microtubo (duas glândulas 

ou um intestino para cada 2 μL de NaCl 0,9%). As amostras foram então submetidas 

a um banho ultrassônico (Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, CT, EUA, 

modelo 1510R-MT) por 60 segundos, seguido de centrifugação a 12.000 g por 10 

minutos a 4 °C. O sobrenadante obtido foi transferido para microtubos estéreis para 
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utilização nas análises subsequentes. Posteriormente, os extratos foram 

armazenados a −80 °C até sua utilização. A quantificação proteica foi realizada pelo 

método de Bradford (1976), com base na absorbância das amostras, usando albumina 

sérica bovina (BSA; Ludwig Biotec, Alvorada, RS, Brasil) como padrão. 

4.4. Obtenção de soro e plasma do Lobo-guará (C. brachyurus) 

A captura e contenção dos animais foram conduzidas pela equipe de médicos 

veterinários da Fundação de Parques Municipais e Zoobotânica de Belo Horizonte 

(FPMZB-BH), seguindo o cronograma de manejo e avaliação sanitária dos indivíduos. 

Como critério de inclusão, foram consideradas apenas amostras provenientes de 

animais clinicamente saudáveis, conforme avaliação clínica e resultados dentro dos 

valores de referência para hemograma e perfil bioquímico completo. Após a 

contenção, a coleta sanguínea foi realizada por punção da veia cefálica, utilizando 

seringas e agulhas estéreis, com prévia antissepsia do local com solução alcoólica a 

70%. Foram coletados 10 mL de sangue total de cada indivíduo, sendo 5 mL 

acondicionados em tubo estéril sem anticoagulante e 5 mL em tubo contendo 770 μL 

de citrato de sódio a 129 mM (correspondendo a uma proporção citrato:sangue de 

1:6,5). Após a coleta, as amostras foram mantidas sob refrigeração e processadas 

dentro de um intervalo de 2 horas. A amostra sem anticoagulante foi centrifugada a 

4.000 g por 5 minutos, para obtenção do soro, enquanto a amostra contendo citrato 

de sódio foi centrifugada a 3.000 g, por 10 minutos a 4 °C, para obtenção do plasma. 

Amostras provenientes de cinco exemplares de lobos-guará foram utilizadas para a 

formação de um pool de plasma e outro de soro. Posteriormente, ambos foram 

aliquotados em microtubos de 0,5 mL (100 μL por microtubo) e mantidos a −20 °C até 

a execução das análises. Cada alíquota foi usada apenas uma vez. 

 

Figura 6: Espécime de pulga Ctenocephalides felis felis após a dissecação. Em (A): (1) dois 
pares de glândulas salivares e (2) cordão nervoso ventral. Em (B): sistema digestório 
exteriorizado: (1) proventrículo, (2) intestino médio, (3) tubo de Malpighi, (4) intestino posterior 
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e (5) glândulas retais. Em (C): pares de glândulas salivares, evidenciando (1) os quatro ácinos 
e (2) ductos salivares. Fonte: arquivo pessoal. 

4.5. Obtenção de soro e plasma de cães e gatos 

Para cães e gatos domésticos, as amostras sanguíneas foram coletadas 

considerando os mesmos critérios de inclusão amostral estabelecido para o lobo-

guará, e processadas sob as mesmas condições. Entretanto, considerando o menor 

volume coletado (5 mL), o sangue foi igualmente dividido entre os dois tubos (2,5 mL 

cada), na mesma proporção anteriormente estabelecida. Nessa situação, o tubo 

contendo citrato de sódio recebeu 335 μL da solução na mesma concentração (129 

mM). Assim como para o lobo-guará, foi formado um pool de soro e outro de plasma 

a partir de cinco cães e cinco gatos. 

4.6. Ensaio anticoagulante 

Devido à ausência de protocolos de processamento anticoagulante descritos 

especificamente para pulgas C. felis felis, o presente estudo partiu de padronizações 

previamente estabelecidas para triatomíneos e dípteros hematófagos, conforme 

descrito por e Ribeiro (2000) e Paim et al. (2011). Para os ensaios, foram utilizadas 

quantidades equivalentes a 15 glândulas e três intestinos. Para cada condição, o 

volume correspondente da amostra foi diluído em tampão Hepes (Hepes 20 mM, NaCl 

100 mM, pH 7,4), de modo a completar 30 µL finais. Em seguida, as misturas foram 

adicionadas aos poços de placas de 96 poços, juntamente com 30 μL de plasma 

obtido dos diferentes hospedeiros (lobo-guará, cão e gato doméstico), conforme 

metodologia acima. Como controle positivo da reação, foram utilizadas amostras de 

extrato de glândulas salivares extraídas de R. prolixus, armazenadas em tampão 

Hepes, as quais apresentam atividade anticoagulante conhecida em mamíferos (Paim 

et al., 2011), correspondendo a 7/8 unidade de glândula por repetição. Já como 

controle negativo, utilizaram-se 30 μL de tampão Hepes sem EGS e EI. Além disso, 

considerando que as amostras de EGS e EI das pulgas estavam armazenadas em 

NaCl 0,9%, foi incluído um controle negativo adicional (CNA), composto pela mesma 

proporção de tampão Hepes e NaCl 0,9% utilizada nas amostras. Nesse controle, a 

fração correspondente às amostras foi substituída pelo volume equivalente de NaCl. 

As misturas foram incubadas a 37 °C por 5 minutos, no próprio leitor de ELISA 

(Molecular Devices, San Jose, CA, EUA; modelo VersaMax Microplate Reader). Após 

esse período, a coagulação foi desencadeada pela adição de 30 μL de CaCl2 25 mM 
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pré-aquecido a 37 °C. Uma tabela contendo os volumes utilizados foi elaborada para 

melhor compreensão (Tabela 1). A reação foi realizada a 37 °C, e o aumento da 

turbidez foi monitorado a 655 nm por 200 leituras em intervalos de 10 segundos, 

utilizando o leitor de ELISA.  

O valor do tempo de coagulação foi definido como o tempo necessário para que 

a turbidez atingisse uma leitura de absorbância de 0,025, sendo a absorbância no 

tempo zero considerada como unidades de absorbância zero (Ribeiro, 2000). O 

processamento foi conduzido em três repetições biológicas independentes, 

correspondentes a cada hospedeiro. Cada amostra foi analisada em duplicata em 

cada uma das repetições, e a média dos valores obtidos foi utilizada para a 

determinação do tempo de coagulação considerado nas análises. 

Tabela 1: Volumes de reagentes e amostras utilizadas nos ensaios anticoagulante, por 
hospedeiro, considerando um único ensaio. 

ID EGS EI 
NaCl 
0,9% 

Hepes Plasma Ca2+ 
Vol. 
Total 

CN - - - 30 μL 30 μL 30 μL 90 μL 
 CNA1 - - 15 μL 15 μL 30 μL 30 μL 90 μL 
CNA2 - - 6 μL 24 μL 30 μL 30 μL 90 μL 

15 EGS pulga 15 μL - - 15 μL 30 μL 30 μL 90 μL 
03 EI pulga - 6 μL - 24 μL 30 μL 30 μL 90 μL 

7/8 EGS 
triatomíneo 

5 μL - - 25 μL 30 μL 30 μL 90 μL 

ID: identificação; EGS: extratos de glândulas salivares; EI: extratos intestinais; CN: controle 
negativo; CNA1: controle negativo adicional para ensaios utilizando EGS; CNA2: controle 
negativo adicional para ensaios utilizando EI. 

4.7. Ensaios hemolíticos anti-complemento 

4.7.1. Obtenção e preparação das hemácias de carneiro 

O sangue de carneiro (Ovis aries) adulto, necessário para os ensaios 

hemolíticos da via clássica do sistema complemento, foi coletado pela equipe de 

médicos veterinários da Clínica de Ruminantes da Escola de Veterinária, localizada 

na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Após a contenção dos animais, a 

coleta foi realizada por punção da veia jugular, utilizando seringas de 10 mL e agulhas 

estéreis, com prévia antissepsia do local com solução alcoólica a 70%. Foram 

coletados 5 mL de sangue, os quais foram imediatamente acondicionados em tubos 

estéreis contendo 5 mL de solução conservadora de hemácias (glicose 113,8 mM, 

ácido cítrico 30 mM, NaCl 72 mM, pH 7,4). Após a coleta, o sangue foi aliquotado em 

microtubos de 1,5 mL, em capela de fluxo laminar, e armazenado sob refrigeração a 
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4 °C até o uso, por um período máximo de dois meses. A metodologia de preparo das 

hemácias seguiu o descrito por Whaley e Northy (1997). Para isso, alíquotas 

armazenadas foram lavadas e opsonizadas com anticorpo anti-hemácias de carneiro, 

produzido previamente em coelho. Inicialmente, os microtubos de 1,5 mL contendo as 

hemácias foram centrifugados a 510 g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi 

descartado, e o sedimento contendo as hemácias foi transferido para tubo cônico de 

polipropileno de 15 mL (Falcon®, Corning Inc., EUA). As hemácias foram, então, 

lavadas três vezes por centrifugação com 5 mL da solução GHB-EDTA (Hepes 5 mM, 

NaCl 145 mM, EDTA 10 mM e gelatina 0,1%, pH 7,4), por 5 minutos a 1.700 g e 4 °C, 

descartando o sobrenadante, ressuspendendo o sedimento e homogeneizando 

lentamente após cada lavagem. Após essa etapa, as hemácias foram incubadas com 

anticorpo anti-hemácia de carneiro, na proporção de 1:1000 (1 μL para cada 1 mL 

presente no tubo), a 37 °C, por 30 minutos. Os anticorpos utilizados foram produzidos 

em coelhos imunizados com eritrócitos de carneiro e gentilmente cedidos pela Dra. 

Marilene S. M. Michalick (antigo Laboratório de Sorologia, Departamento de 

Parasitologia, ICB/UFMG). Concluída a opsonização, as hemácias foram lavadas 

novamente, uma vez com 5 mL de GHB-EDTA e duas vezes com 5 mL de GHB+2 

(Hepes 5 mM, NaCl 145 mM, CaCl2 0,15 mM, MgCl2 0,5 mM e gelatina 0,1%, pH 7,4), 

para remover os anticorpos não ligados. Ao final do processo, as hemácias foram 

ressuspensas em 10 mL de GHB+2 e sua concentração foi determinada por 

espectrofotometria a 414 nm, ajustando-se a densidade para 2 x 10⁸ células/mL, 

correspondente a uma absorbância de 0,654. As hemácias opsonizadas e lavadas 

foram armazenadas sob refrigeração a 4 °C até a realização dos ensaios hemolíticos.  

4.7.2. Obtenção e preparação das hemácias de coelho. 

A captura e contenção dos coelhos (Oryctolagus cuniculus) foram realizadas 

pela equipe de médicos veterinários da FPMZB de Belo Horizonte. A coleta sanguínea 

foi conduzida mediante punção da veia auricular marginal, cefálica ou safena, 

utilizando seringas estéreis de 5 mL acopladas a agulhas descartáveis, após 

antissepsia do local com solução alcoólica a 70%. Foram coletados 2,5 mL de sangue 

total, que posteriormente foi acondicionado em tubos estéreis contendo 2,5 mL de 

solução conservadora de hemácias (glicose 113,8 mM, ácido cítrico 3 mM, NaCl 72 

mM, pH 7,4). Após a coleta, o sangue misturado à solução conservadora de hemácias 

foi aliquotado em microtubos de 1,5 mL, sob capela de fluxo laminar, e armazenado 
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sob refrigeração a 4 °C até o uso por no máximo duas semanas. As amostras 

sanguíneas foram utilizadas para a realização dos ensaios hemolíticos da via 

alternativa do sistema complemento, e seu preparo foi realizado conforme descrito por 

Whaley e Northy (1997). Dessa forma, as alíquotas foram inicialmente centrifugadas 

uma vez, por 5 minutos, a 510 g a 4 °C, sendo o sobrenadante descartado. As 

hemácias foram então transferidas para um tubo cônico de polipropileno de 15 mL 

(Falcon®, Corning Inc., EUA) e lavadas. Foram realizadas três lavagens utilizando 5 

mL da solução de Mg-EGTA (Hepes 1 mM, NaCl 30 mM, EGTA 10 mM, MgCl₂ 7 mM, 

glicose 3%, gelatina 0,02%, pH 7,4), com centrifugação por 5 minutos a 1.700 g a 4 

°C e descarte do sobrenadante após cada lavagem, seguido por ressuspensão e 

homogeneização. Após as lavagens, as hemácias foram ressuspensas em 10 mL de 

Mg-EGTA e sua concentração foi determinada por espectrofotometria a 414 nm, 

sendo ajustada para 2 x 10⁸ células/mL. As hemácias preparadas foram então 

armazenadas a 4 °C, podendo ser utilizadas por até uma semana. 

4.7.3. Padronização da proporção de soro usada nos ensaios de hemólise 

Inicialmente, foi realizada a padronização da proporção soro:tampão, utilizando 

amostras de lobo-guará, cães e gatos domésticos, previamente coletadas. O objetivo 

foi determinar a diluição que promovesse hemólise parcial próximo a 90% em ambas 

as vias, conforme requerido para os testes subsequentes (Pereira-Filho et al., 2020). 

Foram avaliadas diluições de 1:1 a 1:60, utilizando Mg-EGTA para a via alternativa e 

GHB+2 para a via clássica do sistema complemento. Cada reação foi conduzida com 

um volume de 25 µL da solução do soro diluído em diferentes proporções, 25 µL do 

tampão (Mg-EGTA ou GHB+2) e 25 µL da suspensão de hemácias a 2 x 10⁸ 

células/mL (de coelho para a via alternativa e de carneiro para a via clássica), 

totalizando 75 µL por microtubo.  

Para cada ensaio, foram utilizados dois controles diferentes: hemólise total (nas 

mesmas condições experimentais, utilizando a menor diluição do soro) e um controle 

negativo (ou hemólise espontânea, com substituição do soro por PBS 1x na mesma 

proporção). As amostras foram incubadas a 37 °C por 30 minutos. Após a incubação, 

foram adicionados 250 µL de água destilada no microtubo de hemólise total e 250 µL 

de PBS 1x gelado nos demais, para interromper a hemólise. Em seguida, as amostras 

foram centrifugadas a 1.700 g por 1 minuto a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para 

uma placa de 96 poços, onde a absorbância da hemoglobina liberada foi medida em 
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espectrofotômetro no comprimento de onda de 414 nm (Sim e Dodds, 1997), 

utilizando um leitor ELISA (Molecular Devices, San Jose, CA, EUA; modelo VersaMax 

Microplate Reader). O experimento foi conduzido com três repetições biológicas 

independentes, sendo que, em cada repetição, as amostras foram analisadas em 

duplicata, com o intuito de verificar a reprodutibilidade do método. A média entre as 

duplicatas foi calculada e a porcentagem de hemólise foi determinada com base na 

absorbância do controle de hemólise total (considerada como 100%). 

4.7.4. Ensaios hemolíticos da via clássica.  

Após a padronização, os ensaios hemolíticos da via clássica foram realizados 

de acordo com Whaley e Northy (1997), com modificações realizadas por Silva et al. 

(2016), sendo conduzidos em um volume final de 75 μL. Inicialmente, o volume de 

solução de EGS ou EI foi adicionado separadamente aos ensaios, de modo que a 

quantidade de glândulas salivares ou de intestinos das pulgas correspondesse ao 

número a ser testado (um, dois ou quatro intestinos; dois, quatro ou oito glândulas 

salivares, considerando 2 μL por intestino ou por 2 glândulas). O volume de 25 μL foi 

então completado com solução GHB2+. Em seguida, foram adicionados 25 μL da 

diluição de soro de lobo-guará (1:15), cão (1:10) ou gato (1:1) em GHB2+, conforme 

metodologia estabelecida acima, e 25 μL da suspensão de hemácias de carneiro (2 x 

10⁸ células/mL). Os volumes utilizados encontram-se detalhados na Tabela 2, a fim 

de facilitar a compreensão dos procedimentos descritos. 

As reações foram incubadas a 37 °C por 30 minutos. Após a incubação, foram 

adicionados 250 μL de PBS 1x gelado em cada tubo. Na sequência, as amostras 

foram centrifugadas a 1.700 g por 1 minuto a 4 °C. As etapas de processamento do 

sobrenadante e leitura da absorbância foram realizadas conforme descrito no item 

4.7.3. Todos os experimentos foram realizados em duplicata, com três repetições 

biológicas. Para cada experimento, foram utilizados três controles diferentes: hemólise 

total (na qual o PBS 1x foi substituído por água destilada), controle positivo (hemólise 

provocada pelo soro dos hospedeiros sem qualquer adição de EGS ou EI) e controle 

negativo (sem o soro dos hospedeiros, no qual ocorre apenas hemólise espontânea). 

Os dados foram convertidos em porcentagem de hemólise após a subtração da média 

dos valores obtidos nos controles negativos. Para o cálculo, considerou-se o controle 

de hemólise total como equivalente a 100% de atividade hemolítica, enquanto o 



45 
 

controle positivo apresentou valores correspondentes a aproximadamente 80–90% da 

hemólise total. 

4.7.5. Ensaios hemolíticos da via alternativa. 

Os ensaios hemolíticos da via alternativa foram realizados conforme a 

padronização de Whaley e Northy (1997), com protocolo modificado por Silva et al. 

(2016), conduzidos em volume final de 75 μL. O volume correspondente da solução 

de EGS ou EI testada foi idêntico ao padronizado na via clássica, entretanto, o volume 

de 25 μL foi completado com a solução Mg-EGTA. Posteriormente, foram adicionados 

25 μL da diluição do soro de lobo-guará (1:5), cão (1:1) e gato (1:2) em Mg-EGTA, 

conforme padronização descrita no tópico 4.7.3, e 25 μL da solução de hemácias de 

coelho (2 x 10⁸ células/mL). Os volumes de reagentes e amostras utilizados estão 

detalhados na Tabela 2. A reação foi incubada a 37 °C durante 30 minutos. As demais 

etapas e procedimentos foram realizados de forma semelhante ao ensaio da via 

clássica, conforme descrito anteriormente.  

Tabela 2: Volumes de reagentes e amostras utilizadas nos ensaios hemolíticos da via clássica 
e alternativa, por hospedeiro, considerando um único ensaio. 

ID microtubo 
Soro 

diluído 
PBS 
1x 

Hemácias 
de coelho1 

ou carneiro2 

 Sol. 
tampão 

(Mg-EGTA1 
ou GHB2+2) 

EGS EI 
Vol. 
Total 

HT 25 μL - 25 μL 25 μL - - 75 μL 
C- - 25 μL 25 μL 25 μL - - 75 μL 
C+ 25 μL - 25 μL 25 μL - - 75 μL 

02 EGS 25 μL - 25 μL 23 μL 2 μL - 75 μL 
04 EGS 25 μL - 25 μL 21 μL 4 μL - 75 μL 
08 EGS 25 μL - 25 μL 17 μL 8 μL - 75 μL 

01 EI 25 μL - 25 μL 23 μL - 2 μL 75 μL 
02 EI 25 μL - 25 μL 21 μL - 4 μL 75 μL 
04 EI 25 μL - 25 μL 17 μL - 8 μL 75 μL 

HT: hemólise total; C-: controle negativo; C+: controle positivo; EGS: extratos de glândulas 
salivares; EI: extrato intestinal; 1Via alternativa; 2Via clássica.  

4.8. Análises estatísticas 

Todos os dados gerados foram organizados em uma planilha do Software 

Microsoft Excel 2016 (Versão 2408 Build 16.0.17928.20114). A análise dos dados 

ocorreu exclusivamente através de testes não paramétricos. Para comparações entre 

dois grupos pareados, empregou-se o teste de Wilcoxon. Para comparações entre 

dois grupos independentes, utilizou-se o teste de Mann–Whitney. Enquanto a 

comparação envolvendo mais de dois grupos independentes, utilizou-se o teste de 
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Kruskal–Wallis, seguido do pós-teste de Dwass–Steel–Critchlow–Fligner para as 

comparações múltiplas. Os dados foram analisados de acordo com Favero e Belfiore 

(2017). Todas as análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism, 

versão 10 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 

5. RESULTADOS 

Ao todo, foram coletados 598 espécimes de pulgas provenientes de 14 

hospedeiros, sendo nove gatos (F. catus) e cinco cães (C. familiaris). A análise 

morfológica confirmou a identidade de todos os exemplares como C. felis felis. Ainda 

que os exemplares tenham sido mantidos nos recipientes descritos na metodologia, 

permaneceram viáveis por apenas 8 a 12 horas, em média. 

A dissecação dos espécimes resultou na obtenção de 1.064 glândulas salivares 

e 368 intestinos. A quantificação proteica revelou valores médios aproximados de 1,46 

µg por intestino (n = 28) e 0,22 µg por glândula salivar (n = 92). 

Ensaios anticoagulantes realizados demonstraram que a adição de extratos 

obtidos de 15 glândulas salivares de C. felis felis promoveram um aumento 

significativo no tempo de coagulação do plasma em todos os hospedeiros avaliados 

(p<0,05) (Figura 6). No plasma canino, o tempo médio de coagulação passou de 98 ± 

10,5 segundos para 149,8 ± 27,5 segundos, prolongando em 53% o tempo de 

coagulação quando comparado ao tempo basal. De forma semelhante, observou-se 

aumento de 35,5% no plasma do lobo-guará (de 160,5 ± 13,9 para 217,9 ± 15,8 

segundos) e de 37% no plasma felino (de 115,7 ± 23,3 para 158,8 ± 14 segundos). 

Esses resultados indicam que o EGS apresenta atividade anticoagulante, retardando 

significativamente a formação do coágulo nos diferentes hospedeiros. Apesar disso, 

não foram observadas diferenças significativas no tempo de coagulação entre os três 

grupos de hospedeiros (p>0,05), sugerindo um perfil semelhante de atividade. 

Curiosamente, os extratos provenientes de três intestinos não alteraram 

significativamente o tempo de coagulação do plasma de nenhum dos hospedeiros 

testados (p>0,05) (Figura 7), indicando ausência de atividade anticoagulante 

detectável nessa amostragem. 

As análises estatísticas não indicaram diferença significativa entre ambos os 

controles negativos utilizados (CN e CNA), tanto para os ensaios de testagem de EGS 

quanto para os EI, considerando os diferentes hospedeiros (p>0,05). Dessa forma, 

apenas um controle negativo foi representado graficamente para simplificar a 
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apresentação dos resultados, uma vez que ambos representam a mesma tendência 

experimental.  

 

 

Figura 7: Efeito dos extratos de 15 glândulas salivares de C. felis felis sobre o tempo de 
coagulação do plasma de cão (A), lobo-guará (B) e gato (C). Os dados são apresentados 
como média ± desvio padrão de três repetições biológicas. A análise estatística foi realizada 
utilizando o teste Wilcoxon (*p<0,05; **p<0,01 em comparação com os respectivos grupos 
controle). C-: Controle negativo. 
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Figura 8: Efeito dos extratos de três intestinos de C. felis felis sobre o tempo de coagulação 
do plasma de cão (A), lobo-guará (B) e gato (C). Os dados são apresentados como média ± 
desvio padrão de três repetições biológicas. A análise estatística foi realizada utilizando o 
teste Wilcoxon (ns: não foram observadas diferenças significativas em comparação com os 
respectivos grupos controle). C-: Controle negativo. 

Os resultados dos ensaios de padronização da diluição soro estão 

apresentados na Figura 8 (via clássica) e Figura 9 (via alternativa), contemplando as 

diluições que se mostraram mais próximas da faixa de hemólise considerada 

adequada (80–90%), bem como valores superiores e inferiores observados durante 

os testes. Para a via clássica, as diluições definidas foram de 1:10 para cães (média 

de hemólise: 91%), 1:15 para lobo-guará (89,4%) e 1:1 para gatos (87%). Em relação 

a via alternativa, a padronização foi estabelecida nas diluições de 1:1 para cães (89%), 

1:5 para lobo-guará (93%) e 1:2 para gatos (86%). 
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Figura 9: Padronização das concentrações séricas de cão (A), lobo-guará (B) e gato (C) com 
base na hemólise de eritrócitos de ovelhas mediada pela via clássica do sistema complemento 
para cada espécie. As barras representam a média ± desvio padrão de três réplicas biológicas. 
A seta acima de cada barra indica a concentração selecionada (correspondente a 80-90% de 
hemólise), utilizada em ensaios subsequentes para avaliar a atividade de extratos de 
glândulas salivares e intestinais de C. felis felis. HT: hemólise total; C-: controle negativo, 
amostras sem soro. 
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Figura 10: Padronização das concentrações séricas de cão (A), lobo-guará (B) e gato (C) 
com base na hemólise de eritrócitos de coelhos mediada pela via alternativa do sistema 
complemento. As barras representam a média ± desvio padrão de três réplicas biológicas. A 
seta acima de cada barra indica a concentração selecionada (correspondente a 80-90% de 
hemólise), utilizada em ensaios subsequentes para avaliar a atividade de extratos de 
glândulas salivares e intestinais de C. felis felis. HT: hemólise total; C-: controle negativo, 
amostras sem soro. 

Por fim, foram avaliados os efeitos inibitórios dos EGS e EI de C. felis felis sobre 

a ativação das vias clássica e alternativa do sistema complemento. Observou-se que, 

na via clássica, os EGS não apresentaram efeito inibitório significativo em cães, gatos 

ou lobos-guará, uma vez que os níveis de hemólise permaneceram semelhantes aos 

dos controles positivos em todas as concentrações testadas (p>0,05). Em contraste, 

os extratos intestinais exibiram capacidade inibitória variável entre os hospedeiros, de 

forma dose-dependente e estatisticamente significativa (Figura 10). Em comparação 

com a média do controle positivo (projetado para hemolisar 80-90% das hemácias), 

nos cães, apenas a maior concentração (quatro intestinos) reduziu significativamente 
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a hemólise (p<0,001), alcançando uma média de 63,7 ± 5,8% de inibição. No soro de 

lobo-guará e gato, tanto as concentrações intermediárias quanto a maior (dois e 

quatro intestinos, respectivamente) foram capazes de inibir de maneira significativa a 

via clássica (p<0,01). No lobo-guará, os valores médios de inibição foram de 27 ± 

13,5% e 30,3 ± 12,1%, respectivamente, enquanto em gatos observaram-se médias 

de 18 ± 5,5% e 20,7 ± 1,5% para as mesmas concentrações. Apesar disso, o teste de 

Kruskal–Wallis não indicou diferença significativa na comparação entre os grupos 

quando utilizado dois e quatro intestinos (p>0,05). 

Já na via alternativa, tanto o EGS quanto os EI não apresentaram capacidade 

de inibição em nenhuma das concentrações testadas (p>0,05), independentemente 

do hospedeiro, mesmo quando utilizada a quantidade equivalente a oito glândulas e 

quatro intestinos (Figura 11). 
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Figura 11: Efeito dos extratos de glândulas salivares e intestinais de C. felis felis na via 
clássica do sistema complemento em cão (A), lobo-guará (B) e gato (C). As barras verticais 
representam a média ± desvio padrão de três réplicas biológicas. A análise estatística foi 
realizada utilizando o teste Mann–Whitney (**p<0,01; *p<0,001, em comparação com os 
respectivos grupos controle). C+: controle positivo. 
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Figura 12: Efeito dos extratos de glândulas salivares e intestinais de C. felis felis na via 
alternativa do sistema complemento em cão (A), lobo-guará (B) e gato (C). As barras verticais 
representam a média ± desvio padrão de três réplicas biológicas. C+: controle positivo. 

6. DISCUSSÃO 

De acordo com nossos conhecimentos, o presente estudo apresenta a primeira 

evidência experimental da presença de atividade anticoagulante em moléculas 

salivares de C. felis felis, bem como a detecção da atividade anti-complemento sobre 

a via clássica a partir de extratos intestinais desse parasito. Esses achados revelam 

mecanismos fisiológicos até então desconhecidos, ampliando a compreensão das 

adaptações de C. felis felis frente a hematofagia. Além disso, fornece novos insights 

que podem subsidiar o desenvolvimento de intervenções mais eficazes, uma vez que 

os componentes hemostáticos e/ou imunomodulatórios aqui identificados poderão ser 
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explorados como potenciais alvos na formulação de vacinas futuras, direcionadas ao 

controle desse artrópode. 

Estudo de Linardi e Santos (2012), que compilou dados de prevalência de 

pulgas em cães e gatos de diferentes estados brasileiros, demonstrou uma 

predominância de C. felis felis em relação a C. canis, embora essa tendência não 

tenha sido uniforme em todas as regiões analisadas. No estado de Minas Gerais, 

incluído nessa compilação, a predominância de C. felis felis sobre C. canis também 

foi consistente, reforçando o padrão observado na região Sudeste. Essa tendência 

sugere que C. felis felis possui maior capacidade de adaptação ecológica e 

parasitária, especialmente em áreas urbanas e periurbanas, em concordância com a 

elevada ocorrência observada nos animais urbanos no presente estudo. Por outro 

lado, C. canis tende a ocorrer em áreas de maior altitude e a climas mais frios (Ahn et 

al., 2018), enquanto C. felis felis está associada a climas quentes e úmidos (Moore et 

al., 2024), o que pode contribuir para sua ausência no ambiente avaliado. 

Lu et al. (2023) em estudos recentes sobre as proteínas provenientes das 

glândulas salivares de C. felis, identificaram a presença de 902 proteínas codificadas 

por RNA mensageiro (mRNA) expressos nas glândulas salivares, onde as proteínas 

secretadas foram a classe funcional mais prevalente. Dessa forma, estudos sobre as 

glândulas salivares e seu papel na fisiologia alimentar enriquecem o conhecimento 

das interações parasito-hospedeiro. No entanto, a atividade de proteínas salivares e 

intestinais da pulga C. felis felis tem sido pouco estudada quando comparada a outros 

artrópodes hematófagos. 

A quantificação proteica obtida das amostras neste estudo revelou valores 

médios aproximados de 1,46 µg/intestino e 0,22 µg/glândula salivar, indicando maior 

concentração de proteínas no trato intestinal em comparação às glândulas. Esse 

padrão é consistente com o observado em outros artrópodes hematófagos. Em            

A. aegypti, por exemplo, foram reportadas médias de 0,81 ± 0,02 µg/glândula e 1,43 

± 0,19 µg/intestino (Pereira-Filho et al., 2020), enquanto em Lutzomyia longipalpis as 

concentrações foram de 0,22 ± 0,02 µg por glândula e 1,1 ± 0,09 µg por conteúdo 

intestinal (Mendes-Sousa et al., 2013).  

Esses resultados sugerem que a maior concentração proteica encontrada nos 

extratos intestinais é uma característica comum entre insetos hematófagos, 

possivelmente relacionada ao maior tamanho do intestino somado à intensa atividade 

enzimática envolvida na digestão do sangue e no metabolismo de proteínas 
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plasmáticas (Rodriguez-Rodriguez et al., 2022). Além disso, parte das proteínas 

detectadas nos EI derivam diretamente da dieta, principalmente considerando que as 

pulgas utilizadas neste estudo não foram coletadas em jejum. Por outro lado, embora 

as glândulas salivares apresentem menor concentração proteica, possuem secreções 

ricas em moléculas bioativas, responsáveis por modular a hemostasia e a resposta 

imune dos hospedeiros durante o repasto sanguíneo (Champagne, 2005; Sant’Anna 

et al., 2024). 

É sabido que a concentração de proteínas plasmáticas varia significativamente 

entre hospedeiros vertebrados, inclusive de uma mesma espécie, refletindo diferenças 

fisiológicas e imunológicas (De Smet, 1978; Caron et al., 2022). Essas variações 

interferem diretamente nos ensaios realizados, uma vez que níveis distintos de 

proteínas circulantes podem influenciar a sensibilidade do sistema à ação de 

moléculas moduladoras. No presente estudo, a utilização de diferentes diluições de 

soro para cão, gato e lobo-guará foi necessária para igualar a atividade das moléculas 

do sistema complemento entre as espécies, evitando resultados imprecisos durante a 

realização dos ensaios. Para reduzir ainda mais o viés individual, o preparo de um 

pool de amostras provenientes de cinco indivíduos de cada espécie, garantiu que os 

resultados obtidos refletissem um perfil representativo e não particular de um único 

hospedeiro. Dessa forma, a padronização das diluições e o uso de pools de soro para 

os ensaios anti-complemento, ou plasma para os ensaios anticoagulantes, permitiram 

minimizar interferências decorrentes de diferenças intrínsecas na concentração ou na 

potência biológica das proteínas séricas, assegurando que as variações observadas 

nos ensaios refletissem, de fato, diferenças reais na interação entre os extratos e a 

cascata de coagulação e sistema complemento de cada espécie. 

Durante o processo de hematofagia, a penetração do aparelho bucal na pele 

do hospedeiro provoca lesões teciduais e a ruptura de pequenos vasos sanguíneos, 

desencadeando a ativação das vias da coagulação (Linardi e Guimarães, 2000; 

Chaudhry et al., 2025). Dessa forma, a presença de moléculas com atividade 

anticoagulante é essencial para garantir o sucesso do repasto sanguíneo (Koh e Kini, 

2009; Paim et al., 2011). No presente estudo, foi observada uma discreta elevação do 

tempo de coagulação em lobo-guará, cães e gatos, associada aos EGS. Esses 

resultados sugerem que a saliva das pulgas contém moléculas com atividade 

anticoagulante local limitada. Tal perfil parece estar relacionado ao comportamento 

alimentar desse artrópode, caracterizado por uma hematofagia rápida e intermitente. 
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Estudos experimentais realizados com gatos corroboram esses achados. Cadiergues 

et al. (2000) observaram pulgas virgens ingurgitadas após 03 minutos de alimentação, 

sendo o tempo médio de 25 ± 18 minutos para fêmeas e 11 ± 8 para os machos. Em 

contrapartida, estudos com outros artrópodes hematófagos que apresentam um perfil 

de alimentação semelhante ao das pulgas, como Aedes spp., Anopheles spp., 

flebotomíneos e triatomíneos, reconhecem a elevada atividade anticoagulante desses 

insetos (Paim et al., 2011; Collin et al., 2012; Pirone et al., 2017; Shrivastava et al., 

2022). 

Lu et al. (2021), a partir de análises transcriptômicas da pulga                

Xenopsylla cheopis, identificaram e caracterizaram um inibidor de trombina (XC-43) 

com alta afinidade, capaz de interferir na coagulação sanguínea. Entretanto, estudos 

subsequentes de Lu et al. (2023), empregando abordagens transcriptômicas 

complementadas por análise proteômica, não detectaram essa mesma molécula em 

C. felis. Contudo, esses autores relataram a presença de oito transcritos codificando 

inibidores de serino peptidases, além de três proteínas correspondentes identificadas 

por cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-MS). Embora a 

função específica dessas moléculas em C. felis felis ainda seja desconhecida, os 

autores levantam a hipótese de que um desses inibidores possa atuar sobre a 

trombina ou no fator Xa, ou que a espécie possua um anticoagulante salivar ainda não 

descrito. 

Uma das hipóteses é de que a presença de outros anti-hemostáticos, como 

vasodilatadores e inibidores da agregação plaquetária, compense a baixa atividade 

anticoagulante observada, uma vez que tais moléculas já foram descritas nas 

glândulas salivares de C. felis em análises transcriptômicas conduzidas por Lu et al. 

(2023). Além disso, evidências indicam que a agregação plaquetária desempenha 

papel mais relevante na hemostasia de pequenos vasos, quando comparada à 

coagulação (Ribeiro, 1987b; 1995; Champagne, 2004). Nesse contexto, artrópodes 

hematófagos que obtém sangue a partir de vasos superficiais da derme, como vênulas 

e arteríolas, são beneficiados quando moduladores antiagregante plaquetário estão 

presentes, os quais podem ser suficientes para assegurar o sucesso do repasto 

mesmo diante de uma atividade anticoagulante limitada. 

Surpreendentemente, não foi observado aumento do tempo de coagulação nos 

ensaios in vitro utilizando EI. Pouco se sabe sobre a biologia digestiva das pulgas, e 

ainda são escassos os estudos voltados ao esclarecimento desses processos. No 
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entanto, é sabido que diversas moléculas digestivas, como proteases, estão presentes 

no intestino médio de artrópodos hematófagos (Ribeiro et al., 2014; Pereira-Filho et 

al., 2020; O'Donoghue et al., 2025). Uma das hipóteses levantadas seria que essas 

enzimas possam ter degradado ou inativado os fatores anticoagulantes presentes nos 

extratos intestinais, impedindo a detecção de atividade inibitória nos ensaios 

realizados. Entretanto, essa hipótese é pouco fundamentada, pois a ação das 

proteases intestinais também degradaria componentes da própria cascata de 

coagulação, resultando em inibição da coagulação plasmática, o que não foi 

observado. Além disso, a não detecção de atividade anticoagulante intestinal, 

mediada por moléculas de origem salivar, pode ter sido comprometida pela baixa 

concentração, agravada pelo efeito de diluição dos extratos intestinais. 

Em contraste, a hipótese mais consistente é que C. felis felis não dependa de 

mecanismos anticoagulantes em nível intestinal. Estudos comparativos conduzidos 

por Silverman e Appel (1994), que analisaram a quantificação proteica do sangue de 

gatos domésticos e das fezes de pulgas adultas alimentadas nesses mesmos 

hospedeiros, observaram pouca divergência nos valores proteicos. Esses resultados 

indicam que o sangue ingerido é rapidamente processado e eliminado em um curto 

intervalo de tempo, havendo pouca digestão. Tal característica representa uma 

adaptação evolutiva dos indivíduos adultos, que priorizam o aproveitamento dos 

nutrientes pelas larvas, as quais se alimentam das fezes das pulgas adultas, 

especialmente em locais onde há sobreposição de ovos e excretas (Kern et al., 1992). 

Além disso, larvas bem nutridas tendem a apresentar menor incidência de 

canibalismo, reforçando o papel das fezes de indivíduos adultos como importante 

fonte de nutrientes e perpetuação da prole (Hsu et al., 2002). Esse padrão, contudo, 

não é observado em outros artrópodes hematófagos, a exemplo de Cimex lectularius 

e A. aegypti, cujos estágios imaturos não consomem fezes dos indivíduos adultos ou 

onde não há sobreposição entre ovos e excretas (Silverman e Appel, 1994). Em 

contrapartida, estudos de Araújo et al. (2007), utilizando triatomíneos, correlacionaram 

a presença de anticoagulantes intestinais com a maior fluidez da ingesta ao longo do 

trato gastrointestinal. No entanto, a ausência de estudos transcriptômicos do intestino 

em pulgas C. felis felis limitam a compreensão sobre a participação de outros 

componentes anti-hemostáticos na facilitação da passagem da ingesta, visto a 

ausência de atividade anticoagulante aqui detectada.  
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Até onde sabemos, apenas um estudo investigou a presença de inibidores do 

sistema complemento de C. felis (Cavalcante et al., 2003). Nesse estudo, os autores 

não detectaram efeito inibitório na via clássica do sistema complemento humano, 

sendo essa a única via avaliada. Além disso, foram utilizados apenas EGS, o que 

levou os autores a sugerirem que a inibição poderia ocorrer em outras vias ou por 

moléculas intestinais. Os resultados do presente estudo corroboram, complementam 

e confirmam essa hipótese. De fato, os EGS de C. felis felis não apresentaram 

atividade inibitória na via clássica, em concordância com Cavalcante et al. (2003). 

Além disso, no presente estudo, a ausência de inibição também foi observada na via 

alternativa, mas o EI se mostrou efetivo na inibição da via clássica, compensando a 

falta de inibidores salivares, embora tal efeito não tenha sido observado na via 

alternativa.  

Sabe-se que a presença de mecanismos capazes de neutralizar o 

complemento é essencial à sobrevivência de artrópodes hematófagos, prevenindo 

lesões no epitélio intestinal decorrentes da ativação desse sistema (Barros et al., 

2009; Khattab et al., 2015). Acredita-se que uma das particularidades das pulgas, em 

comparação a outros artrópodes hematófagos, seja a ausência de produção de matriz 

peritrófica pelas células epiteliais do intestino médio (Vaughan e Azad, 1993). Essa 

matriz atua como uma barreira semipermeável que protege o epitélio intestinal contra 

danos mecânicos, patógenos e toxinas, além de regular a digestão e a passagem de 

moléculas no intestino médio (Lehane, 1997). Estudos transcriptômicos realizados 

com C. felis (Gaines et al., 2003) e X. cheopis (Bland et al., 2020) identificaram a 

expressão de genes codificadores de peritrofinas (proteínas associadas à matriz 

peritrófica) contudo, em ambas as espécies, não foram encontradas evidências 

morfológicas da formação de uma matriz funcional. A ausência dessa estrutura torna 

o epitélio intestinal das pulgas diretamente exposto ao sangue ingerido, elevando a 

importância de mecanismos complementares de proteção (Vaughan e Azad, 1993; 

Barros et al., 2009), como a inibição do sistema complemento aqui observado. 

Embora C. brachyurus apresente manifestações clínicas mais intensas frente 

ao parasitismo pulgas C. felis felis (Maia e Gouveia, 2003; Cubas et al., 2007), os 

resultados do presente estudo indicaram um perfil de atividade semelhante entre os 

hospedeiros avaliados. Estudos anteriores, como o de Mendes-Sousa et al. (2013), 

investigaram a ação dos inibidores salivares e intestinais sobre o soro de diferentes 

espécies e observaram que a saliva de L. longipalpis foi capaz de inibir a via clássica 
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do sistema complemento em cães, porquinhos-da-índia e ratos, mas não exerceu 

efeito significativo sobre o complemento de galinhas. Assim, a ausência de diferenças 

entre lobo-guará, cão e gato observado neste estudo pode estar atrelado à 

semelhança estrutural e funcional dos componentes do sistema complemento entre 

mamíferos, o que possivelmente limita variações significativas na ação dos inibidores 

salivares e intestinais dentro de um mesmo grupo. 

Uma das hipóteses que talvez justifique a maior suscetibilidade de animais 

cativos às infestações por C. felis felis, incluindo o lobo-guará, pode estar relacionada 

a fatores ambientais e de manejo (Cubas et al., 2007). A presença de substratos nos 

recintos, por exemplo, pode favorecer a permanência e o desenvolvimento dos 

estágios imaturos do ectoparasito. Além disso, o uso repetido e restrito das mesmas 

áreas de descanso pelos animais, decorrente da limitação espacial dos recintos, 

contribui para o acúmulo de formas livres no ambiente (Cubas et al., 2007; Dahm et 

al., 2021). Essa sobreposição entre áreas de descanso e locais de oviposição das 

pulgas aumenta o contato dos hospedeiros com as formas ambientais e fornece maior 

disponibilidade de nutrientes (fezes e outros detritos orgânicos) para o 

desenvolvimento larval, favorecendo a manutenção e o fechamento do ciclo 

parasitário (Kern et al., 1992; Hsu et al., 2002). 

Clark et al. (2018) demonstraram que o uso de habitats antropogênicos por 

animais silvestres eleva em até 256% o risco de infestação por C. felis, em 

comparação com espécies que não utilizam esses ambientes, evidenciando a 

importância da sobreposição de habitats na dinâmica das infestações. Nesse 

contexto, a FPMZB de Belo Horizonte está inserida em uma área urbana cercada por 

domicílios e, apesar da proibição, é comum a circulação de cães e gatos domésticos 

errantes nas dependências do parque, o que aumenta a probabilidade de contato 

indireto entre animais domésticos e silvestres. Além disso, o contato com a fauna 

sinantrópica local, somado à intensa visitação pública, ambos potenciais carreadores 

de ectoparasitos, sobretudo em estágios imaturos, favorece a introdução e a 

manutenção de populações no ambiente. Assim, a proximidade com fontes 

recorrentes de ectoparasitos, aliada às limitações de espaço e ao confinamento dos 

animais, pode explicar a maior intensidade das manifestações clínicas observadas em 

lobos-guará mantidos sob condições de cativeiro. 

Em adição, a gravidade do parasitismo pode ser decorrente de processos 

inflamatórios locais associados a espoliação sanguínea, combinado a processos 
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sistêmicos generalizados, os quais podem ou não estar relacionados ao grau de 

infestação. Nesse contexto, a hipersensibilização aos componentes salivares de         

C. felis felis desempenha papel central, desencadeando dermatite alérgica 

caracterizada por prurido intenso, automutilação e imunomodulação, podendo agravar 

comorbidades preexistentes e predispor ao desenvolvimento de infecções bacterianas 

oportunistas. Em cães domésticos, por exemplo, a resposta sistêmica ao parasitismo 

se manifesta primariamente a partir da resposta cutânea (Gross e Halliwell, 1985; 

Wilkerson et al., 2004), no entanto, são necessários estudos que investiguem como 

os lobos-guará respondem as manifestações sistêmicas decorrente do parasitismo, 

como respostas medulares. Assim, é provável que exista um impacto sanitário 

subestimado na espécie, decorrente de uma resposta sistêmica exacerbada, hipótese 

que necessita ser investigada em estudos futuros voltados à imunopatogênese da 

infestação. 

Em contrapartida, até onde sabemos, não há registros de óbito de lobos-guará 

de vida livre por infestações de pulgas. Uma das características que pode justificar 

esse fato está relacionada ao seu comportamento in situ. Em ambiente natural,            

C. brachyurus apresenta atividade predominante crepuscular e noturna, 

permanecendo em repouso durante o período diurno, geralmente abrigado em tocas 

temporárias sob arbustos densos ou em áreas com gramíneas altas, evitando o calor 

extremo (Dietz, 1984; Coelho et al., 2008). Ao anoitecer, se deslocam por dezenas de 

quilômetros em um único dia, em busca de recursos alimentares (Paula et al., 2013). 

Sua maior atividade noturna contrasta com o maior período reprodutivo das pulgas, 

quando as fêmeas realizam a ovoposição (Dryden, 1989). Esse padrão mantém a 

dispersão das formas ambientais do pulicídeo, quando os indivíduos estão 

parasitados, em vez de sua concentração em locais de repouso, o que limita a 

reinfestação e reduz a probabilidade de manter altas infestações. 

Todos os ensaios anti-complemento realizados neste estudo foram conduzidos 

em pH 7,4, que corresponde ao pH fisiológico do sangue e dos tecidos de hospedeiros 

mamíferos, condição na qual o sistema complemento apresenta melhor atividade. No 

entanto, após o repasto sanguíneo, o pH do sangue ingerido pode sofrer alterações 

significativas no interior do trato digestivo dos artrópodes hematófagos. Em                    

A. sculptum e L. longipalpis, por exemplo, foi observado que o sangue ingerido sofre 

leve alcalinização dentro do intestino médio, atingindo valores médios de pH 8,04 ± 

0,08 e 8,15, respectivamente (Mendes-Sousa et al., 2013; Franco et al., 2016). Em 
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contraste, estudos realizados com triatomíneos demonstram uma tendência oposta, 

caracterizada pela acidificação do conteúdo intestinal após a ingestão de sangue, 

atingindo valores de pH de 7,02 ± 0,05 (Barros et al., 2009).  

Essas variações refletem adaptações fisiológicas específicas de cada 

artrópode e podem influenciar diretamente a estabilidade e a atividade dos 

componentes do sistema complemento, bem como a eficácia dos inibidores 

produzidos por eles. De modo geral, os estudos indicam que flutuações no pH 

intestinal têm potencial para modular a ação do sistema complemento, favorecendo a 

atividade de inibidores em ambientes mais alcalinos (como observado em A. 

sculptum) (Franco et al., 2016), enquanto pHs fora da faixa fisiológica (acima de 7,5 

ou abaixo de 7,0) tendem a reduzir a eficiência da via alternativa, conforme relatado 

para L. longipalpis e triatomíneos (Barros et al., 2009; Mendes-Sousa et al., 2013). 

Até o momento, não há informações disponíveis sobre o pH intestinal de            

C. felis, o que representa uma lacuna importante para o entendimento de sua biologia 

digestiva e das interações com o sistema imune do hospedeiro. Se os inibidores são 

realmente necessários para a proteção do epitélio intestinal, entende-se que o 

complemento estará ativo neste novo ambiente (Sant’Anna et al., 2024). A 

determinação desse parâmetro, aliada à realização de ensaios anti-complemento em 

diferentes condições de pH, é essencial para aprofundar o conhecimento sobre o 

papel funcional das moléculas salivares e intestinais na evasão imune e na proteção 

do epitélio digestivo. 

A coleta das pulgas por conveniência representou uma das principais limitações 

do estudo. Além da dificuldade em encontrar indivíduos naturalmente parasitados, foi 

necessário mantê-los vivos até o momento da dissecação, o que se mostrou um 

desafio, visto que C. felis felis apresenta baixa sobrevivência fora do hospedeiro após 

o início da hematofagia. Em nossa experiência, considerando o processo de 

dissecação, não recomendamos o congelamento das pulgas por períodos superiores 

a 10 minutos, pois esse procedimento pode provocar a ruptura das glândulas 

salivares, inviabilizando sua obtenção. Além disso, como insetos já possuem um 

tegumento naturalmente rígido em função da elevada quantidade de quitina (Hahn et 

al., 2018), o ressecamento em decorrência do congelamento torna seu exoesqueleto 

quebradiço, dificultando a dissecação e aquisição do material. 

A ausência de controle sobre o período de alimentação dos artrópodes pode 

ter influenciado as quantificações proteicas obtidas dos EGS e EI. O processo de 
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hematofagia, associada à não exclusão de amostras intestinais contendo sangue, 

possivelmente contribuiu para o aumento nos valores proteicos detectados nos EI. 

Danchenko e Makaluso (2024) apontam que as glândulas salivares das pulgas sofrem 

alterações estruturais ao longo do ciclo de vida, apresentando hiperplasia em fases 

alimentares mais avançadas. Tais modificações estão associadas a processos 

fisiológicos mais amplos, uma vez que a maturação das gônadas e a oviposição 

resultam em alterações tanto nas glândulas salivares quanto no epitélio do intestino 

médio. Além disso, particularmente nas fêmeas, a maturação do oócito leva a um 

aumento expressivo do tamanho das células salivares, refletindo a estreita relação 

entre estado nutricional e reprodutivo na atividade secretora desses órgãos. No 

entanto, as pulgas são insetos hematófagos que se alimentam várias vezes ao dia, 

mantendo uma atividade alimentar frequente (Silverman e Appel, 1994). Isso contrasta 

com outros insetos hematófagos, como triatomíneos, mosquitos e flebotomíneos, que 

tipicamente apresentam longos intervalos entre as refeições de sangue (Otálora-Luna 

et al., 2015; Brackney et al., 2021). Nesses insetos, a atividade das glândulas salivares 

segue ciclos mais definidos de depleção durante a alimentação e reposição 

relativamente lenta posteriormente. Nas pulgas, o padrão de alimentação mais 

contínuo provavelmente sustenta uma atividade metabólica mais constante nas 

glândulas salivares, potencialmente reduzindo a variabilidade intra-amostra associada 

ao estágio de alimentação. 

Neste estudo, não foi objetivo identificar a molécula salivar responsável pela 

atividade anticoagulante, nem a molécula intestinal associada à inibição da via 

clássica do sistema complemento, tampouco determinar em qual etapa dessa cascata 

ocorre a atividade observada. Apesar dessas limitações, os resultados obtidos são 

consistentes e fornecem evidências importantes sobre o potencial modulador de         

C. felis felis nas respostas hemostáticas e imunológicas dos hospedeiros, contribuindo 

de forma inédita para a compreensão da interação parasito-hospedeiro. 

7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Embora a hipótese inicial  de que as pulgas apresentariam maior eficiência 

alimentar sobre o sangue do lobo-guará em comparação aos mamíferos domésticos 

não tenha sido confirmada, este estudo fornece a primeira evidência científica de que 

a modulação do sistema complemento ocorre predominantemente pela via clássica 

nos hospedeiros mamíferos avaliados e ensaios realizados, e é desencadeada 
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predominantemente pelo intestino, enquanto as glândulas salivares atuam em 

respostas imunofisiológicas locais, com destaque para o efeito anticoagulante.  

Esses achados representam um avanço no entendimento dos mecanismos 

fisiológicos dessa espécie, contribuindo para preencher lacunas importantes sobre a 

biologia das pulgas e aprofundar o conhecimento acerca das complexas interações 

entre ectoparasitos e hospedeiros silvestres, especialmente em contextos de cativeiro 

e proximidade com ambientes urbanos. Os resultados também oferecem subsídios 

relevantes para o desenvolvimento de estratégias de conservação e de controle de 

ectoparasitos, além de embasar processos de tomada de decisão por gestores de 

saúde e conservação da fauna silvestre. 

As limitações levantadas reforçam a necessidade de que estudos futuros 

adotem estratégias de coleta mais criteriosa, como a manutenção das pulgas em 

insetário e principalmente o controle do período de hematofagia, a fim de minimizar 

viés experimental e aumentar a robustez dos achados. 

Além disso, sugerimos que futuras investigações preencham lacunas sobre a 

biologia intestinal das pulgas, além de explorar a realização dos ensaios sob 

diferentes condições de pH, além de caracterizar as moléculas anticoagulantes e 

imunomodulatórias envolvidas nos processos. Outras estratégias de modulação e 

evasão imunológica, como a interação com a via da lectina, a captação do fator H e a 

presença de atividades antiagregante plaquetária e vasodilatadora, também se tornam 

necessárias. Adicionalmente, estudos direcionados às respostas orgânicas do lobo-

guará, como alterações hematológicas, bioquímicas, imunológicas e medulares frente 

a puliciose, podem ampliar a compreensão sobre a maior sensibilidade dessa espécie 

às picadas de C. felis felis. 

8. CONCLUSÕES  

● Nas condições experimentais empregadas, C. felis felis apresentou baixa 

sobrevivência quando estão fora do hospedeiro, principalmente após o início do 

processo de hematofagia, exigindo sua manutenção em condições controladas de 

insetário.  

● Os processamentos realizados indicam que a saliva está associada principalmente 

à interferência na coagulação sanguínea, enquanto moléculas da origem intestinal 

estiveram relacionadas a modulações do sistema complemento, exclusivamente na 

via clássica. 
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● As interações observadas entre o extrato intestinal e a via clássica do sistema 

complemento, bem como entre o extrato de glândulas salivares e a cascata de 

coagulação, ocorreram de maneira semelhante entre as espécies avaliadas, sendo 

compatíveis com a utilização desses carnívoros como hospedeiros habituais de     

C. felis felis nas condições analisadas.  
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ANEXOS 

 

ANEXO I – Declaração aprovação em Comitê de Ética no uso de animais 

(UFMG) 
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ANEXO II – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (questionário) 

 

Universidade Federal de Minas Gerais 

Interações entre o Sistema Complemento do Lobo-Guará (Chrysocyon brachyurus) e 
a saliva de Ctenocephalides felis felis: influência no desempenho alimentar do 
artrópode 

Pesquisador: Júlia Angélica Gonçalves da Silveira 

CIAEP/CEUA: - 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
Objetivos do estudo: Investigar a interação da saliva da pulga Ctenocephalides felis felis 
na modulação do sistema complemento do lobo-guará (Chrysocyon brachyurus) e 
determinar a influência dessas interações no desempenho alimentar do artrópode. 
Procedimentos a serem realizados com os animais: As atividades serão realizadas em 
propriedades que possuem cães e gatos naturalmente parasitados por pulgas, 
previamente autorizadas pelos responsáveis. Para a coleta dos ectoparasitos, os 
animais serão contidos manualmente de forma cuidadosa, apenas durante o período 
necessário para a inspeção e coleta. A inspeção consistirá na avaliação minuciosa de 
toda a extensão do corpo, com ênfase nas regiões de maior predileção dos 
ectoparasitos. As pulgas eventualmente presentes serão coletadas manualmente e 
acondicionadas em microtubos estéreis. Não haverá coleta de fluidos orgânicos. 
Potenciais riscos para os animais: O procedimento envolve apenas contenção física 
manual e inspeção do pelame, sendo considerado minimamente invasivo. No entanto, é 
possível que alguns animais apresentem reações como leve estresse, desconforto, 
inquietação ou irritabilidade durante a manipulação, especialmente se não estiverem 
acostumados a serem contidos. Ressalta-se que não haverá qualquer tipo de 
intervenção dolorosa, aplicação de medicamentos ou coleta de material biológico que 
gere dor ou risco à integridade física dos animais. Cronograma: A estimativa para o 
resultado do presente estudo é de 1 (um) ano a partir do início das coletas, que serão 
iniciadas após a aprovação pelo comitê de ética no uso de animais (CEUA). Benefícios: 
Os tutores dos animais participantes receberão, ao final da inspeção, orientações 
individualizadas sobre o controle de ectoparasitos, incluindo informações sobre os 
riscos que o parasitismo por pulgas pode representar para a saúde dos animais e das 
pessoas do convívio, como transmissão de patógenos, desconforto e reações alérgicas. 
Além disso, serão fornecidas recomendações sobre medidas eficazes de prevenção, 
controle e tratamento antiparasitário, contribuindo para a melhoria da saúde e do bem-
estar dos animais, bem como para a redução do risco de infestação ambiental e de 
zoonoses no domicílio. 

Esclarecimentos ao proprietário sobre a participação do animal neste projeto: 

Sua autorização para a inclusão do(s) seu(s) animal(is) nesse estudo é voluntária. Seu(s) 
animal(is) poderá(ão) ser retirado(s) do estudo, a qualquer momento, sem que isso 
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cause qualquer prejuízo a ele(s). A confidencialidade dos seus dados pessoais será 
preservada. Os membros da CEUA ou as autoridades regulatórias poderão solicitar suas 
informações e, nesse caso, elas serão dirigidas especificamente para fins de inspeções 
regulares. 

O Médico Veterinário responsável pelo(s) seu(s) animal(is) será o(a) Dr(a) Júlia Angélica 
Gonçalves da Silveira, inscrito (a) no CRMV sob o nº 8185. Além dele, a equipe do 
Pesquisador Principal: Pedro Henrique Cotrin Rodrigues (EV-UFMG), Adalberto Alves 
Pereira Filho (ICB-UFMG), João Paulo Soares Alves (EV-UFMG) e Ricardo Nascimento 
Araújo (ICB-UFMG), também se responsabilizará pelo bem-estar do (s) seu (s) animal (is) 
durante todo o estudo e ao final dele. Quando for necessário, durante ou após o período 
do estudo, você poderá entrar em contato com o Pesquisador Principal ou com a sua 
equipe pelos contatos: 

Tel. de emergência: Pedro Henrique Cotrin Rodrigues (31) 992297834 
Email: pedro.cotrinr@gmail.com 

Profa Júlia Angélica Gonçalves da Silveira (31) 99932-9236 (31) 3409-2082. 

Email: jangelicags@gmail.com 

Endereço: Escola de Veterinária da UFMG - Campus Pampulha da UFMG - Av. Antônio 
Carlos, 6627 - São Luiz, Belo Horizonte - MG, 31270-901  

 

DECLARAÇÃO DE CONSENTIMENTO 

Fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedimentos deste estudo, seus riscos 
e benefícios ao(s) animal(is) pelo(s) qual(is) sou responsável. Fui também informado que 
posso retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao assinar este Termo de 
Consentimento, declaro que autorizo a participação do(s) meu(s) animal(is) 
identificado(s), a seguir, neste projeto. 

Este documento será assinado em duas vias, sendo que uma via ficará comigo e outra 
com o pesquisador. 

________________________, ___ de __________ de ______ 

 
Assinatura do Responsável:________________________________________ 

Assinatura do Pesquisador Responsável:_____________________________ 

Nome:________________________________________________________ 

Documento de Identidade (quando aplicável):__________________________ 

 


